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1. INTRODUCCION

1.1.  ANTECEDENTES

Las centrales nucleares requieren importantes volimenes de agua para la
refrigeracion del condensador y otros circuitos y por ello se encuentran ubicadas en las
proximidades de grandes extensiones de agua como mares, rios, lagos y embalses. A
grandes rasgos, en los sistemas de refrigeracion el calor que se genera en los
intercambiadores de calor es disipado mediante evaporacion. Una vez ha
desempeiiado su funcién, el agua se devuelve a la fuente natural de la que fue tomada

tras haber pasado una serie de anélisis que posibilitan su vertido.

En los sistemas de refrigeracion cerrados, como el de la Central Nuclear de
Cofrentes (CNC), el agua es sometida a una serie de procesos de depuracion antes de
entrar a formar parte del sistema, pero éstos no implican su esterilidad por lo que parte
de los microorganismos que componen la comunidad microbiana de la fuente natural
de agua pasa al sistema de refrigeracion. El incremento de temperatura que tiene lugar

en el agua de los sistemas de refrigeracion, asi como el aumento en la concentracion
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de materia organica debido a los procesos de evaporacion, convierten a estos sistemas
en un lugar idoneo para el desarrollo de dichos microorganismos. Ademas, estos
sistemas cerrados no lo estan en su totalidad, sino que existen zonas abiertas donde se
puede producir la incorporacion de nuevos microorganismos desde el ambiente. Por
otro lado, las pérdidas de agua que se producen como consecuencia de la evaporacién
deben ser compensadas, por lo que el sistema de refrigeracién recibe periédicamente
aportes de agua que proporcionan la entrada de nuevos microorganismos y la

renovacion de los nutrientes.

Adicionalmente, en todos los ambientes acuiticos los microorganismos
(bacterias, algas, hongos, etc.) interaccionan con las superficies, colonizandolas y
dando lugar a la formacion de biopeliculas (Costerton y cols., 1995). Estos consorcios
microbianos pueden originar fendmenos de bioensuciamiento y biocorrosion en los
sistemas de refrigeracién, donde existe gran cantidad de superficies sumergidas
(Cloete y De Bruyn, 1995; Lutterbach y de Franca, 1996; Rao y Nair, 1998). Las
consecuencias del bioensuciamiento son pérdidas de energia debido al incremento en
el rozamiento del fluido y pérdidas de la eficiencia en la transferencia de calor (Zelver
y cols., 1982), lo que en una central nuclear resulta de especial interés durante una
emergencia o un accidente (Licina, 1988). Las biopeliculas, que consisten en
conjuntos de microorganismos embebidos en una matriz exopolimérica de origen
microbiano que los mantiene unidos junto con otras sustancias del medio en que se
encuentran (Charaklis y Marshall, 1990), favorecen la formacién de nuevos
microambientes para el crecimiento microbiano y proporcionan a las bacterias una
serie de ventajas, como la resistencia a tratamientos de desinfeccion (Wingender y

cols., 1999).

Por tGltimo, el agua del sistema de refrigeracion se vierte a unas balsas de

almacenamiento temporal de vertidos donde se mantiene unos dias, a la espera de los

14 Escuela Técnica Superior de Ingenieros Industriales (UPM).



Evaluacion microbiolégica del sistema de agua de circulacion de una central nuclear

resultados de los analisis medioambientales, antes de ser liberada definitivamente a la
fuente natural. Estas balsas pueden constituir nichos ideales para el desarrollo de
numerosos microorganismos, pudiendo producirse en ellas auténticos afloramientos o
“blooms” (European Comission, 2003). Estos afloramientos dependen de las
condiciones ambientales y de la disponibilidad de recursos para el crecimiento de los
microorganismos. Dada la capacidad de estas balsas, su vertido puede provocar
alteraciones en el ecosistema al que se incorpora el agua, bien por un incremento en el
tamafio de las poblaciones microbianas o por cambios en la composiciéon de las

mismas.

Aunque existen multitud de estudios sobre la calidad microbiolégica de aguas
naturales entre la documentacién manejada, ninguno de ellos se ha efectuado en las
proximidades de una central nuclear. La mayoria de los estudios llevados a cabo en
relacidn con este tipo de instalaciones estan dedicados al impacto radioldgico de las
centrales nucleares (Baeza y cols., 1991; Nedveckaite y cols., 2000; Baeza y cols.,
2001; Howard y cols., 2004). En este sentido, se ha publicado un estudio sobre el
impacto de la central nuclear de Ascd sobre el rio Ebro (Sanchez-Cabeza y cols,,
2000) en el que se concluye que no existe riesgo para la salud ni para el medio
ambiente, pero no se analiza el impacto sobre la calidad microbioldgica de las aguas.
Yang y Yang (2001) han estudiado la ecologia microbiana del suelo en los alrededores
de una central nuclear de Taiwan, y aunque han observado variaciones en la poblacién

no las han podido asociar a los efectos de operacion de la central.

Respecto a los sistemas de refrigeracidn, se han realizado estudios sobre el
efecto de la temperatura de las aguas receptoras (Wu y cols., 2001; Chen y cols.,
2003) y sobre la poblacién de peces (Barnthouse, 2000; Perry y cols., 2002; Ehrler y
cols., 2002) y crusticeos (Bamber y Seaby, 2004). El incremento de la temperatura de

las aguas receptoras parece que influye en el desarrollo de microorganismos

Ana M. Garcia Ruiz 15



Introduccion

oportunistas y terméfilos (Solovykh y cols., 1998; Suzdaleva, 2001), afectando a la
composicion de la comunidad microbiana y contribuyendo a la contaminacién del
agua. En cuanto a la fauna acuética, los sistemas de refrigeracion provocan un
descenso en el nimero de larvas de ciertas especies por efecto de la temperatura sobre
las aguas receptoras y como consecuencia del paso del agua por el circuito de
refrigeracion que causa la destrucciéon mecanica de las mismas. Ademds se han
detectado en las aguas del rio Ebro algunos ejemplares de peces mutantes, que han
sido asociados a los vertidos radiactivos de la Central Nuclear de Santa Maria de

Garofia.

Por todo ello, resulta de gran interés el analisis de los microorganismos que se
desarrollan en los sistemas de refrigeracion de las centrales nucleares y cémo varian

las poblaciones del agua a lo largo de estos sistemas, desde su origen hasta su vertido.

1.2, LA CENTRAL NUCLEAR DE COFRENTES

La Central Nuclear de Cofrentes, propiedad de IBERDROLA S.A.; es en la
actualidad el centro de produccidén de energia eléctrica mas importante de la

Comunidad Valenciana y una de las centrales de mayor potencia de nuestro pais.

La Central esta situada en el término municipal de Cofrentes, a unos 110
kilémetros de Valencia capital, en la margen derecha del rio Jucar, aguas arriba de su
confluencia con el rio Cabriel, (a unos 47 m por encima del nivel medio de las aguas
del rio Jucar, cota 372 m sobre el nivel del mar) en la cola del embalse de

Embarcaderos, que sirve como fuente de refrigeracion de la Central.

La eleccion del emplazamiento de la Central se efectud siguiendo el proceso

de seleccion basado en criterios coincidentes con los aplicables a otras instalaciones
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productoras de energia, tales como la existencia de un medio refrigerante, la
disponibilidad de terrenos, la proximidad a zonas de consumo, ¢tc., a los que se
afiaden otros criterios especificos exigidos por la reglamentacion nuclear. El estudio
de dichos requisitos permitié la evaluacion técnica de la idoneidad del emplazamiento
elegido y la inclusién en el proyecto de las medidas adecuadas para que la operacioén

de la Central tuviera el menor impacto posible.

El proyecto de la Central Nuclear de Cofrentes se inici6é en Marzo de 1973, al
contratarse con General Electric, Co. el suministro del reactor, del turbogenerador y la
primera carga de combustible. En las mismas fechas, se contrataron los trabajos de
ingenieria, permitiendo que a lo largo de los afios 1973, 1974 y 1975 se realizara la
ingenieria bésica, adquisicion del equipo principal y obtencién de la Autorizacion de
Construccién que fue concedida el 6 de Septiembre de 1975, comenzandose a partir de
ese momento la explanacién de los terrenos y las obras de cimentacién donde habrian

de construirse los edificios de la Central.

La obra civil y montaje de equipos se desarrollé entre 1975 y finales de 1982,
fecha en la que se aprobd por parte de los organismos competentes el Programa de

Pruebas Nucleares que se prolongaria entre 1983 y 1984,

La primera carga de combustible tuvo lugar el dia 6 de Agosto de 1984 como
paso previo y necesario a la definitiva conexién de la Central a la red eléctrica

nacional que tuvo lugar el dia 14 de Octubre de ese mismo afio.

Desde entonces, la Central Nuclear de Cofrentes ha venido funcionando con
normalidad, contribuyendo con una producciéon media anual de 7.800 millones de
Kw-h™ al mercado eléctrico, donde llega a alcanzar cuotas de participacion del 70% en

la Comunidad Valencia y del 4% para el conjunto del pais.
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Practicamente todas las edificaciones de la Central quedan dentro del 4rea de
exclusion. Esta 4rea es de 750 metros de radio tomando como punto central €l eje del

reactor. En ella se diferencian tres zonas:

» Zona de edificios principales, que incluye el edificio de turbinas, el

auxiliar, el del reactor y el del combustible.

» Zona de edificios menores, que comprende el edificio de calderas
auxiliares, el de calentadores, el de tratamientos de desechos
radiactivos, el de grupos diesel, el de servicios, el eléctrico, las oficinas,

los talleres y los almacenes.

= Zona de servicios de refrigeracion y gestion de liquidos, constituida por
las torres de refrigeracion, el edificio de tratamiento de agua, el
estanque de agua de servicios esenciales, las balsas de vertido y el

parque de intemperie.

1.2.1. DESCRIPCION DEL CICLO PRINCIPAL

La Central Nuclear de Cofrentes estd equipada con un reactor de agua en
ebullicién del tipo BWR-6 (BWR, Boiling Water Reactor) que emplea diéxido de
uranio (UQ,) enriquecido al 2,6% aproximadamente en isétopo U-235 como
combustible. Dispone de una potencia térmica de 3.015 MWt lo que permite obtener

una potencia eléctrica nominal de 1.025,4 MWe.

El principio del funcionamiento de una central nuclear, al igual que una
central térmica, se basa en la transformacién de 1a energia calorifica de un combustible
en energia mecanica y ésta en energia eléctrica. En el caso de las centrales nucleares el
calor lo produce la fision del uranio en el reactor nuclear. Este combustible se presenta

en forma de pastillas cilindricas apiladas en unos tubos o vainas de aleacién metélica
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de zircaloy, las cuales, a su vez, se agrupan en haces denominados "elementos
combustibles". El calor producido en el reactor nuclear calienta un fluido,
normalmente agua. para producir vapor, que se expansiona en una turbina que acciona
un generador eléctrico para producir la electricidad. El vapor de agua que sale de la
turbina pasa a estado liquido en el condensador. retornando, mediante el concurso de
las bombas de condensado v de agua de alimentacion, al generador de vapor para

reiniciar el ciclo (Figura 1).

Energia electrica

Turbina —- . . =B

Condensadaor

_ Entrada
= refrigerante

Agua de condensado

[ Circuito agua - vapor

Figura 1. Esquema simplificado de la refrigeracion de una Central Nuclear,
(http://217.127 34 207/VIGILANCI

La regulacion del calor que se produce en la fision nuclear se lleva a cabo con
elementos que modifican el flujo neutrénico, y que son denominados barras de

control, pues se trata de barras constituidas por materiales metalicos absorbentes de
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neutrones (principalmente componentes de boro y cadmio) que se introducen en el
nacleo del reactor. Estas barras son deslizantes y cuanto maés introducidas estan en el
nticleo més neutrones absorben, con lo que disminuye el nimero de fisiones. Por el
contrario, al extraer las barras, el nimero de fisiones aumenta, pudiendo asi controlar

la potencia del reactor.

1.2.2. SISTEMA DE CIRCULACION DE AGUA

Mediante un caudal de agua aportado por un tercer circuito "sistema de
circulacién", se realiza la refrigeracién del condensador. El sistema de refrigeracion
toma agua de una fuente natural (rio, embalse, lago, mar) y la usa para condensar el
vapor de agua una vez que éste ha movido la turbina, de forma similar a las de
cualquier ofra central térmica de carbon, fuel-oil, gas o de ciclo combinado. Despugs,
el agua del circuito de refrigeracion exterior se devuelve al rio, el embalse o el mar, a
una temperatura superior a la que se tomo. Esta agua no esta en contacto directo con el
combustible nuclear, por lo que no contiene elementos radiactivos. Existen
fundamentalmente dos tipos de sistemas de refrigeracidén: en circuito abierto o en
circuito cerrado con torres de refrigeracion (Figura 2). En el primer caso, el agua se
devuelve completamente a la fuente de donde se ha tomado, mientras que con el
circuito cerrado s6lo una parte del agua tomada de la fuente natural es devuelta a la
misma, de forma que el incremento de la temperatura del agua devuelta es bastante

menor.

En la Central Nuclear de Cofrentes la refrigeracidén es en circuito cerrado
mediante dos torres de tiro natural, de 130 m de altura y 90 m de didmetro en la base.
El agua procedente de la refrigeracién de los condensadores de la turbina principal es

enviada a la parte superior de las torres por tuberia cerrada, donde se enfria al caer
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pulverizada en contracorriente con el aire ascendente. El agua sale del fondo o balsa
de las torres por un canal descubierto hasta la casa de bombas de circulacion, del tipo
intemperie, donde 4 bombas de hélice, de eje vertical y 2,800 HP de potencia unitaria,
impulsan un caudal de refrigeracion de 28 m™s™ hasta los condensadores, cerrando el
circuito. Al SO de las torres de refrigeracion hay 5 balsas (2 de 130.000 m' v 3 de
5.500 m’ de capacidad) destinadas a recoger los vertidos liquidos de la Central antes

de su analisis v descarga controlada al rio.

CIRCUITO ABIERTO CIRCSUITO CERRADD
Agisa svaporada

Figura 2. Esquema de los tipos de circuitos de refrigeracion.
(http://217.127.34 207/ VIGILANCIA HTM)

1.2.3. SISTEMAS DE TRATAMIENTO DE AGUA Y GESTION DE LiQUIDOS DE LA
CENTRAL

Toda el agua necesaria para el funcionamiento de la Central Nuclear de
Cofrentes se toma del embalse de Embarcaderos a través de una estacién de bombeo
situada a unos 5 km al NO de los edificios principales de la Central. Dispone de tres

bombas del 50% de capacidad cada una, que elevan hasta 1.100 L-s" hasta la primera

Ana M. Garecia Ruiz 21


http://217.127.34.207/VIGILANCIA.HTM

Introduccion

planta de tratamiento de agua, donde se procede a una decantacion y filtrado,
eliminando la materia en suspension procedente del rio. Esta planta consta de dos
decantadores circulares del tipo de recirculacion de fangos, del 50% de capacidad
unitaria, que utilizan alimina como coagulante, procediéndose a una filtracion
posterior a través de cuatro filtros de gravedad del tipo “Mono-Pack” con una
capacidad de 900 m>h"! cada uno. Los fangos resultantes, entre 20 y 60 m’h’
dependiendo de las impurezas del agua del rio, se envian a una planta de tratamiento
de fangos donde son espesados y secados con la ayuda de un polielectrolito, para
finalmente ser evacuados para su almacenamiento. La mayor parte del agua filtrada se
utiliza directamente para suplir las pérdidas del sistema en circulacion en las torres de
tiro natural, evaporandose 660 L-s” con una purga en continuo de unos 330 L-s" hacia
dos balsas de control de vertidos (130.000 m®) para su posterior devolucién al rio. La
purga se ajusta en funcién de la salinidad del agua y la evaporacién para mantener la

concentracion deseada (2 a 3 concentraciones).

El agua destinada a los demés sistemas se somete a una serie de tratamientos
posteriores mas complejos, en funcién de los requerimientos quimicos del sistema. El
agua empleada en el ciclo principal requiere el ablandamiento en dos reactivadores del
100% que utilizan cal, sulfato de alimina como coagulante e hipoclorito sddico como
desinfectante. Después es filtrada en dos filtros de arena a presion del 100% y por
altimo es desmineralizada en dos cadenas de resinas de intercambio idnico, donde se
obtiene un agua aceptable para reposicidn al ciclo principal, con una capacidad de
produccién de 450 m® al dia funcionando 15 horas. El sistema de agua de servicio de
la Central, se utiliza para refrigerar la mayoria de los componentes que no son de
seguridad. Dispone de 3 torres de tiro mecanico, que reponen las pérdidas con agua
procedente de la fase de ablandamiento, anteriormente mencionada, sometida a una

suavizacién adicional en cambiadores de zeolitas. El sistema de agua de servicio
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esencial, se utiliza para refrigerar los sistemas de seguridad durante accidente o
pérdida de los sistemas normales de extracciéon de calor del reactor. Consta de un
estanque de reserva de 79.000 m’, que enfria las tuberias de retorno de agua caliente
mediante aspersores. La reposicién de agua por evaporacion natural se hace con agua
desmineralizada para evitar el aumento de concentracién de sales. Ademas el estanque
dispone de un sistema de cloracién para eliminar materia orgdnica. Todos los efluentes
de los sistemas de tratamiento de agua se envian a una balsa de neutralizaciéon donde
se normaliza el pH entre 6,5 y 8 antes de su vertido definitivo. Por otro lado, los
drenajes liquidos de equipos y los derrames de los edificios de la Central son
recogidos por el sistema de residuos radiactivos, donde son tratados en dos cadenas
dependiendo de su conductividad. Tras ser filtrados y desmineralizados, se reintegran
al ciclo, y los residuos sélidos procedentes del tratamiento son eliminados en bidones
de 200 L de capacidad compactados con cemento. Los liquidos que contienen
detergentes o de dificil recuperacién son evaporados, recogiéndose y embidonandose

igualmente los residuos sélidos.

1.2.4. SEGURIDAD RADIOLOGICA

Para garantizar que no se vierte de la Central ningin liquido
incontroladamente, se dispone de un sistema de recogida de vertidos para su
verificacion antes del vertido definitivo. Los posibles efluentes se clasifican en dos
categorias, no radiactivos y potencialmente radiactivos. Los no radiactivos proceden
basicamente de la purga de las torres de tiro natural y se descargan alternativamente a
dos balsas independientes (de 130.000 m®) donde se almacenan durante cuatro dias,
mientras se realizan los analisis pertinentes antes de su vertido final. Los residuos
potencialmente radiactivos se almacenan en tres balsas de 5.500 m’ cada una, donde

también son analizados, para verterlos a través de las balsas de vertidos no radiactivos.
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El control y supervision de las caracteristicas de los vertidos antes de proceder
a su liberacién al rio, se realizan con el fin de mantener la calidad del agua dentro de
los limites fijados por la Autorizacién Administrativa correspondiente y tras una serie
de andlisis quimicos y radioquimicos previos en los que la Central certifica la
“potabilidad radiologica™ acorde con los requisitos exigidos por la Confederacién
Hidrografica del Jucar, especificados en el “Reglamento de Vertidos de la Central
Nuclear Cofrentes”, validado por el Consejo de Seguridad Nuclear. Este proceso se ve
facilitado por el hecho de disponer de dos balsas de vertidos y un dmico punto de
emision. Por otra parte, el agua que se utiliza tiene que poseer unas caracteristicas
fisico-quimicas adecuadas para el buen funcionamiento de los equipos de la Central,
por lo que la tomada del Embalse de Embarcaderos necesita ser previamente tratada.
A este efecto se han analizado muestras del agua del rio desde el afio 1976, lo que
permite establecer y controlar fielmente la incidencia quimica de la Central en el

Jacar.

La comparacién de los anilisis de agua se realiza mensualmente por la
Confederacion Hidrografica del Jucar. Para ello, toma muestras aguas arriba v aguas
abajo de la Central, siendo la condiciéon del vertido de “potabilidad” en el anlisis
radioquimico y de un incremento de sales inferior al 10%. También la Universidad
Politécnica de Valencia realiza supervisiones trimestrales de los analisis de los

vertidos de las balsas.
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CAMIMNOS DE LOS MATERIALES

RADIACTIVOS VERTIDOS 1 =
A LAS AGUAS SUPERFICIALES 'Lg._p
SER HUMAND

IRRADIACHON DIRECTA

Figura 3. Esquema de los caminos seguidos por los vertidos radiactivos a las aguas
superficiales. (IBERDROLA, 1994)
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Buscando desde el principio la minima alteracién del cauce del rio Jacar y del
embalse de Embarcaderos, se proyect la estructura de toma de agua aprovechando la
existencia de una central hidraulica y se eligi6 la descarga de tipo superficial para los
efluentes liquidos. De esta manera, puede decirse que las obras de la Central no han
afectado en absoluto al cauce del rio. Por otra parte, todo el bloque de edificios de la
Central estad impermeabilizado, por lo que no pueden producirse filtraciones desde el
interior de los mismos. De estas consideraciones se deduce que son minimos los

efectos de caracter hidrolégico.

El tipo de refrigeracion utilizado aisla sensiblemente la Central del medio, por
lo que los efectos térmicos y bioldgicos de ella sobre el rio son practicamente
inapreciables. En lo referente a la contaminacién radiactiva por los vertidos liquidos,
el modelo analitico que se utiliza para calcular la dosis (cantidad recibida) a personas,
por todos los posibles caminos de los materiales radiactivos vertidos a las aguas

superficiales se basa el esquema de la Figura 3.

La incidencia de la Central Nuclear de Cofrentes sobre el medio ambiente se
manifiesta en la Figura 4.
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Figura 4. Esquema de la incidencia de la Central Nuclear de Cofrentes sobre ¢l medio
ambiente, (hitp://217.127 34 20T/ VIGILANCIA HTM)

La Central Nuclear de Cofrentes ha implantado un Sistema de Gestion
Medioambiental (SIGEMA) asegurando asi la proteccidon al medio ambiente como
consecuencia de las actividades realizadas para la produccion de la energia eléctrica.
El SIGEMA, implantado conforme a la norma UNE 77-801-94/EN-ISO 14001 vy
certificado por la Asociacion Espanola de Normalizacion v Certificacion (AENOR)
desde el 11 de Diciembre de 1996, implica un total cumplimiento de la legislacion, el
registro de todos los efectos relacionados con el medio ambiente, ¥ una mejora

continua en la calidad medioambiental.

El SIGEMA es la parte del sistema general de gestion que define la politica
medioambiental v que incluye la estructura organizativa, las responsabilidades, las

practicas, los procedimientos, los procesos y los recursos para llevar a cabo dicha
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politica, dentro del objetivo general de CALIDAD TOTAL, estando todo el personal

de la Central Nuclear de Cofrentes involucrado en la gestion medioambiental.

Los principios del SIGEMA son:

Valorar los aspectos medioambientales y reducirlos al minimo posible.
Utilizar las materias primas y la energia de forma racional.

Integrar la cultura de proteccién y respeto al medioambiente en todas las

actividades de disefio, operacién y mantenimiento.

Gestionar todos los residuos siguiendo los criterios de minimizaciéon en
origen, reutilizacion, reciclaje y, cuando éste no sea posible, eliminacién
de los mismos seleccionando la alternativa que cause el menor impacto

ambiental.

Considerar la componente medioambiental en la adquisicién de

materiales y en la contratacion de servicios.

Garantizar el compromiso v la responsabilidad a las partes interesadas
mediante el cumplimiento de la norma UNE-EN-ISO 14001:
"SISTEMAS DE GESTION MEDIO-AMBIENTAL".

Formar e informar al personal de la Central, aprovechando las
experiencias externas e internas y estimulando las actitudes para crear

un clima favorable a los temas medioambientales.

De acuerdo con este sistema, la Central Nuclear de Cofrentes analiza sus

actividades de tal modo que se identifiquen, prevengan y reduzcan todos los aspectos

medioambientales al minimo posible. En este sentido, se ha comprometido a:
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Continuar cumpliendo con la legislacién aplicable en materia de
proteccion medioambiental y, en los casos en que sea posible, ser mas

rigurosos en la definicion de los criterios de aceptacion.

Proteger el medioambiente natural en el entorno de la Central Nuclear

de Cofrentes.

*  Reducir los aspectos medioambientales de las actividades al minimo
posible, implantando una mejora continua de la gestién medicambiental

en todos los ambitos de la Central.

*  Prevenir la contaminacion del emplazamiento y del entorno adoptando

las salvaguardias técnico-administrativas adecuadas.

+  Estimular una conciencia medioambiental y fomentar los conocimientos

en esta drea a todo el personal de la Central Nuclear de Cofrentes.

+  Establecer y mantener procesos de comunicacidn con las partes
interesadas en asuntos relativos a la gestion medioambiental,

especialmente con la comunidad local.

Mantener a disposicidn pablica el Informe Anual Medioambiental

incluyendo los objetivos medioambientales adoptados.

*  Definir y controlar los objetivos y el programa de gestidon

medioambiental.

En definitiva, la Central Nuclear de Cofrentes se compromete a generar
energia eléctrica de manera respetuosa con el medio ambiente y hacer un uso racional

de los recursos naturales con el fin de contribuir a un desarrollo sostenible.
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1.2.5. METODOS DE VIGILANCIA

Para evaluar la incidencia radioldgica que la Central pudiera producir en el
medio ambiente, y a través de €l, en las personas, se dispone de medios adecuados que
se utilizan segin métodos establecidos, que se concretan en el Programa de Vigilancia
Radiol6gica Ambiental (P.V.R.A.) de la Central Nuclear de Cofrentes.

La necesidad de establecer un P.V.R.A. para instalaciones nucleares viene
impuesta por la legislacién vigente, de forma que deben ser determinadas y evaluadas
las dosis equivalentes a la poblacion potencialmente afectada por los efluentes
radiactivos liberados al medio ambiente, seglin los caminos de exposicion. Para ello,
se realiza de forma sistematica, antes y durante la operacion de la Central, la recogida
de las muestras més representativas de la zona: aire, agua, sedimentos, suelo, cultivos,
peces, leche, carnes, etc., dentro de un radio de 30 km alrededor de la Central, los
cuales son analizados para identificar los isGtopos presentes en las muestras v su
actividad. Los puntos de muestreo, tipos de muestra, frecuencia de recogida, medidas
y andlisis a realizar, fueron previamente definidos, después del correspondiente
estudio de la flora, fauna, produccion agricola y ganadera, y de la ubicacion de las

poblaciones del entorno de la Central.

Los valores obtenidos antes de la entrada en funcionamiento de la Central
(programa pre-operacional) permiten determinar la radiacién de fondo natural
existente en la zona de influencia de la Central y sirven de referencia para comprobar
si la operacion de la misma produce algun impacto apreciable en las condiciones

radioldgicas de la zona.

Las garantias sobre la calidad de las medidas son multiples: la vigilancia se
realiza siguiendo procedimientos de muestreo y medida definidos, los equipos de

medida son calibrados periédicamente y una parte de las muestras (alrededor de un
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10%) se envia a un laboratorio externo para contraste de los valores medidos segin
queda definido en el propio Programa. Por otra parte, las inspecciones y evaluaciones
del Consejo de Seguridad Nuclear supervisan la calidad de dichas medidas al verificar
el cumplimiento del Programa y los Procedimientos que previamente han tenido que
ser aceptados, independientemente de que recoja muestras y las analice al igual que la

Generalitat Valenciana.

Ademas del sistema de vigilancia citado, la Central posee, de acuerdo con los
distintos organismos competentes y la normativa en vigor, instrumentacién de medida
instalada en los puntos de vertido, tanto liquidos como gaseosos, y cuenta con
laboratorios debidamente equipados que permiten la identificacion y cuantificacion de
los elementos y sustancias a controlar. Respecto a las emisiones, la Central dispone,
como una medida adicional de control, de un procedimiento informético de célculo
para determinar la influencia radioldgica de dichos efluentes, basindose en las
medidas obtenidas con los equipos citados anteriormente y los datos procedentes de

las dos estaciones meteoroldgicas instaladas en su entorno.

En dichas estaciones han sido erigidas sendas torres de 50 y 100 metros de
altura (torres primaria y secundaria, respectivamente), dotadas del correspondiente
sistema de adquisicién y tratamientos de datos que permiten en todo momento
disponer de las variables meteoroldgicas necesarias para una continua evaluacién de la

dispersion de los efluentes gaseosos en la atmosfera.

En lo referente a la vigilancia de los vertidos liquidos, en la Central han sido
construidas dos balsas para el almacenamiento y retencién de los mismos, que
aseguran, por medio de los analisis correspondientes, la calidad del agua antes de su

descarga al rio.
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1.3.  ECOLOGIA MICROBIANA DE AGUAS DULCES

El agua ofrece un medio tnico favorable para el desarrollo de muchos tipos de
microorganismos que no se encuentran en otros habitats. Entre ellos destacan las algas
fotosintéticas, como las diatomeas, que pueden ser una fuente importante de carbono
organico para los microorganismos quimioorganétrofos, y los protozoos, que se
alimentan de otros microorganismos, aumentando la recirculacién de los nutrientes.
También aparecen bacterias fotosintéticas, como las cianobacterias, bacterias
heterétrofas y hongos microscdpicos vy filamentosos. Entre los géneros bacterianos
més caracteristicos se encuentran Pseudomonas, Bacillus, Flavobacterium,
Alcaligenes, Brevibacterium, Micrococcus, Cytophaga y Leptothrix (Atlas y Bartha,
2002). Estos géneros incluyen bacterias Gram-posistivas y Gram-negativas, con y sin
pigmentos, moviles e inmdviles, bacilos y cocos, formas pedunculadas y sin
pedunculos. Las cianobacterias mas frecuentes incluyen dnabaena 'y Microcystis y
entre las algas cabe mencionar a Navicula o Diatoma (diatomeas) y Chlamydomonas,
Scenedesmus, Cladophora (Atlas y Bartha, 2002; Schwarz y cols., 2004) La
composicién de los ecosistemas acuaticos depende de variables quimicas como la
concentraciéon de nutrientes orgdnicos e inorganicos, especialmente fosforo y

nitrégeno, la disponibilidad de oxigeno, el pH y la temperatura, entre otros.

Los lagos y los rios crean ambientes microbianos muy diferentes de los
sistemas ocednicos. Asi en los lagos, la mezcla y el intercambio de las aguas pueden
estar muy limitados credndose gradientes verticales en distancias mas cortas. Los
lagos pueden dividirse en oligotréficos o pobres en nutrientes y eutréficos o ricos en
nutrientes. Los lagos pobres en nutrientes permanecen aerdbicos a lo largo del afio y
los cambios estacionales de temperatura no producen una estratificacién clara. Por el

contrario, los lagos eutrdficos tienen sedimentos en el fondo ricos en materia organica
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v se hallan estratificados. En ellos, la capa superior o epilimnion (caliente) es aerdbica,
mientras que la capa mdas profunda o hipolimnion (fria) es a menudo anaerébica.
Ambas capas se encuentran separadas por una zona de disminucién ripida de la
temperatura conocida como termoclina. En la primavera y el otofio, el agua superficial
y la profunda se intercambian como resultado de las diferencias de temperatura y de
gravedad especifica. Después de que se produzca esta mezcla, las bacterias mdviles y
las algas migran en la columna de agua para encontrar su ambiente mas adecuado.
Cuando se afiaden cantidades suficientes de nutrientes al agua, se produce la
eutrofizacion, que estimula el crecimiento de algas y cianobacterias. Como el
nitrégeno y el fésforo limitan frecuentemente el crecimiento microbiano en los
habitats de agua dulce, la adicién de compuestos que contienen estos elementos afecta

notablemente a la composicion de los sistemas acuaticos (Jones, 2001).

Los rios presentan una situacidn diferente ya que existe un movimiento
horizontal de las aguas que minimiza la estratificacién vertical. Ademas la mayor
parte de la biomasa microbiana funcional se encuentra adherida a las superficies
(Prescott y cols., 1999). Dependiendo del tamafio del rio, la fuente de nutrientes varia
de forma que puede proceder directamente del rio (microorganismos fotosintéticos) o
del exterior (sedimentos arrastrados por la lluvia, materia organica que cae
directamente al agua, etc.). En la mayoria de los casos la cantidad de materia orgéanica
presente en los rfos no supera la capacidad oxidativa del sistema de manera que se
mantienen productivos, pero si se incorpora demasiada materia orgénica el agua puede
volverse anaerdbica. Esto sucede en zonas urbanas e industrializadas donde el vertido
de las aguas residuales tratadas de forma inadecuada produce la contaminacion de los
rios, afectando de forma significativa a la composicion de la comunidad microbiana de

los mismos.
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1.4. CARACTERIZACION DE LAS COMUNIDADES MICROBIANAS

La identificacion de especies y el recuento de microorganismos son criticos en
el estudio de las comunidades microbianas. Las técnicas tradicionales empleadas para
tal fin incluyen el cultivo en medios generales y selectivos, pruebas bioquimicas y
tincién con diferentes productos para observar posteriormente las muestras en el

microscopio.

Las técnicas de microscopia y de cultivo tienen una utilidad limitada, ya que
los microorganismos pueden tener una morfologia tan similar que no permite su
diferenciacion microscdpica y los medios de cultivo fallan en imitar las condiciones
requeridas para el crecimiento de los microorganismos en su ambiente natural. Por
ello, la microbiologia tradicional puede infravalorar la biodiversidad de
microorganismos en muestras ambientales y proporcionar descripciones poco realistas

de la estructura de la comunidad microbiana.

Estos inconvenientes han puesto de manifiesto la necesidad de aplicar nuevas
técnicas mas precisas y rapidas para la identificacién y cuantificacién de los

microorganismos.

El desarrollo de técnicas moleculares ha aumentado la capacidad de detectar e
identificar bacterias en muestras ambientales (Pace y cols., 1986), poniendo de

manifiesto que s6lo una pequefia fraccion de las bacterias que existen en la naturaleza

ha sido aislada e identificada (Ward y cols., 1990; Torsvik y cols., 1998).
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1.4.1. IMPORTANCIA DE LOS MICROORGANISMOS VIABLES PERO NO

CULTIVABLES (VBNC, VI4BLE BUT NOT CULTURABLE)

Los estudios sobre supervivencia bacteriana en ambientes naturales indican
que algunos microorganismos pierden la capacidad de ser cultivados en medios
apropiados bajo ciertas condiciones y que aun asi exhiben signos de actividad
metabdlica y por tanto viabilidad (McDougald y cols., 1998), lo cual se ha definido
como estado “viable pero no cultivable” (VBNC, Viable But Not Culturable). Este
estado parece ser parte del ciclo celular y por tanto una respuesta programada a
condiciones ambientales desfavorables (Oliver, 1993). Las células que entran en este
estado VBNC sufren una serie de cambios que les permite permanecer en el medio
durante periodos de tiempo prolongados (Barcina y cols., 1997; McDougald y cols.,
1998). Entre estos cambios estd la reduccién del tamafio y la adquisicion de formas
redondeadas o cocoides. Aunque la integridad de la membrana celular se mantiene,
parece ser que hay variaciones en la composicion de acidos grasos de la membrana y
de aminoacidos de la pared celular. El citoplasma se condensa y se produce una
reduccion de la concentracion de ADN y de ARN. La actividad metabdlica de las
bacterias en este estado es también menor y disminuye la tasa de multiplicacién

celular.

En los ambientes acuéticos sucede lo mismo y la supervivencia de los
microorganismos se ve afectada por una serie de factores ambientales bidticos y
abidticos, a los que responden adoptando un estado latente, que también se conoce
como “viable pero no cultivable” (Barcina y cols., 1997). Entre los factores biéticos se
encuentra la predacion por protozoos, fagos y bacterias liticas como Bdellovibrio, que
pueden eliminar las bacterias que componen las comunidades naturales. El consumo
de bacterias por los protozoos es uno de los principales factores que controlan la

densidad bacteriana en los sistemas acuaticos (Barcina y cols., 1991; Iriberri y cols.,
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1994). Ademas se ha visto que la susceptibilidad de las especies acuéticas al consumo
por los protozoos es variable (Gonzalez y cols., 1990) y que uno de los factores
determinantes de esta sensibilidad puede ser atribuida a la mayor dificultad en la
digestion de las paredes celulares de las bacterias Gram-positivas (Nilsson, 1987). La
presencia o no de plasmidos es otro factor que puede afectar a la composicion de las
comunidades acudticas (Awong y cols., 1990), aunque hay algunos autores que no han
encontrado diferencias (Chao y Feng, 1990). Podria decirse que s6lo en aquellos casos
en que los plasmidos confieren alguna propiedad de resistencia frente a los factores
ambientales que comprometen la viabilidad, su presencia podria aumentar la cantidad
de las especies portadoras (Barcina y cols., 1992). Los factores abidticos que mas
afectan a la supervivencia de los microorganismos en los ambientes acuaticos son la
escasez de nutrientes, la temperatura y la luz. La escasez de nutrientes se convierte en
un factor limitante sélo para aquellas especies copiotroficas (Morita, 1992). En cuanto
al efecto de la temperatura, los resultados se contradicen y mientras que algunos
autores han encontrado que el descenso de la temperatura disminuye la viabilidad
(Oliver y cols., 1995), otros han detectado un incremento (Barcina y cols., 1986). El
efecto negativo de la luz sobre el cultivo de los microorganismos en ambientes
acuéticos se ha documentado sobre todo para las enterobacterias (Arana y cols., 1992).
La entrada en un estado VBNC de las bacterias por efecto de la luz se debe a la
produccién de formas reactivas del oxigeno, principalmente peréxido de hidrégeno y

radicales hidroxilo.

