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Resumen
Estudios previos evidencian a Nostoc spp. como un género con una considerable
variacion morfolégica y morfométrica, asi como tolerancia a un amplio espectro de
condiciones ambientales y microambientales, lo cual dificulta la delimitacion de sus
especies. El presente trabajo busca caracterizar la variacion biolégica de Nostoc
verrucosum poner el nombre del dltimo autor valido, con el afio en el rio “La Garita”, San
Luis Potosi, mediante una aproximacion morfologica, ecoldgica vy fisioldgica, considerando
la revisiobn de muestras naturales y de cultivos en los medios CHUD;o modificado y BG11,.
Las poblaciones de Nostoc se colectaron mediante el método de transecto; se registraron
los parametros fisicoquimicos de temperatura del agua, conductividad (Kzs), pH, asi como
oxigeno disuelto y su % de saturacién; los microambientales evaluados fueron
profundidad, velocidad de corriente, tipo de substrato y radiacion fotosintéticamente
activa; se evaluo el nitrdgeno inorganico disuelto en forma de amonio, nitratos y nitritos,
junto con el fésforo reactivo soluble. Los bioensayos de fijacién de nitrdgeno se realizaron
in situ mediante la técnica de reduccion del acetileno; la actividad in situ de las enzimas
fosfatasas alcalinas se determiné con un método colorimétrico y el empleo de sustratos
artificiales fosfoésteres (para-nitrofenilfosfato y bis para-nitrofenilfosfato). La capacidad de
almacenamiento de fésforo intracelular se estimé con la tincion de granulos de polifosfato
con sulfuro de amonio y nitrato de plata.
Los resultados obtenidos sugieren que la morfologia de las poblaciones estudiadas es afin
a N. verrucosum, desarrollandose en ambientes de temperatura mayor a 20°C y aguas
duras, con elevada velocidad de corriente y baja iluminacién; ademas, se presenta con
una marcada preferencia estacional, en post-lluvias. La variacion en la actividad de las
enzimas nitrogenasas y fosfatasas, asi como la capacidad de almacenar fésforo en un
solo granulo de polifosfato por célula, se relacionaron con la disponibilidad de nutrientes;
estas estrategias permiten que las poblaciones respondan a la disponibilidad de nutrientes
y crezcan Optimamente en el periodo de fin de lluvias, presentando entonces una baja
variacion morfométrica. A pesar de la restringida variacidén morfolégica natural, en cultivo
se observé una mucha mayor variabilidad fenética, producto de que las condiciones in vitro

se disefaron para obtener condiciones mas extremas.



Introduccion

Las Cianoprocariotas se encuentran dentro de los organismos mas fascinantes en la
Tierra. Se originaron hace mas de 3000 millones de afios y transformaron las condiciones
quimicas y ecoldgicas de la tierra primitiva (Komarek, 2006). Su capacidad de adaptacion
morfoldgica y fisioldgica les ha permitido colonizar una gran cantidad de ecosistemas
acuaticos, terrestres y extremos, tales como manantiales termales y nieves perpetuas
(Whitton & Potts, 2000; Komarek, 2006). Son organismos oxifotétrofos, capaces de fijar
nitrdgeno gaseoso con o sin células especializadas. Como resultado de su actividad
metabolica, participan en la formacion de estromatolitos, travertinos y forman parte
sustancial de depésitos de piedra caliza. Asimismo, son capaces de producir toxinas que
les permiten interactuar de manera competitiva dentro de los ecosistemas (Komarek,
2006).

Su permanencia en el planeta se debe principalmente al proceso de “evolucion estatica”
que se basa en la transferencia horizontal del DNA entre cepas de una misma poblacion,
dando como resultado una aclimatacion y adaptacién rapida (Knoll & Golubic, 1992;
Schopf, 1993 y 1996, Castenholz, 2001, en Komarek, 2006). Este tipo de evolucién no
incluye la reproduccién sexual y proporciona un amplio intervalo de patrones genéticos,
estructurales y metabdlicos. De esta forma se explica su diversificacion a largo plazo, asi
como la existencia, complejidad y desarrollo continuo de nuevos y numerosos genotipos y
morfotipos ecoldégicamente especializados. Desde este punto de vista, la evolucién de las
Cyanoprokaryota y sus relaciones filogenéticas estan reguladas por determinados
procesos metabdlicos y genéticos. La taxonomia moderna y la clasificacion de la
diversidad de las Cyanoprokaryota propone reunir el enfoque morfolégico con técnicas
moleculares y ecofisioldgicas, creando un sistema filogenético que combine datos
genéticos, variacion morfolégica y ecoldgica; asi como caracteres ecofisiolégicos y
ultraestructurales (Komarek, 2006).

Los problemas de especiacion, el concepto y la diversidad de especies dentro del género
Nostoc son aspectos controversiales (Mollenhauer, 1988). El género Nostoc se utiliza
como un modelo para la clasificacion taxondmica y para la comprension de la funcion de

procariotas fototrofas en el desarrollo biocenotico y ecolégico. (Mollenhauer, 1988).



Caracteristicas generales del género Nostoc

Nostoc es una Cyanoprocaryota filamentosa con un ciclo de vida heteromorfo
(Mollenhauer, 1988), que forma colonias macro y microscopicas en una gran cantidad de
ambientes terrestres y acuaticos (Dodds et al., 1995). Una caracteristica importante del
género, para poder colonizar estos ambientes, esta relacionada con la capacidad de
soportar la desecacion y recobrar su actividad metabolica horas o dias después de la
rehidratacion con agua liquida (Dodds et al., 1995).

Lo anterior puede explicarse de varias formas: i) Presentan vainas que protegen los
tricomas, asi como acinetos que les permiten adherirse a las diferentes superficies,
adaptandose de este modo a ambientes muy heterogéneos (Margalef, 1983, Dodds et al.,
1995). ii) Puede soportar ciclos repetidos de congelacion y descongelacién, caracteristica
importante para habitar ambientes articos y antarticos (Dodds et al., 1995). iii) Tiene la
habilidad de protegerse de la luz ultravioleta; un ejemplo es la presencia de scytonemina,
entre otros pigmentos, donde la radiacion solar es alta (Ramirez et al. 2011). iv) Mantiene
la fertilidad de muchos ambientes terrestres y acuaticos gracias a su capacidad de fijar
nitrégeno, asimilar y almacenar fésforo (Dodds et al., 1995). v) Algunas especies pueden
ser utilizadas como indicadores de contaminacion en ambientes fluviales (Perona et al.,
1998)

Distribucion y ecologia

Las especies de Nostoc se pueden encontrar en un amplio intervalo de
ecosistemas terrestres y acuaticos. Todas las especies requieren agua en forma
liquida como elemento esencial para llevar a cabo su ciclo de vida. El vapor de
agua no puede ser usado como fuente de agua para el protoplasma (Mollenhauer,
1988). Donde el agua es escasa 0 esta ausente por periodos prolongados,
algunas especies son capaces de sobrevivir presentando estadios criptobioticos,
con o sin células de resistencia especializadas. Otras especies necesitan estar
sumergidas permanentemente en el agua (Mollenhauer, 1988). Se pueden
encontrar crecimientos de manera epipélica, epilitica o epifitica, aunque Nostoc

no se ha encontrado en forma endolitica (Whitton & Potts, 2000). Sin embargo,
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algunas crecen endofiticas, estableciendo interacciones simbiéticas con hongos,
musgos, hepaticas, helechos y plantas vasculares (Komarek & Anagnostidis,
1989).

Metabolismo

El metabolismo de carbono

Dependiendo del tipo de fuente de carbono que utilicen, las Cianoprokaryota
pueden presentar los siguientes tipos de metabolismo: fotoautotrofismo, utilizando
carbono inorganico en la fotosintesis oxigénica; fotoheterotrofismo, cuando la
fotosintesis proporciona energia en forma de ATP y necesita compuestos
organicos como fuente de carbono, y quimioheterotrofismo, o capacidad de crecer
en la oscuridad utilizando compuestos organicos como fuente de carbono y
energia (Smith, 1982).

El metabolismo de nitrégeno.

Las Cyanoprokaryota son capaces de utilizar varias formas de nitrdgeno para su
crecimiento -nitritos (NO,), nitratos (NOz’) y amonio (NH4")-, aunque tienen
preferencia por el amonio (Guerrero & Lara 1987). Son capaces de reducir el N»
atmosférico mediante la accion enzimatica nitrogenasa (NASA), localizada
generalmente en los heterocitos, presentes en el orden Nostocales. Las
Cyanoprokaryota sin heterocitos de los 6rdenes Oscillatoriales y Chroococales
pueden llegar a fijar el N, atmosférico mediante la separacion temporal y/o
espacial del proceso fotosintético (Bergman et al., 1997). Independientemente de
su origen, el nitrdgeno se incorpora a la materia organica en forma reducida como
amonio (Stewart, 1980; Flores & Guerrero, 1994)
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Tipos y estrategias de fijacion de nitrdgeno N

Fijacion de
Tipo Estrategia Ejemplos
N

1 Filamentos no Spirulina
heterocitosos No No presenta Microcoleus
unicelular Microcystis

Synechococcus

2 Filamentos no Si Leptolyngbya
heterocitosos anaerobio o Evasién Oscillatoria
unicelular microaerobio

3 Filamentosos Separacion Anabaena
heterocitosos i espacial de la Nostoc

ae:)Ibio fijacion de Fischerella
nitrégeno y la Scytonema
fotosintesis

4 Filamentos no Separacion Lyngbya
heterocitosos . temporalde la  Crocosphaera
unicelular S fijacion de Cyanothece

aerobio
nitrégeno y la
fotosintesis

5 Filamentos no Combinacion de  Trichodesmium
heterocitosos Si la separacion Symploca
unicelular aerobio temporal y Gloeothece

espacial

ENCYCLOPEDIA OF LIFE SCIENCES 2008, John Wiley &Sons, Ltd.www.els.net en Stal

(2008)

La eficiencia en la capacidad de fijacion de N, varia dependiendo de la estrategia

utilizada: la separacién espacial (formacion de heterocitos) tiene una eficiencia

similar a la observada en la combinacion de la separacion temporal y espacial, y

menor en las Cyanoprocaryota que solo presentan separacion temporal (Berman,

et al., 2003)
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El metabolismo de fosforo

Las Cyanoprokaryota captan el fésforo inorganico disponible en su ambiente en
forma de ortofosfatos, mediante uno o varios sistemas de transporte activo.
Cuando la concentracién de fésforo es alta puede entrar en el interior de la célula
por transporte pasivo, incorporandose después a las rutas metabdlicas (Healey,
1982).

La capacidad de utilizar el fésforo organico es mas restrictiva y es posible gracias
a la presencia de enzimas fosfatasas (Grossman et al., 1994). Las fosfatasas son
enzimas con la capacidad de hidrolizar ésteres fosféricos y liberar ortofosfatos,
incrementando la disponibilidad del fosfato en el ambiente proximo y un residuo
organico (Whitton & Hernandez, 2000). La parte organica liberada de los
compuestos fosfatados es captada normalmente por los propios organismos, pero
también puede servir como sustrato adicional para suplir las necesidades (C, N)
de las bacterias heter6trofas. En estudios previos, se ha demostrado que las
fosfatasas son altamente especificas para los enlaces éster de fosfato (Perry,
1972).