Aunque hay algunos estudios que avalan la reversibilidad del estado “no
cultivable™ existe cierto escepticismo en aceptar este proceso. La adicion de nutrientes
(Roszak y cols., 1984), la transferencia a medio de cultivo fresco (Evdokimova y cols.,
1994), el aumento de la temperatura (Nilsson y cols., 1991), y el shock térmico (Ravel

y cols., 1995) son algunas formas de recuperar ¢l estado no cultivable in vitro. Pero
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algunos autores opinan que esta reversibilidad solo es posible si el estado VBNC ha
sido durante un periodo de tiempo corto y otros defienden que esta reversibilidad no
representa mas que el crecimiento de unas pocas células presentes en el medio de
cultivo (Weichart y cols., 1992). En este sentido, se ha demostrado que el
sobrenadante de células no cultivables (Weichart y cols., 1992) puede inducir este
estado en células en desarrollo y, por otro lado, que las células en desarrollo pueden
producir sefiales necesarias para la recuperacioén del estado VBNC (Votyakova y cols.,

1994).

1.4.2. TECNICAS MOLECULARES PARA LA CARACTERIZACION DE COMUNIDADES
MICROBIANAS

Las estrategias para determinar la diversidad de las comunidades microbianas
se basan en la utilizacién de técnicas moleculares, independientes del cultivo de los
microorganismos para su analisis, las cuales pueden dividirse en tres grandes
categorias: (1) las que generan informacidn fenotipica mediante el analisis de lipidos y
otros marcadores microbiolégicos, (2) las que proporcionan datos genotipicos
mediante el analisis de 4cidos nucleicos y (3) las que miden la asimilacidn de sustratos
marcados mediante su incorporacién en biomarcadores de la comunidad microbiana y
establecen relaciones mecanisticas entre los datos fenotipicos y los procesos naturales
(Parekh y Bardgett, 2002).

Ciertos compuestos celulares como los metil-ésteres de 4&cidos grasos
(FAMEs, Fatty Acid Methil Esters) y los fosfolipidos (PLFAs, Phospholipid Fatty
Acids) se utilizan con frecuencia para el analisis de la composicién de comunidades
microbianas. Estas técnicas se basan en que los microorganismos contienen gran

cantidad de tipos distintos de 4cidos grasos entre sus estructuras lipidicas y en que
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algunos de estos acidos grasos estan presentes en ciertos grupos filogenéticos y no en
otros. Por ello, proporcionan informacién de los grupos taxondémicos presentes en
muestras mixtas. Aunque el andlisis de FAMEs se ha utilizado para estudiar
poblaciones microbianas in situ (Cavigelli y cols.,, 1995), la mayoria de los
investigadores optan por el andlisis de PLFAs, que permiten valorar de forma més
répida y fidedigna la biomasa microbiana y la composicion de muestras ambientales.
De hecho, a finales de los 90 se produjo una explosion del uso de esta técnica en el
estudio de las comunidades microbianas del suelo (Yeates y cols., 1997; Yeates y
cols., 1999; Wardle y cols., 1999) y de sedimentos marinos (Rajendran y Nagamoto,
1999). El analisis de PLFAs tiene la ventaja de que se refiere exclusivamente a la parte
“viva” de la microflora, ya que los fosfolipidos no son material de reserva y cuando
las células mueren son utilizados y metabolizados por otros organismos,
desapareciendo del medio (White y cols.,, 1979). Sin embargo, los PLFAs se
encuentran en diferentes concentraciones en los microorganismos y por ello no pueden
utilizarse para medir especies o géneros especificos dentro de una comunidad
microbiana (Ratledge y Wilkinson, 1988), sino sdlo para establecer cambios en la
abundancia relativa de ciertos grupos taxondmicos. Ademas, los PLFAs pueden verse
modificados en funcién de las condiciones ambientales como alteraciones del pH y la

temperatura, o de su estado de crecimiento (Federle, 1986).

Gracias al desarrollo de técnicas basadas en el marcaje de células con isétopos
radiactivos o fluorescentes y biomarcadores es posible el establecimiento de relaciones
entre determinados procesos ecologicos con grupos de microorganismos especificos.
Entre estas técnicas de ecologia microbiana cabe mencionar la hibridacion in situ con
sondas fluorescentes (FISH, Fluorescence in situ Hybridization) combinada con la
autorradiografia y el seguimiento de sustratos marcados (Ouverney y Fuhrman, 1999,

Lee y cols., 1999), la detecciéon de bacterias mediante sondas dirigidas al rRNA
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(Stoffels y cols., 1999), o la deteccién de PLFAs marcados con isétopos radiactivos o
fluorescentes (Roslev y cols., 1998). En la técnica de FISH combinada con la
autorradiografia los microorganismos se ponen en contacto con un sustrato marcado y
se transfieren a una placa autorradiografica. Posteriormente, se hibridan con sondas
fluorescentes dirigidas al rRNA de grupos o especies determinadas y finalmente se
tifien con un agente que permita detectar todas las células de la poblacidén, como el
DAPI (Lee y cols., 1999). Las células que capturan el sustrato marcado
radiactivamente se pueden detectar observando los granos de plata en la pelicula
autorradiografica y las que pertenecen a los grupos o especies para las que se han
empleado sondas especificas mediante la excitacion adecuada. De esta forma se puede
analizar in vivo la captura de sustratos por organismos identificados filogenéticamente

bajo distintas condiciones ambientales, aunque los resultados no sean cuantitativos.

Las técnicas de biologia molecular basadas en el andlisis de la heterogeneidad
de las secuencias del ADN y ARN han permitido revisar la taxonomia microbiana y
ampliar el conocimiento de las relaciones entre organismos. El desarrollo de estas
técnicas ha sido posible gracias a la capacidad de extraer y purificar el material
genético de los organismos en diferentes ambientes. Se han empleado genes
indicativos de la presencia y diversidad de un determinado grupo fisiol6gico (a través
de genes funcionales), v genes indicativos de la relacidén filogenética de los
microorganismos detectados con otros organismos (mediante el uso de genes
universales y conservados). Entre los genes mas utilizados se encuentran los del ARN
de la subunidad pequefia del ribosoma, el 16S rRNA para microorganimos procariotas
y 18S rRNA para eucariotas. Esto se debe, en gran parte, a que se ha aceptado el uso
de un sistema filogenético basado en la secuencia del rRNA, donde el grado de
semejanza entre secuencias ribosdmicas proporcionan una estimacion de las relaciones

filogenéticos o evolutivas (Woese, 1987). El gen 16S rRNA vy, su homélogo, el 18S
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rRNA, son moléculas suficientemente grandes como para proporcionar un nimero
significativo de nucledtidos que permita la comparacion entre secuencias y, sin
embargo, lo suficientemente pequefias como para ser analizadas convencionalmente.
Son consideradas excelentes “crondémetros moleculares”, debido a que estan presentes
en todos los microorganismos; contienen regiones conservadas, utiles para establecer
relaciones filogenéticos lejanas; regiones variables, para evaluar relaciones préximas y
distinguir entre secuencias de distintas especies o cepas; y no son susceptibles de
cambios de secuencia rapidos por seleccidn, dada su funcién central en la expresion
génica. La base de datos de secuencias del ARN ribosémico se inici6 a partir de cepas
bien caracterizadas de cultivos de coleccidn (Larsen y cols., 1993) y en la actualidad
representa un sistema dindmico y en continuo crecimiento. La base de datos incluye
secuencias de microorganismos procedentes de cultivo asi como secuencias de genes
clonados a partir de material genético extraido de diferentes muestras ambientales

(Pace y cols., 1986).

Entre las técnicas basadas en el anélisis de secuencias cabe destacar el FISH y
el analisis mediante enzimas de restriccién. El FISH permite la identificacién de
células microbianas dentro de una muestra ambiental (DelLong v cols., 1989). La
muestra se fija sobre un soporte adecuado, se permeabilizan las membranas celulares y
se pone en contacto con una solucién de hibridacién en la que estd inmersa la sonda
marcada con un fluorocromo. Las condiciones de esta hibridacion vienen dadas por la
temperatura y la concentracién de formamida de la solucién. La forma de detectar la
sonda fluorescente puede ser desde microscopia de epifluorescencia (DeLong y cols.,
1999), a microscopia laser confocal (Wagner y cols., 1994) o citometria de flujo
(Amann y cols., 1990; Fuchs y cols., 2000). El FISH se ha utilizado con éxito para la
identificacion filogenética de microorganismos en el plankton, sedimentos y suelos

(Snaidr y cols., 1997; Christensen y cols., 1999; Araya y cols., 2003). Ademas se ha
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utilizado para estimar la actividad fisiologica en biopeliculas (Poulsen y cols., 1993) y
es particularmente ttil para la localizacidén espacial de microorganismos en gradientes
ambientales (Schramm y cols., 1996) o asociaciones simbiéticas (Polz y cols., 1994).
A pesar de su amplia utilizacién, presenta una serie de factores limitantes como la
accesibilidad de la diana dentro de la célula, la especificidad de la sonda o la
sensibilidad de los sistemas de deteccion, por lo que resulta problemética para

muestras ambientales complejas (Head y cols., 1998).

El andlisis mediante enzimas de restriccion se basa en que las enzimas
reconocen secuencias especificas (de restriccion) y cortan el ADN en dichas zonas. El
ADN procedente de muestras ambientales genéticamente distintas dard lugar a
fragmentos de restriccion de diferente tamafio y en distinta cantidad y por tanto con un
patron diferente al ser analizado mediante electroforesis (Sadowsky, 1994). Estos
patrones permiten detectar diferencias entre muestras, pero a veces resultan dificiles
de interpretar. El andlisis de polimorfismos en la longitud de los fragmentos de
restriccidn (RFLP, Restriction Fragment Length Polymorphism) es un método
derivado, en el que se usan sondas especificas de determinados fragmentos de
restriccion (Grattard y cols., 1993). En este caso se pueden detectar pequefias

diferencias en el ADN de la comunidad bacteriana.

1.4.2.1. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR, POLIMERASE CHAIN

REACTION)

El desarrollo de la PCR (Polymerase Chain Reaction, Reaccion en Cadena de
la Polimerasa) ha revolucionado los estudios de ecologia microbiana permitiendo la
aplicacién de nuevos métodos para el analisis de la estructura y diversidad de las

comunidades bacterianas (Mullis, 1990). La PCR permite amplificar un fragmento de
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ADN de interés, es decir, obtener in vitro un gran ntmero de copias de dicho
fragmento. Estd catalizada por la enzima Taq Polimerasa, que es estable a
temperaturas elevadas (hasta 98 °C), aislada de la bacteria Thermophilus aquaticus
(Saiki y cols., 1988). En la PCR, la doble hélice de ADN se desnaturaliza y se pone en
contacto con unos pequefios oligonucleétidos llamados primers o cebadores, que son
secuencia de nucledtidos complementarias a los extremos del fragmento de ADN que
se pretende amplificar. Estos cebadores son extendidos por la polimerasa que usa
como molde el ADN de cadena sencilla para crear una hebra de ADN
complementaria. Cada uno de estos tres pasos (desnaturalizacién, hibridacién y
extension) se define por un periodo de tiempo y una temperatura determinados y en su
conjunto se denomina ciclo. La repeticion sucesiva de estos ciclos permite el
incremento exponencial del numero de copias del fragmento de ADN de interés. En la
Figura S se muestra un esquema de los cambios de temperatura que tienen lugar

durante un ciclo de PCR.

La desnaturalizacion se realiza a 95 °C y la separacion conseguida permite que
cada hebra sirva como molde o template para la sintesis de una nueva molécula de
ADN. EI tiempo de desnaturalizacién depende de la longitud del fragmento que se
pretende amplificar, y generalmente dura entre 30 segundos y un minuto. Debido a
que al comienzo de la amplificacion es necesario desnaturalizar todo el ADN de la

muestra, inicialmente se realiza una incubacion de 5 minutos a 95 °C.
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o5 Desnaturalizacion
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Figura 5. Esquema de los cambios de temperatura durante un ciclo de PCR.

Tras la desnaturalizacién, se produce la hibridacién entre el ADN molde y los
cebadores. Esta etapa se basa en el principio de renaturalizacién de Doty y cols.
(1960), y ocurre al llevar la reaccién a 45-60 °C. Dado que los cebadores estin en
mayor proporcion que el ADN molde, se favorece la hibridacién entre el molde y el

cebador sobre la hibridacidén molde:molde.

La extensién ocurre a 72 °C, que es la temperatura de maxima eficiencia de la
enzima, y su duracién depende de la distancia de los cebadores entre si. En general, se
ha calculado que la polimerasa es capaz de incorporar 60 nucleétidos por segundo a 70
°C (Innis y cols., 1988), por lo que un minuto es suficiente para incorporar alrededor
de 1000 pares de bases (pb). Como se utilizan dos cebadores, uno para cada hebra, y
estos quedan a una distancia de entrecruzamiento durante la sintesis de ADN, el
segmento definido sera amplificado en forma exponencial. Esto significa que en cada
ciclo se producird un niimero de copias equivalente al exponente del nimero de hebras

de ADN molde. Asi por ejemplo, si al inicio de la amplificacién s6lo hay una
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molécula de ADN de doble hebra (2 moldes) después de 30 ciclos de amplificacion se

generaran 230 copias de ADN (1.097.736.000 copias).

Esta técnica es especialmente valiosa y practicamente insustituible teniendo en
cuenta su alta especificidad, facil automatizacion y alta capacidad para amplificar

cantidades muy pequefias de muestra de ADN.

Desde mediados de los afios 80, la mayoria de los estudios de ecologia
microbiana basados en la PCR se han centrado en el analisis del gen 16S rRNA, pero
se pueden utilizar también genes que codifican para enzimas implicadas en procesos
ecoldgicos importantes para establecer la posicion filogenética de los organismos que

participan en tales procesos.

Cuando se usa esta técnica para el estudio de comunidades microbianas hay
que tener en cuenta una serie de factores que pueden afectar a los resultados que se
obtienen. En primer lugar, el ADN de los microorganismos puede estar presente en
una muestra a pesar de que estos ya no se encuentren vivos o activos, dando lugar a
falsos positivos (Trevors y Van Elsas, 1995). Ademas el método de extraccion del
material genético puede no ser adecuado para obtener el ADN de ciertos tipos
celulares o de esporas (Wilson, 1997). No todas las especies son igualmente sensibles
a los agentes quimicos utilizados para la lisis celular debido a la organizacién de su
pared celular, fundamentalmente. Por ello cuando se trata de muestras ambientales
donde es muy dificil extraer el material genético de todas las especies presentes con la
misma eficiencia, se puede estar introduciendo cierta selectividad. Otro problema
importante es el de contaminacién de las muestras. Dado que para la amplificacién por
PCR es necesario muy poca cantidad de ADN, si no se tienen precauciones durante la
manipulacién de las muestras se pueden introducir secuencias exdgenas. La
generacion de quimeras por co-amplificacion de genes homoélogos también debe ser

considerada, ya que puede dar lugar a una interpretacion incorrecta de la diversidad
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bacteriana presente en una muestra o incluso a la descripcion de especies inexistentes
(Wang y Wang, 1996). El analisis de las poblaciones bacterianas basado en la
amplificacion de fragmentos del 16S rRNA asume que la amplificacion de secuencias
homoélogas aunque no idénticas tiene lugar con la misma eficiencia. Sin embargo, esta
demostrado que ciertas secuencias se amplifican de forma preferente y otras no
amplifican (Reysenbach y cols.,, 1992). Por otro lado, Hansen y cols. (1998),
demostraron que el genoma de ciertas especies contiene secuencias fuera de la zona de
amplificacién que inhiben los primeros pasos de la PCR. Estas sustancias inhibitorias
pueden encontrarse también formando parte de la muestra en si, como es el caso de los
acidos humicos en muestras de suelo (LaMontagne y cols., 2002). Por uiltimo, las
propias condiciones de la PCR como el numero de ciclos (Stewart y cols., 1999), la
concentracién de ADN de partida (Chandler y cols., 1997) o la eleccién de los primers
(Dieffenbach y cols., 1993), también pueden afectar a los resultados obtenidos en el

estudio de las muestras ambientales.

El conjunto de productos de PCR que se generan cuando se amplifica el
material genético de una comunidad microbiana debe ser posteriormente analizado.
Para ello existen diferentes métodos seglin cudles sean los objetivos experimentales.
Asi, si lo que interesa es detectar miembros especificos de un género o especie
bacteriana dentro de la poblacién se pueden usar sondas que hibriden con una region
interna del fragmento amplificado que sean especificas del grupo de interés. Con esta
técnica, por dar un ejemplo, se han detectado bacterias oxidantes del amonio del
género Nitrobacter en muestras de suelo (Degrange y Bardin, 1995) y enterobacterias

fecales en aguas residuales (Chen y cols., 2004).

Otras técnicas que proporcionan informacion rapida sobre la diversidad
microbiana y composicion de muestras ambientales y que permiten ademas establecer

comparaciones espaciales y temporales entre varias muestras son el analisis de RFLP
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de fragmentos de ADN previamente amplificados por PCR (Porteous y cols., 1994), el
andlisis de polimorfismos de conformaciones monocatenarias (SSCP, Single-Strand
Conformation Polymorphism) (Lee y cols., 1996) y la electroforesis en gel de
gradiente de temperatura o desnaturalizante (TGGE o DGGE, Temperature o
Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) (Muyzer y cols., 1993; Eichner y cols.,
1999).

El analisis de RFLP también se conoce como ARDRA (4dmplified Ribosomal
DNA Restriction Analysis) cuando se refiere a fragmentos amplificados del gen 16S
rRNA. La aplicacién de este método al estudio de variaciones en la comunidad
microbiana se ha utilizado por Smit y cols. (1997), en suelos contaminados con cobre
y por Gich y cols. (2000), en aguas residuales industriales y urbanas. Existen
modificaciones a esta técnica conocidas como Flu-RFLP (Fluorescent) o T-RFLP
(Terminal) (Scheinert y cols., 1996). El T-RFLP se basa en la digestién con
endonucleasas de restriccién de fragmentos de ADN amplificados con uno o dos
cebadores marcados con fluorocromos distintos. Después, los fragmentos
fluorescentes se separan en una electroforesis capilar o en gel para comparar los
patrones obtenidos. Varios autores han aplicado esta técnica al estudio de las
poblaciones bacterianas en habitats naturales (Liu y cols., 1997; Osborn y cols., 2000)
y discuten su utilidad en el andlisis semicuantitativo de la proporcion relativa de los

genotipos dominantes en las comunidades microbianas.

El andlisis de polimorfismos de conformaciones monocatenarias (SSCP) se
basa en que las modificaciones en la secuencia del ADN provocan cambios en la
conformacién de las moléculas de ADN de cadena sencilla dando lugar a diferencias
en la movilidad electroforética en un gel de poliacrilamida (Orita y cols., 1989). La
PCR-SSCP permite detectar hasta el 90% de las mutaciones en una sola base en

fragmentos de 200 pb. Por ello este método es especialmente 1itil en el estudio de
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comunidades bacterianas en diversos ecosistemas (Widjojoatmodjo y cols., 1995; Lee
y cols., 1996). Asi, Zumstein y cols. (2000), adaptaron la PCR-SSCP a un
secuenciador automatico para estudiar la evolucion de las comunidades de bacterias y

arqueobacterias durante un periodo de dos afios en un biorreactor anaerobio.

1.4.2.2. ELECTROFORESIS EN GEL CON GRADIENTE DESNATURALIZANTE (DGGE,

DENATURING GRADIENT GEL ELECTROPHORESIS)

La electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) o de
temperatura (TGGE) es quiza el método mas utilizado para analizar los fragmentos de
ADN amplificados por PCR procedentes de muestras ambientales y estudiar la
diversidad estructural de las comunidades microbianas. Ambas técnicas separan
fragmentos de ADN de la misma longitud pero con distinta secuencia de nucleétidos
segun su temperatura de fusion (Tm, melting temperature). Durante la electroforesis
los fragmentos de ADN permanecen en su estructura de doble hélice hasta que se
alcanzan las condiciones que producen la desnaturalizacién del dominio de
desnaturalizacién con menor temperatura de fusién. Esta desnaturalizacion parcial
produce la apertura de la molécula de ADN lo que disminuye su movilidad
electroforética en el gel. En la DGGE los fragmentos de ADN amplificados por PCR
se separan en un gel de electroforesis paralelo con un gradiente desnaturalizante
creciente (de arriba hacia abajo) formado por urea y formamida a 60 °C. La TGGE se
basa en un gradiente creciente de temperatura en presencia de una concentracién de
urea y formamida constante. Las caracteristicas de fusion de los fragmentos de ADN
que se van a someter al andlisis por DGGE o TGGE se deben determinar previamente
para optimizar las condiciones del gradiente y la duracidn de la electroforesis y que los
fragmentos queden bien separados en el gel. Estas caracteristicas se pueden determinar

experimentalmente mediante geles perpendiculares, en los que el gradiente
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desnaturalizante o de temperatura es perpendicular a la direccién de la electroforesis,
es decir, de derecha a izquierda (Muyzer y Smalla, 1998), aunque existen también
programas informaticos que permiten su calculo tedrico (Lerman y cols., 1984) como

el WinMelt o MacMelt para PC o Macintosh, respectivamente.

La electroforesis de las muestras de ADN en un gel con gradiente
perpendicular produce su migracién en forma de una curva sigmoidea, donde las
moléculas de doble hélice se encuentran en la zona del gel con menor gradiente
(izquierda), las de cadena sencilla en la zona de mayor gradiente (derecha) y las -
moléculas con distinto grado de desnaturalizacién en la zona intermedia del gel
(Figura 6). Ademds de la temperatura de fusién de las moléculas de ADN, la
electroforesis con gradiente perpendicular permite determinar también el gradiente
desnaturalizante éptimo para el analisis multibanda en una DGGE paralela. La DGGE
paralela es la que se utiliza con mayor frecuencia, ya que permite el analisis de varias
muestras diferentes de forma simultdnea en un mismo gel. La resolucion dptima se
consigue cuando las moléculas de ADN no se desnaturalizan por completo, lo cual se
consigue afiadiendo una pequefia secuencia de 30-40 nucledtidos de G+C en uno de

los cebadores utilizados en la PCR.

Los patrones de bandas generados en la DGGE se pueden visualizar mediante
tincién con bromuro de etidio. La tincién con plata es bastante mas sensible (Felske y
cols., 1996), pero los geles tefiidos de esta forma no se pueden utilizar para realizar
experimentos de hibridacidén posteriores, y ademds la plata tifie los fragmentos de
ADN de cadena sencilla. E1 SYBER green I es otra alternativa de tincién (Muyzer y
cols., 1997), que no genera fondo y que permite detectar fragmentos de ADN a muy
bajas concentraciones.
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Figura 6. Imagen de una DGGE: A, perpendicular; B, paralela.

La DGGE se emple6 por primera vez al estudio de la biodiversidad de las
comunidades bacterianas por Muyzer y cols. (1993). Examinaron tapetes microbianos
marinos y biopeliculas procedentes de plantas de tratamiento de aguas residuales y
demostraron que los fragmentos de ADN ribosdmicos generados por amplificacion del
material genético de la comunidad microbiana podian ser separados utilizando este
método. Posteriormente, los patrones de DGGE se transfirieron a membranas de
nailon y se hibridaron con sondas especificas de bacterias sulfatorreductoras (Amann
y cols., 1992) y se identificaron los miembros de la comunidad microbiana mediante
secuenciacién del ADN extraido de las bandas del gel (Muyzer y De Waal, 1994).
Desde ese momento la DGGE se ha utilizado con éxito para caracterizar la estructura
de las poblaciones microbianas en diferentes muestras ambientales y estudiar la
dinamica de las mismas como consecuencia de perturbaciones ambientales (Ferris y

cols., 1997). En este sentido, se ha estudiado la diversidad genética de poblaciones

Ara M. Garcia Ruiz 49



Introduccién

microbianas en biorreactores experimentales (LaPara y cols., 2002; Stamper y cols.,
2003), en aguas (Ovreas y cols., 1997; Bernard y cols., 2001; Bano y Hollibaugh,
2002), fangos activos (Tanaka y cols., 2003), suelos (Kozdroj y Van Elsas, 2001),
obras de arte (Rolleke y cols., 1998; Gutner y cols., 2000), biopeliculas (Santegoeds y
cols., 1998), alimentos (Ercolini, 2004), muestras clinicas (Mc Bain y cols., 2003), etc.

La PCR-DGGE es muy utilizada en ecologia microbiana porque proporciona
un patron de bandas de la comunidad microbiana de una muestra ambiental después de
la extraccion directa del ADN de la misma de manera rapida. De forma esquematica,
se extrae el ADN de la muestra ambiental para obtener una mezcla que contiene el
ADN de todas las especies bacterianas presentes. Este ADN se usa como molde en
una PCR para amplificar un fragmento concreto de una regidn variable de ADN de
interés taxonémico. Asi se obtiene una mezcla de fragmentos de ADN representativos
de todas las especies presentes en la muestra ambiental. Todos estos fragmentos tienen
el mismo tamafio, aunque diferente secuencia de nucledtidos por lo que quedaran
separados en una DGGE originando un patrén de bandas caracteristico de la muestra
ambiental, donde cada banda representa una especie microbiana. Las bandas del gel
pueden ser posteriormente identificadas mediante purificacion de las mismas y

secuenciacion.
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Dada la carencia de estudios sobre la calidad microbiol6gica del agua de los
sistemas de refrigeracién y més concretamente en el ambito de las centrales nucleares
y al posible impacto que el vertido de volimenes tan grandes de agua puede causar
sobre las fuentes naturales que abastecen a este tipo de instalaciones, en el presente

proyecto se pretenden abordar los siguientes objetivos:

Identificar las poblaciones microbianas que se desarrollan en el sistema de
circulacion de agua de la Central Nuclear de Cofrentes, desde su origen el rio Jicar

hasta su regreso al mismo.

Analizar las variaciones cualitativas y cuantitativas de la poblacion bacteriana
a lo largo del sistema de refrigeracion, asi como las modificaciones que ocurren con ¢l

paso del tiempo.
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Analizar la influencia del sistema de circulacion de agua en la calidad

microbiolégica de las aguas naturales utilizadas para la refrigeracion.

Poner a punto de técnicas moleculares que permitan la caracterizacion

microbiana del sistema.
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3.1. TOMA DE MUESTRAS

La Figura 7 esquematiza el sistema de circulacién de agua de la Central
Nuclear de Cofrentes y en ella se indican los puntos de muestreo seleccionados, asi

como el nombre dado a cada uno de ellos.

El agua de aporte al sistema de circulacion de la Central, proviene del embalse
de Embarcaderos. Existe una tuberia metalica que permite realizar la toma de muestras

de agua directamente. Este punto se denomina n° 1.

Tras las torres de refrigeracion, existe un goteo de acido sulfiirico (96%-98%)
cuyo fin es disminuir el pH del agua. En este punto, denominado N71, se aplican
también hipoclorito sédico como desinfectante y Depositrol BL5314 (fosfonatos)

como antiincrustante para el tratamiento del agua y se ha considerado el n° 2.

Los tanques de hormigén (N74-AA003, N74-AA004 y N74-AA005) de

seccidén circular, recogen los vertidos potencialmente radiactivos de la Central. Son
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considerados el punto de muestreo n® 6. Una vez analizada el agua que contienen, se

vierte a las balsas de almacenamiento temporal de vertidos. Estos tanques tienen una

capacidad de 5.500 m’ cada uno y funcionan de forma alternativa, es decir, que

mientras uno recoge el agua potencialmente radiactiva los otros dos estan vacios y

cuando el tanque que esta en servicio se llena, pasa a entrar en servicio el tanque que

se encuentra a continuacion, vaciandose el ant
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Figura 7. Sistema de tratamiento de agua y gestion de liquidos
de la Central Nuclear de Cofrentes. (Cofrentes Central Nuclear, IBERDROLA, 5.A.)
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Las balsas de almacenamiento temporal de vertidos (N74-AA001 y N74-
AA002) son de igual forma y tamafio. Se trata de artesas de planta cuadrangular
(angulos redondeados) con la base inferior de 94,8 m de lado, la superior de 136 m v
la altura de 10,5 m. Su capacidad til es de 115.000 m’. Las balsas acumulan el agua
de rechazo de las torres de refrigeracion (unos 800 m>h™") y de otras instalaciones de
la central (20 m>h™) y una vez llenas descargan al rio. El funcionamiento de las balsas
es alternativo, es decir, que cuando una balsa llega al limite de su capacidad, la otra
estd vacia y cuando la primera comienza a vaciarse la segunda inicia su llenado. Son
los puntos de muestreo n° 3, cuando estan vacios, y n° 5 cuando estdn llenos. En un
primer momento se pensé tomar muestras de agua a distintas alturas, pero la dificultad

de tal practica llevo a la eliminacion del punto de muestreo que seria considerado n° 4.

Las muestras de agua se recogieron en envases de plastico de 2 L de capacidad
(APOSAN) esterilizados en un autoclave “Autester” (SELECTA) a 1 atmdsfera de
presion, 121 °C, durante 20 minutos. En las zonas de accesibilidad reducida, como las
balsas de almacenamiento temporal de vertidos y los tanques de hormigén, la toma de
muestras se realizé con ayuda de personal de la propia central nuclear y empleando un
dispositivo adecuado para garantizar la seguridad (Figura 8). Asi, para recoger el agua
de las balsas se utilizé una garrafa adosada a un patin con pesas y sujeto con una
cuerda. Para tomar las muestras de agua de los tanques de hormigdn existe un grifo
exterior, pero cuando los tanques no estan suficientemente llenos no es posible recoger
el agua a través del grifo y es necesario acceder a los tanques desde la parte superior
de los mismos y lanzar una garrafa atada a una cuerda, de forma similar a como se

hace en las balsas.
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W 8721 BRM] e

Figura 8. Fotografias de la toma de muestras de agua del sistema de circulacion de la Central
Muclear de Cofrentes. A: Toma de muestra de agua de la balsa de vertidos. B: Envase de
plastico estéril utilizado para recoger las muestras. C: Dispositivo utilizado para recoger el
agua de las balsas de vertido. D: Toma de muestra de agua de los tanques de hormigén a través
del grifo exterior.
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El agua, una vez recogida, fue trasladada al Laboratorio de Biodeterioro del
Departamento de Ingenieria y Ciencia de los Materiales de la Escuela Técnica
Superior de Ingenieros Industriales de la Universidad Politécnica de Madrid, en una
nevera portatil y alli se mantuvo a 4 °C hasta que fue procesada para su anélisis

microbiolégico, normalmente dentro de las 24-48 h siguientes a la toma de la muestra.

Una parte del agua recogida se utilizd6 para hacer el recuento de los
microorganismos totales mediante tincién con fluorocromos y observacién a
microscopio de epifluorescencia (véase Apartado 3.3.2). Otra parte fue utilizada para
inocular diferentes medios de cultivo y analizar asi los microorganismos cultivables
(véase Apartado 3.5). El material genético de los mismos fue amplificado por PCR y,
mediante DGGE, se seleccionaron los microorganismos diferentes para ser
identificados por secuenciaciéon del ADN. Por altimo, otra parte del agua se utilizd
para extraer el material genético del total de la poblacidn y caracterizar mediante PCR-
DGGE las muestras de agua.

En total se realizaron 14 muestreos de agua en diferentes puntos del sistema y

coincidiendo con diferentes estaciones del afio (véase Tabla 1).

La nomenclatura empleada para la identificacion de los muestreos fue un
nimero indicando el orden del muestreo, seguido de un punto y otro nimero
indicando el punto del sistema de circulacién en el que se realiz6 la toma de muestra
de agua, seguido de las letras MW, que son una abreviatura del acréonimo del Proyecto
que constituye este estudio (MICROWATER). Asi, por ejemplo, 7.1 MW indica que

se trata del muestreo 7 en el punto de muestreo n° 1 (agua de aporte a la CNC).
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Tabla 1. Fechas y puntos de muestreo de agua del sistema de circulacién de la CNC.

Fecha del Puntos muestreados
muestreo
30 Enero 2002 1.1 MW: Agua de aporte a la CNC.
20 Febrero 2002 | 2.1 MW: Agua de aporte a la CNC.
25 Abril 2002 3 MW: Muestra de Algas de las Balsas de vertido.
4.1 MW: Agua de aporte a la CNC.
. 4.3 MW: Agua del N74-AA001 (Balsa OESTE), que estaba fuera de
05 Septiembre 2002 servicio.
4.5 MW: Agua del N74-AA002 (Balsa ESTE), que estaba llena.
. 5.5 MW: Agua del N74-AA001, que estaba llena.
26 Noviembre 2002
5.6 MW: Agua del N74-AA005, que estaba en servicio.
6.1 MW: Agua de aporte a la CNC.
6.2 MW: Agua del N71.
19 Febrero 2003 6.5 MW: Agua del N74-AA002, que estaba llena.
6.6 MW: Agua del N74-AA004, que estaba en servicio.
7.1 MW: Agua de aporte a la CNC.
07 Mayo 2003 7.5 MW: Agua del N74-AA001, que estaba llena.
7.3 MW: Agua del fondo del N74-AA002, que estaba fuera de
servicio.
03 Junio 2003 8.3 MW: Agua del N74-AA002, que estaba fuera de servicio.
04 Junio 2003 9.3 MW: Agua del N74-AA002, que estaba fuera de servicio.
11 Agosto 2003 10.5 MW: Agua del N74-AA001, que estaba llena (1,90 m).
12 Agosto 2003 11.5 MW: Agua del N74-AA001, que estaba llena (4,50 m).

13 Agosto 2003

12.5 MW: Agua del N74-AA001, que estaba llena (6,90 m).

14 Agosto 2003 13.5 MW: Agua del N74-AA001, que estaba llena (8,66 m).
14.1 MW: Agua de aporte a la CNC.
14.2 MW: Agua del N71.
22 Octubre 2003

14.5 MW: Agua del N74-AA001, que estaba llena.
14.6 MW: Agua del N74-AA003, que estaba en servicio.
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3.2.  ANALISIS Fisico-QUiMICO DEL AGUA

La caracterizacion fisico-quimica del agua del sistema de circulacién de la
Central Nuclear de Cofrentes, se realizd en los Laboratorios de Quimica que Iberdrola,
S.A. posee dentro de la propia central, siguiendo los procedimientos establecidos en
AWWA-APHA-WEF (1998).

Por un lado, se determinan las caracteristicas del agua de aporte a la Central
para aplicar los tratamientos necesarios para el buen funcionamiento de los equipos.
En esta agua se cuantifica el fosforo total, los nitratos, los s6lidos en suspension, la
DQO (Demanda Quimica de Oxigeno), los cloruros y los sulfatos. También se

determina la conductividad, el pH, la turbidez, la dureza total y la alcalinidad del agua.

En las balsas de almacenamiento temporal de vertidos se realizan andlisis del
agua antes de proceder a su liberacion al rio para garantizar que se mantiene la calidad
dentro de los limites fijados. Ademas, se efectiian anélisis de una muestra compuesta
de las balsas vertidas una vez al mes. En estos analisis se determinan el pH, la
temperatura y la conductividad del agua. También se cuantifican la DQO, la
concentracion de cloruros, sulfatos, nitratos y fosforo total, y como analisis

radioquimicos se analiza la actividad alfa total, beta total y el isotopico gamma.

3.3.  ANALISIS MICROSCOPICO DEL AGUA
3.3.1. Microscopria OPTICA

Para tener una idea del contenido del agua del sistema de agua de circulacién
de la CNC se efectud la observacién de las muestras de agua en fresco mediante
Microscopia Optica. Se utilizé un microscopio Axioskop 2 (Zeiss, Alemania) en modo
de contraste de fases, campo claro y campo oscuro. Las muestras se observaron a

diferentes aumentos (x10, x40, x100 y con ¢l objetivo de inmersion).
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3.3.2. MICROSCOPIA DE EPIFLUORESCENCIA

Las moléculas fluorescentes absorben la luz de una determinada longitud de
onda y emiten luz de otra longitud de onda menos negativa y méas larga. Si un
compuesto de este tipo es iluminado a su longitud de onda absorbente y visualizado a
través de un filtro que sélo permita pasar la longitud de onda de la luz emitida, el
compuesto aparece brillante sobre un fondo oscuro. En este principio se basa la
Microscopia de Epifluorescencia. El microscopio utilizado es similar al microscopio
convencional a excepcidn de que la luz incidente, que procede de una fuente halégena
muy potente, atraviesa un primer filtro que selecciona la longitud de onda capaz de
excitar a la molécula fluorescente o fluorocromo, antes de incidir sobre la muestra. La
luz emitida por la muestra (reflejada y fluorescente) atraviesa un segundo filtro que
selecciona la longitud de onda de emisidn del fluorocromo. La intensidad y el color de

la luz es una propiedad caracteristica del fluorocromo utilizado.

Existen cientos de fluorocromos, cada uno de ellos con diferentes rangos de
excitacién y emision. Pueden usarse directamente, aprovechando la propiedad que
tienen algunos de ellos de unirse a determinadas moléculas u organulos celulares,
como los colorantes de acidos nucleicos, o conjugados a otras moléculas, como los
anticuerpos, que son capaces de unirse de modo especifico a estructuras concretas de

la célula.

La Microscopia de Epifluorescencia es una técnica muy utilizada para el
estudio de microorganismos en muestras ambientales (Kuwae v Hosokawa, 1999),
puesto que no requiere realizar cultivos en el laboratorio. Dependiendo del
fluorocromo, permite la cuantificacion rapida de todos los microorganismos presentes

en una muestra, de diferenciar entre los que estdn vivos y muertos, e incluso detectar

60 Escuela Técnica Superior de Ingenieros Industriales (UPM).



Evaluacién microbiolégica del sistema de agua de circulacion de una central nuclear

aquellos que aun estando vivos, se encuentran inactivos desde el punto de vista

metabdlico.

Para el recuento de los microorganismos presentes en el agua de los diferentes
puntos del sistema de circulacion de la Central se empled una técnica rapida conocida
como DEFT (Direct Epifluorescence Filter Technigque) (Pettipher y cols., 1980; Tresse
y cols., 2003) que consiste en filtrar los microorganismos para retenerlos en una
membrana apropiada antes de contarlos.

Se hicieron varias diluciones del agua del sistema de circulacién de la CNC
con agua desionizada estéril y se filtraron diferentes volimenes de las mismas por
filtros negros de 0,2 pum de didmetro de poro (ISOPORE™, GTBP02500,
MILLIPORE) para optimizar la forma de hacer los recuentos. Los filtros se hidrataron
primero con agua desionizada estéril y después se filtro 1 mL de la muestra de agua. A
continuacion, se hizo pasar otra vez agua desionizada estéril para mejorar la retencion

de los microorganismos de la muestra a cuantificar.

Posteriormente, los filtros se tifieron utilizando diferentes fluorocromos. Para
diferenciar entre células vivas y muertas, se utilizé el Kit L-7012 (Live/Dead
BacLight™ Bacterial Viability Kit, Molecular Probes Inc, Eugene, Oregon). El kit
estd compuesto por dos fluorocromos que se unen a 4cidos nucleicos: SYTO 9
(componente A del kit) y yoduro de propidio (componente B del kit). El SYTO 9
penetra a través de las membranas celulares tifiendo todas las células de verde,
mientras que el yoduro de propidio, s6lo penetra en las células con la membrana
celular dafiada y la combinacién de ambos fluorocromos produce fluorescencia en
rojo. La tincidén se realizd en placas de Petri estériles de 35 mm de diametro,
afiadiendo de forma simultanea los dos fluorocromos en proporcién 1:1 a las
concentraciones finales de 3,41 uM de SYTO 9y 6,01 uM de yoduro de propidio en
un volumen de agua desionizada estéril suficiente para cubrir los filtros
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(aproximadamente 1 mlL). Estos se incubaron durante 15 minutos a temperatura
ambiente y en oscuridad. A continuacién los filtros se lavaron con agua desionizada

estéril y se dejaron secar al aire y en oscuridad.

Para el recuento de microorganismos totales se utilizd el fluorocromo DAPI
(4" 6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride, Molecular Probes Inc, Eugene,
Oregon), que tifie ADN vy emite fluorescencia en azul. En este caso, se colocaron los
filtros en placas de Petri de 35 mm de didmetro y se cubrieron con 1 mL de solucion
del fluorocromo a una concentracion de 500 pug/mL en agua desionizada estéril. Se
incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad y una vez
tefildos se lavaron con agua desionizada estéril y se dejaron secar al aire y en

oscuridad.

Una vez secos, los filtros se montaron con el componente C del kit L-7012
(mounting oil n25=1,517+0,003) entre un porta y un cubreobjetos y se observaron en
un microscopio de epifluorescencia Axioskop 2 (Zeiss, Alemania). Para hacer los

recuentos, se empled el objetivo de x100 aumentos con aceite de inmersién (Inmersol®
518N, ne =1,518 a 23 °C).

Los filtros de luz epifluorescente utilizados en cada caso se muestran en la

Tabla 2.

Tabla 2. Fluorocromos y filtros de luz utilizados para el recuento de microorganismos
por Microscopia de Epifluorescencia.

Fluorocromo Filtro Especificaciones

SYTO 9 y Yoduro de Propidio Zeiss 487709 BP-450-490, FT-510, LP-515

4, 6-diamidino-2-phenylindole,
dihydrochloride (DAPT)

Zeiss 487701 BP-365, FT-395, LP-397
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34. RECUENTO DE MICROORGANISMOS CULTIVABLES

Para el recuento de los microorganismos cultivables del agua de la central, se
realizaron diluciones seriadas de las muestras (10"'-107) en solucién salina estéril (9 g
NaCl por litro de agua estéril). Se tomaron 100 pL de cada dilucion y se inocularon
por duplicado en placas de Petri de TSA (Agar Triptona de Soja, véase composicidn
en Apartado 3.6), extendiendo homogéneamente el agua con ayuda de un asa de
Drigalsky. Las placas se incubaron a 30 °C, y el recuento de Unidades Formadoras de

Colonia (UFC, Unit Forming Colony) se realiz0 transcurridas 48 y 72 horas.

Estas diluciones también se inocularon sobre placas de agar STC y R2A para

ver la influencia del medio de cultivo en la cantidad de microorganismos cultivables.

3.5.  AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS CULTIVABLES

Se filtraron diferentes volimenes de agua del sistema de circulacién de la
CNC a ftravés de filtros de 045 uym y 022 um de diametro de poro
(MF™HAWP04700 y GSWP04700, MILLIPORE). Los filtros se colocaron sobre
placas de Petri de agar TSA, STC y R2 (véase composicién en Apartado 3.6) para
aislar el mayor nimero de microorganismos cultivables y se incubaron a 30 °C hasta
que crecieron los microorganismos. Las UFC observadas sobre los filtros fueron
aisladas y purificadas mediante resiembra en placas de agar del mismo medio de

cultivo que el de partida.

A partir del muestreo 5 MW, las diluciones seriadas que se hicieron para el
recuento de microorganismos cultivables, se utilizaron también para inocular placas de

agar STC y R2A v aislar las UFC que crecieron para su identificacién.
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Para analizar la presencia de bacterias reductoras de sulfato (SRB, Sulphate-
Reducing Bacteria) en el agua del sistema de circulacion de la Central, se filtraron 20
mL de agua de los diferentes puntos de muestreo por filtros de 0,22 pm de didmetro de
poro (GSWP02500, MILLIPORE). Los filtros se colocaron en medio liquido Posigate
B (Postgate, 1984) (véase composicion en Apartado 3.6) y se incubaron a 30°C.

3.6. MEDIOS DE CULTIVO

La composicion de los diferentes medios de cultivo utilizados se muestra en

las Tablas 3,4,5y6.

Tabla 3. Composicién del medio Triptona de Soja (TSB, OXOID CM 129)
pH = 7,3 £ 0,2; suplementado con agar.

Reactivo Concentracion
Digerido pancredtico de caseina 17,0 gL?
Digerido papainico de semilla de soja 3,0 gLt
Cloruro sédico (NaCl) 50gL?
Fosfato potésico dibsico (K,HPO,) 2,5gL!
Glucosa 2,5gL"
Agar (UPS) Purisimo, PANREAC 15,0 gL
Agua desionizada 1000 mL
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Tabla 4. Composicién del medio Agar medio oligotréfico R2
(R2, MICROKIT DMT 215) pH=7,2 £ 0,2.

Reactivo Concentracion
Extracto de levadura 0,50 gL'
Extracto de carne 0,50 gLt
Casaminoécidos 0,50 g'L!
Dextrosa 0,50 g'L*!
Almidén soluble 0,50 gL
Fosfato dipotasico anhidro (K;HPO,) 0,30 g-L!
Sulfato de magnesio (MgS04) 0,05 gL?!
Piruvato de sodio 0,30 gL
Agar-agar 150 gL”
Agua desionizada 1000 mL

Tabla 5. Composicién del medio Agar STC (Starch Casein) pH = 7,2 = 0,2.

Reactivo Concentracion
Almidén de patata soluble, PANREAC 10,0 gL!
Casaminoacidos, DIFCO LABORATORIES 1,0gL?!
Fosfato monopotésico (KH,PO,), PANREAC 0,5gL"
Agar (UPS) purisimo, PANREAC 15,0 gL”
Agua desionizada 1000 mL
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Tabla 6. Composicién del medio Postgate B,pH =172 -75.

Reactivo Concentracion
Extracto de levadura, OXOID 1,0 g'L'l
Lactato sédico al 50%, MERCK 35¢gL"
Sulfato de magnesio (MgSO,-7H,0), PANREAC 2,0 gL?
Sulfato de calcio (CaSO,), PANREAC 1,0 gL
Cloruro de amonio (NH,CI), PANREAC 1,0gL?
Fosfato monopotésico (KH,PO,), PANREAC 0,5gL"
Acido ascérbico L (+), PANREAC 0,1 gL"
Acido tioglicélico al 80%, PANREAC 0,1 gL!
Sulfato de hierro (FeSO,-7H,0), PANREAC 0,5¢gL"!
Agua desionizada 1000 mL

Desairear durante 15 minutos con N, (99,99%), AIR LIQUIDE

Una vez preparados, los medios de cultivo se esterilizaron en un autoclave
“Autester” (SELECTA) a 1 atmoésfera de presion, 121 °C, durante 20 minutos. Tras
¢llo, se atemperaron en un bafio a 50 °C y se dispensaron en placas de Petri de 90 mm
de diametro en condiciones estériles en una cabina de flujo laminar (TELSTAR

AV100).

El medio liquido se dispensd en botes universales de 20 mL, y después se

esterilizé de la misma forma que los medios con agar.

3.7. EXTRACCION DE ADN

Se utilizaron varios métodos de extraccion de ADN de las muestras de agua
para optimizar el rendimiento, dependiendo de si eran muestras cultivables o

ambientales.
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De los microorganismos cultivados, se procedié a la extraccion del material
genético a partir de las UFC aisladas sobre el agar o del peller obtenido de cultivo en

medio liquido.

Para la extraccidon del ADN de las muestras ambientales, se utilizaron dos
sistemas. Uno se basé en la concentracién de las muestras de agua mediante
centrifugacién a 4000 rpm en una ultracentrifuga refrigerada (Megafuge 1.0 R,
HERAEUS). El otro, consistio en filtrar 100 mL de agua por filtros de 0,22 um de
diametro de poro (GSWP 02500, MILLIPORE) y utilizar dichos filtros para extraer el
ADN.

3.7.1. EXTRACCION CON PREPMAN™ ULTRA (APPLIED BIOSYSTEMS)

Se utiliz6 para la extraccion del ADN de bacterias Gram-negativas y de las

muestras ambientales, siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante:

- Resuspender una colonia aislada, un pellet bacteriano o un filtro en 1 mL de

agua desionizada estéril en un Eppendorf de 1,5 mL.

- Centrifugar a 13.000 rpm (Biofuge Fresco, HERAEUS) durante 3 minutos y

eliminar el sobrenadante con micropipeta estéril.

- Afiadir 200 uL de PrepMan™ ULTRA (Applied Biosystems) e incubar 30

minutos en bafio a 56 °C.
- Hacer un “vortex” de 10 segundos.
- Incubar 8 minutos en bafio a 100 °C.
- Centrifugar 2 minutos a 13.000 rpm.

- Recoger el sobrenadante en un Eppendorfde 1,5 mL limpio.

Ana M. Garcia Ruiz 67



Materiales y Métodos

3.7.2. EXTRACCION CON LISOZIMA Y PROTEINASA K

Se utilizé para la extraccion del ADN de bacterias Gram-positivas y muestras

ambientales.

Resuspender una colonia aislada, un pellet bacteriano o un filtro en 1 mL de

agua desionizada estéril en un Eppendorfde 1,5 mL.

Centrifugar a 13.000 rpm durante 3 minutos y eliminar ¢l sobrenadante con

micropipeta estéril.

Afiadir 245 pL de TE (10 mM Tris-HCl, pH = 8, 1 mM EDTA) y 5 pL de
lisozima a una concentracién de 50 mgmL" (Muramidase, from hen egg

white, Boehringer Mannheim, Alemania).
Incubar 45 minutos en baiio a 56 °C.

Afiadir 205 pL de TE, 5 pL DiTioTreitol (DTT) 1M, 10 pL. EDTA 0,5 M
(C1oHiN,0Os, Amresco®), 25 ul. SDS al 10% (Sodium Dodecy! Sulfate,
C2HsNaO,sS, Amresco®) y 5 pL Proteinasa K (Proteinase K Solution,

Boehringer Monnheim, Alemania) a una concentracion de 17,1 mg-mL".
Incubar a 30 °C durante toda la noche.

Precipitar el ADN con acetato sodico (véase “Purificacion de ADN por el

método de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico”, mas adelante).
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3.7.3. EXTRACCION CON TRATAMIENTO ENZIMATICO Y PREPMAN™ ULTRA

Este método es una combinacion de los dos anteriores y se utilizo para la
extraccion de ADN de bacterias Gram-positivas y muestras ambientales. El

protocolo fue facilitado por Applied Biosystems:

- Resuspender una colonia aislada, un pellet bacteriano o un filtro en 1 mL de

agua desionizada estéril en un Eppendorfde 1,5 mL.

- Centrifugar a 13.000 rpm durante 3 minutos y eliminar el sobrenadante con

micropipeta estéril.

- Ainadir 245 pL de TE (10 mM Tris-HCIL, pH = 8, 1 mM EDTA) y 5 uL de
lisozima a una concentracién de 50 mgmL" (Muramidase, from hen egg

White, Boehringer Mannheim, Alemania).
-~ Incubar 45 minutos en bafio a 56 °C.

- Afadir 205 pL de TE, 5 uL DiTioTreitol (DTT) 1M, 10 uL EDTA 0,5 M
(C10H, N0, Amresco®), 25 ul SDS al 10% (Sodium Dodecyl Sulfate,
C:HysNaO,S, Amresco® y 5 uL Proteinasa K (Proteinase K Solution,

Boehringer Mannheim, Alemania) a una concentracién de 17,1 mg'mL".
- Incubar a 37 °C durante 1 hora.

- Afiadir 200 pL de PrepMan™ ULTRA (Applied Biosystems) e incubar 30

minutos en bafio a 56°C.
- Hacer un “vortex” de 10 segundos.
- Incubar & minutos en bafio a 100 °C.

- Centrifugar 2 minutos a 13.000 rpm:.
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3.74.

Recoger el sobrenadante en un Eppendorf de 1,5 mL limpio.

EXTRACCION POR CONGELACION-DESCONGELACION

Este procedimiento se utiliz6 para bacterias Gram-negativas, Gram-positivas y

muestras ambientales.

3.7.5.

Resuspender una colonia aislada, un pellet bacteriano o un filtro en 500 pL de

agua desionizada estéril en un Eppendorfde 1,5 mL.

Introducir la muestra en un congelador a -20 °C y dejar que se congele

(aproximadamente 45 minutos).
Descongelar la muestra en un bafio a 60 °C.
Hacer un “vortex” de 10 segundos.

Volver a introducir la muestra en el congelador y repetir el ciclo de

congelacidén-descongelacion 3 veces.

Tras la Gltima descongelacion, centfifugar la muestra a 3.000 rpm durante 10

minutos.

Recoger el sobrenadante en un Eppendorfde 1,5 mL limpio.

PURIFICACION DEL ADN POR EL METODO DEL FENOL: CLOROFORMO:

ALCOHOL ISOAMILICO

Tras la extraccion del ADN conviene, en muchos casos, realizar su

purificacioén para eliminar sustancias contaminantes como restos celulares y proteinas,

que disminuyen la calidad del ADN e interfieren en el desarrollo de la PCR y
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secuenciacion. Con la precipitacion, se consigue ademas incrementar la cantidad de

ADN extraida. El protocolo de purificacién fue el siguiente:

- Afiadir a la muestra a purificar 1 volumen de fenol (preequilibrado con Tris-

HCI 0,1M, pH = 8): cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1).

- Agitar invirtiendo varias veces el Eppendorf y centrifugar a 13.000 rpm

durante 1 minuto.
- Recoger ¢l sobrenadante en un Eppendorf limpio y repetir el proceso 2 veces.

- Recoger ¢l sobrenadante en un Eppendorf limpio y afiadir 1 volumen de

cloroformo: alcohol isoamilico (24:1).

- Agitar invirtiendo varias veces el Eppendorf y centrifugar a 13.000 rpm

durante 1 minuto.

- Recoger la fase acuosa (fase superior) en un Eppendorf limpio y descartar la

fase organica (fase inferior).

- Precipitar el ADN de la fase acuosa afladiendo 1:10 volimenes de acetato

sodico 3 M (para conseguir una concentracion final de 0,3 M).

- Agitar invirtiendo varias veces el Eppendorf y afiadir 0,6 volumenes de

isopropanol.

- Agitar invirtiendo varias veces el Eppendorf y centrifugar a 13.000 rpm

durante 10 minutos.
- Eliminar el sobrenadante.
- Lavar el pellet con 200 uL de etanol 70% frio (-20 °C).

- Centrifugar a 13.000 rpm durante 5 minutos.
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- Eliminar el sobrenadante y secar el pellet al aire o en estufa a 30 °C.

- Resuspender el peller de ADN en agua desionizada estéril.

La precipitacién del ADN también puede hacerse con etanol y cloruro de

magnesio segin el siguiente protocolo, proporcionado por Applied Biosystems:

Afiadir 3,5 volamenes de MgCl, 0,5 mM en etanol 70%.

Incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente.

- Centrifugar a 13.000 rpm durante 20 minutos.

— Descartar el sobrenadante.

- Afiadir 200 pL de etanol 70% frio (-20 °C).

- Centrifugar a 13.000 rpm durante 5 minutos.

~  Eliminar bien el sobrenadante.

- Secar el pellet de ADN al aire o en estufa a 30 °C.

—  Resuspender el ADN en agua desionizada estéril.

Una vez extraido el ADN, se midié su concentracion y pureza en un
biofotémetro (BioPhotometer 6131, Eppendorf AG, Hamburg, Alemania). La
concentracién del ADN viene expresada en pg'mL™ y la pureza de la muestra puede
deducirse a partir de la absorbancia a 230, 260 y 320 nm, asi como de la relacion
Aneo/Azso Y Azeo/Aszz. El coclente Ajze/Aszgy informa sobre la contaminacién de
proteinas de la muestra, y se considera que el ADN tiene calidad suficiente para
realizar una PCR si este valor se encuentra entre 1,5 y 1,9. Con muestras puras el valor

de Aj;y deberia ser cero.
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En funcién de la concentracion del ADN de la muestra, ésta se diluyd con
agua desionizada estéril para ser utilizada posteriormente como molde o templare en la
reaccion de PCR.

Posteriormente, el ADN extraido de las diferentes muestras, cultivables o

ambientales, se guardd en el congelador a -20 °C hasta su utilizacion.

3.8. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR, POLIMERASE CHAIN

REACTION)

La PCR o Reaccion en Cadena de la Polimerasa es una técnica que permite
amplificar un fragmento de ADN de interés, es decir, obtener iz vifro un gran nimero
de copias de dicho fragmento, independientemente de su origen (virus, bacterias,
plantas, animales o humanos). Para ello, son necesarios unos primers o cebadores
(secuencias de unos 20 nucledtidos complementarias a los extremos del fragmento de
ADN que se pretende amplificar), deoxinucleétidos trifosfatos (INTPs: dATP, dGTP,
dCTP, dTTP) y una enzima con actividad polimerasa que sintetice una nueva hebra de
ADN a partir de estos primers y usando como molde el ADN de interés o template.

El fundamento de la PCR consiste basicamente en la repeticion ciclica de tres

pasos sucesivos denominados: desnaturalizacion, annealing o hibridacion y extension.

El primer paso o desnaturalizacion consiste en la separacion de las dos
cadenas que forman la molécula de ADN que se quiere amplificar, para lo cual se
calienta el ADN a temperaturas proximas a la ebullicion (92-96 °C). De esta manera se
consigue que el ADN quede en forma de hebra sencilla, que es como la enzima ADN
polimerasa puede utilizarlo de molde para la sintesis de una nueva cadena de ADN

complementaria.
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Durante el annealing o hibridacion se produce la unioén de los primers a su
secuencia complementaria en el ADN molde para lo que se hace descender la
temperatura entre 45 v 72 °C, dependiendo de la composicidén de bases del primer.
Estos primers o cebadores permiten la formacion de una doble cadena necesaria para
que la enzima ADN polimerasa comience a sintetizar ADN.

- . _secuenCia de ADN a
Primer ciclo ~E—— amplificar

. l, 7. ___Cebadores

Segundo ciclo K ~

20-30 ciclos K \ l/ \\
E 4 et Wi — 4
R e e |
- P P e R
e - T - B e e  a—
EE - oo el FHEET———

Secuencias de ADN amplificadas

Figura 9. Esquema del rendimiento de una PCR.

La polimerasa, usando el ADN en forma de cadena sencilla como molde,
puede empezar a incorporar ANTPs en el extremo 3' del cebador y sintetizar una nueva

cadena de ADN. Esta tGltima etapa es la denominada extension y suele usarse una
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temperatura en torno a los 72 °C que es adecuada para el funcionamiento de la enzima
y evita la hibridacién inespecifica de los cebadores. Los primers deben construirse en
la direccion adecuada, con el extremo 3' dirigido hacia la zona del ADN donde se

quiere que empiece a sintetizar la polimerasa.

Cada uno de estos tres pasos se define por un periodo de tiempo determinado
y en su conjunto se denominan ciclo. La repeticién sucesiva de estos ciclos permite
obtener gran niimero de copias del fragmento de ADN de interés (Figura 9).

Normalmente se realizan 30-40 ciclos, con lo que se obtienen 23° (mil

240

millones) & (1 billén) copias del fragmento deseado, si partimos de una sola

molécula de ADN.

Existen multitud de protocolos de PCR aplicables en funcién de cuales sean

los objetivos experimentales.

3.8.1. MUESTRAS CULTIVABLES

Para la identificacién de los microorganismos cultivables, el primer paso fue
la amplificacién de un fragmento discreto del gen que codifica para la subunidad 16S
del ribosoma bacteriano (16S rDNA). Se utilizaron los cebadores 5 F-GC y 531 R
(véase su secuencia en la Tabla 11), universales para el dominio Bacteria, que
permiten la amplificacion de un fragmento de unas 500 pares de bases del gen. El
protocolo de PCR utilizado fue el descrito por Muyzer y cols., (1993), que se detalla

mas adelante, y la concentracion de reactivos se muestra en la Tabla 7:
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Tabla 7. Reactivos empleados en la reaccién de PCR de muestras cultivables.

Concentracion

C Concentracion final Volumen
inicial
(1,5 mM MgCl,; 50 mM KCI;
PCR Master!” 2X 10 mM Tris-HCL; 0,2 mM dNTPs; 12,5 uL
1,25 U Taq DNA polimerasa)
Cebador 5 F-GC 25 uM 1uM 1 uL
Cebador 531 R 25 uM 1uM 1 ul
MgCl, 12,5 mM 0,4 mM 0,8 pL
H20 - - 4,7 HL
ADN molde — Entre 10 y 30 ug'mL™’ 5uL
Volumen total 25 pL

®) PCR Master (Roche Diagnostic)

=“Forward” o Sentido; R = “Reverse” o Antisentido

3.8.2. MUESTRAS AMBIENTALES

En el caso de las muestras ambientales, se utilizaron diferentes pares de
cebadores y un protocolo denominado PCR anidada o Nested-PCR. En éste, tras la
primera PCR se realiza una segunda, usando cebadores situados en zonas mas internas
que ¢l primer par de cebadores. Existe un proceso intermedio, denominado
Seminested-PCR en el que solo se emplea uno de los cebadores internos. Los
cebadores internos se denominan también anidados. La clave de este método es que el
producto de la primera PCR es un template ideal para la segunda PCR consiguiéndose
mayor eficiencia en la amplificacion por la mayor especificidad proporcionada por el

uso de dos pares de primers, el mayor nimero de ciclos vy la renovacién de los

reactivos.
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Los cebadores utilizados se muestran en la Tabla 8 y la secuencia de cada uno

de ellos en la Tabla 11.

Tabla 8. Pares de Cebadores utilizados en la
PCR anidada de muestras ambientales.

1°PCR 2 PCR
005 F // 907 R 005 F-GC /531 R
005 F//907R 385F-GC//531R
341 F// 1540 R 385F-GC// 331 R
341 F // 907 R 341 F-GC//531 R

En la primera PCR el protocolo seguido se denomina MW-001 y en la
segunda MW-002, basados en los estudios de Gutner y cols., (2000) detallados mas
adelante. La concentracién de reactivos utilizada en cada caso se muestra en las

Tablas 9 v 10:

Tabla 9. Reactivos empleados en la 1> PCR de muestras ambientales.

Concentracién Concentracién final Volumen
inicial
(1,5 mM MgCl,; 50 mM KCI;
PCR Master 2X 10 mM Tris-HCI; 0,2 mM dNTPs; 25 uL
1,25 U Taq DNA polimerasa)
Cebador F 25 uM 1uM 2uL
Cebador R 25 uM 1uM 2ulL
MgCl, 12,5 mM 0,4 mM 1,6 uL
H;O - — 9,4 uL
ADN molde - Entre 10 y 30 pg-mL™’ 10 uL
Volumen total 50 uL

En la 2° PCR, se utilizé como template el producto obtenido en la 12 PCR.
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Tabla 10. Reactivos empleados en la 22 PCR 6 PCR anidada de muestras ambientales.

Con?eflt‘raclon Concentracion final Volumen
inicial
(1,5 mM MgCly; 50 mM KCl;
10 mM Tris-HCl; 0,2 mM
PCR Master 2X dNTPs:; 50 uL.
1,25 U Taq DNA polimerasa)
Cebador F-GC 25 uM 1uM 4L
Cebador R 25 uM 1uM 4 uL
MgCl, 12,5 mM 0,4 mM 3,2 uL
H,0 — — 18,8 uL
ADN molde — Entre 10 y 30 ug-mL™ 20 uL
Volumen total 100 pL

Para las muestras ambientales se hicieron dos PCR anidadas de cada muestra
con el fin de obtener mayor concentracion de ADN amplificado, para ser utilizado

posteriormente en la DGGE.

Tabla 11. Secuencia de los diferentes cebadores empleados en las reacciones de PCR,
sintetizados por Roche Diagnostic.

Cebador Secuencia nucleétidos 3 — 5°
005 F TGGAGATTTGATCCTGGCTCAG
341 F CCTACGGGAGGCAGCAG
385 F CGGCGTCGCTGCGTCAGG
531 R TACCGCGGCTGCTGGCAC
907 R CCGTCAATTCCTTTGAGTTT
1540 R AAGGAGGTGATCCARCCGCA
CYA3S9F GGGGAATYTTCCGCAATGGG
CYA 781 R (a) GACTACTGGGGTATCTAATCCCATT
CYA 781 R (b) GACTACAGGGGTATCTAATCCCTTT

Cola GC CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG
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Las muestras ambientales también fueron sometidas a una reacciéon de PCR
con cebadores especificos del grupo Cyanobacteria, para comprobar la presencia de
tales microorganismos en €l agua del sistema de circulacién de la central. Se utilizé el
protocolo de PCR descrito por Niibel y cols., (1997), y la concentracion de reactivos

que se muestra en la Tabla 12.

Tabla 12. Reactivos empleados en la PCR de muestras ambientales para cianobacterias.

Concentracion

PR Concentraci6n final Volumen
inicial
1X
(1,5 mM MgCl,; 50 mM KCI;
PCR Master X 10 mM Tris-HCL 02 mM dNTPs; 12 ML
1,25 U Taq DNA polimerasa)
CYA 359 F-GC 12,5 uM 0,5 uM 1uL
CYA 781 R (a) 12,5 uM 0,5 uM 1 pL
CYA 781 R (b) 12,5 uM 0,5 UM 1 ul
MgCl, 12,5 mM 0,4 mM 0,8 uL
H,0 - - 3, 7uL
ADN molde - Entre 10 y 30 pg-mL™ 5uL
Volumen total 25 ul

Todas las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador Geredmp PCR

System 2400 (Perkin Elmer).

Terminada la PCR, se comprobd la amplificacién del ADN mediante
electroforesis en un gel de agarosa (Agarosa tipo I estandar, PANREAC) al 1% en
tampdn TBE 1X (Tris Borato EDTA, véase composicién en Tabla 13), conteniendo 4

uL de solucién de bromuro de etidio (BIO-RAD) a una concentracién de 10 mg-mL!
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en 100 mL de la solucion de agarosa. La electroforesis se desarrollé en una cubeta de
electroforesis (BIO-RAD) con TBE 1X, a 90 V durante 20 minutos, cargando 4,5 uL
de producto de PCR y 1,5 uL de Gel Loading Dye 6X (BIO-RAD). El gel se observo
en un analizador de imagenes Gel Doc 2000 (BIO-RAD) empleando el software de
adquisicion de imagenes de BIO-RAD (Quantity One V 4.4.0).

Tabla 13. Composicién del tampon TBE.

Tampén Tris Borato EDTA (TBE)

Concentracion Stock: 10 X Concentracion de uso: 1 X
Tris base 108 g
Acido bérico 55¢ Tris Borato 0,09 M
0,5M EDTA (pH 8,0) 40 mL EDTA 0,002 M
Agua desionizada estéril 1000 mL

3.8.3. PROTOCOLO DE PCR PARA MUESTRAS CULTIVABLES (MUYZER Y COLS.,
1993)

Este protocolo de PCR es del tipo de los denominados “fouchdown”, y fue
concebido para simplificar el proceso de determinacién de la temperatura de
hibridacién ptima y proporcionar unas condiciones de PCR menos restrictivas,
permitiendo la unidn del cebador a secuencias que no son 100% homologas, por lo
que afiade especificidad y aumenta la eficiencia. En este tipo de PCR, la hibridacion
comienza aproximadamente 15 °C por encima de la temperatura de fusién (Tm)
calculada para la secuencia de ADN y en los ciclos posteriores la temperatura es

reducida gradualmente hasta que alcanza unos 5 °C por debajo de la Tm.
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La rampa de temperatura de este protocolo se representa en la Figura 10.En

primer lugar, la muestra se incubé a 94 °C durante 5 minutos para activar la

polimerasa. Después se realizaron 20 ciclos en los que la desnaturalizacién fue de 1

minuto a 94 °C, la hibridacién de 1 minuto, comenzando a 65 °C y descendiendo 0,5

°C en cada ciclo, hasta alcanzar los 55 °C en el ciclo nimero 20, y la extensién fue de

3 minutos a 72 °C. A continuacién, se realizaron otros 10 ciclos en los que la

desnaturalizacién fue a 94 °C durante lminuto, la hibridacion a 55 °C durante 1

minuto, y la extensién a 72 °C durante 3 minutos. Tras el dltimo ciclo se realizé una

extension a 72 °C durante 7 minutos y después la temperatura se hizo descender a 4 °C

para el mantenimiento del ADN amplificado.

/‘

94°C | 94°C
5 min

N

55°C

20 ciclos

\

/

gc

o

1 min

10 ciclos

/

72 °C
7 min

Figura 10. Rampa de temperatura de la PCR para muestras cultivables (Muyzer y cols., 1993).
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3.8.4. ProT1OCOLO DE PCR MW-001

Se siguid el protocolo descrito en la Figura 11.

N

94°C | 94°C
7 min | 1 ™D 72°c| 12°C
2 min | 10 min
54 °C
1 min
\ J 4°C
[¢s)
35 ciclos

Figura 11. Rampa de temperatura de la PCR MW-001.

3.8.5. PROTOCOLO DE PCR MW-002

Este protocolo es exactamente igual al anterior (MW-001) con la excepcion de

que aqui, la temperatura de hibridacién fue de 64 °C (Figura 12).
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4 R

94°C | 94°C
7min | 1 min 72°C| 72°C
2 min] 10 min
64 °C
1 min
\ / 4°C
o0
35 ciclos

Figura 12. Rampa de temperatura de la PCR MW-002.

3.8.6. PROTOCOLO DE PCR PARA CIANOBACTERIAS (NUBEL Y COLS., 1997)

La rampa de temperatura de este protocolo se muestra en la Figura 13. En
primer lugar la muestra a amplificar se incub6 a 94 °C durante 5 minutos para activar
la polimerasa. Después se efectuaron 35 ciclos de la siguiente manera: la
desnaturalizacion consistid en incubar la muestra a 94 °C durante 1 minuto, la
hibridacion a 60 °C 1 minuto y la extension a 72 °C 1 minuto. Después del ultimo ciclo
se realizo una extension de las muestras a 72 °C durante 9 minutos y para finalizar, la

temperatura descendié a 4 °C para mantener €l ADN amplificado.
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94°C | 94°C

Smin | 1 min

72°C | 72 °C
1 min | 9 min
60 °C
1 min
\ / 4°C
0
35 ciclos

Figura 13. Rampa de temperatura de la PCR para cianobacterias.

3.9. ELECTROFORESIS EN GEL DE GRADIENTE DESNATURALIZANTE (DGGE,
DENATURING GRADIENT GEL ELECTROPHORESIS)

La Electroforesis en Gel de Gradiente Desnaturalizante o DGGE fue descrita
por Fischer y Lerman en 1983. Es un método electroforético que permite separar
fragmentos de ADN en funcién de su secuencia de nucledtidos. Es capaz de detectar
mutaciones puntuales, es decir, cambios de hasta una sola base en una secuencia de
ADN.

En la DGGE, un fragmento de ADN de doble hélice se hace correr por un gel
de poliarcrilamida con ambiente desnaturalizante creciente, de manera que se va
desnaturalizando en pequefios segmentos denominados “melting domain” o dominios
de desnaturalizacién o fusién. A medida que la molécula de ADN se va

desnaturalizando y la doble hélice se va abriendo, disminuye su movilidad en et gel de
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electroforesis. Como la temperatura de desnaturalizacion es especifica de la secuencia
de nucledtidos, dos fragmentos de ADN diferentes se desnaturalizaran de forma
diferente y, por tanto, su movilidad electroforética sera distinta, quedando separados
en el gel. El ambiente desnaturalizante se consigue por la combinacién de una
temperatura constante (entre 50 °C y 65 °C) y un gradiente desnaturalizante lineal
formado con urea y formamida. Una solucién 100% desnaturalizante se consigue con
una concentracion 7M de urea y 40% de formamida. Cada mol de urea equivale a un

aumento de temperatura de 2 °C y cada 1% de formamida a 0,5 °C.

El gradiente desnaturalizante puede ser perpendicular o paralelo a la direccién
del campo eléctrico, hablandose de DGGE perpendicular o paralela, respectivamente.
En la DGGE perpendicular suelen usarse rangos desnaturalizantes amplios que
permiten establecer las condiciones en las que se desnaturaliza una determinada serie
de muestras, las cuales son cargadas en un Unico pocillo. Por el contrario, en la DGGE
paralela se usan rangos determinados para cada grupo de fragmentos que se quiere
analizar, las muestras se cargan en pocillos individuales y se obtiene una banda o

patrén de bandas caracteristico de cada muestra (véase Figura 6, en la Introduccién).

Una condicién indispensable para someter una molécula de ADN a una
DGGE es que tenga una cola rica en GCs en uno de sus extremos. Esto se consigue
afiadiendo dicha cola en el extremo 5 de uno de los cebadores utilizados durante la
PCR. La unién entre este tipo de bases nitrogenadas (G y C) se establece a través de
tres puentes de hidrogeno, por lo que es necesario un ambiente desnaturalizante mayor
para separar la doble hélice. Esta cola de GCs evita la desnaturalizacion del ADN por
ambos extremos lo que provocaria la formacién de moléculas dificiles de resolver en
el gel y evita la desnaturalizaciéon completa de la doble hélice de ADN, que supondria
que la separacion de los fragmentos no fuese en funcién de la secuencia de

nucledtidos.
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3.9.1. PUESTA A PUNTO DE LAS CONDICIONES DE DGGE

Para poner a punto la técnica de DGGE para analizar los fragmentos de ADN
de las muestras de agua, tanto cultivables como ambientales, fue necesario controlar

una serie de pardmetros que intervienen en €l desarrollo de la electroforesis:
Rango desnaturalizante
Tiempo
Voltaje

Para una aproximacion tedrica a las condiciones desnaturalizantes se utilizé el
Programa WinMelt v.2.0 (BIO-RAD) en el que se introdujeron las secuencias de
microorganismos encontrados en muestras similares. A continuacidn se realizd una
DGGE perpendicular con varias muestras de microorganismos cultivables y se
compararon los resultados con los del WinMelt para establecer las condiciones
desnaturalizantes mas adecuadas. Tras ello, se realizd una DGGE paralela cargando
varias muestras a distintos tiempos, de manera que se pudo determinar la duracién de
la electroforesis para separar los fragmentos de ADN de las muestras de agua. El
tiempo vy el voltaje estdn intimamente relacionados, de manera que si se utilizan
voltajes elevados, sera necesarios tiempos mas cortos y viceversa. También se
consideraron las condiciones empleadas por ofros autores (Krsek y cols., 1999;
Schabereiter-Gutner y cols., 2001) de manera que se fueron realizando DGGE
variando los parametros hasta conseguir los mas adecuados para las muestras

cultivables y ambientales.

86 Escuela Técnica Superior de Ingenieros Industriales (UPM).



Evaluacion microbioldgica del sistema de agua de circulacion de una central nuclear

3.9.2. MUESTRAS CULTIVABLES

En cada pocillo del gel se cargaron 9 uL del producto de 500 pares de bases
del gen 16S rRNA amplificado por PCR, junto con 9 pL. de Gel Loading Dye 2 X
(BIO-RAD).

3.9.3. MUESTRAS AMBIENTALES

Como se menciond en el Apartado 3.8.2., de cada muestra ambiental se
realizaron dos PCR anidadas. El producto de ambas PCR se junt6 en un Eppendorf de

1,5 mL y se precipitd con etanol y cloruro de magnesio, tal y como se describia en el
Apartado 3.7.5. El pellet de ADN se resuspendié en 10 pL. de agua desionizada estéril,

al que se le aftadié 10 uL de Gel Loading Dye 2X, para cargar 18 uL de la mezcla en
el gel de DGGE.