La organizacion celular

Las células vegetativas

Las células vegetativas son basicas para todas las Cyanoprocaryota. Poseen una
membrana plasmatica, rica en sistemas enzimaticos y rodeada por una pared
celular caracteristica de bacterias gram (-), con pequefios poros (Castenholz,
1989%). Presentan una envoltura exterior a la membrana externa denominada
vaina, mucilago o capsula, constituida principalmente por polisacaridos producidos
dentro de las células y excretadas por ellas; esta es la principal ventaja adaptativa
contra la desecacion (Walsby, 1974) y contribuye favorablemente a la formacion

de agregados (Drews & Weckesser, 1982).
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Las células especializadas

A partir de células vegetativas, Nostoc es capaz de diferenciar células
especializadas, como heterocitos, acinetos y hormogonios. Los heterocitos son las
células donde tiene lugar la fijacion de N, por la enzima nitrogenasa en
condiciones anaerobias (Wolk et al., 1994). La diferenciacion de los heterocitos a
partir de células vegetativas es irreversible y se produce en condiciones de
deficiencia de fuentes nitrogenadas (Whitton, 1992). Ademas, poseen una
envoltura muy gruesa para impedir la difusion del oxigeno, que inhibe de manera
irreversible la enzima y granulos polares en cada sitio de unién con las células
vegetativas, denominadas granulos de cianoficina (Wolk et al., 1994). La forma,
namero y colocacion de los heterocitos en el tricoma es un caracter taxondémico
empleado por el sistema tradicional de clasificacion (Komarek & Anagnostidis,
1989).

Los acinetos o formas celulares esporuladas se diferencias de las células
vegetativas cuando las condiciones ambientales son desfavorables. Generalmente
se inducen en condiciones limitantes de fosforo, por limitacién de luz o en
presencia de carbohidratos, como fuente de energia del metabolismo heterétrofo
(Nichols & Adams, 1982). Los hormogonios son otra forma de especializacion
celular; su funcién principal es la reproduccién y pueden tener movilidad (Whitton,
1992). Los hormogonios pueden ser pluricelulares o unicelulares, en cuyo caso se
denominan gonidios (Geitler, 1932).

Gréanulos de polifosfato

Los granulos de polifosfato son acimulos de polifosfato, polimeros lineales
formados por decenas y centenas de residuos de ortofosfato unidos por enlaces
fosfoanhidridos ricos en energia. Parece ser que la parte central de estos
granulos constituye un nucleo formado por lipidos y proteinas. En algunos casos
pueden constituir una fuente de energia, en sustitucion del ATP. (Mateo et al.,
2006)
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El crecimiento y la reproduccion

La reproduccién de Nostoc puede realizarse de distinta manera: i) A partir de la
fragmentacion de la colonia y liberacion de filamentos. ii) La formacién de acinetos, los
cuales son capaces de dispersarse cuando las condiciones se vuelven favorables.

iif) Por la formacién de hormogonios. iv) Mediante la proliferacién de grandes colonias.
(Dodds et al., 1995). Las estructuras y fases del ciclo de vida se emplean para diferenciar

las especies (Mollenhauer, 1988).
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El ciclo de vida propuesto por Mollenhauer (1988) incluye las siguientes etapas:

1) talo maduro; 2) desintegracion de tricomas y formacion de hormogonios largos, estas
fases son planctoénicas libres; 3) pueden fragmentarse para formar hormogonios cortos,
esto incrementa el nimero de propagulos; 4) cuando la movilidad se detiene, el
hormogonio comienza a enquistarse; 5) las capas superiores de la envoltura celular se

transforman en una vaina gelatinosa, y cuando esta toma agua se expande, solo las dos
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células terminales estan libres de la envoltura gelatinosa y se convierten en heterocitos; 6)
la vaina es firme y dura en el comienzo y se resiste a la extension longitudinal provocada
por el crecimiento del tricoma. Esto resulta en pliegues del tricoma, causando que las
paredes transversales se oblicuen. Cuando la inhibicién procede y la vaina comienza a
suavizarse, el tricoma se alisa y forma curvas en donde aparecen heterocitos intercalares;
7) algunas veces, los fragmentos de los tricomas dentro de la envoltura mucilaginosa
forman su propia vaina; 8) cuando esta vaina aumenta mas y mas, alrededor de los
tricomas se forma un sincenobio; 9) crece y se hace mas grande. 10-24) Ciclos de otras
especies de Nostoc 10) Forma acinetos, algunas especies solo pueden formarlos en talos
maduros; 11) los acinetos aparecen primero entre dos heterocitos, el resto del tricoma se
transforma progresivamente 12) cuando los acinetos se forman, el tricoma se desintegra;
los acinetos actian como propagulos y estructuras de resistencia al mismo tiempo; 13) los
acinetos germinan y se desarrollan hormogonios cortos; 14-17) formacién de células solas;
algunas veces continta la fragmentacion de los hormogonios solos, formando células
solas que son una forma especial de propagulo; después comienzan a dividirse y forman
hormogonios cortos. 18-20) talo con células densamente empaquetadas; el arreglo del
tricoma no es detectable; 19) los tricomas se enredan en un talo juvenil, las células se
dividen y los paquetes se hacen mas densos; pueden ser un estado de transicion o un
estado final; 20) los paquetes pueden soltarse posteriormente; 21-24) estado de
proliferacion; 21) el talo (9), en lugar de formar filamentos maduros o porciones de
tricomas, se comporta como si hubiera pasado por una fase hormogonial y crece por
pliegues u ondulaciones en la vaina madre; 22-24) esto resulta en excrecencias llamadas
fases de proliferacion; algunas especies se multiplican exclusivamente por separacion de

fases de proliferacion del talo.

La taxonomia

El género Nostoc pertenece al Orden Nostocales y forma parte de las
Cyanoprocaryota filamentosas con tricomas verdaderos (tricoma isopolar o
heteropolar) y con falsa ramificacion o no ramificado. En algunas especies se
presentan heterocitos, acinetos, o bien son facultativos. La division celular es

perpendicular, usando el tricoma como eje, en una sola direccion y se mantiene en
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las subsiguientes generaciones. No presenta planocitos y los monocitos solo se
reconocen en un géenero (Coleodesmiopsis). La reproduccion se lleva a cabo
principalmente por hormogonios u hormocitos (Geitler, 1932). En la dltima
propuesta taxonomica del grupo (Komarek, 2010), se fusionan los 6rdenes
Nostocales y Stigonematales en el orden Nostocales, basado en el origen
filogenético de los heterocitos, la secuencia del gen 16S rDNA y el arreglo

tilacoidal.