Tabla 14. Composicién del tampén TAE.

Tampén Tris Acetato EDTA (TAE)

Concentracién Stock: 50 X Concentracion de uso: 0,5 X
Tris base 242 ¢
Acido acético glacial 57,1 mL Tris Acetato 0,02 M
0,5M EDTA (pH 8,0) 100 mL EDTA 0,05 mM

Agua desionizada estéril 1000 mL

La DGGE se realiz6 en geles al 6% en el sistema Dcode™ Universal Mutation

Detection System, Modelo 475 (BIO-RAD) en tampén Tris Acetato EDTA (TAE)
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0,5X (véase composicion en la Tabla 14). El gradiente de urea y formamida se

establecid entre el 20 % v el 60% desnaturalizante. La electroforesis se desarrolld a

180 voltios durante 210 minutos a una temperatura constante de 60 °C.

Finalizada la electroforesis, se desensambld el gel y se tifid en una solucién de

bromuro de etidio (BIO-RAD) a una concentracion de 1 mg'mL" en tampén TAE

0,5X durante 15 minutos. Tras ello, se lavé el gel con agua desionizada y se observo

en un analizador de imagenes Gel! Doc 2000 (BIO-RAD) empleando el software de

adquisicion de imagenes de BIO-RAD (Quantity One v.4.4.0).

3.9.4.

PREPARACION DEL GEL PARA DGGE

Llenar la cubeta de electroforesis del sistema Dcode™ Universal Mutation
Detection System, Modelo 475 (BIO-RAD) con tampon TAE 0,5X y

encenderla para que se caliente a 60 °C.

Limpiar los cristales, los separadores del gel, y el peine para hacer los pocillos

con etanol y secarlos bien.

Ensamblar el “siéndwich” (los cristales con los separadores) en el soporte y

preparar el sistema de gradiente.

Poner 16 mL de poliacrilamida solucidén desnaturalizante 20% en un vaso de
precipitado y 16 mL de poliacrilamida solucién desnaturalizante 60% en otro
(véase la preparacion de las soluciones de poliacrilamida desnaturalizantes

mas adelante).

Afiadir a cada vaso con las soluciones de poliacrilamida desnaturalizantes 15
uL de TEMED (N, N, N’, N’-Tetra-methyl-ethylenediamine, BIO-RAD) vy 75
pL de persulfato de amonio al 10% (BIO-RAD).
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— Cargar las soluciones desnaturalizantes en el sistema formador de gradientes,
y generar el gradiente entre los cristales del sandwich siguiendo las

indicaciones del fabricante del sistema Dcode™ de BIO-RAD.
— Dejar polimerizar el gel alrededor de 1-1,5 horas.

— Una vez alcanzada la temperatura adecuada (60 °C), introducir el siandwich

con el gel de poliacrilamida en la cubeta de electroforesis.
— Lavar los pocillos del gel con tampoén TAE 0,5 X.

— Cargar las muestras con los productos de PCR y desarrollar la DGGE tal y

como se mencionaba en el apartado anterior.

3.9.5. PREPARACION DE SOLUCIONES DE POLIACRILAMIDA
DESNATURALIZANTES

Una vez preparado el tampén TAE 50X, se prepara la solucién de
acrilamida/bisacrilamida (37,5:1) al 40% tal y como se describe en la Tabla 15. Esta
solucién puede mantenerse guardada a 4 °C y protegida de la luz durante un mes

aproximadamente.

Tabla 15. Composicién de la solucion Acrilamida/Bisacrilamida (37,5:1) al 40%.

Reactivos Cantidad
Acrilamida 38,93 ¢
Bis-Acrilamida 1,07¢g
dH,O hasta 100 mL

Filtrar en filtro de 0,45 um de didmetro de poro (HAWP04700,
MILLIPORE) y mantenar a 4 °C
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Las soluciones de poliacrilamida desnaturalizantes al 20% y 60% se preparan
igual que la solucién desnaturalizante al 0% (Tabla 16) afiadiéndoles las cantidades

correspondientes de formamida y urea (Tabla 17).

Tabla 16. Composicién de la solucién de poliacrilamida desnaturalizante al 0%.

Reactivo Gel al 6% Gel al 8% Gel al110% Gel al 12%
40% Acrilamida/Bis 15 mL 20 mL 25 mL 30 mL
TAE 50 X 2mL 2 mL 2mL 2mL

Agua desionizada estéril  Hasta 100 mI.  Hasta 100 mL  Hasta 100 mL.  Hasta 100 mL

Desgasificar durante 10-15 minutos con nitrogeno. Filtrar en filtros de 0,45 ym de didmetro
de poro (HAWP04700, MILLIPORE). Mantener a 4 °C protegido de la luz no mds de un mes

Tabla 17. Composicién de las soluciones desnaturalizantes para geles al 6%.

3°l“°i6“ . 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90%
esnaturalizante

Formamida (mL) 4 8 12 16 20 24 28 32 36
Urea (¢) 12 84 126 168 21 252 294 1336 378

3.9.6. EXTRACCION DEL ADN DE LAS BANDAS DEL GEL DE DGGE

En el gel de DGGE pueden observarse una o varias bandas caracteristicas de
cada microorganismo aislado. En las DGGE de muestras ambientales, se obtiene un

patrén de bandas caracteristico de cada muestra de agua. E1 ADN de estas bandas se
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puede extraer para ser amplificado mediante PCR y posterior secuenciacion con el fin

de identificar a los microorganismos que componen la muestra de agua.

Se utilizaron tres protocolos para extraer el ADN de estas bandas. En todos los

casos las bandas de interés se cortaron con una cuchilla y se introdujeron en un

Eppendorfde 1,5 mL estéril.

3.9.6.1. METODO DE DIFUSION EN AGUA (JENSEN Y COLS., 1998; MIAMBI Y COLS.,

2003)

Afiadir al Eppendorf de 1,5 mL conteniendo la banda de ADN entre 50-100
uL de agua desionizada estéril.

Dejar difundir a 37 °C durante unas 8 horas 0 a 4 °C durante 48 horas.
Centrifugar a 3.000 rpm durante 5 minutos.

Recoger el sobrenadante conteniendo el ADN en un Eppendorf limpio y medir

la concentracién y pureza del ADN extraido.

3.9.6.2. METODO DEL MERCAPTOETANOL (MUYZER Y COLS., 1996)

|

Lavar las bandas con agua destilada estéril durante 10 minutos.

Eliminar el agua y repetir el lavado.

Eliminar el agua y afiadir 100 pL de 2-mercaptoetanol 98% (SIGMA) e
incubar a 37 °C durante 8 horas.

Afiadir 100 pL de agua desionizada estéril, 1/10 volimenes de NaCl S My 2,5
volimenes de etanol 70% frio (-20°C).

Centrifugar a 10.000 rpm durante 20 minutos.

Eliminar el etanol y dejar secar el pellet.
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— Resuspender el ADN en agua desionizada estéril y medir la concentracién y
pureza del ADN extraido.

3.9.6.3. METODO DEL TAMPON DE ELUCION (ROLLEKE Y COLS., 1996)

— Preparar el tampdn para elucién del ADN (NaCl 0,3 M, EDTA 3 mM y Tris
base 30 mM a pH 7.,6).

— Adadir 100 pL del tampoén a las bandas de ADN.

— Incubar a 37 °C toda la noche.

—  Centrifugar a 3.000 rpm durante 5 minutos.

— Recoger el sobrenadante en un Eppendorf limpio.

— Precipitar el ADN con etanol y cloruro de magnesio, tal y como se describio
previamente.

— Resuspender el ADN en agua desionizada estéril y medir la concentracién y

pureza del ADN extraido.

3.10. SECUENCIACION DEL ADN

Los métodos de secuenciacion del ADN permiten “leer” el codigo genético de
un microorganismo, es decir, determinar la secuencia de bases de un determinado
fragmento de ADN previamente amplificado por PCR. Posteriormente, la secuencia de
ADN se puede comparar con bases de datos para averiguar la identidad de dicho

microorganismo.

Para identificar los microorganismos obtenidos de cultivos puros asi como de
las bandas de DGGE se realizé la secuenciacién automatica de los fragmentos de

ADN amplificados por PCR. La secuenciacion automatica se basa en el método del
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dideoxi desarrollado por Sanger v cols., (1977), v utiliza dideoxidonucledtidos
trifosfato marcados en 3” con un colorante fluorescente diferente para cada base (A, C,
T y ). Cada colorante emite luz a una longitud de onda distinta al ser excitado por un
liser i6nico de argdén. Cuando un dideoxidonucledtido trifosfato se incorpora al
extremo 3° de la cadena de ADN creciente, la elongacién de la cadena termina
selectivamente en A, T, C o G por la falta del grupo hidroxil-3", por lo que las cuatro

bases pueden ser detectadas v diferenciadas (Figura 14).

— @
—AC ®
—ACC ®
—ACCG ©
— ACCGT O
—_—ACCGTA®
ACCGTATO

-0
cCoe®
v

ANILLAMIENTO EXTENSION PRODUCTOS

Figura 14. Esquema del sistema de secuenciacion por el método del dideoxi.

Para la secuenciacion se utilizd un secuenciador automético (ABI PRISM 310
Genetic Analyzer, Applied Byosystems) que analiza fragmentos de ADN por
electroforesis capilar. El ingreso de las muestras en el capilar, se realiza por inyeccion
electrocinética, es decir, un corto periodo de electroforesis donde el capilar v el citodo
se encuentran inmersos en la muestra. Después, el extremo del capilar cercano al
catodo se sumerge en tampon y se aplica corriente para continuar la electroforesis
(ABI PRISM 310 Genetic Analyvzer User's Manual, 1998). Cuando los fragmentos de

ADN alcanzan la ventana del capilar, el laser excita los colorantes fluorescentes y la
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fluorescencia emitida es colectada por el detector, a longitudes de onda particulares, vy
registrada como sefales digitales en el ordenador (Figura 15). Para el procesamiento
de los datos se utilizo el software “Sequencing Anayisis” v.3.3 (Applied Biosystems)

que asigna las bases para cada intensidad de fluorescencia detectada.

GGGGA TCC c TAGAGTC GACCTGCAGG CA TGC AAGC TTGAGTATT '

Figura 15. Imagen de una secuencia obienida por secuenciacién automadtica,

Se utilizaron dos protocolos de secuenciacion diferentes: el kit Microseq

500" y Big Dye" Terminator v.1.1.

3.10.1. SECUENCIACON CON EL KIT MIcrROSEQ 500™

El kit Microseq 500™ 16§ rDNA Bacterial Sequencing kit (Applied
Biosystems) se utilizo para secuenciar un fragmento del gen 168 rRNA comprendido
entre las posiciones 5 v 531 de Escherichia coli, de los microorganismos aislados por

cultivo puro.
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Se siguié el protocolo descrito por Applied Biosystems, que implica la

realizacion de dos amplificaciones por PCR.

En la primera PCR se utilizé6 como molde o template el ADN extraido de los

cultivos puros. Ademas, se utiliz6 como control negativo agua desionizada estéril y

como control positivo, el ADN de Escherichia coli.

La concentracidén de reactivos utilizada se muestra en la Tabla 18 y la rampa

de temperaturas de la PCR en la Figura 16.

Tabla 18. Reactivos empleados en la 12 PCR de secuenciacion
con el kit Microseq 500™.

Reactivo Volumen
PCR Master Mix 25 uL
ADN molde 25 ul
Volumen total 50 uL

Finalizada la PCR, se purificé el ADN mediante columnas Microcon™-100

(MILLIPORE), siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante:

Colocar la columna Microcon-100 sobre su soporte correspondiente.
Afiadir 400 pL de agua desionizada estéril para hidratar el filtro.
Afiadir todo el producto resultante de la PCR (50 pL).

Centrifugar a 3.000 rpm durante 15 minutos.

Volcar la columna sobre un nuevo soporte y afiadir 25 uL de agua desionizada

estéril.
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— Centrifugar a 3.000 rpm durante 5 minutos para arrastrar el ADN.

— Retirar la columna y utilizar el ADN como femplate para la segunda PCR de

secuenciacion.

4 N

95°C | 95°C
10 min 30s 72 oC 72 oC
45s |10 min
60 °C
30s
4°C
K / 0
30 ciclos

Figura 16. Rampa de temperaturas de la primera PCR de secuenciacion

con el kit Microseq 500™.

En la segunda PCR de secuenciacién, se preparan dos reacciones para cada
muestra, una conteniendo el cebador Forward y otra el Reverse del kit MicroSeq™
500 16S rDNA Bacterial Sequencing Module (Applied Biosystems). Los reactivos

empleados se muestran en la Tabla 19 y la rampa de temperaturas en la Figura 17.
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Tabla 19. Reactivos empleados en la 22 PCR de secuenciacion

con el kit Microseq 500™.

Reactivo Volumen

Forward Sequencing Mix 13 L.

Forward ADN molde 3ulL
Agua desionizada estéril 4 uL

Reverse Sequencing Mix 13 ul

Reverse ADN molde 3uL
Agua desionizada estéril 4 pL

96 °C X
4°C
oo

25 ciclos

Figura 17. Rampa de temperaturas de la 22 PCR de secuenciacion
con el kit Microseq 500™.

Finalizada la PCR, se precipité el ADN con etanol y cloruro de magnesio, tal
como se describe en el Apartado 3.7.5.
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3.10.2. SECUENCIACION CON BIGDYE® TERMINATOR V. 1.1

Para secuenciar el ADN de los microorganismos cultivables aislados y el
extraido de las bandas del gel de DGGE se utilizé el kit BigDye® Terminator v.1.1
Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems). Este permite secuenciar cualquier
fragmento de ADN utilizando los cebadores adecuados. Se parte de un producto de
PCR previamente purificado por las columnas Microcon-100 (MILLIPORE) que
contenga suficiente cantidad de ADN (v€ase Tabla 20).

En el caso del ADN extraido de las bandas del gel de DGGE, se realizé una
PCR intermedia para aumentar la cantidad de ADN, utilizando como template el ADN
extraido de las bandas del gel y los cebadores y condiciones utilizados en la segunda
PCR ambiental. El producto de esta PCR intermedia también se purificé utilizando
columnas Microcon-100 (MILLIPORE), antes de ser utilizado en la PCR de

secuenciacion.

Tabla 20. Cantidad de ADN necesaria para la amplificacién por PCR
con el kit BigDye® Terminator v.1.1.

Producto de PCR Cantidad de ADN
100-200 pares de bases (pb) 1-3ng
200-500 pb 3-10ng
500-1000 pb 5-20 ng
1000-2000 pb 10-40 ng
>2000 pb 20-50 ng

Los reactivos empleados en la PCR de secuenciacién con el kit BigDye®
Terminator v.1.1 se muestran en la Tabla 21 y la rampa de temperaturas en la Figura

18. Se siguieron las directrices marcadas por el fabricante y, como en el kit Microseq
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500™, se realizaron dos reacciones por cada muestra, una con el cebador Forward y

otra con el Reverse.

Se realizaron ademas dos reacciones de PCR de secuenciacion que sirvieron
de controles: una con agua desionizada estéril de control negativo y otra usando como
template el pGEM® -3Zf (+) con el cebador 21 M13 de control positivo, tal y como se
describe en 1a Tabla 22.

Tabla 21. Reactivos empleados en Ia PCR de secuenciacion
con el kit BigDye® Terminador v.1.1.

Reactivos Concentraciéon Volumen
BigDye Sequencing Buffer 5X 2uL
. ® ,

P equeneng RRd00 25X 4pL

Cebador 25 uM 2,6 uL

AND molde — Segun fragmento a secuenciar
Agua desionizada estéril - Hasta 20 uL

Volumen total 1X 20 uL

Tabla 22. Reactivos empleados en la PCR del control positivo
de secuenciacién con el kit BigDye® Terminator v.1.1.

Reactivos Concentracién Volumen
BigDye Sequencing Buffer 5X 2 ul
. ® .

By Tormhata LI Ocle 5
Cebador 21 M13 0,8 pmol-uL! 4 pL
pGEM® -3Zf (+) 0,2 pguL! 1uL

Agua desionizada estéril - 9 uL
Volumen total 1X 20 uL
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96 °C | 96°C
Imin | 10s 60 °C

4 min

50°C
58
\ / 4°C
o0
25 ciclos

Figura 18. Rampa de temperaturas de la PCR de secuenciacién
con el kit BigDye® Terminator v.1.1.

Terminada la PCR, se precipité el ADN para eliminar los terminadores no
incorporados durante la reaccién y aumentar el rendimiento de la secuenciacion. Se
siguié el protocolo descrito por el fabricante (BigDye® Terminator v.1.1 Cycle
Sequencing Kit Protocol, 2002):

— Transferir el producto de PCR (20 uL) a un Eppendorf limpio cubierto con
papel de aluminio para protegerlo de la luz.

— Aidiadir 5 uLL de EDTA 125 mM y 60 pL de etanol 100%.
— Mezclar invirtiendo el Eppendorf varias veces.

— Incubar 15 minutos en oscuridad.

— Centrifugar a 13.000 rpm durante 20 minutos.

— Eliminar el sobrenadante y afiadir 60 pL de etanol 70% frio (-20 °C).
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— Centrifugar a 13.000 rpm durante 5 minutos.

— Eliminar el sobrenadante y dejar secar el pellet de ADN al aire o en estufa a

30 °C y en oscuridad.

3.10.3. DESARROLLO DE LA SECUENCIACION DEL ADN

La secuenciacion se llevd a cabo en un secuenciador automatico ABI PRISM
310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), siguiendo el protocolo propuesto por el

fabricante:

— Resuspender el pellet de ADN que se pretende secuenciar, en 30 uL. de TSR
(Template Suppression Reagent; Applied Biosystems).

— Dar un pulso a 10.000 rpm.

— Desnaturalizar el ADN a 94 °C durante 3 minutos y a continuacion enfriar a 4

°C para evitar la renaturalizacion.

— Transferir el ADN a los tubos del secuenciador (Genetic Analyzer 0,5 mL
Sample Tubes, Applied Biosystems) y taparlos con sus tapones
correspondientes (Genetic Analyzer Septa for 0,5 mL Sample Tubes, Applied

Biosystems) para evitar su evaporacion.
— Transferir los tubos a la gradilla para 48 muestras.

— Poner el secuenciador siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para recoger los datos de fluorescencia, se utilizé el programa 4BI PRISM 310
Collection (Applied Biosystems).
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La electroforesis capilar se desarroll6 a 50 °C, 12-15 kV y 9,9 mW de potencia
de laser con polimero POP-6 (Performance Optimizad Polymer—6, Applied
Biosystems). El capilar empleado fue de 47 cm (310 Genetic Analyzer Capillary 5-47
cm x 50 pm, Applied Biosystems). Se utiliz6 el electrolito propuesto por el fabricante
(Buffer 10 X with EDTA, Applied Biosystems) a una concentracion de 1X.

Para el procesamiento de los datos se utilizé el software Sequencing Analysis
v.3.3 (dpplied Biosystems) que asigna las bases para cada intensidad de fluorescencia
detectada.

El andlisis de las secuencias obtenidas se llevd a cabo con el programa
Microseq v.1.4 (Applied Biosystems) que permite alinear las secuencias del forward y
del reverse y obtener una secuencia consenso en formato texto, para realizar las

busquedas en las bases de datos y los correspondientes analisis filogenéticos.

3.11. ANALISIS FILOGENETICOS

Las secuencias de ADN obtenidas para cada muestra fueron comparadas en
las bases de datos piblicas del NCBI (National Center of Biotechnology Information;
www.ncbi.nlm.nih.gov) y del EMBL (European Molecular Biology Laboratory;
www.embl.org) mediante los algoritmos blastn y FASTA, respectivamente. De esta
manera, se obtuvo una primera aproximacion a la identidad de los microorganismos
secuenciados, puesto que estos algoritmos nos muestran aquellas secuencias con

mayor porcentaje de homologia a la secuencia problema.

A continuacidn, se guardaron entre 10 y 15 secuencias homélogas a la muestra
analizada en un archivo de texto, con el niimero de acceso y el nombre de cada
microorganismo, en formato FASTA (Figura 19). Con el programa ClustalX v.1.81.
(Thompson y cols., 1997) se alinearon todas las secuencias y se guardaron en formato
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.msf, para comprobar el correcto alineamiento de las mismas usando el programa
GeneDoc v.2.5.000. Este programa permite comprobar de forma sencilla y visual el
alineamiento de las secuencias y recortarlas por ambos extremos para que tengan la
misma longitud con el fin de que los analisis filogenéticos posteriores sean lo mas

adecuados posibles (Figura 20).

>14.2 MW 14

GAGCGGACCGATTCGGAGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTG
TAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATACTATGTCAAACCGCATGG
TTTGACATTCAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGT
TGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCC
ACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGC
AATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAA
ACTCTGTTGTCAGCCAA

>AJ583158-Bacillus indicus

TTGAGTTTTTGATCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAG
CGGACCTCTTCGGAGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAG
ACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATACTATGTCAAACCGCATGGTTTG
ACATTCAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGG
TGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACA
CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATG
GACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCT
GTTGTCAGGGAAGAACAAGTGCCGGAGTAACTGCCGGCGCCTTGACGGTACCTGACCAGAA
AGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGA
ATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTC
AACCGGGGAGGGTCATTGGAA

Figura 19. Secuencia de nucleétidos en formato FASTA.

Con el programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) v 2.1
(Kumar y cols., 2001) se realizaron los analisis filogenéticos propiamente dichos. Este
programa transforma los alineamientos realizados con anterioridad en formato .meg, a
partir del cual se realizan los érboles filogenéticos una vez determinados los

parametros a utilizar.
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Figura 20. Alineamiento de las secuencias con el programa ClustalX.

Los drboles filogenéticos se construyeron segin el método UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) utilizando el algoritmo de
Jukes-Cantor (Jukes y Cantor, 1969) con la correccion gamma, para el calculo de la
distancia entre las secuencias. La validacion de los arboles filogenéticos se efectud

con el Test Bootstrap de Felsenstein con 500-1000 replicaciones.

3.12. TECNICAS DE CLONAJE

El clonaje en términos de Biologia Molecular, se refiere a producir multiples
copias de una secuencia de ADN. El principio de la técnica consiste en la insercion de

un fragmento de ADN de interés en un huésped por medio de un vector de clonaje,
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como puede ser un virus 0 un pladsmido. Una vez que el fragmento de ADN se ha
introducido en el huésped, comienza el proceso de clonaje molecular y Ia
recombinacién, dando como resultado la expresion del gen o los genes introducidos en
un organismo diferente (Figura 21). El clonaje tiene multitud de aplicaciones: se ha
utilizado para la produccién de vacunas (Klug y Cummings, 1999), proteinas,
aminoacidos, vitaminas y ribonucle6tidos (Hashimoto y Ozaki, 1999) vy en terapia
génica. Asimismo, ha sido empleado en la obtencién de microorganismos transgénicos
para ser utilizados en procesos de biorremediacion de hidrocarburos (Keasling y Bang,
1998, Pieper y Reineke, 2000), metales pesados (Chen y Wilson, 1997; Sayler y Ripp,
2000), etc.

Una aplicacion muy interesante la constituyen los estudios filogenéticos de
comunidades microbianas, basados en el clonaje del gen 16S rRNA (Jackson y cols.,
2001b; Bano y Hollibaugh., 2002; Bowman y McCuaig, 2003), que permiten la

caracterizacion microbioldgica de muestras ambientales.

Una vez seleccionado ¢l fragmento de ADN de interés, hay que unirlo a un
vector de clonacién por medio de sitios de restriccion compatibles. Los vectores son el
vehiculo de transporte del ADN de interés o inserto al huésped. Existen diferentes
tipos de vectores (bacteridfagos, cosmicos, cromosomas artificiales, etc.) pero los mas

utilizados son los plasmidos.

Los plasmidos son moléculas de ADN bicatenario de caricter
extracromosOmico, que tienen la capacidad de replicarse auténomamente. Suelen
contener genes que confieren ciertas propiedades al huésped, como la resistencia a

antibidticos.

Para que el inserto se exprese, es necesario introducir el vector en un sistema

vivo o huésped, que suele ser una bacteria. Un huésped adecuado para la produccién
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de clones debe tener un crecimiento rapido en un medio de cultivo econdmico, no ser

patogeno y tener el mismo origen de replicacion que el vector, entre otras propiedades.

VECTOR ADN DE INTERES

O _
Y LIGAMIENTO
l TRANSFORMACION

1 RBGR) S e [@ O] [@ O]
s _

CLONES IDENTICOS

L

|I'.'I

ﬁ

Figura 21. Esquema del protocolo de clonaje de un gen en una bacteria a través de un
plasmido.

La insercion del ADN contenido en el vector en el huésped se realiza a través
de un proceso de transformacion, que puede ser por permeabilizacion de la membrana
celular, microinyeccion, electroporacion, ete. Las células receptoras del inserto crecen
luego en placas de cultivo produciendo células genéticamente idénticas llamadas
clones. La transformacion de las células no es al 100%, porque éstas deben estar en un

estado competente, ¥ hay algunas que no reciben el fragmento de ADN de interés.
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Estas células no transformadas deben separarse de las que si lo estdn mediante el uso

de medios de cultivo selectivos.

Para identificar los microorganismos del agua del sistema de circulacién de la
Central que no crecen en medios de cultivo (VBNC), se pusieron a punto técnicas de

clonaje basadas en la expresion de un fragmento del gen 16S rRNA.

3.12.1. SELECCION DEL INSERTO: FRAGMENTO DE ADN DE INTERES

El ADN total extraido de las diferentes muestras de agua, se amplificd
utilizando los cebadores 341 F y 907 R y las condiciones descritas para la primera

PCR ambiental (PCR-MW 001).

Una vez comprobada la amplificacion del ADN en un gel de agarosa, se
purificéd el producto de PCR mediante columnas Microcon-100 (MILLIPORE), tal y
como se describia en apartados anteriores, y se resuspendié el ADN en 10 pL de agua

desionizada estéril.

3.12.2. LIGAMIENTO

Se utiliz6 el plasmido PGEM®-T Easy Vector (Promega) que contiene un gen
de resistencia a ampicilina (AmpY), el gen Lac Z, que codifica para la enzima -
galactosidasa, y dos promotores T7 y SP6 (Figura 22). El plasmido viene preparado
en forma lineal y tiene una T (timidina) en cada uno de sus extremos 3’, por lo que no
hace falta tratarlo con enzimas de restriccién. Sin embargo, para que el ADN de
interés se una al pldsmido conviene colocarle una A (adenosina) en cada uno de sus

extremos para hacerlos compatibles con los del plasmido.
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Figura 22. Mapa del plasmido pGEM®-T Easy Vector.

La union de la A en los extremos del ADN se realizé6 de acuerdo a las

instrucciones del fabricante (Technical manual N° 042, Promega):

— En un Eppendorf de 0,2 mL, poner de 1 a 7 pL de producto de PCR

purificado.

— Afiadir 1 pL de Buffer 10X (Thermophilic DNA polymerase 10X Buffer,

Promega) con MgCl, a una concentracion final de 15 mM.

— Afiadir 1 pL de dATP 2 mM (Promega).
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— Aifiadir 1 pL de Taq DNA polimerasa 5 Unidades/uL (Tag DNA Polymerase

Storage Buffer B, Promega).
— Afadir agua desionizada estéril hasta un volumen de 10 pL.

— Incubar a 70 °C durante 25 minutos, utilizando el termociclador GeneAmp
PCR System 2400 (Perkin Elmer).

A continuacion se llevo a cabo el ligamiento o union del fragmento de interés
al plasmido pGEM®-T, segin se muestra en la Tabla 23 y siguiendo las instrucciones

del manual de Promega.

Tabla 23. Reactivos empleados en el ligamiento del inserto en el plasmido pGEM®-T.

Reaccién Control Control

estandar Positivo negativo
2X Rapid Ligation Buffer 5uL 5uL 5uL
PGEM®-T Easy Vector 1ul 1uL 1uL
Producto de PCR modificado 3uL - -
Inserto control (4 ng-uL™) - 2 uL —
T4 DNA Ligasa (3 Unidades-ulL™h) 1 uL 1uL 1 uL
Agua desionizada estéril Hasta 10 uL Hasta 10 pL Hasta 10 puL

La reaccidn se llevd a cabo durante toda la noche a 4 °C para obtener el mayor
nimero de plasmidos transformados con los diferentes fragmentos del gen 16S rRNA.
Se realizaron dos reacciones adicionales para comprobar el rendimiento del ligamiento
utilizando agua desionizada estéril como control negativo y un inserto proporcionado

con el sistema pGEM®-T Easy Vector como control positivo.
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3.12.3. TRANSFORMACION

Se utilizaron células competentes de Escherichia coli (JM 109 High Efficiency
Competent Cells, Promega) como huésped. La reaccién de transformacién de las

células con el plasmido se efectud siguiendo el protocolo proporcionado por Promega:

— Colocar un Eppendorf de 1,5 mL en hielo y afiadir 2 pLL de la reaccién de

ligamiento.
— Aifiadir 50 pL de células competentes y agitar suavemente.
— Incubar en hielo durante 20 minutos.

— Dar un choque térmico, colocando los tubos en un bafio a 42 °C durante 50

segundos.
— Incubar en hielo durante 2 minutos.
— Afiadir 950 pL de medio SOC (véase composicion mas adelante).
— Incubar a 37 °C durante 90 minutos.

— Inocular 100 pL de cada reacciéon de transformacion en placas Petri de agar
LB/Amp/IPTG/X-Gal (véase composicion mas adelante) y extender con la
ayuda del asa de Drigalsky.

— TIncubar a 37 °C durante toda la noche.
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3.12.4. SELECCION DE CLONES TRANSFORMADOS

Las células de E. coli que no han sido transformadas por el pldmido pGEM"-
T, no crecen en las placas de LB/Amp/IPTG/X-Gal puesto que no tienen el gen de

resistencia a dicho antibiético, el cual ha sido incorporado en el medio de cultivo.

En las placas de cultivo, pueden observarse UFC de color blanco y de color
azul. Las células de E. coli que hayan sido transformadas con un pldsmido que no
lleva incorporado el inserto serdn de color azul. En este caso el plasmido tiene el gen
Lac Z intacto, el cual se ve estimulado por el IPTG y produce B-galactosidasa. Esta

enzima transforma el sustrato X-Gal en indigo, que es una sustancia de color azul.

Las UFC o clones que tengan el plasmido con el inserto incorporado, no
pueden producir B-galactosidasa, puesto que el gen Lac Z se encuentra interrumpido

por el inserto y son de color blanco.

Se seleccionaron todos los clones blancos que crecieron sobre las placas de
agar de LB/Amp/IPTG/X-Gal. Estos se crecieron en placas de agar LB/Amp (véase
composicién mas adelante) y se incubaron durante 24 h a 37 °C para tenerlos

separados e identificados.

3.12.5. VERIFICACION/COMPROBACION DE LOS CLONES SELECCIONADOS

El ADN de los clones seleccionados se extrajo por el método de congelacion-
descongelacidn, previamente descrito, y se utilizd como template en una PCR con los

cebadores del plasmido pGEM®-T, SP6 y T7, para comprobar la presencia del inserto.

Los reactivos empleados en la PCR se muestran en la Tabla 24 y la rampa de
temperaturas utilizada estd basada en el trabajo de Schabereiter-Gutner y cols., (2001),

y se muestra en la Figura 23.
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Finalizada la PCR, se comprobé la amplificacién del ADN en un gel de

agarosa al 1 % en TBE 1X, tal y como se describia en apartados anteriores.

Los clones positivos, es decir, con el inserto incorporado en el plasmido
PGEM®—T, generan un producto de PCR de unas 760 pb (600 pb del inserto y las dos
regiones flanqueantes del plasmido de 80 pb), mientras que los clones sin el inserto

generan productos de 160 pb.

Tabla 24. Reactivos empleados en la reaccién de PCR para comprobacion
de la presencia del inserto.

Concentracién

. s e Concentracion final Volumen
inicial
(1,5 mM MgCl,; 50 mM KCl;
PCR Master 2X 10 mM Tris-HCI; 0,2 mM dNTPs; 12,5 uL
1,25 U Taq DNA polimerasa)
Cebador SP6 25 UM 1uM 1 pL
Cebador T7 25 UM 1uM 1 uL
MgCl, 12,5 mM 0,4 mM 0,8 uL
H,0 - - 4,7 uL
ADN molde - Entre 10 y 30 pgmL! 5ul
Volumen total 25 uL
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Figura 23. Rampa de temperaturas utilizada en la PCR

para comprobacion de la presencia del inserto.

Los clones con el inserto fueron seleccionados y utilizados en una PCR-

DGGE en busca de aquellos insertos diferentes, para su posterior identificacion

mediante secuenciacion.

3.12.6. BUSQUEDA DE INSERTOS DIFERENTES

Se realizé una PCR tipo Nested utilizando como template el producto de PCR

obtenido con los cebadores SP6 y T7 en el apartado anterior y los cebadores 341 F-GC

y 331 R. Los reactivos empleados se muestran en la Tabla 25 y la rampa de

temperaturas empleada fue MW-002.
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Tabla 25. Reactivos empleados en la reaccién de PCR
para basqueda de insertos diferentes.

Concentracion

e . Concentracion final Volumen
inicial
(1,5 mM MgCly; 50 mM KCl;
PCR Master 2X 10 mM Tris-HCI; 0,2 mM dNTPs; 12,5 uL
1,25 U Taq DNA polimerasa)

341 F-GC 25 uM 1uM 1uL
S31R 25 uM 1uM 1ulL
MgCh 12,5 mM 0,4 mM 0,8 uL

H,0 - — 4,7 uL
ADN molde — Entre 10 y 30 ug-mL™! 5 ul
Volumen total 25 uL

Los productos de esta PCR fueron sujeto de analisis mediante DGGE, con el
fin de detectar aquellos clones presentando insertos diferentes. Se cargaron 8 ul del
producto de PCR junto con 8 uL de Gel Loading Dye 2X (BIO-RAD) en cada pocillo
del gel. La electroforesis se llevé a cabo en tampdn TAE 0,5X en un gel al 6% con un
gradiente desnaturalizante de poliacrilamida entre el 20% y el 60%, a 60 °C de

temperatura, 180 voltios y durante 210 minutos.

Finalizada la DGGE, se tifié el gel en una solucién de bromuro de etidio (BIO-
RAD) a una concentracién de 1 mg'mL™” en tampén TAE 0,5X durante 15 minutos.
Después se lavo el gel con agua desionizada y se observé en un analizador de
imagenes Gel Doc 2000 (BIO-RAD) empleando el software de adquisicién de
imagenes de BIO-RAD (Quantity One v.4.4.0).
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3.12.7. IDENTIFICACION DE LOS INSERTOS DIFERENTES

Los clones que presentaron insertos con diferente patrén de bandas en el gel

de DGGE fueron seleccionados para ser identificados mediante secuenciacion.

En primer lugar, se extrajo el ADN plasmidico de dichos clones, para lo cual
se utilizaron las columnas Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System
(Promega). El protocolo de extraccion fue el descrito por el fabricante (Technical
Bulletin n® 225, Promega).

— Inocular los clones seleccionados en Falcorn de 50 mL conteniendo 4 mL de

medio LB/Amp (véase composiciéon mas adelante).
— Incubar toda la noche a 37 °C en agitacion suave.
— Centrifugar a 3.000 rpm durante 10 minutos.
— Eliminar el sobrenadante.

— Resuspender el pellet bacteriano en 250 pL de solucion “Cell Resuspension

Solution” (Promega) y transferirlo a un Eppendorfde 1,5 mL.

— Afiadir 250 pL de solucién de lisis “Cell Lysis Solution™ (Promega) y mezclar

invirtiendo el Eppendorf varias veces.

— Incubar 1-5 minutos hasta que la suspension se aclare.

— Afiadir 10 uL de proteasa alcalina “Alkaline Proteasa Solution” (Promega) e

incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

— Afiadir 350 pL de solucién de neutralizacién “Wizard® Plus SV Neutralization

Solution” (Promega) y mezclar invirtiendo el Eppendorf varias veces.
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Centrifugar a 13.000 rpm durante 10 minutos.

Colocar las columnas de purificacion del ADN plasmidico “Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification System” (Promega) sobre sus soportes

correspondientes.

Volcar el sobrenadante de la centrifugacion (lisado bacteriano, 850 plL
aproximadamente) sobre las columnas de purificacién de ADN plasmidico
con cuidado de no transferir el pelle.

Centrifugar a 13.000 rpm 1 minuto.

Retirar la columna de purificaciéon y eliminar el liquido arrastrado en el

soporte de la columna.

Reinsertar la columna en su soporte y afiadir 750 pL de solucién de lavado

“Colum Wash Solution” (Promega) previamente diluida con etanol 95%.
Centrifugar a 13.000 rpm 1 minuto.

Retirar la columna de purificacion y eliminar el liquido arrastrado en el

soporte de la columna.

Reinsertar la columna en su soporte y repetir el lavado con 250 pl de solucion

de lavado.
Centrifugar a 13.000 rpm durante 2 minutos.
Transferir la columna a un Eppendorfde 1,5 mL limpio. k

Arrastrar el ADN afiadiendo 100 pL de agua libre de nucleasas “Nuclease-

Free Water” (Promega) a la columna y centrifugando a 13.000 rpm 1 minuto.

Eliminar la columna y guardad el ADN en el Eppendorfa -20 °C.
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La secuenciacion del ADN de los diferentes insertos, se realizé utilizando el

kit BigDye®™ Terminator v.1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems).

En la PCR de secuenciacion se utilizaron los cebadores 341 F y 907 R, 3 pL

de ADN plasmidico como femplate y los reactivos y la rampa de temperaturas de la

PCR de secuenciacién con el kiz BigDye® Terminator v.1.1 descritas en apartados

anteriores.

La identificacién de los microorganismos y los analisis filogenéticos se

realizaron como ha sido descrito previamente.

3.12.8. PREPARACION DE SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS EN EL

CLONAJE
Medio SOC
Reactivos Cantidad

Triptona de soja, SIGMA 02g
Extracto de levadura, OXOID 0,5g
NaCl para anélisis, PANREAC, 1M 1mL
KC], purisimo, PANREAC, 1M 0,25 mL
Mg* 2M® 1mL
Glucosa D(+) anhidra, purisima, 2M (previamente I mL

esterilizada por filtros GVWP04700, MILLIPORE)

Agua desionizada

Hasta 100 mL

) Se prepara tal y como se describe en la Tabla 26
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Se prepara la triptona, €l extracto de levadura, ¢l cloruro sédico y el cloruro
potasico y se disuelve en el agua. Una vez preparado se esteriliza en autoclave

“Autester” (SELECTA) a 1 atmésfera de presion, 121 °C, durante 20 minutos.

Se deja enfriar a 50 °C, y se afiade la glucosa y el magnesio en condiciones de
esterilidad en cabina de flujo laminar (TELSTAR AV 100). Después se filtra por filtros
de 0,22 um de didmetro de poro (GVWP04700, MILLIPORE) y se guarda en nevera a
4°C.

Tabla 26. Composicién del Mg”* 2M.

Reactivos Cantidad
MgCl,-6H,O, PANREAC 20,33 g
MgSO,-7H,0, PANREAC 24,65 ¢
Agua desionizada Hasta 100 mL

Esterilizar por filtros GVWP04700, MILLIPORE

» Medio LB

Reactivos Concentracién
Triptona de soja, SIGMA 10gL™
Extracto de levadura, OXOID 5gL"
NaCl para analisis, PANREAC 5L}
Agua desionizada Hasta 1000 mL
Ajustar el pH a 7 con NaOH.

Esterilizar en autoclave“Autester” (SELECTA) a 1 atmésfera de presion, 121

°C, durante 20 minutos. Dejar enfriar y guardar a 4 °C.
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. Medio LB/Amp

Preparar medio LB tal y como se describe previamente. Dejar enfriar a 50 °C y
afiadir ampicilina (SIGMA) a una concentracién final de 100 pg-mL" en condiciones

de esterilidad y en cabina de flujo laminar (TELSTAR AV100). Guardar a 4 °C.

= Placas de agar de LB/Amp

Preparar medio LB tal y como se describia anteriormente, afladiendo ademas
15 g'L"! de agar (Agar (UPS) purisimo, PANREAC). Esterilizar en autoclave y dejar

enfriar a 50 °C antes de afiadir la ampicilina a una concentracion final de 100 pug-mL™.

Dispensar en placas de Petri en condiciones de esterilidad en cabina de flujo laminar

(TELSTAR AV100) y dejar solidificar el agar.

= Placas de agar LB/Amp/IPTG/X-Gal

Preparar medio LB suplementado con agar, tal y como se describe

previamente. Una vez, enfriado a 50 °C, afiadir ampicilina a una concentracion final de
100 pgmL?, IPTG (Promega) a una concentracién final de 0,5 mM y X-Gal

(Promega) a una concentracion final de 80 ug-mL™. Dispensar en placas de Petri en
condiciones de esterilidad en cabina de flujo laminar (TELSTAR AV100) y dejar

solidificar el agar.
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4. RESULTADOS

4.1. CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DEL AGUA

La caracterizacion fisico-quimica del agua del sistema de circulacién de la
Central Nuclear de Cofrentes, se realizé en los laboratorios que Iberdrola, S.A. posee

dentro de la propia Central.

4.1.1. AGUA DE APORTE

Se han realizado andlisis del agua de aporte con el fin de conocer los
pardmetros mas representativos para la aplicacion de posteriores tratamientos, ya que
el agua que se utiliza tiene que presentar unas caracteristicas adecuadas para el buen
funcionamiento de los equipos (Tabla 27). Puesto que su procedencia es el embalse de
Embarcaderos donde confluyen dos rios, el Jicar y el Cabriel, la calidad del agua

puede variar, aunque la turbidez se mantiene siempre constante ya que sus valores se
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reducen a 5 NTU en el efluente de los clarificadores y a 1 NTU a la salida de los
filtros Mono-Pack. No obstante, se utilizan unos valores orientativos, que si se desvian
significativamente deben ser evaluados con el fin de estimar el posible impacto sobre

los sistemas a los que se aporta el agua y las acciones correctoras.

Tabla 27. Parametros analizados en el agua de aporte y valores de referencia.

PARAMETROS ORIENTATIVOS  ANALISIS
Turbidez (NTU) <15 Diario
pH <82 Semanal
Calcio (ppm CO;Ca) 250-360 Semanal
Dureza total (ppm CO;Ca) 350-500 Semanal
Cloruros (ppm CI") 50-110 Semanal
Cloro residual (ppm Cl,) 0,1-0,25 Diario
Conductividad (uS-cm™) <1100 Semanal
Alcalinidades Py M P<10 Semanal

(ppm CO;Ca) M <190

Isotdpico ¥ <LID® Mensual

ILID: Limite inferior de actividad detectable

En la Figura 24 se muestran las concentraciones de fosforo total, nitratos,
s6lidos en suspension y DQO (Demanda Quimica de Oxigeno) del agua de aporte a la

CNC.
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Figura 24. Concentracion de fosforo total, nitratos, sélidos en suspension y DQO del agua de
aporte a la CNC.

La DQO se mantuvo constante, alrededor de 5 ppm, durante la duracion del
estudio; el fosforo total estuvo en torno a 0,02 ppm, los nitratos oscilaron entre 2.5 y

10 ppm ¥ los sélidos en suspension entre 6,5 y 22 ppm.

La conductividad se mantuvo entre 800 y 1100 uS-em” (Figura 25) v el pH
mostrd valores en torno a 8. También se determinaron los cloruros, que variaron entre
50 y 100 ppm, vy los sulfatos, que estuvieron entre 200 y 385 ppm, y cuyos valores

aparecen en la Figura 26.

La temperatura del agua de aporte a la CNC no se determina de forma
habitual, aungque se hacen controles cada dos meses del agua del embalse de
Embarcaderos cerca de la zona de captacion de la Central. Los valores de temperatura

de este punto se muestran en la Tabla 28.

Lad
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Figura 26. Concentracion de sulfatos y cloruros del agua de aporte a la CNC.
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Tabla 28. Temperatura del agua del Embalse de Embarcaderos, cerca de la
zona de captacion de la CNC (°C).

ANO | ENERO MARZO MAYO JULIO SEPTIEMBRE NOVIEMBRE

2002 10,1 17,1 21,7 25,9 23,6 16,2
2003 10,3 14,1 2272 22,7 22,0 14,4

4.1.2. AGUA DE VERTIDO

Por otro lado, es necesario controlar y supervisar las caracteristicas de los
vertidos antes de proceder a su liberacion al rio con el fin de mantener la calidad del
agua dentro de los limites establecidos en el Real Decreto 849/1986, de 11 Abril, por
el que se aprueba el Reglamento del Dominio Publico Hidraulico (BOE, 1986) (véase
Tabla 29). Para ello, se realizan una serie de analisis quimicos y radioquimicos del
agua de las balsas de almacenamiento temporal de vertidos, en los que se certifica la
“potabilidad radiologica” acorde con los requisitos exigidos por la Confederacién
Hidrografica del Jucar, especificados en el “Reglamento de Vertidos de la Central

Nuclear de Cofrentes”, validado por el Consejo de Seguridad Nuclear.

En las balsas de vertidos se analiza la actividad alfa total, beta total y los
isétopos gamma Co-60, Cs-134 y Cs-137, Mn-54 y Zn-65. Los valores obtenidos han

estado siempre por debajo del Limite inferior de actividad detectable (LID).
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Tabla 29. Tabla 3 del Anexo al titulo IV del Reglamento del Dominio Pablico Hidraulico.
(Real Decreto 849/1986, de 11 Abril, por el que se aprueba el Reglamento del Dominio

- Publico Hidréulico. 30 de Abril 1986, BOE nmim. 103)

PARAMETRO VALOR LIMITE PARA CNC ~ UNIDAD DE MEDIDA
pH 55-95 —
Sélidos en suspension 80 mg-L?!
Materiales sedimentables 0,5 mg- L1
Sélidos gruesos Ausencia -
DBO 40 mgL?
DQO 160 mgL?
Temperatura 3 °C
Color* Inapreciable en solucién 1:20 Escala Pt/Co
Aluminio 1 mgL*
Arsénico 0,5 mg-L*
Bario 20 mgL?
Boro 2 mgL!
Cadmio 0,1 mgL?
Cromo IIT 2 mg L1
Cromo IV 02 mg'L"
Hierro 2 mgL?
Manganeso 2 mgL?!
Niquel 2 mgL?!
Mercurio 0,05 mgL”?
Plomo 0,2 mgL?
Selenio 0,03 mgL?
Estafio 10 mgL!
Cobre 0,2 mgL’
Cine 3 mgL?!
Téxicos metalicos™* 3 mg-L?
Cianuros 0.5 mg-L?!
Cloruros 2000 mgL!
Sulfuros 1 mgL?
Sulfitos 1 mg-L}
Sulfatos 2000 mg-L?
Fluoruros 6 mgL?
Fésforo Total 0,5 mgL?
Amoniaco 15 mgL!
Nitrogeno nitrico 10 mg-L?!
Nitrégeno total 10 mg-L’
Aceites y grasas 20 mg-L!
Fenoles 0,5 mg-L™?
Aldehidos 1 mgL!
Detergentes*** 2 mg-L"!
Pesticidas®*** 0,05 mg-L?

*Medida en escala Pt-Co sobre muestra diluida
**La suma de las fracciones concentracion real/limite de los elementos toxicos (As, Cd,
Cr, Ni, Hg, Pb, Se, Cu, Zn) no superara el vator 3
=#*Concentracién expresada en mg-L™” de laurel-sulfato

*#%%5 los pesticidas fuesen exclusivamente fosforados puede admitirse un valor de 0,1
mg-L!

126 Escuela Técnica Superior de Ingenieros Industriales (UPM).



Evaluacion microbioldgica del sistema de agua de cirenlacion de una central nuclear

T S o & o

S sn & S

(@p qu @*a“& e‘fa ‘* (Qgﬁ@ F B.ﬂg
Fosforo +— Nitratos + DA0 —s— Solidos en suspensidn

Figura 27. Concentracion de fosforo total, nitratos, solidos en suspension y DQO
del agua de vertidos de la CNC.
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Figura 28. Concentracion de sulfatos v cloruros del agua de de vertidos de la CNC.
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En la Figura 27 se muestran las concentraciones de fésforo total, nitratos,
sélidos en suspensién y DQO medidas de una muestra compuesta de los vertidos del

mes de las balsas de almacenamiento temporal.

El fésforo total se mantuvo méas o menos constante alrededor de 0,2 ppm, al
igual que la DQO, que estuvo en torno a 10-12 ppm, y los sélidos en suspension que
mostraron valores entre 10 y 15 ppm. La concentracién de nitratos presentd
oscilaciones y se encontraron valores entre 4 y 38 ppm. Los sulfatos variaron entre

490 y 1940 ppm y los cloruros se mantuvieron entre 170 y 400 ppm (Figura 28).

Asimismo, se midieron los valores de aluminio, cobre y zinc, cuyos maximos

y minimos se muestran en la Tabla 30.

Tabla 30. Concentracion de aluminio, cobre y zinc en las balsas
de almacenamiento temporal de vertidos.

ELEMENTO CONCENTRACION (ppm)
Aluminio 0,02-0,69
Cobre 0,002-0,022
Cinc 0,002-0,034

La conductividad del agua de vertidos varié entre 1300 y 3800 uS-cm’

(Figura 29) y el pH de las balsas se mantuvo éiempre entre 8,3-8.5.
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Figura 29. Conductividad del agua de vertidos de la CNC.
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Figura 30. Temperatura del agua a la entrada al condensador de la CNC.
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En la Figura 30 se muestra una gréafica de la temperatura del agua de entrada
al condensador, que es la que se purga de las torres de refrigeracion y representa mas
del 98% de toda el agua vertido a las balsas. La temperatura del agua de vertidos
puede estar en torno a 2-3 °C por debajo de la media del periodo en que esta en

servicio la balsa, debido al tiempo de residencia en la misma.

4.2, ANALISIS MICROSCOPICO DEL AGUA
4.2.1. MICROSCOPIiA DE EPIFLUORESCENCIA

Se empled esta técnica microscopica para cuantificar los microorganismos
presentes en el agua del sistema de circulacion de la Central. En primer lugar se utilizd
el kit L-7012 (Live/Dead BacLz‘ghtTM Bacterial Viability Kit, Molecular Probes) que
permite diferenciar entre células vivas, de color verde, y células muertas, de color rojo.
Se utilizaron varios volimenes de agua y se hicieron diferentes diluciones, y se
filtraron a través de filtros de 0,2 um de diametro de poro, haciendo o no un
prefiltrado de las muestras a través de filtros de 0,8 um de didmetro de poro, todo ello
con el fin de optimizar el sistema de tincién. Asimismo, se utilizaron diferentes
concentraciones de fluorocromos (SYTO-9 y Yoduro de Propidio). En ningin caso
esta técnica permitié la diferenciacion clara entre células vivas y muertas y tampoco
fue posible el recuento de microorganismos, probablemente debido a la cantidad de
particulas en suspension que contenia el agua, por lo que estos fluorocromos no

resultaron adecuados para analizar el agua del sistema de refrigeracion de la Central.

Sin embargo, con el fluorocromo DAPI que tifie ADN, si pudo efectuarse el
recuento de microorganismos totales en las diferentes muestras de agua. En este caso,

y para optimizar el sistema de tincidn, también se filtraron diferentes voliimenes de
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agua y se hicieron varias diluciones, utilizdndose diferentes concentraciones del
fluorocromo. Los mejores resultados se obtuvieron filtrando 1 mL de la dilucién 1:10
del agua del sistema de circulacién y tifiendo el filtro con una soluciéon de DAPI a una

concentracién de 500 pg-mL™.

En la Figura 31 puede observarse la concentracioén de microorganismos en el

agua en los diferentes puntos del sistema de circulacion de la Central.
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Figura 31. Recuento de microorganismos en los diferentes puntos del sistema de circulacién
de la CNC por Microscopia de Epifluorescencia con el fluorocromo DAPI.

La Microscopia de Epifluorescencia también permitié la observacidén de los
microorganismos que componen las poblaciones del sistema de circulacion de la
Central. Pudieron detectarse bacilos y cocos de diferentes tamafios, asi como
diatomeas de simetria radial y bilateral, estas Gltimas de aspecto similar a Navicula

(Figura 32). No se detectaron hongos ni levaduras, asi como tampoco cianobacterias.
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Figura 32. Micrografias de epifluorescencia con el fluorocromo
DAPI (x100 Inmersol) mostrando la morfologia de diatomeas
observadas en las balsas de almacenamiento temporal de vertidos.

La presencia de diatomeas empezo a hacerse patente a partir del muestreo 7,
haciéndose recuentos de las mismas desde dicho momento en aquellos puntos de

muestreo en los que se encontraron (Figura 33).
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Figura 33. Recuento de diatomeas en diferentes puntos del sistema de circulacién de la CNC
por Microscopia de Epifluorescencia con el fluorocromo DAPL

En las muestras que se tomaron del fondo de las balsas de almacenamiento
temporal de vertidos el nimero de diatomeas fue del orden de 10° diatomeas por mL
de agua y la gran mayoria del tipo Navicula. En las muestras de agua de las balsas
cuando se encontraban llenas, el niimero de diatomeas fue menor (10* por mL de
agua). También se detectaron diatomeas en el agua de aporte a la CNC, pero no en ¢l

punto N71 ni en los depdsitos de hormigén.

4.2.2. MICROSCOPiA OPTICA

Las muestras de agua del sistema de circulacion de la Central también se

observaron en fresco mediante Microscopia Optica. Pudieron observarse bacilos y
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cocos de diferentes tamafios, asi como diatomeas de simetria radial v bilateral, y

pequeiios fragmentos de algas filamentosas.

En la Figura 34 se muestran varias micrografias tomadas en contraste de fases
de las diatomeas observadas en el agua de las balsas de almacenamiento temporal de

vertidos,

Figura 34. Micrografia en contraste de fases de las diatomeas
observadas en el agua de las balsas de almacenamiento temporal de
vertidos (x 100 Inmersol).

En el muestreo 3 MW (Abril de 2002), se recogieron muestras de algas de la
superficie de las balsas de almacenamiento temporal de vertidos. Estas algas se
examinaron en el microscopio en campo oscuro y por contraste de fases y se
identificaron de visu como Cladophora glomerata y Oedogonium pringsheimii. En las
Figuras 35 y 36 puede observarse la morfologia de los filamentos de ambas algas.
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Figura 35. Micrografia en campo oscuro de las algas observadas en las balsas de
almacenamiento temporal de vertidos (x10 aumentos).
A: Oedogonium pringsheimii, B: Cladophora alomeraia.
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4.3. RECUENTO DE MICROORGANISMOS CULTIVABLES

Para conocer la cantidad de microorganismos cultivables del agua de los
diferentes puntos del sistema de circulacion de la CNC, se hicieron diluciones seriadas
en agua desionizada estéril y se sembraron alicuotas de 100 uL en placas de TSA por

duplicado. Posteriormente, se hicieron también recuentos en STC y R2A.

En la Figura 37 se muestran las UFC-mL"' de agua que crecieron sobre los

distintos medios de cultivo a lo largo del desarrollo del estudio.

- {
(LLELLPELIITrL

Figura 37. Recuento de microorganismos cultivables en los diferentes puntos de muestreo del
sistema de circulacion de la CNC.

Al analizar los diferentes puntos de muestreo, se observé que el agua del rio,
que abastece a la Central, se mantuvo mas o menos constante a lo largo de todo el

estudio, con una cantidad de 10°-10 microorganismos cultivables por mL de agua. En
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el punto N71 y en los tanques de hormigén, solamente se hicieron recuentos de
cultivables en una ocasién, mostrando valores de 10°y 10° microorganismos por mL
de agua, respectivamente. Respecto a las balsas de almacenamiento temporal de
vertidos, la Balsa Este mostré mayor niimero de microorganismos cultivables por mL
cuando estaba vacia (10°-10°) que en servicio (10*-10%). La Balsa Oeste, por su parte,
presenté los valores mas altos cuando estaba en servicio (10° microorganismos
cultivables por mL de agua). En ambas balsas, los recuentos mayores se dieron

durante el mes de Mayo.

4.4. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS CULTIVABLES

Como se comento en el Apartado 3.5, de Materiales y Métodos, se siguieron
dos procedimientos para el aislamiento de los microorganismos cultivables del agua.
Por un lado, la filtracién de un volumen de agua por filtros de 0,45 y 0,22 um de
diametro de poro y la incubacidon de estos filtros en diferentes medios de cultivo y, por
otro, la dilucién de las muestras de agua y la siembra en varios medios de cultivo.
Hasta el muestreo 4MW se utilizaron filtros, pero debido a que el aislamiento de las
bacterias resulté mas complicado de esta manera, a partir del muestreo 5 MW se
procedi6 al aislamiento de las mismas mediante la técnica de dilucién y siembra en

placa.

En ambos casos, las colonias aisladas se purificaron por resiembra en el
mismo medio de cultivo de partida. Se utilizo TSA, que es un medio general, STC,
que facilita el aislamiento de actinomicetos, y R2A, que es un medio oligotréfico, para
aislar la mayor cantidad de microorganismos diferentes. De todas las colonias

aisladas, se extrajo el ADN y se realizd una caracterizacion mediante PCR-DGGE,
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seleccionandose aquellos microorganismos que presentaron diferente patrén bandas en
el gel de electroforesis para su posterior secuenciacion e identificacion. También se
secuenciaron microorganismos con el mismo patrén de bandas con el fin de
comprobar la validez de la DGGE como técnica de “screening”.

En los filtros de 0,45 um y 0,22 um crecieron los mismos tipos de UFC, no

apreciandose diferencias entre elios.

La nomenclatura utilizada para la identificacion de las bacterias aisladas fue el
nombre del muestreo seguido de un niimero indicando el orden de aislamiento de la
colonia. Por ejemplo, 4.1 MW-12 es la colonia n° 12 aislada en el muestreo 4 MW del

agua de aporte a la CNC (punto de muestreo n°® 1).

4.4.1. AGUADE APORTE

El aislamiento e identificaciéon de los microorganismos se efectud en dos

ocasiones. Las colonias aisladas en cada medio de cultivo figuran en la Tabla 31.

En el muestreo 4 MW, tres de las bacterias que se aislaron del agua de aporte
no crecieron en la resiembra para su purificacion, por lo que resulté imposible su
procesamiento posterior y en el muestreo 7 MW, sucedié lo mismo con dos de los

Microorganismos.
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Tabla 31. UFC aisladas en el agua de aporte a la CNC sobre los
diferentes medios de cultivo utilizados en el estudio.

Muestreo

Medio de
Cultivo

Muestra

4 MW
(05/09/2002)

TSA

4.1 MW-1

4.1 MW-2

4.1 MW-3
4.1 MW-4

4.1 MW-5

4.1 MW-6

4.1 MW-7

4.1 MW-8

4.1 MW-9

4.1 MW-10

4.1 MW-11

STC

4.1 MW-12
4.1 MW-13

4.1 MW-14

4.1 MW-15

4.1 MW-16

4.1 MW-17

4.1 MW-138

4.1 MW-19

4.1 MW-20

4.1 MW-21

7MW
(07/05/2003)

TSA

7.1 MW-1

7.1 MW-2
7.1 MW-3
7.1 MW-4
7.1 MW-5

7.1 MW-6

7.1 MW-7

7.1 MW-8

7.1 MW-9

7.1 MW-10

STC

7.1 MW-11

7.1 MW-12

7.1 MW-13

7.1 MW-14
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Se realizo una PCR de todas ellas, y las que dieron amplificacion positiva se
analizaron mediante DGGE. En la Figura 38 pueden observarse los patrones de

bandas de algunos microorganismos aislados en estos dos muestreos.

Figura 38. Geles de DGGE mostrando los patrones de bandas de algunos microorganismos
aislados del agua de aporte a la CNC en los muestreos 4 MW (A) y TMW (B).

En el muestreo 4 MW se identificaron 12 microorganismos diferentes,

mientras que en el muestreo 7 MW solo fueron 8.

En las Tablas 32 y 33 se presentan los microorganismos secuenciados, con los
porcentajes de homologia de los mas préximos depositados en el NCBI y su niimero

de acceso correspondiente.
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Tabla 32. Microorganismos identificados en el agua de aporte en el muestreo 4 MW.

Muestras Microorganismo N;acc]c;elso % Homologia
4.1 MW-1 NI — -
4.1 MW-2 Bacillus mojavensis AY436360 99%
4.1 Mﬁ_i;;yl %IW'G’ Aeromonas culicicola AY130992 99%
4.1 MW-4 Aeromonas veronii AF418211 99%
4.1 MW-5 Stenotrophomonas sp AJ002814 100%
4.1 MW-8 Bacillus sp AY028328 100%
4.1 MW-9 Bacillus macroides X70312 99%
4.1 MW-11 Unidentified B-proteobacterium AB013258 96%
4.1 MW-12 Pseudomonas sp AF408929 100%
4.1 MW-13,4.1 MW-14 Bacillus endophiticus AF295302 100%
4.1 MW-15 Bacillus sp AF128875 100%
4.1 MW-16 Rhodococcus rhodochrous AF439261 100%
4.1 MW-17 Glacial ice bacterium AF479360 100%
4.1 MW-18 NI - -
4.1 MW-20 NI — —_

NI: No Identificado

En el muestreo 4 MW se identificaron 5 bacterias diferentes del género
Bacillus. En el gel de DGGE (Figura 38, A) puede observarse que los patrones de
bandas de las 5 son diferentes, a pesar de que hay dos Bacillus sp con un porcentaje de
homologia de 100%, pero se trata de dos cepas diferentes puesto que corresponden a
dos microorganismos con distinto nimero de acceso en el NCBI. Las muestras 4.1

MW-13 y 4.1 MW-14 presentaron el mismo patrén de bandas y al ser secuenciadas
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originaron secuencias idénticas. Lo mismo sucedid con las muestras 4.1 MW-3, 4.1

MW-6y 4.1 MW-10.

Tabla 33. Microorganismos identificados en el agua de aporte en el muestreo 7 MW.

Muestras Microorganismo N;fg:lso % Homologia
7.1 MW-1 Deinococcus sp AB022911 99%
7.1 MW-2, 7.1 MW-§ Agrobacterium sp AF482682 98%
7.1 MW-3 NI - -
7.1 MW-4 Curtobacterium citreum X77436 99%
7.1 MW-5 NI - -
7.1 MW-9 Unidentified bacterium Y11465 99%
7.1 MW-10 Flavobacterium limicola AB075231 97%
7.1 MW-11 NI — -
7.1 MW-12 Uncultured Bacteroidetes AJ318181 95%
7.1 MW-13 Pseudomonas sp AY275480 100%
7.1 MW-14 Unultured S-proteobacterium AF431218 99%

~ NI: No Identificado

En el muestreo 7 MW, sélo el género Pseudomonas aparece en comun con el

muestreo 4 MW. En la DGGE (Figura 38, B) puede observarse que hay dos muestras

con patrones de bandas idénticos (7.1 MW-2 y 7.1 MW-8) que al ser secuenciadas

dieron lugar al mismo microorganismo.
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4.4.2. PUNTON71

En este punto del sistema de circulacidn, se efectud el aislamiento de las

colonias sobre medio de cultivo en un solo muestreo, aislandose 33 UFC (Tabla 34).

Tabla 34. UFC aisladas en el agua del punto N71 sobre los
diferentes medios de cultivo utilizados en el estudio.

Muestreo Med".) de Muestra
Cultivo

14.2 MW-1
142 MW-2
14.2 MW-3
14.2 MW-4
14.2 MW-5
14.2 MW-6
14.2 MW-7
142 MW-8
142 MW-9 |
14.2 MW-10
14.2 MW-11

142 MW-12
14.2 MW-13 |
142 MW-14
14.2 MW-15
142 MW 142 MW-16
14.2 MW-17
(22/10/2003) 47 MW-1g |
14.2 MW-19
14.2 MW-20
142 MW-21
14.2 MW-22

STC 14.2 MW-23

14.2 MW-24
14.2 MW-25
14.2 MW-26
14.2 MW-27
14.2 MW-28
14.2 MW-29
14.2 MW-30 |
142 MW-31
14.2 MW-32
14.2 MW-33

TSA

R2A
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Tres no consiguieron recuperarse de las placas de cultivo y dos no pudieron
amplificarse mediante PCR. Del resto se obtuvieron 18 patrones de bandas diferentes
mediante caracterizacién por PCR-DGGE. En la Figura 39 pueden observarse dos

DGGE realizadas con algunos de los microorganismos aislados en este punto.

La secuenciacion del ADN de las bacterias aisladas y su comparacion con las
bases de datos depositadas en el NCBI facilito su identificacion, tal y como se indica

en la Tabla 35.

Figura 39. Geles de DGGE mostrando los patrones de bandas de algunos microorganismos
aislados en el punto de muestreo N71.
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Como se desprende de la Figura 39, la muestra 14.2 MW-16 presenta un
patrén de bandas que parece diferente de 14.2 MW-20 y 14.2 MW-31 (14.2 MW-16
presenta un par de bandas adicional), pero sin embargo al analizar las secuencias
(Tabla 35) se pudo comprobar que corresponden al mismo microorganismo. Por otro
lado, 14.2 MW-10 y 14.2 MW-28 que presentaron un patrén de bandas diferente de
los anteriores fueron identificados también como Bacillus sp, aunque con un
porcentaje de homologia del 100% con un microorganismo de diferente niimero de
acceso. Respecto de los dos Bacillus indicus identificados (el grupo de 14.2 MW-5 y
14.2 MW-19), tanto las secuencias como los patrones de bandas de la DGGE muestran

que se trata de bacterias distintas.

La muestra 14.2 MW-21, aunque presenta un porcentaje de homologia del
99% con el mismo Deinococcus sp (AB022911) que las muestras 14.2 MW-6, 14.2
MW-22, 14.2 MW-23 y 14.2 MW-24, al comparar sus secuencias entre si se observd

que eran diferentes, como también lo mostraba el gel de DGGE.

Las muestras 142 MW-32 y 142 MW-33 corresponden a dos cepas de
Blastomonas natatoria distintas, como lo demostr6 su patrdén de bandas en el gel de

DGGE y posterior secuenciacion de su material genético.

En este punto, los microorganismos aislados con mayor frecuencia

pertenecieron a los de los géneros Bacillus, Brevibacillus y Deinococcus.
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Tabla 35. Microorganismos identificados en el agua del punto de muestreo N71.

Muestras Microorgaﬁismo N;iggiso % Homologia
14.2 MW-1 Staphylococéus hominis AJ514249 99%
142 MW-2 Brevibacillus sp AY397774 97%
14.2 MW-4 Brevibacillus borstelensis D78456 96%
NS, 2 Bacillus indicus AJ583158 99%
11222 l\l\//IIV\VV-z% ’1 f 4221\1/{4“\;}%22"1 Deinococcus sp AB022911 99%
1411%2'21\/11\@7 ; ;a 11;‘.'221\1}4\;;_11’3 Deinicoccus sp AB022911 98%
14.2 MW-8 Brevibacillus sp AF228763 99%
142 MW-10, 142 MW-28 Bacillus sp AF492843 100%
142 MW-16 Bacillus sp AF414443 99%
142 MW-18 Hydrogenophaga defluvii AJ585993 98%
14.2 MW-19 Bacillus indicus AJ583158 98%
14.2 MW-20, 14.2 MW-31 Bacillus sp AF414443 99%
142 MW-21 Deinococcus sp AB022911 99%
14.2 MW-25 Deinococcus sp AJ585237 99%
14.2 MW-26 Brevibacillus reuszeri D78464 98%
14.2 MW-30 Sphingomonas ursincola AB024289 99%
14.2 MW-32 Blastomonas natatoria Y13774 99%
142 MW-33 Blastomonas natatoria Y13774 98%
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4.4.3. BALSA OESTE

Se tomaron muestras de agua de la Balsa Oeste (N74-AAQ01) en 8 de los
muestreos realizados durante el estudio. El aislamiento e identificacion de los
microorganismos cultivables se efectué en 6 ocasiones ya que los muestreos 10 MW,
11 MW, 12 MW y 13 MW se realizaron en dias sucesivos y la carga de trabajo solo

permitié hacer los aislamientos en dos de ellos.

Uno de los muestreos coincidié con la balsa casi vacia (muestreo 4 MW),

mientras que en el resto de los muestreos la balsa estaba llenandose.

En la Tabla 36 se presentan las UFC aisladas en diferentes medios de cultivo

en cada uno de los muestreos realizados en la Balsa Oeste.

En todas las muestras de las que pudieron recuperarse los cultivos puros, se
extrajo el material genético y se efectud la caracterizacién mediante PCR-DGGE,
observandose los patrones de bandas que permitieron seleccionar aquellos
microorganismos diferentes para su secuenciacién. Algunos ejemplos de los geles de

DGGE de cada muestreo se muestran en las Figuras 40 y 41.
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Tabla 36 (I). UFC aisladas en el agua de la Balsa Oeste sobre los
diferentes medios de cultivo utilizados en el estudio.

Muestreo Med".) de Muestra
Cultivo

4.3 MW-1
43 MW2
4.3 MW-3
4.3 MW4
4.3 MW-5
43 MW-6
4.3 MW-7
4 MW 43 MW-16
(05/09/2002) 4.3 MW-8
STC 43 MW
23 MW-10
4.3 MW-11
13 MW-12
R2A 4.3 MW-13
4.3 MW-14
4.3 MW-15
5.5 MW-1
5.5 MW-2
5.5 MW 3
5.5 MW-4
55 MW5
5.5 MW-6
5.5 MW-7
5.5 MW-3
(26/11/2002) 5.5 MW-9
STC 5.5 MW-10
5.5 MW-11
5.5 MW-12
5.5 MW-13
ROA 55MW-I4
5.5 MW-15
5.5 MW-16

TSA

TSA

SMW
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Tabla 36 (II). UFC aisladas en el agua de la Balsa Oeste sobre los

diferentes medios de cultivo utilizados en el estudio.

Medio de
Muestreo Cultivo Muestra

75 MW-2
7.5 MW-3
TSA 75 MW-4
7.5 MW-5
7MW 7.5 MW-6
75 MW-7
(07/05/2003) TS MW-8
R2A 7.5 MW-9
7.5 MW-10
75 MW-11
7.5 MW-12
STC 75 MW-13
7.5 MW-14
14.5 MW-1
14.5 MW-2
14.5 MW-3
14.5 MW-4
14.5 MW-5
14.5 MW-6
14.5 MW-7
14.5 MW-8
TSA 14.5 MW-9
14.5 MW-10
14.5 MW-11
145 MW-12
14.5 MW-13
14.5 MW-14
14 MW 14.5 MW-15
14.5 MW-16
(22/10/2003) 145 MW-1e
14.5 MW-18
14.5 MW-19
14.5 MW-20
STC 145 MW-21
14.5 MW-22
145 MW-23
14.5 MW-24

R2A — 145 MW-27 |

—14.5 MW-30 |
14,5 MW-31
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Tabla 36 (IIT). UFC aisladas en ¢l agua de la Balsa Oeste sobre
los diferentes medios de cultivo utilizados en el estudio.

Medio de

Muestreo Cultivo Muestra

— 105 MW-1 |
10.5 MW-2
10.5 MW-3
TSA 10.5 MW-4
10.5 MW<5
10.5 MW-6
10.5 MW-7
10.5 MW-8
10.5 MW-9
10 MW STC 105 MW-10 ]
(11/08/2003) 10.5 MW-11
10.5 MW-12
10.5 MW-13
10.5 MW-14
10.5 MW-15
10.5 MW-16
R24A 10.5 MW-17_|
10.5 MW-18
10.5 MW-19
10.5 MW-20
13.5 MW-1
13.5 MW-=2
13.5 MW-3
13.5 MW-4
TSA 13.5 MW-5
13.5 MW-6
13.5 MW-7
13.5 MW-8
13.5 MW-9
13.5 MW-10
3 MW STC 13.5 MW-11
13.5 MW-12
(14/08/2003) 3IMWD
13.5MW-14
13.5MW-15

R2A 13.5MW-19

13.5MW-23
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Figura 41. Geles de DGGE mostrando los patrones de bandas de algunos microorganismos
aislados en la Balsa Oeste en los muestreos 10 MWy 13 MW.

Las secuencias obtenidas de las distintas muestras microbianas fueron
comparadas con todas las depositadas en las bases de datos del NCBI para la
identificacién de las mismas. En las siguientes Tablas (37-42) se muestran los
nombres y los nimeros de acceso de los microorganismos que presentaron mayor

porcentaje de homologia con los que se fueron secuenciados en cada muestreo.

Los 16 microorganismos que se aislaron en el muestreo 5 MW pudieron
caracterizarse mediante PCR-DGGE. Todos fueron secuenciados, incluida la muestra
5.5 MW-8 pero la secuencia obtenida fue muy ambigua por lo-que no pudo ser

identificada.
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Tabla 37. Microorganismos identificados en el agua de la Balsa Oeste en el muestreo S MW,

Muestras Microorganismo N;\f(c:giso % Homologia
5.5 MW-1 Sphingomonas sp X94098 100%
5.5 MW-2 Pseudomonas sp AF521652 98%
5.5 MW-3 Uncultured f Proteobacterium AF445688 99%
5.5 MW-4 Acidovorax sp AY093698 99%
5.5 MW-5 Acidovorax sp AF235010 99%
5.5 MW-6 Deinococcus sp AB022911 98%
5.5 MW-7 Bacillus licheniformis X68416 99%
5.5 MW-8 NI - -
5.5 MW-9 Pseudomonas putida AY297752 99%
5.5 MW-10, 5.5 MW-11 Hydrogenophaga defluvii AJ585993 100%
5.5 MW-12 Novoshingobium hassiacum AJ416411 99%
5.5 MW-13 Paracoccus sp AB025188 95%
5.5 MW-14 Uncultured Bacteroidetes AJ318181 94%
5.5 MW-15 Pseudomonas putida AY308050 99%
5.5 MW-16 Hydrogenophaga defluvii AJ585993 98%

NI: No Identificado

Las muestras 5.5 MW-10 y 5.5 MW-11, identificadas como Hydrogenophaga
defluvii presentan idéntico patron de bandas en el gel de DGGE, mientras que la
muestra 5.5 MW-16 es algo diferente y como consecuencia de ello el porcentaje de

homologia con dicho microorganismo es algo menor.
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Aunque aparecen dos muestras identificadas como Acidovorax sp, y dos como

Pseudomonas putida, al comparar las secuencias de nucledtidos se comprobé que no

se trataba del mismo microorganismo. En el caso de dcidovorax sp el patron de

bandas es bastante similar (muestras 5.5 MW-4 y 5.5 MW-5), pero en el de

Pseudomonas putida el patrén de bandas es distinto.