El orden agrupa 8 familias; dentro de ellas, la familia Nostocaceae se distingue por
la presencia de tricomas y filamentos isopolares, que finalizan con una parte
terminal redondeada o reducida, algunas veces con células elongadas, sin
ramificaciones falsas o verdaderas. Las estructuras de reproduccion reconocidas
son hormogonios simétricos, heterocitos y acinetos de forma intercalar o terminal
en el filamento (paraheterocito o apoheterocito). Todas las células son capaces

de dividirse sin zonas meristematicas (Komarek & Agnostidis, 1989).

El género Nostoc se caracteriza por un ciclo de vida heteromorfo, durante el cual
presenta etapas especiales y caracteristicas; las células se unen para formar un
filamento uniseriado rodeado de una vaina (Mollenhauer, 1988, Komarek &
Agnostidis, 1989); asimismo, por la presencia de talos micro o macroscopicos, de
consistencia gelatinosa, amorfos, lobulados o esféricos, con superficie irregular,
lisa 0 verrugosa. Presenta colonias filamentosas, formando planos gelatinosos, o
parecidos al papel (cuando esta seco). En el interior de la colonia, los filamentos
se encuentran enroscados, libres o densamente aglomerados, en ocasiones
reunidos densamente en la capa periférica. Los tricomas presentan vainas
alrededor, sélo son visibles en la superficie de las colonias o en colonias jovenes.
El mucilago colonial puede ser amplio, fino, confluente, algunas veces amarillento
o café. El tricoma isopolar, de la misma anchura a lo largo de todo el filamento, las
células apicales no estan diferenciadas morfologicamente de otras células; las

células pueden tener forma cilindrica, de barril, o casi esféricas (formando
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tricomas moniliformes). La variacion en el tamafio de células llega a ser

caracteristica de especies (Komarek, 2005).

Las estrategias de reproduccion incluyen células vegetativas capaces de dividirse
en un solo plano perpendicular al eje longitudinal o polar; son de la misma anchura
a lo largo de todo el filamento (Mollenhauer, 1988). Asimismo, se registra
reproduccion por hormogonios moviles, diferenciados de los tricomas por la
desintegracion de heterocitos, necridios, o por la formacion de acinetos (Komarek,
1992). Los heterocitos pueden ser solitarios y se desarrollan de forma terminal o
intercalar en el tricoma (su presencia o ausencia depende del metabolismo del
nitrdgeno). En general, presentan la misma forma que las células vegetativas, pero
normalmente son mas grandes que éstas. Se pueden desarrollar al final de los
hormogonios o de manera intercalar a lo largo de todo el filamento; formado por la
transformacioén de células vegetativas y siempre uno por uno. Cada heterocito
produce sustancias inhibitorias a ambos lados a lo largo del filamento; la eficiencia
de la inhibicion disminuye gradualmente, lo que permite la formacion de otro
heterocito a esta distancia. A este proceso se le conoce como “distancia critica” y
es una caracteristica diagnéstica a nivel de especie (Mollenhauer, 1988). Los
acinetos se derivan de la transformacion de células vegetativas y pueden
reconocerse por la forma oval; son un poco mas largos que las células vegetativas
y surgen apoheterociticamente (Komarek & Anagnostidis, 1989). De las mas de
200 especies descritas en el mundo, hasta el momento sélo se reconocen 40, lo
cual indica que existen marcadas controversias taxondmicas (Komarek &
Agnostidis, 1989).

Justificacion de estudio

Estudios previos han evidenciado a Nostoc como un género de considerable variaciéon
morfoldgica y tolerancia a un amplio espectro de condiciones ambientales, lo que dificulta
la delimitacion de las especies (incluida la ausencia de humedad). Asi mismo, es necesario
estudiar poblaciones de regiones de latitudes tropicales que permitan complementar

estudios previos realizados en otras latitudes. En México se han descrito numerosas
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poblaciones de Nostoc, aunque en la mayoria de los estudios hay incertidumbre para
asignarle un nombre taxondmico por la enorme variacion biolégica que presentan, aunado
a pocos elementos que la expliqguen o ayuden a establecer patrones de comparacion. Por
lo anterior, es importante incorporar analisis morfolégicos, ecologicos vy fisiologicos, que
contribuyan a la caracterizaciéon de los intervalos y gradientes mas importantes que

definen a una poblacion con crecimientos abundantes en un rio tropical calcareo.

Preguntas y premisas de investigacion

Pregunta 1.- ¢ Cuales son los factores ambientales y microambientales que
determinan la abundancia de la poblacién de Nostoc sp en el rio “La Garita”

durante la época de colecta?

Premisa. La baja disponibilidad de nutrientes en el agua, la alta velocidad de
corriente y la baja radiacion incidente en el rio estaran altamente correlacionados
con la época de secas y lluvias, regulando la abundancia y el estado fisiol6gico de
la poblacion.

Pregunta 2.- ¢ La actividad de las enzimas fosfatasas y nitrogenasa esta
relacionada con la disponibilidad de nitrdgeno inorganico disuelto y fosforo reactivo

soluble en el agua?

Premisa. La asimilacion de fésforo y fijacion de nitrdgeno se elevaran, si las
concentraciones de nitrégeno disuelto y fésforo reactivo soluble son limitantes; por
el contrario, la fijacién disminuird si hubiera un aporte importante de estos

nutrientes.

Pregunta 3.- ¢ De qué manera influyen los cambios fisicos y quimicos en el agua en la
morfologia y el estado reproductivo de Nostoc sp y la aproximacién fenética puede

contribuir para la identificacion taxonomica de la especie?
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Premisa. La caracterizacion de la variacion morfologica y morfométrica a lo largo de las
distintas épocas de colecta y en cultivos, permitird reconocer distintas fases y/o etapas de
crecimiento y aproximarnos a la identificacion taxonémica de la especie; asi como
relacionarla con los cambios fisicoquimicos en el agua y la capacidad fisiologica de la

poblacion.

Objetivo general

Caracterizar los intervalos y gradientes mas importantes que definen a una poblacion de
Nostoc sp. que forma crecimientos abundantes en un rio tropical de ambientes calcareos,
mediante una aproximacion ecoldgica, fisiolégica y morfologica.