Tabla 38. Microorganismos identificados en el agua de la Balsa Oeste en el muestreo 7 MW.

Muestras Microorganismo N;aé]c;}so % Homologia
7.5 MW-1 Deinococcus sp AB022911 98%
7.5 MW-3 Bacillus sp AB017591 100 %
7.5 MW-4 Deinococcus sp AB022911 99%
7.5 MW-5 Shewanella sp ABI111109 99%
7.5 MW-6 NI - -
7.5 MW-7 Novosphingobium subterraneum | AB025014 98%
7.5 MW-8 NI - —
7.5 MW-9 Pseudomonas alcaligenes AF094721 99%
7.5 MW-10 Hongiella mannitolivorans AY264838 95%
7.5 MW-11 Pseudomonas sp AJ272546 99%
7.5 MW-12 Uncultured Bacteroidetes AJ318181 95%
7.5 MW-13 Sphingomonas sp X94098 100%

NI: No Identificado

En el muestreo 7 MW, solo pudieron caracterizarse 12 microorganismos

mediante PCR-DGGE. Las muestras 7.5 MW-2 y 7.5 MW-14 no pudieron recuperarse

en los medios de cultivo para la extraccion de su material genético y las muestras 7.5
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MW-6 y 7.5 MW-8 proporcionaron secuencias imposibles de identificar por ser muy

ambiguas.

En total se identificaron 10 bacterias diferentes. Las muestras 7.5 MW-1y 7.5
MW-4, identificadas como Deinococcus sp y con el mismo nimero de acceso
presentan ligeras diferencias en la secuencia de nucleétidos, y en la DGGE puede

observarse que el patron de bandas es también distinto.

Tabla 39. Microorganismos identificados en el agua de la Balsa Oeste en el muestreo 10 MW.

Muestras Microorganismo N;aé;:;elso % Homologia
10.5 MW-1 NI — —
10.5 MW-2 Exiguobacterium sp AJ518821 100%
10.5 MW-3 Aeromonas veronii AF418211 100%
10.5 MW-4 Exiguobacterium acetylicum AY297792 99%
10.5 MW-5 Pseudomonas pseudoalcaligenes AJ628163 100%
10.5 MW-6 NI —_ -
10.5 MW-7 Bacillus sp AF169519 93%
10.5 MW-11 Pseudomonas sp AJ617689 99%
10.5 MW-12 y Proteobacterium AF541930 97%
10.5 MW-13 Bacteroidetes bacterium AJ622887 95%
10.5 MW-15 NI — —
10.5 MW-17 Bacteroidetes bacterium AJ622887 94%
10.5 MW-20 Rahnella sp AB030924 99%

NI: No Identificado

Los muestreos 10 MW y 13 MW corresponden a muestras de agua de la Balsa

QOeste tomadas con tres dias de diferencia y por tanto a diferentes alturas de llenado.
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Como puede observarse en las Tablas 39 y 40, en ambos muestreos estd presente el

género Pseudomonas. Las muestras 10.5 MW-11 y 13.5 MW-11 presentan un 99% de

homologia con el mismo microorganismo y al comparar sus secuencias de nucledtidos

con el programa ClustalX se observé que soélo diferfan en dos bases. También

aparecen en comin Bacteroidetes bacterium (siendo 10.5 MW-13 y 13.5 MW-13

idénticas) y y Proteobacterium.

Tabla 40. Microorganismos identificados en el agua de la Balsa Oeste en ¢l muestreo 13 MW.

Muestras Microorganismo N°Na(<::]c;;so % Homologia
13.5 MW-1, 13.5 MW-14 Pseudomonas sp AY394845 100%
13.5 MW-5 Brevibacillus borstelensis AY373322 98%
13.5 MW-6 B Proteobacterium AY299334 96%
13.5 MW-7, 13.5 MW-15 Sphingomonas sp AF128870 99%
13.5 MW-8 Brevibacillus sp AJ438305 99%
13.5 MW-9 Vogesella indigofera AB021385 96%
13.5 MW-10 Uncultured bacterium AJ307938 100%
13.5 MW-11 Pseudomonas sp AJ617689 99%
13.5 MW-12 Stenotrophomonas maltophila | AJ518813 98%
13.5 MW-13 Bacteroidetes bacterium AJ622887 93%
13.5 MW-16 Hongiella mannitolivorans AY264838 95%
13.5 MW-17 Pseudoxanthomonas sp AY124375 100%
13.5 MW-18 Comamonadaceae bacterium AJ505858 99%
135 MW19, 135 MW-22. | Brevibacilius reuszeri AB112715 99%
13.5 MW-20 Dechloromonas sp AJ318917 97%
13.5 MW-21 y Proteobacterium - AY077611 98%
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Los microorganismos aislados en el muestreo 10 MW, no pudieron ser
procesados hasta 4 dias después. Se mantuvieron en las placas de cultivo a
temperatura ambiente en el Laboratorio de Quimica de la Central hasta que se llevaron
al Laboratorio de Biodeterioro de la UPM. Alli, se hicieron resiembras para su
purificacion, pero fue imposible recuperar 7 de los microorganismos que se aislaron.
En total, se identificaron 10 bacterias diferentes, tal y como se muestra en la Tabla 39.
Aparecen dos bacterias identificadas como Bacteroidetes bacterium aunque con
distinto porcentaje de homologia y como puede observarse en el gel de DGGE sus

patrones de bandas son también diferentes.

En el muestreo 13 MW dos de los microorganismos aislados no pudieron
caracterizarse mediante PCR-DGGE por problemas durante la amplificacion del
material genético. Las muestras 13.5 MW-22 y 13.5 MW-23, que presentaron la
misma movilidad en la DGGE dieron también secuencias idénticas. Sin embargo, las
muestras 13.5 MW-5 y 13.5 MW-8, que también son del género Brevibacillus,
presentan diferente patrén de bandas y corresponden a especies distintas. Al comparar
la secuencia de 13.5 MW-3 con todas aquellas depositadas en el NCBIL, solo se
encontré homologia con 22 bases que coinciden exactamente con el primer 5 F. Por
ello se pas6 a comparar esta secuencia con las depositadas en las diferentes bases de
datos del EMBL (Ewropean Molecular Biology Laboratory). Con la base de datos de
Procariotas se encontré una homologia del 63,54% con una cianobacteria,

Thermosynechococcus elongatus (AP005375).

En el muestreo 14 MW, se identificaron 16 microorganismos diferentes. Los

géneros Hydrogenophaga, Bacillus y Deinococcus fueron los mas frecuentes.
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Tabla 41. Microorganismos identificados en el agua de la Balsa Oeste en el muestreo 14 MW.

Muestras Microorganismo N;acc;elso % Homologia
14.5 MW-2, 14.5 MW-3,
e I\IR’,V _152’,1144,551\1\4/[“\;}.1216’, Hydrogenophaga deflavii | AJ585993 98%
14.5 MW-31
14.5 MW-4 Vogesella indigofera AB021385 95%
14.5 MW-6, 14.5 MW-14 Bacillus indicus AJ583158 100%
14.5 MW-8, 14.5 MW-15 Bacillus sp AF414443 99%
14.5 MW-9 Deinococcus grandis AY424359 100%
14.5 MW-10 Brevibacillus sp AY397774 97%
14.5 MW-13 Shewanella sp AB111109 100%
14.5 MW-16 Acidovorax sp AY463206 100%
14.5 MW-17 Hydrogenophaga taeniospiralis | AF078768 99%
14.5 MW-18 Bacillus cereus AF526899 98%
14.5 MW-19 NI — —
14.5 MW-20, 14.5 MW-28 Deinococcus sp AB022911 99%
14.5 MW-21, 14.5 MW-22 Deinococcus grandis AY424359 95%
14.5 MW-23 Deinococcus sp AB022911 99%
14.5 MW-24 Brevibacillus invocatus AB112718 97%
14.5 MW-25 Pseudoxantomonas sp AY124375 99%
14.5 MW-27 NI — -
14.5 MW-30 Antartic bacterium AJ440977 98%

NI: No Identificado

158

Escuela Técnica Superior de Ingenieros Industriales (UPM).




Evaluacion microbiolégica del sistema de agua de circulacidn de una central nuclear

En la Figura 40 (D) se puede comprobar que los patrones de bandas de 14.5

MW-2, 14.5 MW-3, 14.5 MW-26 v 14.5 MW-31 son idénticos y corresponden a la

misma bacteria. Las muestras 14.5 MW-20 y 14.5 MW-28, que tienen el mismo

patrén de bandas en la DGGE, corresponden al mismo microorganismo, pero la

muestra 14.5 MW-23, que aparece también con un 99% de homologia con ¢l mismo

Deinococcus que las anteriores, presenta ciertas diferencias en la secuencia de

nucledtidos y se puede observar en el gel que ¢l patrén de bandas no es el mismo. Por

otro lado, las muestras 14.5 MW-21 y 14.5 MW-22, que parecen tener diferente patrén

de bandas en la DGGE representan al mismo microorganismo.

Tabla 42. Microorganismos identificados en el agua de la Balsa Oeste en el muestreo 4 MW.

0
Muestras Microorganismo NNaé]cgeIso % Homologia
4.3 MW-1 Aeromonas sp AB064357 99%
4.3 M};N:;zﬂ;t;g_y W-5, Aeromonas culicicola AY130992 99%
4.3 MW-3,4.3 MW-11, _— , 999
43 MW-14 Paenibacillus alvei AJ320491 °
4.3 MW-4 Exiguobacterium acetylicum AY297792 100%
4.3 MW-6 Pseudomonas nitroreducens AY297786 99%
4.3 MW-9,.4.3 MW-13 Bacillus thuringiensis AY 138290 99%
4.3 MW-12 Exiguobacterium acetylicum AY297792 99%
4.3 MW-16 Shewanella sp AB111109 98%
159
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En el muestreo 4 MW, dos de las colonias aisladas en STC y una en R2A no
pudieron identificarse debido a que no crecieron en sendos medios de cultivo en la

resiembra para su purificacion y extraccidén del ADN.

Como ya se ha mencionado, en este muestreo la Balsa Oeste estaba vacia. Se
identificaron 8 microorganismos diferentes. Si se comparan los géneros aislados en
este muestreo con los que aparecen cuando la balsa estaba en servicio puede
observarse que Paenibacillus es el unico que aparece solo cuando la balsa esta vacia.

El resto de géneros aislados aparecen también cuando la balsa est4 llena.

4.4.4. BALSA ESTE

En la Balsa Este (N74-AA002) se efectud el aislamiento e identificacion de
los microorganismos cultivables en 5 de los muestreos. Dos de ellos (muestreo 4 MW
y 7 MW) coincidieron con el mismo tipo de caracterizacion en la Balsa Oeste, estando
ambas en distinto modo de operacion, de forma que en ¢l muestreo 4 MW, la Balsa
Oeste estaba vacia y la Balsa Este llena y en ¢l muestreo 7 MW, la Balsa Oeste estaba
lleriay la Balsa Este vacia. - o |

Las UFC aisladas en cada uno de los muestreos se presentan en la Tabla 43 y
{a identificacién de aquellos microorganismos en los que fue posible la amplificacidén

del material genético en las Tablas 44-48.
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Tabla 43 (I). UFC aisladas en el agua de la Balsa Este sobre
los diferentes medios de cultivo utilizados en el estudio.

Medio de

Cultivo Muestra

4.5 MW-1
4.5 MW-2
4.5 MW-3
4.5 MW-4
4.5 MW-9
4 MW 4.5 MW-10

(05/09/2002) 4.5 MW-11
4.5 MW-12
4.5 MM-5
4.5 MW-6
4.5 MW-7
4.5 MW-8
6.5 MW-1
6.5 MW-2
6.5 MW-3
6.5 MW-4_|

TSA 6.5 MW-5
6.5 MW-6
6.5 MW-7
6.5 MW-8
6.5 MW-9
6.5 MW-10
6 MW 6.5 MW-11
_65MW-12 |
R2A 6.5 MW-13
6.5 MW-14
6.5 MW-15
6.5 MW-16
6.5 MW-17
6.5 MW-18
6.5 MW-19
STC 6.5 MW-20
6.5 MW-21
6.5 MW-22 |
6.5 MW-23

Mouestreo

TSA

STC

(19/02/2003)
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Tabla 43 (XX). UFC aisladas en el agua de la Balsa Este sobre
los diferentes medios de cuitivo utilizados en el estudio.

Medio de

Muestreo Muestra

Cultivo

7MW
(07/05/2003)

TSA

73 MW-1

_73MW2 |

7.3 MW-3

7.3 MW-4

7.3 MW-5

7.3 MW-6

73 MW-7

R2A

7.3 MW-8

7.3 MW-9

7.3 MW-10

7.3 MW-11

7.3 MW-12

STC

73 MW-13 |

7.3 MW-14

7.3 MW-15

7.3 MW-16

§ MW
(03/06/2003)

TSA

8.3 MM-1

8.3 MW-2

8.3 MW-3

8.3 MW-4

8.3 MW-5

8.3 MW-6

R2A

8.3 MW-7

8.3 MW-8

8.3 MW-9

8.3 MW-10 |

8.3 MW-11

8.3 MW-12

8.3 MW-13

STC

8.3 MW-14

8.3 MW-15

8.3 MW-16

8.3 MW-17

8.3 MW-18
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Tabla 43 (III). UFC aisladas en el agua de la Balsa Este sobre
Jos diferentes medios de cultivo utilizados en el estudio.

Medio de

Cultivo Muestra

Muestreo

9.3 MW-1
" 93MW-2 |
T 93MW-3 |
TSA 9.3 MW-5
9.3 MW-7
T 93MW-8 |
93 MW-9 |
oMW _93MW-10
(04/06/2003) _93MW-11 |
_93MW-12 |
R2A 9.3 MW-13
" 9.3 MW-14 |
9.3 MW-16
9.3 MW-17
STC 9.3 MW-19
9.3 MW-20 |
93 MW-21 |

En cada muestreo se efectuaron las DGGEs correspondientes, utilizadas para
seleccionar a aquellos microorganismos con diferente patron de bandas para su
posterior secuenciacion e identificaciéon. Algunos ejemplos de los geles de DGGE

efectuados en este punto de muestreo aparecen en la Figura 42.
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o

9.3 MW 21

9.3 MW 20
9.3 MW 17
9.3 MW16
9.3 MW 15 . -
9.3 MW14 .

9.3 MW

Figura 42. Geles de DGGE mostrando los patrones de bandas de algunos microorganismos

aislados en la Balsa Este en los muestreos 6 MW (A), TMW (B), SMW y 9 MW (C y D).

En el muestreo 4 MW se utilizaron filtros para el aislamiento e identificacion
de los microorganismos cultivables. Esto ocasioné problemas de crecimiento en masa

sobre el filtro, resultando muy dificil aislar colonias puras. Por ello, aunque se hicieron
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sucesivas resiembras solo se identificaron 4 microorganismos diferentes en la Balsa

Este.

Tabla 44. Microorganismos identificados en el agua de la Balsa Este en el muestreo 4 MW.

Muestras Microorganismo N;zglc;;so % Homologia
4.5 MW-1 Klebsiella sp AY363386 100%
4.5 M}‘;’i&%ﬁ 11\(;1W-9, Aeromonas culicicola AY130992 99%
M S T Bacillus cereus AJ586344 100%
4.5 MW4, 43 MWS, Bacillus cereus AE017013 100%

En el muestreo 6 MW, se procesaron todas las muestras a excepcion de la 6.5
MW-3, que di6 problemas durante la amplificacion por PCR. De los 22
microorganismos que se analizaron mediante DGGE se obtuvieron patrones de bandas
diferentes, que fueron secuenciados e identificados (Tabla 45). Los microorganismos
mas frecuentes fueron los del género Acidovorax. Como puede observarse en el gel de
DGGE los miembros que presentaron el mismo patrén de bandas dieron lugar a
secuencias idénticas.

La muestra 6.5 MW-8 que presenta distinto patrén de bandas en la DGGE que
la 6.5 MW-4y 6.5 MW-17, tiene también diferente secuencia de nucledtidos a pesar
de que al ser comparadas con las bases de datos del NCBI dan ¢l mismo porcentaje de
homologia con el mismo Deinococcus. Lo mismo sucede con las muestras 6.5 MW-15
y 6.5 MW-20, que tienen distinto patrén de bandas y sus secuencias también son

diferentes.
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Tabla 45. Microorganismos identificados en el agua de la Balsa Este en el muestreo 6 MW.

Muestras Microorganismo N;glc;iso % Homologia
6.5 MW-1 Agrobacterium'tumefaciens AF406666 99%
6.5 MW-2, 6.5 MW-14,
6.5 MW-16, 6.5 MW-21, Acidovorax sp AY463206 100%
6.5 MW-22, 6.5 MW-23 ’
6.5 MW-3 NI — -
6.5 MW-4, 6.5 MW-17 Deinococcus sp AB022911 99%
6.5 MW-5, 6.5 MW-6 Uncultured 3 Proteobacterium AJ582191 100%
6.5 MW-7, 6.5 MW-13 Pseudomonas aeruginosa AY162139 100%
6.5 MW-8 Deinococcus sp AB022911 99%
6.5 MW-9 Flavobacterium sp AF493646 93%
6.5 MW-10 Acidovorax sp AY 093698 100%
6.5 MW-11 Flexibacter flexilis AB078054 85%
6.5 MW-12 Flavobacterium sp AF493641 99%
6.5 MW-15 Yy Proteobacterium AF542077 100%
6.5 MW-18 Bacillus sp AY461699 100%
6.5 MW-19 Pseudomonas sp AY259121 | 99%
6.5 MW-20 y Proteobacterium AF542077 100%

NI: No Identificado

En la Balsa Este durante el muestreo 7 MW no pudieron caracterizarse
mediante PCR-DGGE tres de los microorganismos que se aislaron por problemas en la

amplificacion del material genético. Del resto de microorganismos, se obtuvieron 12
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secuencias diferentes (Tabla 46), siendo las mds frecuentes las de los géneros

Bacillus, Pseudomonas y Deinococcus.

Tabla 46. Microorganismos identificados en el agua de la Balsa Este en el muestreo 7 MW.

Muestras Microorganismo N;zglc:lso % Homologia
7.3 MW-1 Deinococcus sp AB022911 99%
7.3 MW-2 Pseudomonas sp AF015487 99%
7.3 MW-3 NI - -
7.3 MW-4 Exiguobacterium sp AJ518821 100 %
7.3 MW-5 NI - -
7.3 MW-6 Bacillus cereus AJ508706 99%
7.3 MW-7 Bacillus sp ABO17591 100%
7.3 MW-8 NI — —
7.3 MW-9 Unidentified bacterium Z93973 99%
7.3 MW-10 Bacillus sp X86600 98%
7.3 MW-11, 7.3 MW-14 Deinococcus sp AB022911 98%
7.3 MW-12 Uncultured Cytophagales AY136073 100%
7.3 MW-13 Bacillus sp AY124766 100%
7.3 MW-15 Pseudomonas alcaligenes AF094721 99%
7.3 MW-16 Flavobacterium limicola AB075231 97%

NI: No Identificado
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Tabla 47. Microorganismos identificados en el agua de la Balsa Este en el muestreo 8 MW.

Muestras Microorganismo N;Iacc]c;so % Homologia
8.3 MW-1, 8.3 MW-15 | Hydrogenophaga iaeniospiralis | AF078768 99%
83 MZY?M&“':’_II\;IW-IZ’ Microbacteriaceae bacterium AY504472 98%
8.3 MW-4 NI - -
8.3 MW-5 Bacillus cereus AJ577275 100%
8.3 MW-6, 8.3 MW-11 Rhizobium sp AJ294417 100%
8.3 MW-7 Bacteroidetes bacterium AJ622887 91%
8.3 MW-8 Bacillus sp AY124766 100%
8.3 MW-9 Hydrogenophaga taeniospiralis AF(078768 98%
8.3 MW-10 Aeromonas veronii AF418213 99%
8.3 MW-16 Sphingomonas sp X94098 100%
8.3 MW-17 Hydrogenophaga defluvii AJ585993 98%
8.3 MW-18 Bacillus ehimensis 100%

AY116666

NI: No Identificado

En el muestreo 8 MW una de las colonias aisladas en TSA y otra en STC no

pudieron identificarse debido a que no crecieron en sendos medios de cultivo en la

resiembra para su purificacién y extraccién del ADN. Lo mismo- sucedié en el
muestreo 9 MW con las muestras 9.3 MW-18 y 9.3 MW-19.
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Estos dos muestreos (§ MW y 9 MW) corresponden a muestras de agua de la
Balsa Este cuando estaba vacia tomadas en dos dias sucesivos. Asi, varios
microorganismos como Bacillus cereus, Bacillus sp, Hydrogenophaga defluvii y un
Bacteroidetes bacterium, aparecen en ambos puntos con idéntico patrén de bandas en
la DGGE. También aparecen en comtn miembros del género deromonas, aunque no
de la misma especie. Sin embargo, algunos microorganismos aislados en el muestreo 8
MW, como Rhizobium y Sphingomonas, no aparecen en el 9 MW y otros que si
aparecen en el muestreo 9 MW (Brevibacillus, Exiguobacterium, Vibrio y Hongiella)

no se han aislado el dia anterior.

Las muestras 8.3 MW-6 y 8.3 MW-11, cuyo patrén de bandas en el gel de
DGGE parece diferente, corresponden al mismo microorganismo como pudo

compararse al secuenciar su ADN.

En el muestreo 9 MW, las muestras 9.3 MW-2, 9.3 MW-4, 9.3 MW-8, 9.3
MW-11, 9.3 MW-20 y 9.3 MW-21, presentan un patrén de bandas muy similar en el
gel; se secuenciaron la 9.3 MW-2, la 9.3 MW-11 y la 9.3 MW-21 para comprobar que

se trataba del mismo microorganismo.

La mayoria de los géneros encontrados en la balsa llena, estaban también en la
balsa fuera de servicio, como Bacillus, Pseudomonas, Deinococcus, Aeromonas,

Hydrogenophaga 'y Flavobacterium.
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Tabla 48. Microorganismos identificados en el agua de la Balsa Este en el muestreo 9 MW.

Muestras Microorganismo N;&g;:;;so % Homologia
9.3 MW-1, 9.3 MW-15 Hydrogenéphaga defluvii AJ585993 98%
9.3 MW-2, 9.3 MW-4,
9.3 MW-§, 9.3 MW-11, Brevibacillus reuszeri AB112715 99%
9.3 MW-20, 9.3 MW-21
9.3 MW-3 Bacillus cereus AJ577275 100%
9.3 MW-5 Bacillus sp AF326371 100%
9.3 MW-6, 9.3 MW-17 Aeromonas sp AY178568 100%
9.3 MW-7 Exiguobacterium acetylicum AY297792 100%
9.3 MW-9 Vibrio cholerae AY513501 100%
9.3 MW-10 Bacillus sp AY124766 100%
9.3 MW-12 Brevibacillus invocatus AB112718 96%
9.3 MW-13 Hongiella mannitolivorans AY264838 | 95%
9.3 MW-14 Bacteroidetes bacterium AJ622887 91%
9.3 MW-16 Aeromonas veronii AF418211 100%

4.4.5. TANQUES DE HORMIGON

Se recogieron muestras de agua de los tanques de hormigén en los muestreos
5 MW, 6 MW y 14 MW, pero solo en el muestreo 5 MW se procedi6 al aislamiento y
secuenciacion de los microorganismos cultivables. En este muestro, el tanque

analizado fue el N74-AA005, que estaba recién puesto en servicio y lleno hasta una
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altura de 1,16 m. Las UFC aisladas sobre los distintos medios de cultivo empleados se

muestran en la Tabla 49.

Tabla 49. UFC aisladas en el agua del tanque de hormigén N74-A005
sobre los diferentes medios de cultivo utilizados en el estudio.

Medio de

Mauestreo Cultivo Mouestra

_S.6MW-1 |
5.6 MW-2
5.6 MW-3
5.6 MW-4
TSA 5.6 MW-5
— 5.6 MW-6 |
5.6 MW-7
S MW 5.6 MW-8
(26/11/2002) 5.6 MW-16
5.6 MW-9
STC 5.6 MW-10
5.6 MW-11
T5.6MW-12 |
R2A 5.6 MW-13
5.6 MW-14
5.6 MW-15

Uno de ellos (5.6 MW-12) dejé de crecer al hacer la resiembra para su
purificacion, pero del resto se extrajo el ADN y se amplificé mediante PCR para ser
caracterizado por DGGE. Una imagen del gel mostrando los distintos patrones de

bandas obtenidos se muestra en la Figura 43.

Como puede observarse, aparecen 9 patrones de bandas diferentes. Las
muestras 5.6 MW-10 y 5.6 MW-14, que tienen un 99% de homologia con Acidovorax
sp (AJ012071) son diferentes en el gel de DGGE y se comprobé mediante
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secuenciacién y alineamiento con el programa ClustalX que presentaban diferencias

en algunas bases.

Figura 43. Gel de DGGE mostrando los patrones de bandas de los
microorganismos aislados en el tanque de hormigon N74-A005.

En la Tabla 50 se muestran los microorganismos identificados con el
porcentaje de homologia de los mas proximos depositados en las bases de datos del

NCBI y sus niimeros de acceso.

Tres de los microorganismos no pudieron ser identificados por originar

secuencias ambiguas.
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Tabla 50. Microorganismos identificados en el agua del tanque de hormigén N74-A005.

Muestras Microorganismo NN%:?ISO % Homologia

5.6 MW-1, 5.6 MW-9, NI _ _
5.6 MW-16

36 Mg‘gzlv’fvf_yw""’ Acidovorax sp Y18617 99%
5.6 MW-5 Bacillus pumilus AY456263 100%

5.6 MW-6, 5.6 MW-§ , . o
5.6 MW-13 Flavobacteriales bacterium AY275497 98%
5.6 MW-7 NI — -
5.6 MW-10 Acidovorax sp AJ012071 99%
5.6 MW-11 NI - -
5.6 MW-14 Acidovorax sp AJ012071 99%
5.6 MW-15 Agrobacterium tumefaciens AF508094 98%

NI: No Identificado

4.4.6. CULTIVO DE BACTERIAS REDUCTORAS DE SULFATO

Para estudiar la presencia de bacterias reductoras de sulfato (SRB) en el
sistema de agua de circulacién de la CNC se filtré agua de los diferentes puntos de
muestreo y se inocularon los filtros en medio Postgate B y condiciones anaerobias, tal

y como se describia en el Apartado 3.5 de Materiales y Métodos.

Las SRB utilizan el sulfato del medio de cultivo como aceptor final en la
cadena respiratoria y lo transforman en sulfuro de hidrégeno (H,S) en condiciones

anaerobias, que reacciona con el hierro presente en el medio para originar sulfuro de
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hierro, un compuesto de color negro. Cuando se observa el ennegrecimiento del medio

de cultivo se puede presumir la presencia de SRB.

Todas las muestras que fueron sometidas al aislamiento e identificacion de
microorganismos cultivables en TSA, R2A y STC también se inocularon en Postgate
B. A saber: 4.1 MW, 43 MW, 4.5 MW, 5.5 MW, 5.6 MW, 6.5 MW, 7.1 MW, 7.3
MW, 7.5 MW, 8.3 MW, 9.3 MW, 10.5 MW, 13.5 MW, 142 MW y 14.5 MW. En
todas ellas se observé el cambio en el color del medio de cultivo, por lo que se supone
que a lo largo de todo el sistema de circulacion de agua desde su origen, el rio, hasta
su vuelta al mismo (las balsas de almacenamiento temporal de vertidos), podrian estar

presente este tipo de bacterias.

En el Gltimo muestreo, se hizo una prueba adicional. Se filtraron 5 mL del
cultivo positivo en Posigate B por filtros de 0,2 pm de didmetro de poro (como los
descritos en el Apartado 3.5 de Material y Métodos) y se inocularon los filtros en
medio Postgate B 'y Postgate B suplementado con moiibdato de sodio (Na,MoO,) a
una concentracién de 107 M, incub4ndose a 30 °C. Al cabo de 9 dias se observé
crecimiento bacteriano en ambos medios de cultivo, con y sin molibdato. Esto indica
que ademds de bacterias reductoras de sulfato, hay otro tipo de microorganismos
anaerobios capaces de utilizar compuestos del azufre en su metabolismo y producir
H,S. Si sélo existiesen SRB, no se hubiera detectado crecimiento en el medio Posigate

B con molibdato ya que este compuesto es un inhibidor de la reduccion del sulfato.

Para obtener cultivos puros de los microorganismos creciendo en Posigate B,
se hicieron diluciones y se sembraron en placas de agar Poszgate E. Se incubaron en
bolsitas Anaerocult A Mini para crear condiciones de anaerobiosis y a 30 °C. Al cabo
de 5 dias se observaron colonias de color negro. Estas colonias se diluyeron en agua
estéril v se extrajo el material genético mediante ciclos de congelacion-

descongelacion. E1 ADN fue sometido a amplificacion por PCR con los cebadores 385
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F y 907 R, muy utilizados para SRB en la bibliografia consultada. La amplificacién
con estos cebadores fue negativa por 1o que se usaron los cebadores 5 F y 531 R. En
este caso la PCR dié resultados positivos, y el material genético de las UFC aisladas
en Postgate E fue sujeto de secuenciacion con los citados cebadores para identificar a
los microorganismos. En la Tabla 51 se muestran las bacterias identificadas con el

porcentaje de homologia de aquellas més préximas encontrados en las bases de datos

del NCBI.

Tabla 51. Microorganismos del agua del sistema de circulacién aislados en medio Postgate E
en anaerobiosis.

. . N° acceso .
Mouestras Microorganismo NCBI % Homologia
PS-1 Clostridium sp AY554421 99%
PS-2, PS-3, PS-6 Uncultured Clostridium AY128089 100%
PS-4 Uncultured Clostridium AY128089 93%
PS-5 Clostridium glycolicum AJ318903 99%
PS-7 Uncultured bacterium AY537324 98%

Se identificaron 5 microorganismos diferentes, 4 de ellos del género
Clostridium. Los miembros de este género son microorganismos anaerobios que
generan H,S en su metabolismo, de ahi la coloracion negra del medio Postgate B y el
crecimiento positivo en presencia de molibdato de sodio. También se identificd un
microorganismo relacionado con el Filo Bacteroidetes. No se identificd ninguna
bacteria reductora de sulfato entre los microorganismos aislados, por lo que no se

puede confirmar su presencia.
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4.5. CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS AMBIENTALES

Para poder establecer relaciones entre los diferentes puntos del sistema de
agua de circulacion de la Central asi como para evaluar las variaciones en las
poblaciones microbianas de cada punto de muestreo a lo largo del estudio se procedié

a caracterizar las muestras de agua mediante PCR-DGGE.

Tal y como se comentd en el Apartado 3.8.2 de Material y Métodos se usaron
diferentes pares de cebadores en un protocolo de PCR denominado Seminested o PCR

anidada.

Los mejores resultados, en cuanto a amplificacion del material genético total y
nimero de bandas en el gel de DGGE, se obtuvieron con el par de cebadores 341 Fy

907 R en la primera PCR y 341 F-GC y 531 R en la segunda.

Se efectuaron dos PCR de cada punto de muestro para obtener 200 uL de
producto final de PCR, el cual se precipité y se resuspendié en 10 pul de agua
desionizada estéril para ser cargado posteriormente en un gel de DGGE. Los geles de
DGGE se hicieron con un rango desnaturalizante del 20% al 60% y se efectuaron a
180 V, durante 210 minutos en tampoén TAE 0,5X a 60 °C de temperatura.

4.5.1. DGGES AMBIENTALES POR MUESTREOS

En primer lugar se caracterizaron las muestras de agua de los puntos del

sistema de circulacién que se recogian en cada muestreo.

En la Figura 44 pueden observarse los patrones de bandas de diferentes
puntos de muestreo analizados durante los muestreos 4 MW (Septiembre 2002), 5
MW (Noviembre 2002) y 6 MW (Febrero 2003).
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Figura 44. DGGE ambiental de los puntos de muestreo analizados
durante los muestreos 4 MW, 5 MW y 6 MW.

En el muestreo 4 MW, se analizé el agua de aporte a la Central (4.1 MW), el
agua de la Balsa Oeste (4.3 MW), que se encontraba vacia y el agua de la Balsa Este

(4.5 MW) que se encontraba en servicio. Como se puede observar, aparecen bandas
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comunes en los tres puntos muestreados, como son las bandas “h” e “i” y los grupos
de bandas “e” y “j”. Por el contrario, el agua del rio presenta una serie de bandas
caracteristicas que no estan en ninguna de las dos balsas analizadas en este muestreo,
como son la banda “c”, “d” y “f’, y dos grupos de pares de bandas (“I” y “m™) que
tampoco aparecen en las balsas. Respecto a las balsas, se observa que la banda “a” es
caracteristica de ambas balsas, ya que no aparece en el agua de aporte y que en la
Balsa Este aparecen un grupo de bandas “b” y una banda “g” que no estén en la Balsa
Oeste. La banda “k” curiosamente aparece tanto en €l agua de aporte como en la Balsa

Este, pero no en la Balsa Oeste que estaba vacia.

Con respecto al muestreo SMW, s6lo se analiz6 la Balsa Oeste (5.5 MW) que
se encontraba en servicio y el tanque de hormigén N74-AA005 (5.6 MW). Aparecen
una serie de bandas comunes, entre las que destacan el grupo “n”, la banda “o0”, la “i”
que también aparecia en el muestreo 4 MW, la banda “p”, y la tercera banda del grupo
“” sefialado en el muestreo 4 MW. Asimismo, se observan también bandas que
aparecen en la balsa y no en el tanque y viceversa. De todas ellas resulta interesante
destacar la banda “a” que también se observa en el muestreo 4 MW. En la Balsa Oeste

aparece la primera banda del grupo “j” que no se encuentra en el tanque de hormigén.

En el muestreo 6 MW, se tomaron muestras de cuatro puntos del sistema de
circulacion de agua de la Central: el agua de aporte (6.1 MW), el punto N71 (6.2
MW), la Balsa Este (6.5 MW), que estaba en servicio y el tanque de hormigén N74-
AA004 (6.6 MW). La tnica banda que aparece en comin en los citados puntos es la
banda “i”, que también aparece en todos los demas puntos analizados en este gel de
DGGE. La tercera banda del grupo “j” también esta en el agua de todos los puntos de

muestreo, excepto en el tanque de hormigdn del muestreo 6 MW.

Como se puede observar, cada punto de muestreo presenta bandas exclusivas,

que no aparecen en los demas puntos analizados. Asi, en el agua de aporte aparecen
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dos pares de bandas “q” y “w” que no aparecen en los otros puntos de muestreo El
grupo “w” también esta en el punto de muestreo 4.1 MW, asi como el grupo “1”, sin
embargo el grupo “m” que aparece en 4.1 MW no est4 presente en el muestreo 6 MW.

En el agua del punto N71 se aprecian dos grupos de pares de bandas, el “t” y
el “z”, que son exclusivos de este punto de muestreo. Esta agua comparte con el agua

({1

de aporte el grupo de bandas “y”y el “1”.

El punto 6.5 MW presenta también bandas exclusivas, como el par de bandas
“s”, y el agua del tanque de hormigodn el grupo “v”. Estos dos puntos presentan bandas

[ 1 §¢,.9

comunes entre si, como son las bandas “u” y las bandas “r” que también estan
presentes en el agua de aporte de este muestreo. La banda “x”, sin embargo, esta
presente en todos los puntos de este muestreo, excepto en el agua del tanque de
hormigén. En este muestreo 6 MW la banda “a” y la primera banda del grupo “j”, que
aparecian en las Balsas Este y Oeste analizadas en los muestreos 4 MW y 5 MW, no
esta presente. Cabe sefialar que el grupo de bandas “u” del tanque de hormigon N74-
AA004 tiene su homologo en el tanque N74-AA005 analizado en el muestreo 5 MW,

y la banda “p” también se encuentra en ambos puntos.

En la Figura 45 se muestran dos geles de DGGE en los que se analizaron
diferentes muestras de agua recogidas en los muestreos 7 MW, 8 MW y 9 MW (gel A)
y 10 MW-13 MW (gel B).

En el muestreo 7 MW (Mayo 2003), se caracterizé el agua de aporte a la
Central (7.1 MW), el agua de la Balsa Este que se encontraba vacia (7.3 MW) y el de
la Balsa Oeste que estaba en servicio (7.5 MW). De forma similar a lo que ocurria en
los otros muestreos, aparecen bandas comunes a los tres puntos y bandas exclusivas de
cada uno de ellos. En este sentido, el grupo de bandas “i” y la banda “k” estan

({341
J

presentes en las tres muestras de agua. Las bandas “d” y “j” aparecen en el rio y en la
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balsa que estaba vacia pero no en la balsa que se encontraba en servicio, mientras que
la banda “c” se encuentra en las dos balsas, pero no en el agua del rio. Ademas el
grupo de bandas “h” aparece en el agua del rio y en la balsa llena pero no en la balsa
que se encontraba vacia. Como bandas caracteristicas de cada punto de muestreo se

[1PN-4 [Pl

encuentran las bandas “e” y “g” y los grupos de bandas “b” y “n” que s6lo aparecen en

el agua del rio. En la Balsa Este son unicas las bandas “a” y “f” y en la Balsa Oeste la

banda “1”.