Objetivos particulares

Analizar la variacion espacio-temporal de los parametros fisicoquimicos y la abundancia de
una poblacién de Nostoc sp. en el periodo méas favorable para su desarrollo (noviembre a

febrero).

Determinar relaciones entre ambiente y factores asociados con el metabolismo de Nostoc

sp. (e.g., fijacion de nitrdgeno y asimilacion de fosforo)

Estimar posibles influencias que ejercen los cambios fisicos y quimicos del agua, en la

morfologia y estado reproductivo de Nostoc sp.
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Descripcidn del sitio.

El rio La Garita es de primer orden, ubicado en el estado de San Luis Potosi, en la region
conocida como la Huasteca, dentro de la cuenca del rio Panuco (Garcia, 1973). Desde el
punto de vista geografico, la Huasteca se encuentra en el limite norte de la region
neotropical a 22°50 y 21°10 LN y a 101°20 y 98°30 LO. Fisiograficamente, forma parte de
la provincia de la Sierra Madre Oriental y, en mayor proporcion, de la provincia nortefia de
la Llanura Costera del Golfo, encontrandose la mayor parte del area dentro de la
Subprovincia del Carso Huasteco. Es una region carstica de las mas extensas del pais, en
donde predominan las rocas calizas, por lo que se observa una gran cantidad de
carbonatos y sulfatos disueltos en el rio (INEGI, 1985). Al ser disueltas por el agua, dichas
rocas forman sistemas cavernarios y copiosos manantiales con altos contenidos de
carbonatos; por esta razén, es comun encontrar que el sustrato predominante en muchas
corrientes esté constituido por travertinos (INEGI 1985, Secretaria de Recursos Hidraulicos
1971). El clima de la regién es célido subhumedo, con lluvias en verano; su temperatura
ambiente media anual oscila entre los 27 a 29°C, con variaciones interanuales de 1 a 2°C.
El rio es permanente con una marcada disminucién del caudal en la época de secas.

(J. Carmona com. per.)

Material y métodos.

Caracterizacion ambiental y microambiental

El rio La Garita fue colectado en las épocas en que la poblacion estuvo presente y con
mayor abundancia. Durante la época de post-lluvias calidas (noviembre 2009, PLL2009;
noviembre 2010; PLL2010 y noviembre 2011, PLL2011) y secas frias (febrero 2010;
S2010), la abundancia y el registro de los parametros ambientales se estimaron con el
método de transecto (Necchi et al., 1995; Carmona et al., 2006; Ramirez & Carmona,
2005), que consiste en muestrear segmentos a lo largo de 10 m de longitud sobre el cauce
del rio. El analisis se realizo sobre el sustrato natural (roca). En el transecto se localizaron
5 puntos separados dos metros entre si; la ubicacion de los puntos de muestreo se
determiné aleatoriamente por la técnica de la “manecilla del reloj”, que sefiala la direccion
en donde se debe de colectar. La unidad de muestreo consistié de un circulo de 7.5 cm de
radio (area de 177 cm?), (Necchi et al., 1995; Carmona et al., 2006; Beltran et al., 2005;
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Ramirez-Rodriguez et al., 2006). En cada unidad de muestreo se midi6 la cobertura
porcentual, la profundidad, el tipo de substrato, la velocidad de corriente y la cantidad de
radiacion fotosintéticamente activa. Las dos ultimas variables se estimaron con un medidor
de corriente Swoffer 2100 (Washington, USA) y un sensor Cuantum subacuatico Li-Cor
(Nebraska, USA) vy el dataloger LI-1000 (Nebraska, USA) respectivamente. Los
parametros microambientales se registraron en el centro de cada unidad de muestreo, lo
mas cercano a los crecimientos algales. La caracterizaciéon ambiental se realizé in situ, a
traves del registré de la conductividad especifica (Kzs), el pH y la temperatura del agua con
un potenciometro marca Conductronic PC18 (Puebla, México) y el oxigeno disuelto con un
medidor de oxigeno YSI-85 (Ohio, EUA). El analisis quimico se realiz6 con 500 ml de agua
del rio, previamente filtrada (con filtros Millipore de 0.45 primero y 0.22 um de apertura de
poro después), una muestra por colecta; se preservé en frio y obscuridad para su analisis
en el laboratorio un dia posterior a la colecta. En el laboratorio se realizaron las pruebas
con un espectrofotometro Hach Mod. 2100 (Colorado, EUA). La medida de comparacion

entre épocas es el transecto y cada unidad de muestreo representa el nimero de réplicas

Determinacion de nutrientes en el laboratorio.

El calcio se estim6 volumétricamente con el indicador Cal Ver 2 (limite de deteccién, 10
mg ™) y titulado con EDTA 0.08 M en medio alcalino. La alcalinidad se determiné
volumétricamente, usando fenolftaleina y naranja de metilo como indicador y titulado con
H.SO, 0.02 N .El nitrégeno inorganico disuelto (NID) fue calculado por la suma de las tres
formas de nitrdgeno (nitratos, nitritos y amonio). El nitrgeno como amonio NHs-N se
estimé colorimétricamente utilizando el método Nessler (Iimite de deteccién 0.1 mg ™), a
425 nm de absorbancia; cuando los valores se acercaron al limite de deteccion, se utilizd
el método del salicilato (limite de 0.01 mg I-1), a 655nm. EIl nitrdgeno como nitrato NO3-N
se determino colorimétricamente usando el método de reduccion de cadmio modificado,
con &cido cromotrépico en lugar de 1-naphthylamina (limite de deteccién, 0.5 mg 1Y) y se
ley6é a 500 nm de absorbancia. El método de bajo intervalo (menor a 0.5 mg I™%) es una
modificacion del anterior y también emplea un acido cromotrépico como indicador (limite
de deteccién 0.05 mg ™), leido a la misma longitud de onda. El nitrégeno como nitritos

NO,-N, se determiné colorimétricamente, usando como indicador acido cromotropico y
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acido sulfanilico (limite de deteccién, 0.01 mg I™*) a 500 nm de absorbancia. El PO;*—P
fue estimado colorimétricamente con el método modificado de azul de molibdeno, PhosVer
3 (limite de deteccién, 0.01 mg 1™), a 890 nm. Todas las determinaciones se realizaron
por duplicado. Estos analisis son una adaptacion de los laboratorios HACH a los métodos

estandar para el examen de agua y aguas residuales (APHA, 1995)
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Caracterizacion fisioldgica.

Ensayos de fijacion de nitrégeno in situ: actividad nitrogenasa (Nasa).

La incorporacion de nitrégeno molecular en la poblacion de Nostoc sp. se
determind mediante la reduccion del acetileno a etileno, método (ARA) descrito
por Stewart et al. (1968). Este método se basa en la capacidad de la nitrogenasa
para transformar el acetileno (C,H,) en etileno (C,H,), simulando su funcion
basica de reducir biolégicamente el N, a NH;" (Stewart et al., 1968; Hernandez,
2006; Falcon et al., 2007; Berrendero, 2008; Marcarelli et al., 2008). El material
biolégico se limpié con medio BG11, (Tablal) para eliminar los restos de
sedimento y organismos asociados; posteriormente se dividié en fracciones
iguales para cuatro réplicas de los ensayos en luz y obscuridad. Todo el material
utilizado para el ensayo se lavo previamente con HCl al 10% y se enjuago 4 veces
con agua destilada. La duracion del ensayo fue de 4 horas para Cyanoprocaryota
con heterocitos (orden Nostocales). Para el ensayo se utilizaron cuatro réplicas en
condiciones de obscuridad y cuatro réplicas expuestas a la luz solar, un control en
condiciones de luz y control para obscuridad sin material biol6gico. Para
determinar la actividad nitrogenasa, las muestras se introdujeron en botellas de 25
cm? empleadas para cultivo de tejidos con 15 ml medio BG11,. Las botellas fueron
cerradas herméticamente con tapones de goma, se colocaron en planchas de
metacrilato sumergidas en el rio cerca de la orilla durante los 30 min que dura la
preincubacién. Finalizando el periodo de preincubacién, se reemplazé el 10% de
la atmdosfera interna de las botellas por acetileno, preparado a partir de carburo de
calcio.

Las muestras se incubaron durante 4 horas en las mismas condiciones descritas
para la preincubacion. Se tomaron 3 muestras de 0,5 ml de la atmésfera interna de
cada vial al finalizar el periodo de incubacion. La recuperacion se realizd con un
sistema de dobles agujas y tubos de vacio Vacutainer de 10 ml, para su posterior
analisis por cromatografia de gases en el laboratorio. Los tubos Vacutainer se
mantuvieron a temperatura ambiente hasta su analisis en un cromatografo de
gases modelo Schimadzu GC-8A (Kioto, Japdn), en el laboratorio de la

Universidad Autonoma de Madrid. Las muestras biolégicas se transfirieron a tubos
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ependorf y se preservaron en frio durante su transporte al laboratorio, donde se
procedi6 a la determinacion de la biomasa mediante la cuantificacion de clorofila a
presente en la muestra. La extraccion y cuantificacion de la clorofila a fue

realizada de acuerdo a la técnica propuesta por Wetzel & Likens (1991).

Analisis cromatografico de las muestras.

La cantidad de etileno producido se determiné por cromatografia de gases
mediante un cromatografo modelo Schimadzu GC-82, con detector de ionizacion
de llama de hidrégeno en las siguientes condiciones: T °C inyector/detector 150°C,
T °C columna 50°C, Presion gas portador (N.) 1,2 kg/cm? Columna Porapak N
80/100 int 1m (1/8)” 55. Los datos se registraron usando un integrador SP 4290.

Los célculos se hicieron en base a la siguiente férmula:

nmol C2Hs= M * 10 nmol (C2H4 patréon) * 15 ml (V final del experimento)
hP*0.5ml*h
Donde:
0,5 ml volumen de la muestra inyectada
M = altura del pico de etileno en la muestra.
P = altura del pico de etileno patrén.
h = tiempo de incubacion en horas.
10 nmol = concentracién del etileno patron.

Las tasas de fijacion del N2 se expresaron en nmol C2H4 liberados mg* Chl a h.

Ensayo de la asimilacion de fosforo orgénico in situ: enzimas fosfatasas (PASA).
La actividad in situ de las enzimas fosfatasas alcalinas en la poblacién de Nostoc sp se
llevé a cabo con un ensayo adaptado al método descrito por Whitton et al. (1999) para
musgos Yy algas verdes en rios; éste, a su vez, se basa en la metodologia empleada por
Grainger et al. (1989), para Cyanoprocaryota. El ensayo se realiz6 utilizando sustratos
artificiales para-nitrofenil fosfato (pNPP), con el fin de evaluar la actividad de las
fosfomonoesterasas y bis para-nitrofenil fosfato (bis-pNPP) para la determinacion de las

fosfodiesterasas. En ambas reacciones, la actividad de las enzimas se midi6
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colorimétricamente mediante la produccion de para-nitrofenol (pNP) (Chrést & Krambeck,
1986). El material biolégico recolectado se lavé con medio de ensayo CHUD,q (Tabla 2)
para eliminar los restos de sedimento y organismos asociados. Todo el material empleado
en estos ensayos (tubos de ensayo, matraces aforados, vasos de precipitados, etc.) se
lavé previamente en el laboratorio con HCI al 10% y enjuagado 4 veces con agua

destilada, con el fin de eliminar cualquier resto de fosforo.

Tabla 2. Medio de cultivo CHUD,o modificado sin fuente de nitrdgeno y fosforo

L Concentracion
Volumen afiadido

solucion Componentes Concentracion g/l final en el medio
ml/l de medio
(M)
SOL | KCI 4.28 1 57.49
SOL Il MgSQO, 7H,0 25 1 101.5
SOL I CaCL, 6H,0 54.75 1 250.1
SOL IV NaHCO; 15.85 1 188.69
SOLV FeCl; 6H,0 9.7 8.97
Na,-EDTA 13.35 0.25 11.06
SOL VI Microelementos
H3;BO3 2.86 11.56
MnCl, 4H,0 0.181 0.229
ZnS0O, 7H,0 0.222 0.25 0.193
Na,MoQ, 2H,0 0.027 0.023
CuS0O, 7H,0 0.079 0.079
Co0S0,7H,0 0.042 0.037
Tampoén segun HEPES (pH 7.6) 0.6 2.5mM
convenga BTP (p.8.5) 0.56 2.0mM
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Preparacién de los sustratos y solucion de parada.