Los muestreos SMW y 9 MW (Junio 2003) corresponden al agua de la Balsa
Este vacia recogida en dos dias sucesivos. Como se puede comprobar en la Figura 45,
los patrones de bandas son exactamente iguales, lo que indica que no ha habido
ningin cambio en la composicién de la poblacién microbiana. En comin con el
muestreo 7 MW, aparecen las bandas “d”, “e”, la primera y la tercera banda del grupo
“h”, el grupo “i” y la banda “k”. Si comparamos este muestreo (8.3 MW y/0 9.3 MW)
con la Balsa Este, que también estaba vacia, en el muestreo anterior (7.3 MW) se
puede observar que algunas bandas coinciden (banda “d”, grupo “i” y banda “k),
mientras que otras bandas que aparecen en el muestreo 7 MW (banda “a”, banda “c”,
banda “f” y banda “j”) no estin presentes en los muestreos 8 MW y 9 MW. Por su
parte, en los muestreos 8 MW y 9 MW aparecen bandas nuevas que no se encontraban

en el muestreo anterior (banda “e”, primera y tercera banda del grupo “h” y grupo
“m”)
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Figura 45. DGGEs ambientales de los puntos de muestreo analizados durante los muestreos 7

MW, 8 MW y 9 MW (A) y 10 MW, 11 MW, 12 MW y 13 MW (B).

En el gel B de la Figura 45 se analiz6 el agua de la Balsa Oeste en servicio en
el mes de Agosto de 2003, durante los cuatro dias que dura el llenado de la misma, de
forma que en el muestreo 10 MW la balsa acababa de empezar a llenarse (se
encontraba a una altura de 1,90 m) y en el 13 MW estaba practicamente llena (8,66
m). Se puede comprobar que el patréon de bandas es practicamente el mismo, a

6607

excepcién de la banda “0” que sdlo aparece en el muestreo 10 MW, las bandas “p” y

6690

1” que aparece en los muestreos 12 MW y 13 MW y la banda “q” que no esta en el

muestreo 13 MW,
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4.5.2. DGGES AMBIENTALES POR PUNTOS DE MUESTEO

Ademas de comparar los patrones de bandas del agua de los diferentes puntos
analizados en cada muestreo, también se traté de comparar el mismo punto en los

diferentes muestreos para observar si se producian variaciones a lo largo del tiempo.

El agua de aporte a la Central, analizado durante los muestreos 4 MW
(Septiembre de 2002), 6 MW (Febrero de 2003) y 7 MW (Mayo de 2003) aparece en
la Figura 46. Se observa que los patrones de bandas son diferentes, si bien aparecen
algunas bandas comunes en los tres puntos de muestreo, como son los pares de bandas
“f?, “g” y “k” y la banda “j”. Por otro lado, el muestreo 4 MW y 6 MW comparten las
bandas “b”, “d” e “i” que no aparecen en el muestreo 7 MW, y el muestreo 6 MW y 7
MW presentan en comtn las bandas “a”, “c” y “h”, ademas de una banda que aparece
justo encima del grupo “f”, las cuales no se presentan en el muestreo 4 MW. La banda

4982

¢” aparece tanto en el muestreo 4 MW como en el 7 MW, pero no en el 6 MW.

En la Figura 47 se muestran los patrones de bandas del agua de los tanques de

almacenamiento de vertidos analizados mientras se encontraban en servicio durante

los muestreos S MW (N74-AA005), 6 MW (N74-AA004) y 14 MW (N74-AA003).

En el agua de los tres tanques pueden observarse bandas comunes (grupo “c”
y las bandas “d”, “e” y “f”) a pesar de ser muestreos diferentes. Los muestreos 5 MW
y 6 MW comparten la banda “a”, los muestreos 6 MW y 14 MW tienen la banda “b”
en comin y por ultimo los muestreos S MW y 14 MW coinciden en la banda “g”.
Asimismo, pueden observarse bandas que sélo estan presentes en -cada uno de los

muestreos, es decir, que son caracteristicas de cada uno de ellos.
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Figura 46. DGGE ambiental del agua de aporte a la CNC en los muestreos
4 MW, 6 MWy 7 MW.
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Figura 47. DGGE ambiental del agua de los tanques de hormigén en los
muestreos 5 MW, 6 MWy 14 MW.
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Los patrones de bandas de la Balsa Este en los diferentes muestreos se
presentan en la Figura 48.

Jun-2003

7.3 MW. | May-2003
:6:5 MW : | Feb-2003
4.5MW | Sep-2002

- 9.3MW-
8.3 MW

Figura 48. DGGE ambiental del agua de la Balsa Este en
los muestreos 4 MW, 6 MW, 7 MW, § MW y 9 MW.
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Como se puede apreciar, los patrones de bandas son bastante distintos. Ya se
comentaron las semejanzas y diferencias entre los patrones de bandas cuando la balsa
estaba en servicio (muestreos 4 MW y 6 MW) y cuando la balsa estaba vacia
(muestreos 7 MW, 8 MW y 9 MW). De este gel de DGGE cabe destacar que aparecen
dos bandas comunes en los cinco puntos analizados, las bandas “d” y “g”. Ademads la
banda “a” se encuentra en los muestreos 6 MW y 7 MW; las bandas “b” y “f” estan

presentes en los muestreos 6 MW, 8 MW y 9 MW, y las bandas “c” y “e” son
comunes en los muestreos 4 MW, § MW y 9 MW.

En la Figura 49 se muestran los patrones de bandas del agua de la Balsa Oeste
analizados durante varios muestreos. En el muestreo 4 MW 1la balsa se encontraba
vacia pero en el resto de los muestreos estaba en servicio. En el gel A se puede
apreciar que los patrones de bandas de la balsa en servicio son parecidos y presentan
mayor numero de bandas que la balsa vacia, aunque en los tres muestreos se aprecian
bandas comunes (bandas “d”, “e”, “f* y “h”). En los muestreos 5 MW y 7 MW
aparece la banda “b” y un grupo de cuatro bandas entre las bandas “e” y “f”’ que no
estan en la balsa vacia. Por otro lado, la banda “a” y la “g” estdn en el muestreo 4MW
y en el 5 MW, pero no en el 7 MW, vy la banda “c” aparece en el muestreo 4 MW y 7
MW perono enel 5 MW,

En el gel B se muestran los patrones de bandas de la balsa durante 4 dias
consecutivos y como ya se ha mencionado previamente apenas se observan
variaciones. Si se compara el gel B con los patrones de bandas de la balsa en servicio
del gel A parece apreciarse cierta homologia en la parte superior donde aparece un
grupo extenso de bandas, que es mucho mas numeroso en los muestreos 10 MW-13

MW.
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Figura 49. DGGE ambiental del agua de la Balsa Oeste en los
muestreos 4 MW, 5 MW y7 MW (gel A) y 10 MW-13 MW (gel B).
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4.5.3. IDENTIFICACION DE LAS BANDAS DE DGGE

Una vez caracterizada la poblacién microbiana de cada punto de muestreo
mediante PCR-DGGE, se procedidé a extraer el ADN de las bandas mas
representativas del gel de cada muestra de agua con ¢l fin de identificar a los

microorganismos que componian dichas poblaciones.

La extraccién del material genético se efectud mediante tres procedimientos
diferentes, ya comentados en el Apartado 3.9.6 de Materiales y Métodos. En los tres
casos la cantidad de ADN obtenida fue muy parecida, oscilando entre 0,5 — 4,5
ugmL’, por lo que se opté por usar el método de elucién en agua, que ademas

proporcionaba un ADN de mejor calidad (Axeonmso = 1,4 — 1,7).

Se amplificd el material genético extraido en una PCR de secuenciacién con
los cebadores 341 F y 531 R, utilizados en la segunda PCR ambiental. Las secuencias
obtenidas no produjeron resultados satisfactorios. En la mayoria de los casos, las
secuencias eran ambiguas, siendo imposible su lectura. En otros casos, podian leerse
sélo unas pocas bases (aproximadamente 50 pb) que al ser comparadas con las
depositadas en las bases de datos del NCBI no proporcionaban datos significativos.

Por ello, en la Gltima fase del estudio se han puesto a punto las técnicas de
clonaje para intentar identificar los microorganismos “no cultivables” presentes en las
diferentes muestras de agua.

Al no ser uno de los objetivos iniciales de esta tesis doctoral, s6lo se han
incluido los resultados del clonaje de algunas muestras de agua tomadas durante el

ultimo muestreo.

En la Tabla 52 figuran los clones obtenidos en el punto N71 y en la Tabla 53

los identificados en la Balsa Oeste en ¢l muestro 14 MW.
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Tabla 52. Identificacion de los clones obtenidos en el punto N71 del muestreo 14 MW,

Muestras Microorganismo N;f:]c;lso % Homologia
14.2 clon 1 Pseudomonas sp AF331664 99%
14.2 clon 2 Pseudomonas sp AF331664 99%
14.2 clon 3 Sphingomonas mali AF311984 100%
14.2 clon 5 Rhodococcus sp AF181690 100%

Los clones 1 y 2 del punto de muestreo 14.2 MW, que presentan un 99% de

homologia con el mismo microorganismo, no son iguales como se pudo comprobar

mediante el programa ClustalX que permite el alineamiento de las secuencias.

Tabla 53. Identificacién de los clones obtenidos en la Balsa Oeste en el muestreo 14 MW.

Muestras Microorganismo N;g]c;;so % Homologia
14.5 clon 4 Uncultured Sphingobacteriales AJ697706 93%

14.5clon 11 Uncultured Cyanobacterium AY711779 94%

14.5 clon 15 Melosira varians chloroplast AJ536464 92%

14.5 clon 16 Uncultured Cyanobacterium AY711779 93%

14.5 clon 18 Uncultured p-Proteobacterium AF361193 91%

14.5 clon 19 Uncultured Coscinodiscophyceae AY038449 90%

14.5 clon 22 Bacillaria paxillifer chioroplast AJ536452 91%

Los clones identificados en este punto de muestreo muestran bajo porcentaje

de homologia con los depositados en la base de datos del NCBI. Ademas todos ellos
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presentan semejanzas con microorganismos no cultivables o bien con los cloroplastos
de cianobacterias. Este tipo de microorganismos no se habian detectado por ninguna
de las técnicas empleadas en este estudio, salvo en el muestreo 13 MW en ¢l que se

identificé la muestra 13.5 MW-3 como Thermosynecococcus elongatus.
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5.1. CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DEL AGUA

El agua de aporte a la Central procede, como ya se ha citado anteriormente,
del embalse de Embarcaderos. La temperatura del agua sigue un patrén acorde con la
variacidn estacional de la temperatura, del aire y la insolacién. La conductividad es
moderadamente alta debido a la litologia y el pH mantiene valores ligeramente
superiores a 8, lo que es habitual en aguas con elevada reserva alcalina. La
concentracién de sulfatos es alta, alrededor de 300 mg-L™ y esto responde al contenido
en yesos de la cuenca. El fésforo total es propio de aguas que no reciben grandes
aportaciones de nutrientes, pudiendo hablarse de aguas oligotréficas-mesotréficas, y el

nitrato es moderadamente alto aunque no alcanza valores de aguas contaminadas.

El agua de vertido procede de las purgas de las torres de refrigeracién de tiro
natural y de tiro mecénico, de la balsa de neutralizacién, las aguas residuales, los

tanques de exceso de agua procedentes del “Radwaste” y el agua de la red de

Ana M, Garcia Ruiz 191



Discusion

pluviales. El “Radwaste” es el sistema de tratamiento de residuos radiactivos liquidos
de la central. A €l se envian todas las aguas sobrantes o las que fugan los sistemas y
procesos de la zona controlada. Esta agua es purificada y devuelta al ciclo de la
central. Cuando no existe capacidad para almacenarla, por ejemplo, durante una
parada en la que se vacian otros muchos sistemas, esta agua se vierte a las balsas de
almacenamiento temporal de vertidos con sus correspondientes controles
radioquimicos. El agua de las torres de tiro mecanico y de los tanques de exceso
procedentes del “Radwaste” se recoge en los tanques de hormigdn y el resto en las
balsas de vertido. A su vez, v tras los analisis correspondientes, el agua de los tanques
de hormigbén se vierte a las balsas. De toda el agua que llega a las balsas

aproximadamente el 98% procede de la purga de las torres de refrigeracion.

La concentracién de nitratos, sulfatos, cloruros, fosforo total, asi como la
DQO y los sélidos en suspension del agua de vertidos se encuentran por debajo de los
limites establecidos en la Tabla 3 del Anexo al Titulo IV del Reglamento del Dominio
Piablico Hidraulico (BOE, 1986). Los valores de aluminio, cobre y cinc también
cumplen con lo establecido por la Ley vigente, asi como el pH y la temperatura. Por

ello, los vertidos de la Central pueden ser liberados al rio.

Sin embargo, cuando se comparan estos valores con los del agua de aporte se
aprecia un incremento considerable en la concentracion de fésforo, sulfatos, cloruros,
nitratos, asi como en la conductividad del agua. Esto se debe, fundamentalmente, a la
evaporacion que tiene lugar en las torres de refrigeracion que hace que la
concentracién de sales del agua que se purga sea tres-cuatro veces mas alta. De esta
manera, el agua de las balsas presenta mayor contenido en nutrientes que el agua de
captacion y puede ser considerada eutréfica. El término eutréfico se refiere a aquellas
aguas ricas en nutrientes donde la productividad es del orden de 75 a 250 g de carbono

por m” al afio (Grant y Long, 1989). La eutrofizacién de los sistemas acuaticos, como
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lagos y embalses, se refiere principalmente a los niveles de fosforo y nitrégeno, que
son los nutrientes limitantes més importantes (Prescott y cols., 1999; Atlas y Bartha,
2002). Esto puede provocar cambios en la composicion de la poblacién microbiana y
el fosforo, en particular, con frecuencia estimula el crecimiento de algas que pueden
llegar a producir verdaderos afloramientos o “blooms”. La concentracion de fosforo en
ambientes acudticos puede estar entre 0,01 y 0,07 mg:L"', aunque pueden encontrarse
concentraciones superiores en zonas contaminadas y/o afectadas por la accion humana

(Jones, 2001).

El incremento en la concentracion de estos parametros quimicos en el agua de
las balsas también se debe a los aditivos que se emplean para el tratamiento del agua
de la Central. Entre ellos, el sulfato de aliimina ((SO4);AL) se utiliza como coagulante
para el ablandamiento del agua, los polifosfatos (P2074, HP,0,?, H,P,0,2, etc.) como
antiincrustantes, el hipoclorito sédico (NaClO) como desinfectante en distintos puntos
del sistema de circulacion y también se afiaden acido sulfirico (H,SO4) y fosfonatos
((HPO:)") en varios puntos como el N71, lo cual puede incrementar el contenido en
cloruros, sulfatos y fésforo total. Ademas las balsas reciben aguas residuales, que
aunque no son muy abundantes, pueden afectar a los niveles de sulfatos, nitratos y

fosfatos.

La temperatura del agua de las balsas también es mayor que la del agua de
captacién, habiendo una diferencia de unos 4-5 °C como consecuencia de la

evaporacion que tiene lugar en las torres de refrigeracién.

A pesar de las diferencias que existen entre los parametros del agua de
captacion y los de vertido, su efecto sobre el agua del medio receptor es escaso, ya que
el caudal del rio es capaz de diluir los aportes efectuados desde la Central. Un estudio
de seguimiento de los sistemas acuaticos en los alrededores de la CNC efectuado por

la empresa Limnos S.A. (2001), por encargo de la Central, asi lo ponia de manifiesto y
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las caracteristicas de los vertidos y del agua receptora no ha mostrado variaciones

significativas desde entonces.

5.2, RECUENTO DE MICROORGANISMOS

En microbiologia ambiental existen diferentes técnicas que permiten
determinar de forma répida el numero total de microorganismos, y distinguir entre
aquellos que estan vivos, muertos y los que se encuentran activos desde el punto de
vista metabdlico. Los recuentos por Microscopia de Epifluorescencia permiten estimar
la concentracion de microorganismos en el agua sin necesidad de su cultivo en el
laboratorio. El ntimero total de microorganismos, independientemente del estado en
que se encuentren, suele efectuarse mediante la tincion del ADN con fluorocromos
como el DAPI y naranja de acridina (Karner y Fuhrman, 1997). La reduccion de la sal
de tetrazolio a formazan del CTC permite distinguir a las c€lulas que se encuentran
activas (Rodriguez y cols., 1992) y el kit LIVE/DEAD BacLihgt (Molecular Probes,
2004) permite distinguir entre células vivas y muertas basiandose en la integridad de la
membrana celular. Este kit se ha utilizado en muchos estudios de microbiologia
ambiental (Boulos y cols., 1999; Vollertsen y cols., 2001, Queric y cols., 2004) y fue
seleccionado para determinar la viabilidad microbiana en el agua del sistema de
circulacion de la Central Nuclear de Cofrentes. Sin embargo, tras emplear diferentes
diluciones del agua y varias concentraciones de los fluorocromos que componen dicho
kit, su uso fue eliminado porque no generaba buenos resultados y fue sustituido por el
fluorocromo DAPI. EI DAPI se utiliza con frecuencia para el recuento de células
totales (Porter v Feig, 1980; Mirto y cols., 2000; Joachimsthal y cols., 2003). Ademas,
se considera mejor agente de tincién que el naranja de acridina (Cloete y Muyima,

1997) porque este ltimo sobreestima ligeramente el valor real. Sin embargo, el DAPI
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presenta la desventaja de que no sélo tifie las células vivas, sino también las muertas y

las inactivas.

La concentracion de microorganismos totales en los diferentes puntos del
sistema de circulacion de la Central analizados fue bastante homogénea, estando en
torno a 10% microorganismos'mL™” de agua. Valores similares se han obtenido por
otros investigadores en muestras de agua de rios y lagos (Simek y cols., 2001b;
Sekiguchi y cols., 2002). Los valores més bajos se presentaron en el muestreo 2 MW,
en ¢l agua del embalse, probablemente debido a que en ese muestreo se pusieron a
punto las técnicas de tincién con el fluorocromo DAPI; el resto de muestreos
realizados en el agua de aporte son mas altos y similares entre si. Las balsas de
vertido, tanto la Este como la QOeste, presentaron valores mis 0 menos constantes a lo
largo del afio e independientemente de su estado, es decir, en servicio o vacias; aunque
en la Balsa Este los valores fueron ligeramente superiores cuando estaba vacia. En el
muestreo 14 MW aparecieron los valores mas altos, en el tanque de hormigén N74-
AA003, que estaba en servicio y lleno hasta una altura de aproximadamente 2 m; los
otros dos muestreos en este punto, corresponden a los tanques de hormigbén N74-
AA005 (muestreo 5 MW) y N74-AA004 (muestreo 6 MW) que también estaban en

servicio aunque a una altura de aproximadamente 1 m.

Los recuentos efectuados por dilucion y siembra en placa corresponden al
nimero de microorganismos cultivables. La cantidad de microorganismos que
aparecieron en el agua de captacién permanecié muy estable a lo largo de todo el
estudio, estando en torno a 10° UFC'mL™. En el punto N71 se obtuvieron valores
similares, pero en el tanque de hormigén se obtuvieron recuentos mas altos, de 10°
UFC-mL". Respecto a las balsas de vertido aparecieron cantidades mayores y mas
variables. En la Balsa Oeste, en servicio, los valores mds altos de microorganismos

cultivables se observaron en primavera y otofio, y los més bajos durante el mes de
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Agosto cuando se dieron las temperaturas mas altas, aunque las diferencias fueron
s6lo de un orden de magnitud. Estas variaciones también pueden observarse en los
recuentos por Microscopia de Epifluorescencia. En la Balsa Este, también se contaron
mas microorganismos cultivables en el mes de Mayo, cuando estaba vacia, de igual

forma que ocurria con los microorganismos totales.

Al comparar los recuentos efectuados por Microscopia de Epifluorescencia
con los que se llevaron a cabo mediante las técnicas de dilucion y siembra en placa se
observaron diferencias importantes. Asi, en el agua del embalse, en €l punto N71 y en
las balsas de vertidos la cantidad de microorganismos cultivables es tres ordenes de
magnitud menor que la de microorganismos totales tefiidos con DAPI, lo que significa
que sdlo una de cada 1000 células bacterianas presentes en las muestras de agua puede
ser cultivada en el laboratorio. Respecto a los tanques de hormigdn, durante el
muestreo 5 MW, en que se hicieron recuentos de cultivables y de totales en el mismo
tanque, la diferencia es mucho menor siendo los microorganismos cultivables sélo un
orden de magnitud mas bajo que los totales. Estas diferencias entre células totales y
cultivables son comunes en estudios ambientales (Amann y cols., 1995; Zdanowski y
Wegleniski, 2001; Joachimsthal y cols., 2003), siendo las cultivables s6lo una pequefia
fraccidn de todas las que se observan al microscopio, aunque el rango de bacterias que
pueden aislarse en los medios de cultivo depende, por supuesto, de la forma de
procesar las muestras, de los medios de cultivo utilizados y de los métodos de

recuento empleados, entre otros factores.

Entre las células tefiidas con DAPI hay una parte de células muertas o no
viables y otras que estan inactivas. Pero ademas, esta presente una fraccidn importante
de células conocidas como viables pero no cultivables (VBNC, Viable But Not
Culturable). El término “no cultivable” fue introducido por primera vez por Xu y cols.

(1982), para describir las bacterias que en estado de latencia e incapaces de dividirse
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siguen siendo viables, o que por sus requerimientos nutricionales, caracteristicas
metabdlicas o ambientales, no pueden cultivarse en laboratorio. Desde entonces, la
presencia de este tipo de bacterias se ha puesto de manifiesto en muchos trabajos
(Oliver, 1993; Lebaron y cols., 1999; Colwell y Grimes, 2000; Adams y cols., 2003).

También se efectuaron recuentos de diatomeas desde el momento en que su
presencia se hizo notoria por Microscopia de Epifluorescencia. La mayoria de las
diatomeas que se observaron fueron de simetria bilateral o pennadas, del tipo
Navicula, aunque también aparecieron algunas diatomeas de simetria radial. Estos
organismos aparecieron en el agua de captacion y en las balsas de vertidos, aunque no
se observaron en el punto N71 ni tampoco en los tanques de hormigdn. Respecto a las
balsas de vertido se encontraron diatomeas en la Balsa Este estando vacia, y en la
Oeste cuando se encontraba en servicio, aunque la cantidad fue mucho mayor en los

casos en los que la balsa estaba vacia.

Las diatomeas pertenecen a la clase Bacillariophyeae, division Crysophyta.
Tienen un citoplasma provisto de niicleo, vacuolas, cloroplastos con clorofilaa y b, y
a menudo con pirenoides. Una caracteristica que las define es que su pared celular esti
compuesta de dos mitades o tecas que se superponen, de celulosa fuertemente
impregnada con silice y adopta morfologias muy variadas, lo cual se utiliza a menudo

para su clasificacion.

En el agua que llega del rio, la presencia de una cierta cantidad de diatomeas
es natural, ya que estas algas son habituales en aguas saladas, dulces y sedimentos
hiimedos (Prescott y cols., 1999; Lépez-Archilla y cols., 2001). El hecho de que no se
hayan detectado en todos los muestreos realizados en el agua de aporte puede deberse
fundamentalmente a la concentracién en que estuviesen en el rio. Normalmente en el
embalse de Embarcaderos las densidades més altas de diatomeas se observan en los

meses de Mayo y Julio y en el otofio. Antes de llegar a las torres de refrigeracion el
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agua pasa por un proceso de decantacion y filtrado y tras salir de las torres no es
extrafio que la cantidad de estas algas se haya reducido. Por esta razén podria
explicarse el que no se hayan observado diatomeas en el punto N71. Cuando el agua
de la purga de las torres de refrigeracion llega a las balsas de vertido, las

caracteristicas que alli se dan pueden favorecer el desarrollo de estos organismos.

La aparicion de diatomeas estd muy relacionado con la disponibilidad de luz;
la orientacion y velocidad del viento también son un factor determinante pues
permiten el movimiento de las aguas y por tanto la renovacion de nutrientes del medio
acuatico (Erga y Heimdal, 1984). Cuando las balsas estan vacias, la radiacién solar y
el calentamiento del agua pueden disparar el crecimiento de las algas. Ademas la
elevada concentracién de nutrientes que hay en el agua puede potenciar el proceso. A
medida que la balsa se va llenando la disponibilidad de luz va siendo cada vez menor
y el desarrollo de las diatomeas queda reducido, sedimentando en el fondo de la balsa,
por lo que su deteccion es menor. Este fendmeno puede apreciarse durante el proceso
de llenado de la Balsa Oeste en los muestreos 10 MW a 13 MW. La mayor cantidad de
diatomeas se observo durante el mes de Mayo de 2003 cuando la balsa Este estaba en
reposo, habia estado lloviendo durante los tres dias previos produciéndose después un
aumento de la temperatura ambiental. Estas condiciones podrian asemejarse a las que
se dan en algunos lagos ricos en nutrientes cuando se producen afloramientos de
diatomeas. Estos afloramientos suelen aparecer en primavera y otofio cuando el agua
superficial aerdbica (epilimnion) se mezcla con la profunda que suele ser anaerdbica
(hipolimnion) por efecto de la temperatura y se producen cambios en la disponibilidad
de nutrientes que estimulan el crecimiento de las algas (Willen, 1991; Arhonditsis y

cols., 2003).
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5.3. IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS
5.3.1. ALGAS FILAMENTOSAS

En Abril de 2002 (Muestreo 3 MW), se observo la aparicion de masas de algas
filamentosas en las balsas de vertido, que anteriormente s6lo se habian detectado en
cantidades minimas. Las algas fueron identificadas por técnicas de Microscopia

Optica como Cladophora glomerata 'y Oedogonium pringsheimii.

Cladophora glomerata es un alga filamentosa muy abundante en rios
eutrdficos de corrientes lentas, lagos y estanques (Dodds y Gudder, 1992). Pertenece a
la clase Clorophyceae, conocida como clorofitas o algas verdes. Presentan
cloroplastos con clorofila a y b y realizan fotosintesis con produccién de oxigeno.
También tienen xantofilas y carotenoides como pigmento accesorio. C. glomerata
crece formando hebras gruesas y tapices adheridos a sustratos. Se han observado
afloramientos o “blooms™ de este alga a finales de primavera y durante el verano como
consecuencia del aumento de la temperatura del agua y la radiacion solar (Menéndez y

Comin, 2000).

Oedogonium pringsheimii también pertenece al grupo de las clorofitas y forma
filamentos, aunque su crecimiento no genera hebras de la misma intensidad que C.
glomerata. Su desarrollo en las balsas de vertido de la CNC fue mucho menor y por

ello, en un sentido amplio, se asume que el comportamiento de ambas algas es similar.

La aparicién de estas algas en las balsas de vertidos podria ser atribuida al
descenso en la concentracién de cobre en el agua tras la sustitucién del primitivo
condensador de laton de la Central en Septiembre de 2000 por uno de titanio. Tras la
disminucion del cobre los crecimientos masivos de algas filamentosas se iniciaron a

raiz de las condiciones estacionales favorables.
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Desde ese momento, a finales de Abril - primeros de Mayo se producen estos
afloramientos de algas filamentosas en las balsas. Para combatirlas, por un lado se
aumenta la frecuencia de cloracion de los sistemas que aportan agua a las balsas de
vertido, y por otro se hacen tratamientos mensuales en las balsas vacias desde Mayo a
Octubre con un algicida (Aquaplex). Este producto es sulfato de cobre pentahidratado
y acomplejado para que no precipite a pH basico. El tratamiento consiste en dosificar
la cantidad de producto necesaria para alcanzar unos 250-500 ug-L™” de ién cobre en el
agua de las balsas. A medida que las balsas se llenan de agua la concentracién de
cobre queda diluida unas 20 veces por lo que no se superan los limites establecidos

para el vertido del agua al rio.

Sin embargo, el cobre tiene una gran tendencia a unirse a una amplia variedad
de moléculas organicas, por lo que puede acumularse en lugares dentro y alrededor de
las células en cantidades importantes. En este sentido los polisacaridos de la pared
celular de las algas proporcionan grupos amino y carboxilo a los que pueden unirse
metales pesados como el cobre (Wilde y Benemann, 1993; Wehrheim y Wettern,

1994; Knauer y cols., 1997).

Cladophora glomerata tiene la capacidad de unir cobre y otros metales
pesados (Vymazal, 1990; Vymazal, 1995; Aksu y Kutsal, 1998; Sternberg y Dorn,
2002) y es una de las algas mas utilizadas como bioindicador de metales pesados por
su presencia frecuente en ambientes contaminados con este tipo de elementos y su
capacidad de acumularlos. Por esta razdn cuando aparecen los afloramientos de algas
en las balsas de vertidos, éstas son retiradas mecanicamente y depositadas en
contenedores donde se dejan secar al sol de dos a tres semanas hasta que quedan
practicamente deshidratadas. En ese momento la cantidad de metales pesados,

fundamentalmente cobre y cinc, que contienen las algas es lo bastante reducida como
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para ser catalogadas como residuo no téxico ni peligroso (BOE, 1989) y susceptible de
ser enviadas al vertedero de inertes de la Central.

5.3.2. BACTERIAS

En el Apartado 3, dedicado a Materiales y Métodos, se detallaban las técnicas
empleadas para el estudio de la poblacién microbiana en el sistema de agua de
circulacién de la CNC, basadas en el aislamiento de los microorganismos en placa

sobre diferentes medios de cultivo.

El R2A es un medio oligotréfico muy utilizado para el cultivo de bacterias de
ambientes acuéticos (Reasoner y Geldreich, 1985). Aunque el agua de las balsas no
reune las caracteristicas para ser considerada oligotrofica, en el agua de aporte asi
como en ¢l punto N71 se esperaba aislar €l mayor nimero de microorganismos en este
medio de cultivo. Sin embargo el TSA, que es un medio general, fue donde se aislaron
mayor nimero de bacterias diferentes (45%) en todos los puntos de muestreo

analizados, seguido del R2A (31,2%) y el STC (23,8%).

A todos los microorganismos aislados, se les extrajo el material genético y
fueron sometidos a caracterizacién mediante PCR-DGGE. En los geles de
poliacrilamida se observé que para algunos microorganismos, perfectamente aislados
a partir de una UFC, un fragmento amplificado del gen 16S rRNA daba lugar a la
aparicion de un patrén de bandas caracteristico en vez de una Unica banda (véanse
Figuras 38-43). Esto se relaciona intimamente con la heterogeneidad del gen y el
nimero de operones del mismo dentro del genoma bacteriano (Farrely y cols., 1995;
Ueda y cols., 1999). Mediante secuenciacién se comprobé que las diferentes bandas

del patrdn observado en la DGGE correspondian a la misma cepa bacteriana.
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También se secuenciaron microorganismos con el mismo patrén de bandas
para comprobar que sus secuencias eran idénticas y gracias a ello la DGGE ha podido
ser empleada en este estudio como técnica de “screening” en la seleccion de los
microorganismos diferentes para ser secuenciados. La DGGE utilizada en este sentido
facilita el procesamiento de gran cantidad de muestras y evita la identificacion
mediante secuenciacién de muestras idénticas, lo que acelera el tiempo del estudio y
supone un ahorro econémico adicional. Ademéas la DGGE ha permitido seleccionar
microorganismos con diferencias en unas pocas bases de ADN, por lo que no se esta

perdiendo informacion en cuanto a cantidad y variedad de cepas bactetianas.

Ya se ha discutido que las técnicas de cultivo permiten determinar un
porcentaje muy pequefio de la poblacion microbiana real que estd presente en el agua
(entre el 1% y el 1%o). Teniendo en cuenta las limitaciones de esta técnica (Bernard y
cols., 2001; Porter y cols., 2004), en el sistema de circulacion de la Central Nuclear de
Cofrentes se han identificado diferentes microorganismos pertenecientes a varios
grupos filogenéticos: -, B-, y y-Proteobacteria, Bacillus-Staphylococcus,
Actinomycetales, Deinococcus-Thermus, y Bacteroidetes (véase Tabla 54). Los més
abundantes en términos de cantidad y de especies diferentes han sido los del grupo

Bacillus-Staphylococcus, y-Proteobacteria y 3-Proteobacteria.

En algunos rios se ha detectado que los grupos de a-, v B-Profeobacteria,
Cytophaga-Flexibacter-Bacteroides (Bacteroidetes), y las bacterias Gram-positivas
con alto contenido en G+C eran los grupos predominantes (Brumer y cols., 2000;
Simek y cols., 2001a; Simek y cols., 2001b). Estos grupos también parecen ser los
dominantes en la mayoria de estudios realizados sobre comunidades bacterianas en
lagos (Hiomns y cols., 1997; Glockner y cols., 2000; Urbach y cols., 2001). Ademas,
Hugenholtz y cols. (1998), que han revisado la composicién de las comunidades

microbianas en varios ambientes naturales, han determinado la presencia frecuente de
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0-, y B-Proteobacteria y de actinobacterias. De todas formas la composicién de las
comunidades microbianas depende del medio en que se encuentren y por tanto de las
condiciones hidroldgicas, pH, temperatura, cantidad de nutrientes, disponibilidad de
sustrato, y consumidores de bacterias, entre otros factores. Por ello, en algunos
estudios en este tipo de ambientes acudticos se ha observado que el grupo de -
Proteobacteria era el mas abundante (Kenzata y cols., 1998; Araya y cols., 2003),
mientras que en otros el grupo de las a-Proteobacteria era el predominante y el de
Bacteroidetes estaba ausente (Feris y cols., 2003). Por su parte, Methé y cols. (1998)

observaron una baja frecuencia del grupo y-Proteobacteria en agua dulce.

En total se han identificado 30 géneros distintos sin tener en cuenta los que se
han clasificado como “no cultivables” (uncultured) o “no identificados” (unidentified)
en la base de datos de NCBI. Entre ellos aparecen bacterias Gram-positivas (43,4%) y

Gram-negativas (56,6%), no existiendo grandes diferencias entre ambas.

La mayoria de los géneros que se han aislado en el sistema de circulacién de
la Central han sido detectados en otros ambientes acudticos (Schwarz y cols., 2004;
Wu y cols., 2004). En este sentido, Pseudomonas, Flavobacterium, Bacillus,
Cytophaga y Vibrio son bastante frecuentes en la microbiota natural de aguas dulces

(Atlas y Bartha, 2002).
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Tabla 54 (I). Microorganismos aislados en el agua del sistema de circulacién de la Central
Nugclear de Cofrentes.

Grupo Microorganismo N°acceso  Agua N71 N74-A001 N74-A002 N74-A005
Filogenético NCBI rio Balsa Qeste Balsa Este Tanque
AY028328 X
Bacillus- Bacillus sp AY124766 X
Staphylococcus AY461699 X
AF128875 X
AF492843 X
AF414443 X X
AB017591 X X
AF169519 X
AF326371 X
X86600 X
AF526899 X
Bacillus cereus AJ586344 X
AJS77275 X
AJ508706 X
AE017013 X
Bacillus ehimensis AY116666 X
Bacillus
endophiticus AF295302 X
Bacillus mojavensis AY436360 X
Bacillus macroides X70312 X
Bacillus
licheniformis X68416
Bacillus indicus AJ583158 X X
Bacillus AY138290 X
thuringiensis
Bacillus pumilus AY456263 X
AY397774 X X
Brevibacillus sp AF228763 X
AJA38305 X
Brevibacillus D78456 X
bortelensis AY373322 X
)..‘Brevz‘bacillus AB112718 X X
invocatus
Brevibacillus D78464 X
reuszeri AB112715 X X
Paenibacillus alvei AJ320491 X
Exiguobacterium sp AJ518821 X X
Exiguobacterium 59779 X X
acetylicum
Glacial ice AF479360 X
bacterium
Staphylococcus AJ514249 X
hominis
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Tabla 54 (II). Microorganismos aislados en el agua del sistema de circulacion de la Central
Nuclear de Cofrentes.

Grupo Microorganismo N°acceso  Agua NT1 N74-A001 N74-A002 N74-A005
Filogenético NCBI rio Balsa Oeste  Balsa Este Tanque
Agrobacterium sp AF482682 X
a-Proteobacteria | Agrobacterium AF406666 X
tumefaciens AF508094 X
Rhizobium sp AJ294417 X
R X94098 X X
Sphing, P TAFI128870 X
Sphingomonas AB024289 X
ursincola
Blastomonas
natatoria Y13774 X
Novosphingobium AJ416411 X
hassiacum
Novosphingobium AB025014 X
subterraneum
Paracoccus sp AB025188 X
Uncultured
bacterium Al307938 X
Hydrogenophaga
B-Proteobacteria | defluvii AI385993 X X X
Hydrogenophaga AF078768 X X
taeniospiralis
AY093698 X X
Acidovorax sp AY463206 X X
AF235010 X
AJ012071 X
Y18617 X
Vogesella AB021385 X
indigofera
Dechloromonas sp AJ318917 X
Comamonadaceae AJ505858 X
bacterium
AF015487 X
Pseudomonas sp 3617639 X
Unidentified - AB013258 X
proteobacterium
F4312
Uncultured j- AP X
Dproteobacterium AT582191 X
B Proteobacterium  AY299334 X
Unidentified Y11465 <
bacterium
Unidentified 793973 x
bacterium
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Tabla 54 (H1). Microorganismos aislados en el agua del sistema de circulacion de la Central
Nuclear de Cofrentes.