La actividad fosfatasa se determiné en viales con medio de cultivo CHUD1o y
para-nitrofenil fosfato (pNPP) y bis-para-nitrofenil fosfato (bis-pNPP) como
sustratos analogos para las enzimas fosfomonoesterasa (PMEase) y
fosfodiesterasa (PDEase), respectivamente. La solucion de parada se utilizé para
detener la actividad enzimatica al elevar el pH de la mezcla de ensayo por encima
de 11 y sin superar el valor de 12, pH a partir del cual se pudo producir la hidrolisis
del sustrato bis-pNPP. La composicion quimica de la solucion de parada es la
siguiente: NaOH 0,55 M, EDTA 27,5 mM y K2HPO4 0,55 M (Christmas & Whitton,
1998). El medio de ensayo empleado es una modificacion del medio CHU;, (Chu,
1942), caracterizado por la ausencia de cualquier fuente de nitrégeno y de fésforo.
El medio de ensayo se ajust6 a pH 8,5 con tampon BTP 20 mM y su composiciéon
quimica se detalla en la tabla 4. EI medio de cultivo se esteriliz6 en un autoclave
automatico HA240M/300M, Sulzer, S.A. (Espafia), a 1.5 Kg/cm? de presién,
durante 20 min a 121°C.

Ensayos de actividad fosfatasa in situ

Para determinar la actividad fosfatasa, las muestras se colocaron en botellas para el
cultivo de tejidos de 25 cm? con 14,6 ml de medio de ensayo y pH de 8.5, similar al
existente en el medio natural (Chrost & Krambeck, 1986). Todos los ensayos enzimaticos
constaron de cuatro réplicas para cada muestra con medio de ensayo y sustrato, un
control al que no se afiadié sustrato y un blanco con sélo medio de ensayo y sustrato. El
ensayo se inicié al afiadir 0,5 ml de sustrato hasta conseguir la concentracion final

adecuada en cada caso (Tabla 3).

El tiempo de incubacién fue de 30 min. Para terminar el ensayo, se afiadieron 1.64
ml de solucién de parada a la mezcla de ensayo, de este modo el pH de la mezcla
de reaccion se incrementa causando la lisis de la enzima y facilitando el desarrollo
del color de los productos. Esta solucion se filtré a través de filtros de microfibra de
vidrio GF/F Whatman de 25 mm de diametro, antes de medir la absorbancia en el

espectrofotometro a 405 nm. Se resto la absorbancia de los blancos al de las
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muestras para corregir la hidrdlisis quimica de los sustratos (actividad abidtica),
asi como la absorbancia de los controles para eliminar la actividad fosfatasa basal.
La absorbancia del pNP se mide con el espectrofotometro de campo a la longitud
de onda de 405 nm y su concentracion se calcula en el laboratorio a partir de la
recta de calibrado de pNP. Las muestras bioldgicas se retiraron de la mezcla de
ensayo antes de afadir la solucion de parada y se congelaron para determinar
posteriormente su biomasa a partir de la extraccion de clorofila a. La extraccion y
cuantificacion de la clorofila a fue realizada de acuerdo a lo propuesto por Wetzel
& Likens (1991). La actividad enziméatica se expresé como pumol pNP liberados
mg-1 clorofila a h-1.

Tabla 3. Contenido y volumen (ml) para cada vial en el ensayo in situ de fosfatasa

Réplical Réplica2 Réplica3 Réplica4 Blanco Control

CHUD:o 14,5 14,5 14,5 14,5 15 14,5
Sustrato 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 NO
[1,5mM]

Muestra Sl Sl Sl Si NO SI

biol6gica

Terminador B 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25
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Caracterizacién morfolégicay morfométrica.

Se colectaron crecimientos representativos (talos) y se mantuvieron vivos en frio y
obscuridad para realizar la tincion de granulos de polifosfato (poli-p), desarrollo de cultivos
y preparacion de la muestra para la observacion en microscopio electronico de transmision
(MET).

Los ejemplares de la poblacion se observaron con el microscopio 6ptico a 80X y se tomaron
fotografias de los caracteres morfolégicos importantes (células vegetativas, heterocitos,
hormogonios y acinetos), asi como fases del ciclo de vida (fases globosas, fases aseriadas
y fases ovales), también el nimero, posicion y tamafio de los granulos de polifosfato. Las
medidas de las células (anchura y longitud), anchura y longitud del heterocito y diametro del
granulo de poli-P y de los acinetos, se obtuvieron por medio del andlisis de fotografias a 80X,
con el programa Sigma Scan Pro. De los caracteres morfométricos se registraron promedio,
valor maximo, valor minimo y desviacion estandar. Se analizaron las fotografias de MET para
localizar estructuras y complementar la descripcion del género. Los atributos taxonémicos
registrados se determinaron de acuerdo a Mollenhauer (1988), Komarek & Anagnostidis

(1989) y el esquema de clasificacion propuesto por Komarek (2010).