Grupo . . N°acceso  Agua N74-A001 N74-A002 N74-A005
Filogenético Microorganismo NCBI rio N7l Balsa Qeste  Balsa Este  Tanque
Acromonas sp AB064357 ' X
y-Proteobacteria AY178568 X
Aeromonas AY130992 X X X
culicicola
A nas veronii AF418211 X X X
eromaonas veronii AF418213 X
f;enotrophomanas AJ002814 X
Stenotrophomonas
maltophila AJ518813
;’;eudaxantomonas AY124375
AF408929 X
Pseudomonas sp AY259121 X
AY275480 X
AY394845 X
AF521652 X
AJ272546 X
Pseudomonas AY162139 X
aeruginosa
Pseudomonas AY297752 X
putida AY308050 X
Pseudomonas AF094721 X X
alcaligenes
Pseudomonas AJ628163 X
pseudoalcaligenes
Pseudomonas AY297786 X
nitroreducens
Shewanella sp AB111109 X
Rahnella sp AB030924 X
Klebsiella sp AY363386 X
Vibrio cholerae AY513501 X
AF541930 X
y Proteobacterium AF542077 X
AY077611 X
Rhodococcus
Actinomycetales | rhodochrous AF439261 X
C:urtobacterzum X77436 X
citreum
Microlgactertaceae AY504472 x
bacterium
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Tabla 54 (IV). Microorganismos aislados en el agua del sistema de circulacion de la Central
Nuclear de Cofrentes.

Grupo . . N°acceso  Agua N74-A001 N74-A002  N74-A005
Filogenético Microorganismo NCBI rio N71 Balsa Oeste  Balsa Este Tanque
Deinococeus s AB022911 X X X X
Deinococcus- P AJ585237 X
Thermus Deinococcus
orandis AY424359 X
Flexibacter flexilis AB07054 X
Bacteroidetes Hongiella AV264838 x x
mannitolivorans
Uncultured
Crtophaeales AY136073 X
Flavobacterium sp gigg gi? §
Flavobacterium AB075231 X X
limicola
Flavobacteriales AY275497 X
bacterium
Antartic bacterium AJ440977 X
Uncltured
bacteroidetes AJ318181 X X
Bacteroidetes AJ622887 X X
bacterium

La proporcién de microorganismos de cada grupo aislados en los diferentes

puntos de muestreo aparece en la Tabla 55.

Tabla 55. Porcentaje de microorganismos aislados en los diferentes puntos del sistema de
circulacién de la Central Nuclear de Cofrentes.

Porcentaje de microorganismos aislados
Grupo Filogenético NTAAOL NTLAC:
Agnario  N7L  po1 OQeste  BalsaEste A0S

Bacillus/Staphylococcus 29,2 50 25,5 32,9 10
a-Proteobacteria 8.3 10,7 8,5 5,1 10
[Proteobacteria 12,5 3.6 23,4 21,5 50
Proteobacteria 29,2 - 24,5 19 -
Actinomycetales 8.3 — — 3.8 —
Deinococcus-Thermus 4,2 35,7 9,6 7,6 —
Bacteroidetes 8.3 — 8.5 10 30
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En el agua de aporte se encuentran representados todos los grupos

filogenéticos identificados en el estudio. En la Figura 50 se presenta la relacion

filogenética entre los microorganismos aislados en los dos muestreos que se

efectuaron en este punto.

7.1 MW -2 — Agrobacterium

76

55 —— 7.1 MW -14
79 53 7.1 MW -9 [-Proteobacteria
57 41 MW 11
4.1 MW -5 — Stenotrophomonas
8 100 [ AT MWA }Aeromonas
4.1 MW -10
82 —— 4.1 MW -12
100 e 71 MW -13 }Pseudomonas
71MW -1 — Deinococcus
100 — 4.1 MW -16 — Rhodococus
68 71 MW -4 Curtobacterium
79 4.1 MW -17 — Glacial ice bacterium
100 4.1 MW -13
92 41MW-8 Bacillus
0 —— 4.1 MW -15
100 4.1 MW -9

7.1 MW -12 — Bacteroidetes
7.1 MW -10 —Flavobacterium

Figura 50. Arbol filogenético de los diversos microorganismos aislados en el agua de aporte a

la CNC.
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Uno de los microorganismos identificados en el muestreo 4 MW (4.1 MW-2)
tuvo que ser eliminado del arbol porque la cantidad de pares de bases secuenciadas era
insuficiente para incluirlo en el andlisis filogenético. El género Bacillus del que se
identificaron 6 UFC en el muestreo 4 MW no se detectd en el muestreo 7 MW,
mientras que Deinococcus, y los grupos Bacteroidetes y «-Proteobacteria se

detectaron en el muestreo 7 MW pero no en el 4 MW,

La relacion filogenético de las bacterias identificadas en el punto N71 se

muestra en la Figura 51.

Con un unico muestreo, en este punto se identificaron 7 géneros diferentes
estando representados todos los grupos filogenéticos excepto el de y~Proteobacteria,

Actinomycetales y Bacteroidetes.

En la Balsa Oeste se detectaron todos los grupos filogenéticos excepto el de
los Actinomycetales (Figura 52). Uno de los microorganismos D. grandis (14.5 MW-
9) fue eliminado del arbol filogenético por tener pocas pares de bases para ser incluido
en el andlisis. En el grupo de las #Proteobacteria aparecen dos Pseudomonas (cuando
este género pertenece al grupo de las y-Proteobacteria). Este fenémeno se debe a una
incorrecta identificacion de ambas bacterias en la base de datos de NCBI. En este
trabajo, a estos dos microorganismos se les ha mantenido el nombre de Pseudomonas
pero se han considerado dentro del grupo de las [-Proteobacteria ya que el analisis

filogenético las encuadra en este grupo.
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14.2 MW-16 )

96

60 14.2 MW -20

> Bacillus

100 L _{42MW-14

100

142 MW -19

14.2MW -1 — Staphylococcus
14.2MW-2

100

100 |

14.2 MW -4

14.2 MW -8 & Brevibacillus

56 100

14.2 MW 26
14.2 MW -13 )
14.2 MW 21

100

\ Deinococcus

100 14.2 MW -6

14.2 MW 25 J

142 MW -18 _— Hydrogenophaga

14.2 MW -32
88
14.2 MW -33 Blastomonas
100

14.2 MW -30 — Sphingomonas

Figura 51. Arbol filogenético de los microorganismos aislados en el punto N71.

Todas las bacterias identificadas en la balsa vacia han aparecido también en la
balsa en servicio, excepto el género Paenibacillus. Hay que tener en cuenta que en la
balsa en servicio se han identificado ademas otros muchos géneros bacterianos que no

aparecen en la balsa vacia puesto que en ella solo se efectué un muestreo.
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4.3 MW-6
5.5 MW-15
5.5 MW-9
10.5 MW-§
7.5 MW-8
5.5 MW-2
7.5 MW-11
13.5 MW-1
7.5 MW-5

4.3 MW-16 Shewanella

14.5 MW-13

4.3 MW-1

10.5 MW-3 Aeromonas

4.3 MW-2

13.5 MW-12 —  Stenotrophomonas
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13.5 MW-21
13.5 MW-20 — Dechloromonas

13.5MW-9 — Vogesella

10.5 MW-11 Pseudomonas
13.5 MW-11
13.5 MW-6 — [B-Proteobacterium

5.5 MW-5 )

14.5 MW-16 Acidovorax

5.5 MW-4

13.5 NW-18 — Comamonadaceae

14.5 MW-31

5.5 MW-3

5.5 MW-16

5.5 MW-10

5.5 MW-13 — Paracoccus
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7.5 MW-13

13.5 MW.7
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55MW-12 T Novosphingobi

S T } lovosphingobinm

10,5 MW-4

4.3 MW-4 Exiguobacterium

4.3 MW-12

10.5 MW-2

13.5 MW-5

14.5 MW-24

14.5 MW-10 Brevibacillus

13.5 MW-8

13.5 MW-23

43MW-3 — Paenibacillus

10.5 MW-7

14,5 MW-18

4.3 M-

5.5 MW-7 Bacillus

7.5 MW-3

14.5 MW-14

14.5 MW-15

14.5 MW-21

7.5 MW-4

7.5 MW-1

00 14.5 MW-23
& 14.5 MW-20

5.5 MW-6

mo: 5.5 Mw-14
7.5 MW-12 }

Pseudomonas

Hydrogenophaga

Sphingomonas

100

Deinococcus

100 7.5 MW-1Q
700 L 135MW-16
14.5 MW-30
00 10.5 MW-17
98 10.5 MW-13
96— 13.5 MW-13

Bacteroidetes

Figura 52. Arbol filogenético de los microorganismos aislados en la Balsa Oeste.
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En los muestreos 10 MW y 13 MW, aunque aparecen varios microorganismos
idénticos se observan diferencias en las bacterias aisladas a diferente altura de llenado
de la balsa. Por un lado, esto podria atribuirse a las técnicas de cultivo, ya que el
muestreo 10 MW tardé en ser procesado unos dias y por ello algunos de los
microorganismos no pudieron recuperarse de las placas de cultivo. Por otro, hay que
considerar que en el muestreo 13 MW la Balsa Oeste ha recibido mas cantidad de

agua que le ha podido aportar variabilidad microbiana.

Al comparar los microorganismos identificados en los diferentes muestreos
efectuados en la Balsa Oeste se aprecia que la mayor variabilidad se detecta durante el
mes de Agosto, a pesar de que en ese mes los recuentos de cultivables fueron menores.
En la primavera de 2003, donde se contaron més microorganismos cultivables fue, sin
embargo, donde se detectaron menos géneros de bacterias diferentes. Queda
mencionar que el grupo de las -Proteobacteria no se detectd en el muestreo 7 MW,
el de a-Proteobacteria no estuvo presente en el muestreo 14 MW y Deinococcus falta

en los muestreos 10 MW a 13 MW.

Respecto a la Balsa Este, se identificaron 16 géneros diferentes cuyas
relaciones filogenéticos se muestran en la Figura 53. Algunas de las secuencias
tuvieron que ser eliminadas al efectuar el arbol filogenético debido a que las distancias
evolutivas impedian aplicar el modelo Jukes-Cantor. Todos los grupos filogenéticos

estan presentes, incluido el de los Actinomycetales que no aparecia en la Balsa Oeste,

aunque s6lo se detectd un microorganismo durante el muestreo 8 MW.
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Figura 53. Arbol filogenético de los microorganismos aislados en la Balsa Este.
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En el muestreo 4 MW sélo se identificaron 3 géneros diferentes por problemas
durante el cultivo microbiano. Sin tener en cuenta este muestreo, los demds grupos
filogenéticos estdn presentes en la balsa llena v fuera de servicio. Los muestreos 8
MW y 9 MW, que corresponden a la Balsa Este vacia, se realizaron en dias
consecutivos y puede apreciarse que hay diferencias en la composicion de
microorganismos, lo que puede ser atribuible a las limitaciones de las técnicas de

cultivo mencionadas con anterioridad.

Por 0ltimo, en el tanque de hormigdén el recuento de microorganismos
cultivables fue el mas alto de todos los efectuados en este trabajo, pero sélo pudieron

identificarse 4 géneros diferentes (Figura 54).

5.6 MW -10
99

100 L—— 56 MW-14 Acidovorax

76 5.6 MW -4

5.6 MW -15 — Agrobacterium

56 MW-5 — Bacillus

56 MW-6 — Flavobacteriales

Figura 54. Arbol filogenético de los microorganismos aislados en el tanque de hormigén
N74-AA005. ‘

Si se tienen en cuenta los microorganismos identificados en todos los puntos

de muestreo del sistema de circulacion de agua de la Central, se aprecia que Bacillus
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es el unico que aparecié en todos ellos. Los miembros de este género son bacilos,
Gram-positivos, aerobios, quimioheterdtrofos versétiles, capaces de utilizar una
amplia gama de compuestos organicos simples, y mesofilos con temperaturas éptimas
de crecimiento entre 30 °C y 45 °C. Gracias a su capacidad de formar esporas pueden
resistir variaciones de las condiciones ambientales. En este sentido, se ha detectado en
el agua del rio Tinto en Espafia, el cual tiene unas caracteristicas bastante peculiares
sobre todo respecto a pH y concentracién de metales pesados que hacen que las
poblaciones microbianas que lo componen sean muy diferentes a las encontradas en

otros rios considerados “normales” (L.Opez-Archilla y Amils, 1999).

Pseudomonas v Deinococcus se identificaron en todos los puntos excepto en
el tanque de hormigon; el grupo Bacteroidetes se detectd a lo largo de todo el sistema
menos en el punto N71. Como ya se ha mencionado, es necesario considerar que en
estos dos puntos, el N71 y el tanque de hormigdn, sélo se realizéd el aislamiento de
microorganismos cultivables en una ocasidén por lo que no es extrafio que muchas de

las bacterias aisladas en otros puntos del sistema no estén presentes.

Todos los géneros microbianos identificados en el agua del rio aparecen
también en el agua de las balsas excepto los del grupo Actinomycetales, aunque en la
Balsa Oeste se detecté un microorganismo distinto de este grupo filogenético. En las
balsas aparecen ademas nuevos microorganismos procedentes de otros puntos del
sistema de agua de circulacion de la Central. Por ejemplo, los géneros
Exiguobacterium, Sphingomonas, Novosphingobium y Acidovorax, estan presentes en
el agua de vertido pero no en el agua de aporte. Otros géneros que aparecen en las
balsas como Brevibacillus e Hydrogenophaga, no se detectaron en el agua del rio pero
la causa de ello puede ser que en los muestreos en los que se detectaron estos

microorganismos no se hicieron aislamientos en el agua de aporte.
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En el muestreo 13 MW en la Balsa Oeste se identificd una cianobacteria,
Thermosynechococcus elongatus con un 63,54% de homologia con €l microorganismo
de nimero de acceso AP005375 en la base de datos del EMBL. Ni las técnicas de
microscopia, ni la amplificacién por PCR del agua del sistema de circulacién de la
Central con cebadores especificos de este grupo, permitieron la deteccién de estas
bacterias en otra ocasion, a pesar de ser consideradas microorganismos frecuentes en

aguas dulces (Prescott y cols., 1999; Niibel y cols., 2000).

El medio de cultivo Postgate B, utilizado para la deteccidn de bacterias
reductoras de sulfato, vird a color negro en todos los puntos del sistema de circulacion
de agua de la Central, lo que indica produccién de sulfuro de hidrogeno y la posible
presencia de estas bacterias. Sin embargo, mediante secuenciacion no fue posible su
deteccion y tan s6lo se identificaron microorganismos del género Clostridium y uno
relacionado con el filo Bacteroidetes (Figura 55), los cuales son capaces de generar
sulfuro de hidrégeno a partir de compuestos del azufre pero no mediante reduccién de
sulfato. Estos microorganismos forman parte de la flora natural del tracto intestinal del
ser humano y otros animales (Prescott y cols., 1999) por lo que su presencia en aguas
es habitual y su capacidad de formar esporas hace que puedan tolerar condiciones
ambientales extremas.
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Figura 55. Arbol filogenético de los microorganismos aislados en Postgate E.

De todos los microorganismos que se han identificado en el agua de aporte de

la CNC sélo 3 géneros, Bacillus, Pseudomonas, y Stenotrophomonas, se han aislado

también en el agua de las piscinas de almacenamiento de combustible nuclear gastado

de la misma central en estudios anteriores (Sarré, 2003; Chicote, 2004). Por el

contrario, otros microorganismos que han aparecido con mucha frecuencia en el agua

de estas piscinas como Ralstonia, Nocardia y Burkholderia, no se han detectado en

ninguno de los puntos del sistema de circulacion de la Central. Esto significa que en el

agua de las piscinas de almacenamiento de combustible nuclear gastado se estan
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seleccionando aquellos microorganismos que retinen las caracteristicas adecuadas para
tolerar las condiciones de radiactividad que se dan en ellas. Una curiosidad es que el
género Deinococcus, que se ha detectado en todos los puntos analizados del sistema de
agua de circulacion de la Central no se ha encontrado en las piscinas de
almacenamiento de combustible nuclear gastado. Este microorganismo Gram-positivo,
aerobio, se ha aislado en multitud de ambientes como carne picada, heces, aire, suelo,
agua dulce, etc. (Makarova y cols., 2001). Es extremadamente resistente a los efectos
letales y mutagénicos de la radiacion ionizante (Battista, 2000) debido a su capacidad
de reparacién del ADN, en cuyo mecanismo se encuentra implicada, entre otros

mecanismos, una proteina Rec A excepcionalmente eficaz (Daly y cols., 1994).

Por otro lado, Staphylococcus y Sphingomonas, que se han aislado en las
piscinas de almacenamiento de combustible nuclear gastado también se han detectado
en las balsas de vertido, lo que implica su presencia en el sistema de refrigeracion de

la Central aunque no se hayan observado en el rio.

54. CARACTERIZACION DE MUESTRAS AMBIENTALES

La caracterizacion de poblaciones microbianas mediante el empleo de la PCR-
DGGE es una técnica muy habitual en el estudio de muestras ambientales de distinta
procedencia (Iwamoto y cols., 2000; Watanabe y cols., 2000; Jackson y cols., 2001b;
Ogino y cols., 2001; Sekiguchi y cols., 2002; Crump y cols., 2003; Ercolini, 2004).
Los patrones de bandas que se generan permiten detectar de forma rapida cambios en
la estructura de la comunidad microbiana (Muyzer y cols., 1997; Casamayor y cols.,
2000; Schéfer y cols., 2000) y variaciones en la composicion de las poblaciones de

unas muestras a otras.
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La determinacién de la diversidad de especies basandose exclusivamente en el
nimero de bandas diferentes observadas en el gel de DGGE resulta complicado,
puesto que hay muchas bacterias que presentan varias copias del gen 16S rRNA
(Klappenbach y cols., 2000). Sin embargo, este criterio se ha utilizado previamente
como una estimacion de la riqueza de especies en sistemas acuéticos y terrestres (Van
Hannen y cols., 1999; Zhou y cols., 2002; Feris y cols., 2003). Asimismo, la
intensidad de las bandas de DGGE se ha empleado en estudios previos como una
medida relativa de la densidad de poblacién (Jackson y cols., 2001a; Mccaig y cols.,
2001), aunque existen dudas al respecto debido a la influencia del desarrollo de la
PCR en el nimero de bandas que pueden ser detectadas posteriormente en la DGGE
(Becker y cols., 2000).

En la caracterizacidon microbioldgica de muestras ambientales muchos
investigadores utilizan cebadores universales, mientras que otros se decantan por el
uso de cebadores especificos del dominio Bacteria o Archea y otros, en cambio,
aplican cebadores universales para amplificar el material genético total y
posteriormente cebadores especificos de los diferentes grupos bacterianos de interés.
En este trabajo se han empleado cebadores universales en un protocolo denominado
Seminested-PCR para amplificar el material genético de las comunidades microbianas
presentes en el sistema de circulaciéon de agua de la Central Nuclear de Cofrentes.
Como ya se comentd en el Apartado 3.8.2, de Materiales y Métodos, se emplearon
varios pares de cebadores para comprobar cuales generaban mejores resultados. En
funcion de las secuencias de los cebadores y las condiciones de temperatura en la
rampa de la PCR la amplificacién del material genético puede verse modificada
(Suzuki y Giovannoni, 1996; Marchesi y cols., 1998; Chang y cols., 2000) y afectar a
los resultados en la DGGE (Fox y cols., 1992; Ferris y Ward, 1997). Por ello tras

utilizar diferentes protocolos de amplificacién se llegé a la conclusion de que los
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mejores resultados en el gel de DGGE se obtenian con los pares de cebadores 341
F//907 Ry 341 F-GC//531 R, que ya han sido utilizados por otros autores en trabajos

similares (Schifer y cols., 2000; Watanabe y cols., 2001; Schabereiter-Gutner y cols.,
2002).

También fue necesario poner a punto las condiciones de la DGGE y para ello
se utilizaron diferentes gradientes desnaturalizantes en la elaboracion del gel, y se
probaron electroforesis a diferentes voltajes y con tiempos variables. En este caso se
comprobé que se obtenian resultados bastante buenos en un periodo de tiempo no
demasiado largo si se efectuaba la DGGE a 180 V durante 210 minutos con un gel de
rango desnaturalizante 20%-60% en tampdn TAE 0,5X.

Con las condiciones de PCR-DGGE establecidas se pudo efectuar la
comparacion de la comunidad microbiana de los diferentes puntos del sistema de
circulacion de agua de la CNC, asi como a lo largo del periodo que durd el presente

estudio.

En los muestreos 4 MW, 6 MW y 7 MW se efectud la caracterizacion
microbiana de las muestras de agua en diversos puntos del sistema. En la Figura 44
puede observarse el muestreo 6 MW en el que se analizo el agua de aporte, €l punto
N71, la Balsa Este y el tanque de hormigén N74-AA004 que se encontraban en
servicio. Cada punto de muestreo presenta un patréon caracteristico con bandas
exclusivas que s6lo se detectan en dicho punto. Asimismo, aparecen bandas que se
repiten en varios puntos de muestreo. Es el caso de algunas de las bandas que aparecen
en el agua de aporte, que se encuentran también en el punto N71, en la balsa de
vertidos y en el tanque de hormigdn, lo cual es 1dgico dado que el agua que llega del
rio y sale de las torres de refrigeracion llega a los tres puntos. De la misma manera

algunas de las bandas que aparecen en el tanque de hormigon estan presentes en la
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balsa de vertidos, pues el agua de los tanques se libera a las balsas tras una serie de

controles radioquimicos que ya se han mencionado.

Por otro lado, es necesario considerar que el sistema de refrigeracion no €s
aséptico y estéd abierto a las condiciones ambientales del exterior. Ademas recibe una
serie de tratamientos quimicos y aportes de agua procedentes de otros sistemas de la
Central que pueden afectar a la comunidad microbiana haciendo que aparezcan nuevos
microorganismos o que se seleccionen o se inhiban otros, por lo que es normal que

aparezcan bandas diferentes en cada punto.

Las semejanzas y diferencias en la comunidad microbiana del agua de aporte y
de vertido de las balsas también puede apreciarse en los muestreos 4 MW (véase
Figura 44) y 7 MW (véase Figura 45). En el Apartado 4.5.1, de Resultados, ya se
comentaron las bandas que aparecian en comin en el agua del rio y la balsa que estaba
en servicio, que en los tres casos vienen a ser unas 8§ bandas. Ademas aparecen
también bandas afines en el agua del rio y la balsa que se encuentra fuera de servicio,
lo cual no es extrafio ya que, como se ha descrito previamente, gran parte del agua que

llega a las balsas procede de las torres de refrigeracion.

En el muestreo 5 MW (Figura 44) se compararon los patrones de bandas de la
Balsa QOeste y el tanque de hormigén N74-AA005, ambos en servicio, y puede
apreciarse de la misma manera que en el muestreo 6 MW, que aparecen bastantes

bandas en comun entre ambos puntos.

En los muestreos 8 MW y 9 MW se analizd el patron de bandas de la Balsa
Este fuera de servicio en dos dias consecutivos (véase Figura 45, A). Ambos patrones
son idénticos, no existiendo diferencias en la composicion de la poblacion microbiana
de un dia a otro. Sin embargo, mediante las técnicas de cultivo si se observaron

diferencias en las UFC identificadas los dos dias, lo que pone de manifiesto lo que ya

Ana M. Garcia Ruiz 221



Discusién

se ha mencionado en varias ocasiones, es decir, las limitaciones de las técnicas
tradicionales de cultivo en el estudio de las comunidades microbianas de muestras

ambientales.

La evolucién de la poblacidn microbiana durante el proceso de llenado de la
Balsa Oeste se analizd en los muestreos 10 MW a 13 MW. En la Figura 45 (B) se
puede apreciar que apenas existen variaciones en la composicién de microorganismos,
pues los patrones de bandas son practicamente idénticos. Sdlo se aprecia la aparicion
de dos bandas nuevas en los dos ltimos dias de llenado de la balsa. En este caso, las
técnicas de cultivo permitieron detectar mayor numero de bacterias diferentes en el
muestreo 13 MW, cuando la balsa estaba totalmente llena, que en el 10 MW, cuando
acababa de empezar a llenarse, por los problemas en la manipulacién de las muestras

de agua y los ya mencionados inconvenientes de las técnicas de cultivo.

En la CNC también se analizé la evolucién de la poblacién a lo largo del
estudio en los diferentes puntos del sistema de circulacion de agua para ver si existia
estacionalidad. En ambientes acuéticos, como rios y lagos, se han descrito patrones
estacionales en la estructura de la comunidad microbiana (Leff y cols., 1998;
Pernthaler y cols., 1998; Sekiguchi y cols., 2002) y se ha observado que aunque la
abundancia total de células bacterianas se mantiene més o menos constante a lo largo
del afio, los diferentes grupos filogenéticos presentes muestran variaciones (Glockner
y cols., 1999; Glockner y cols., 2000; Brumer y cols., 2000; Feris y cols., 2003). Asi,
Bano y Hollibaugh (2002) detectaron que el grupo de y-Proteobacteria era mas
abundante en invierno que en verano y que el género Cyfophaga s6lo se encontraba

presente en verano.

En el agua de aporte puede observarse que hay una variacién importante en la
composicion microbiana a lo largo del tiempo, pues los patrones de bandas son

bastante diferentes (véase Figura 46) a pesar de que existen algunas bandas comunes.
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Sin embargo, el nimero de bandas de los tres patrones no varia practicamente por lo

que la riqueza de la poblacién puede ser considerada similar.

En el caso de los tanques de hormigén, cada muestreo se efectu6 en un tanque
diferente (Figura 47). Teniendo en cuenta el nimero de bandas, se puede decir que la
poblacién microbiana de los tres tanques es muy parecida puesto que aparecen muchas
bandas en comun y que el tanque N74-AA005 es donde aparece mayor complejidad
bacteriana. Las técnicas de dilucidn y siembra en placa de cultivo permitieron detectar
9 patrones de bandas diferentes en este mismo tanque aunque soélo pudieron
identificarse 6 bacterias diferentes, mientras que la caracterizacién ambiental por
PCR-DGGE ha puesto de manifiesto la presencia de 14 bandas que podrian

representar microorganismos diferentes.

Las balsas de vertido se muestran en las Figuras 48 v 49. Tanto en un caso
como en otro, la mayor riqueza de especies microbianas se aprecia cuando las balsas
se encuentran en servicio, apareciendo mayor namero de bandas en el gel que cuando
estan vacias. Los patrones de bandas son bastante diferentes segin el estado en que se
encuentre la balsa, auque existen bandas comunes dentro de cada balsa e
independientemente de si estan llenas o fuera de servicio, lo que implica que hay una
parte de la poblacién que se mantiene constante a lo largo del tiempo. También hay
diferencias dentro de cada balsa seglin el estado en que se encuentren. Asi, la balsa
Este llena presenta patrones muy diferentes en los muestreos efectuados durante
Septiembre de 2002 y Febrero de 2003 aunque el nimero de bandas en el gel es
idéntico y lo mismo sucede en Mayo y Junio de 2003 cuando la balsa estaba vacia. En
la Balsa Oeste la mayoria de los muestreos se efectuaron en servicio. El patrén de
bandas del agua de esta balsa cuando esta llena es muy similar en los muestreos de
Noviembre de 2002 y Mayo de 2003, apareciendo un grupo de bandas comunes que

tienen su homoélogo en el muestreo de Agosto de 2003 (véase Figura 49). En este
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ultimo muestreo fue donde se aprecié mayor complejidad bacteriana al igual que
sucedia en la identificacion de microorganismos cultivables, a pesar de que fue cuando

los recuentos de totales y de cultivables fueron mas bajos.

Si comparamos unos puntos con otros se puede apreciar que la riqueza de
especies en el agua del rio y en la de vertido es muy similar, apareciendo de 18 a 20
bandas diferentes, mientras que en los tanques de hormigdn es donde se observan

menor cantidad de especies distintas.

Las bandas mds representativas del gel de DGGE se cortaron y se
reamplificaron para ser identificadas, pero ninguna banda produjo secuencias que
pudieran ser utilizadas de forma satisfactoria en el NCBI. Aunque algunos autores han
puesto de manifiesto la utilidad de esta técnica (Ferris y cols., 1996; Ogino y cols.,
2001), en la mayoria de los casos se producen secuencias ambiguas imposibles de ser
identificadas (Chang y cols., 2000; Benlloch y cols., 2002). Adema4s, los fragmentos
de ADN procedentes de las bandas representan unas 160 pb, lo cual puede

proporciona informacién a nivel de género pero nunca a nivel de especie.

La incapacidad de secuenciar el ADN de las bandas del gel DGGE hizo
imposible la comparacion de las comunidades microbianas de unos muestreos con
respecto a otros y también de un mismo muestreo a lo largo del tiempo. Por ello no
pudo determinarse la existencia o no de relaciones entre la aparicion de los
afloramientos de algas filamentosas y diatomeas con los grupos bacterianos presentes

en el sistema de refrigeracion de la Central.

Algunos autores han puesto de manifiesto que cuando se produce un bloom
tienen lugar cambios en la cantidad y disponibilidad de la materia organica, que se
pueden reflejar en cambios en la abundancia bacteriana (Smith y cols., 1995; Bratbak

y cols., 1998; Li y Dickie, 2001). Estos cambios en el nimero de células microbianas
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pueden ocurrir sin que se produzcan variaciones en la composicion filogenética de la
comunidad microbiana (Hofle y cols., 1999; Schauer y cols., 2000; Riemann y
Middelboe, 2002; Larsen y cols., 2004), o ser el resuitado de una sucesién en la
poblacién con bacterias con diferentes capacidades metabdlicas en los distintos
estadios del bloom que pueden ser detectados en los patrones de bandas de DGGE
(Middelboe y cols., 1995; Acinas y cols., 1999). En este sentido, Rieman y cols.
(2000) y Riemann y Winding (2001), observaron un predominio del grupo o-
Proteobacteria y Cytophagales después de un bloom de diatomeas que se reflejé en el
patrén de bandas de la DGGE. Por su parte Yager y cols. (2001) estudiaron los
cambios que tenian lugar en la estructura de la comunidad microbiana con respecto a
la apariciéon de un bloom de algas en primavera, observando que el grupo de -
Proteobacteria aparecia en los primeros estadios del bloom y desaparecia durante su
apogeo, mientras que Cyfophaga estaba presente durante el desarrollo maximo del

bloom.

En la Gitima parte del estudio se decidid poner a punto las técnicas de clonaje
para tratar de identificar las bacterias “no cultivables™ presentes en las muestras de
agua del sistema de circulacidn de la Central y establecer las relaciones filogenéticos

oportunas.

Al no ser uno de los objetivos del presente estudio y debido a que las técnicas
de clonaje son caras y requieren mucho tiempo no han podido incluirse resultados en
esta tesis doctoral, quedando pendiente como parte de los objetivos a desarrollar en un

futuro préximo.
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6.

CONCLUSIONES

Las caracteristicas fisico-quimicas del agua de aporte a la Central Nuclear
de Cofrentes son diferentes a las del agua de vertido, debido
fundamentalmente a la evaporacién que se produce en las torres de
enfriamiento. Sin embargo, el agua de vertido tiene escaso efecto sobre el
medio receptor, ya que el caudal del rio es capaz de diluir los aportes
efectuados desde la Central. Ademds, los vertidos cumplen con la

legislacion vigente por lo que pueden ser liberados al rio.

El nimero total de microorganismos encontrados en el sistema de
circulacién de la Central (10° microorganismosmL") estd en
concordancia con los referenciados por otros autores en aguas dulces, y no
muestra diferencias importantes a lo largo del sistema de circulacion de

agua de la Central, ni en funcion de la época del afio.
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Del total de microorganismos presentes en las muestras de agua sélo un
pequefio porcentaje puede ser detectado en los medios de cultivo, siendo
el medio TSA el que permite el aislamiento de mayor ndmero de UFC

diferentes en el agua de la Central.

Las técnicas de recuento por dilucién y siembra en placa ponen de
manifiesto las limitaciones de las técnicas tradicionales de cultivo en el
estudio de la comunidad microbiana del agua del sistema de circulacién

de agua de la Central Nuclear de Cofrentes.

En el agua del sistema de circulacién de la Central se han identificado
diferentes microorganismos pertenecientes a varios grupos filogenéticos:
o-, B-, ¥ vy-Protecbacteria, Bacillus-Staphylococcus, Actinomycetales,
Deinococcus-Thermus, y Bacteroidetes. Los mas abundantes en términos
de cantidad y de especies diferentes han sido Bacillus-Staphylococcus, y-
Proteobacteria y B-Proteobacteria. Entre los microorganismos aislados
han aparecido bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, siendo estas
tltimas un poco més abundantes.

La composicion de la poblacion de bacterias cultivables varia entre puntos
de muestreo, asi como de unos muestreos a otros. Bacillus es el tnico

género que se presenta en todos los puntos de muestreo.

Todos los géneros microbianos identificados en el agua del rio aparecen
también en el agua de las balsas, excepto los del grupo Actinomycetales.
En las balsas de vertido aparecen ademas microorganismos procedentes

de otros puntos del sistema de agua de circulacion de la Central.

En las balsas de vertidos se han encontrado los mismos géneros

bacterianos cuando estén llenas y fuera de servicio.
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9. La utilizaciéon de la PCR-DGGE ha permitido la caracterizacion de la
poblacion microbiana del agua del sistema de refrigeracion de la Central,
siendo los pares de cebadores 341 F//907 R y 341 F-GC//531 R los

seleccionados para llevar a cabo tal proceso.

10. La PCR-DGGE ha permitido poner de manifiesto que cada punto de
muestreo presenta un patron de bandas caracteristico representativo de la
comunidad bacteriana que hay en el agua. Estos patrones de bandas
muestran diferencias a lo largo del sistema de circulacion de la Central
Nuclear de Cofrentes, asi como en funcién de la época en que se efectiien

los analisis.

11. La riqueza de especies, dada por el nimero de bandas en la DGGE, es
muy similar en el agua de aporte y de vertido, aunque no correspondan a
los mismos microorganismos. En el tanque de hormigén es donde se

detectan menor nimero de especies distintas.

12. En las balsas de vertido, la mayor diversidad bacteriana se observa cuando

se encuentran en servicio.

13. Los afloramientos de algas filamentosas que se producen en las balsas de
vertido en primavera podrian estar asociados al descenso en la
concentracion de cobre en el agua tras la sustitucién del condensador

principal en la Central.

14. No se ha podido establecer relaciones entre la aparicién de los
afloramientos de algas filamentosas y diatomeas con los grupos
bacterianos presentes en el sistema de refrigeracion de la Central por la

incapacidad de secuenciar las bandas del gel de DGGE.
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15. Es necesario llevar a cabo técnicas de clonaje, que permitan llevar a cabo

el establecimiento de estas relaciones.
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7. LINEAS DE INVESTIGACION FUTURAS

Como se ha comentado previamente, la dificultad en la secuenciacién del
ADN de las bandas del gel de DGGE ha provocado que se busquen otras alternativas
para la identificacién de las comunidades microbianas del agua. Por ello, durante las
ultimas fases del estudio se han estado poniendo a punto técnicas de clonaje, que
permitiran la identificacion de las bandas mas representativas de los geles de DGGE.
Asi, podran establecerse relaciones filogenéticas entre los miembros de las comunidad
bacteriana presente en los distintos puntos del sistema de circulacién, asi como a lo
largo del transcurso del tiempo. Con ¢llo se pretende buscar una asociacion entre la
apariciéon de blooms de algas y los grupos filogenéticos presentes en ¢l agua del
sistema. De esta manera podria preverse la formacion de afloramientos masivos de
microorganismos, proponiendo el tratamiento del sistema antes de su aparicion, lo que
evitarfa peligros potenciales para el sistema y para el medio ambiente ademas de

suponer un abaratamiento en los tratamientos.
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Ademas de la DGGE y del clonaje y secuenciacidn de fragmentos
amplificados del 16S rRNA, otra técnica bastante frecuente en la caracterizacion de
muestras ambientales es la hibridacién in situ con sondas fluorescentes (FISH), que
ademas de la identificacién de los microorganismos permite la cuantificacion de su
abundancia. Pero todas estas técnicas son laboriosas y el numero de muestras para las
que se obtienen resultados cuantitativos queda bastante reducido. Estas limitaciones se
pueden superar, al menos parcialmente, con el uso de microarrays para la deteccidén
del 16S rRNA o sus genes. Los microarrays constituyen la Gltima linea de técnicas
basadas en la interaccion de cadenas complementarias de ADN. Consisten
basicamente en una matriz de “pocillos” donde se colocan determinados fragmentos
de ADN de cadena sencilla (sondas de ADN). A continuacion se ponen en contacto
con la muestra de ADN problema, en forma de cadena sencilla y previamente marcada
con fluorocromos, para que hibride con aquellas sondas que sean complementarias.
Dado que se conoce la posicion y la identidad de cada una de las sondas, se puede
saber cudles de ellas estan presentes en la muestra. Actualmente, los microarrays estan
siendo implementados en la caracterizacién de poblaciones microbianas y la deteccién
de ciertos microorganismos en muestras complejas. Esta técnica podria desarrollarse
para la caracterizacién microbiana de las muestras de agua del sistema de circulacion
de la CNC. En el disefio de estos microarrays se tendrian en cuenta los resultados
obtenidos a partir de las técnicas de cultivo y la informacién existente a partir de
bibliografia sobre poblaciones microbianas en ambientes similares. Sobre un soporte
adecuado se fijarian las sondas seleccionadas, representativas de los grupos
microbianos prioritarios, y se pondrian en contacto con el RNA de las muestras del
agua del sistema de circulacién de la CNC, que habria sido extraido, purificado y
marcado con fluorocromos (Cy3 y Cy5) para que hibridasen. Posteriormente se

evaluaria cualitativa y cuantitativamente la fluorescencia mediante el empleo de un

escaner.
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