Tincién de granulos de polifosfato (poli-P)

Para resaltar la capacidad de almacenamiento de fosforo, se realizé la tincion de granulos
de polifosfato (poli-P). Las muestras fueron lavadas tres veces con 5ml de agua destilada
sin fosforo, tratando de eliminar la mayor cantidad de agua después de cada
centrifugacion (3500 rpm durante 10 minutos). Después de la ultima centrifugacion se
retird todo el sobrenadante y se bafié la muestra con nitrato de plomo al 10% (p/v) disuelto
en acido nitrico al 0.1 N. Las muestras se dejaron en esta solucion por 15 minutos.
Posteriormente, las muestras se lavaron cinco veces con agua destilada, procurando
extraer la mayor cantidad de agua posible en el dltimo enjuague. Al final se afiadio sulfuro

de amonio al 10% hasta cubrir la muestra (Fuhs, 1973; Mateo et al., 2006).
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Preparacion del material para la observacion en el microscopio electronico de
transmision (MET)

Para el estudio ultra estructural de células de Nostoc sp. por MET, las muestras se
prepararon y tifieron con citrato de plomo (Reynolds, 1963) fueron lavadas tres veces con
amortiguador de fosfato de sodio 0.1 M a pH 7.2 (el mismo amortiguador utilizado en todo
el procedimiento), y fijadas en amortiguador de glutaraldehido al 3.1% durante tres horas a
4°C. Las muestras se lavaron tres veces Yy se incluyeron en agar bacteriolégico, en
amortiguador al 4%. Después de la fijacion se colocaron bloques de 1-2 mm en
amortiguador de tetra 6xido de osmio por dos horas a 4 °C. Las muestras se deshidrataron
con etanol y fueron embebidas en resina Spurr (Spurr, 1969), seccionado en un Ultracut E
Reichert-Jung Ultratome, tefiidas con citrato de plomo (Reynolds, 1963) y visto bajo un
MET marca Jeol 1010.
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Cultivos

Para estudiar las etapas del ciclo de vida y confirmar el género, se realizaron cultivos en
medio BG11,, con una alta concentracion de nutrientes y sin fuente de nitrogeno para
favorecer la formacion de heterocitos y en medio CHUD 40; el cual contiene una baja
concentracion de nutrientes sin fuente de nitrégeno y fosforo se utiliza para
Cyanoprokaryota procedentes de sitios pristinos o muy oligotréficos (Gibson & Whitton,
1987). Los cultivos se mantuvieron en una camara de ambiente controlado, marca Sanyo
(Japon), a 20°C de temperatura, un fotoperiodo de 16:8 luz-obscuridad y en agitacion
constante, en un rotador marca Multipourpose Thermo Scientific (Massachusetts, EUA). La
revision de los cultivos se realizé cada 15 dias, hasta observar cambios morfolégicos o

distintas fases del ciclo de vida.

Tabla 1. Medio de cultivo BG11,. Sin fuente de nitrogeno para favorecer la

formacioén de heterocitos.

Concentracion  Volumen afiadido Conc final en el

solucién Componentes ] )
g/l ml/l de medio medio (mM)
SOL IA MgSO, 7.5 10 0.3
SOL IB CaCl, 3.6 10 0.25
K,HPO, 3H,0
4 0.18
SOL Il Na,Mg 10
) 0.02 0.003
EDTA(Triplex 1l1)
Citrato amadnico
SOL 1l férrico 0.6 10 0.02
Acido citrico 0.66 0.029
SOL IV Na,COs3 2.0 10 0.188
H3BO3 10.28 46uM
MnCl, 4H,0 10.184 9.1uM
ZnS0O, 7H,0 10.022 7.7uM
SOL V 1
Na,MoO, 2H,0 0.039 1.6uM
CuS04 5H20 0.008 0.32uM
Co(NOs3), 6H,0 0.005 0.17uM
Tampon segun
HEPES (pH 7.8) 20mM

convenga
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Analisis estadistico

Los datos numéricos se analizaron con las siguientes pruebas estadisticas: i) Para
calcular la variacién de los parametros microambientales y morfométricos se
calculo el coeficiente de variacion (Margalef, 1983), asi como el valor maximo y
minimo. ii) Para evaluar diferencias significativas entre las cuatro diferentes
épocas de colecta de los parametros microambientales (cobertura, profundidad,
radiacion incidente y velocidad de corriente) y morfométricos -anchura y longitud
celular y de los heterocitos y diametro de los granulos de poli-P y acinetos- se
utilizoé la prueba de Mann-Whitney (Ramirez et. al. & Gotelli & Ellison, 2004). El
resultado del andlisis se expreso con la asignacion de la misma letra para el grupo
de datos parecidos y diferente letra a resultados estadisticamente diferentes. iii)
Para determinar la correlacidon entre los parametros microambientales y los
morfométricos se utilizé el analisis de correlacidon no paramétrica de Spearman
(Gotelli and Ellison, 2004); la prueba se realiz6 con el software SPSS 12 'y GLIM 4.
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Resultados

Analisis ambiental

Durante el estudio, el sitio se caracterizo por tener temperaturas entre 21y 25°C,
pHs de 6.6 a 7.6 y porcentaje de saturacion de oxigeno entre 83-90% (Tabla 4).
El agua present6 una conductividad especifica estandarizada a 25°C, de 460
al486 uS cm™, asi como una alcalinidad de 112-425 mgl™ (Tabla 5). El nitrégeno
en forma de amonio so6lo fue detectado en S2010, con una concentracion de 0.095
mg I'*. La mayor concentracién de NID se registré en PLL2011 con un valor de
1.30 mg I'%. El fésforo reactivo soluble se encontré en concentraciones similares
en PLL2009, con 0.07 mg I"*, S2010 con 0.04 mg I y un aumento en PLL2010,
con una concentracién de 0.10 mgl™ y PLL2011 con 0.18 mg I™*. Es notorio un

importante incremento en el NID y FRS en PLL2011.

Analisis microambiental

La mayor cobertura porcentual promedio registrada para la poblacion de Nostoc sp se
observo en SF2010, con 32%, y la menor cobertura promedio se observo en PLL2011 con
13.3 %; la velocidad de corriente promedio fue similar para PLL2009, con 0.79 m s™,
S2010 con 0.96 m sty PLL2011 con 0.94 m s™; fue significativamente menor en
PLL2010, con 0.25 m s™; la profundidad mayor se registré en SF2010, con 25 cm, y fue
similar a PLL2010 (20 cm) y la menor en PLL2009 de 15cm y similar a PLL2011 con
13cm.La radiacion incidente mayor se registré en PLL2011 con un valor de 732 [mol fotén m®
?s™ la menor en PLL2010 con 135 [mol fotén m™ s™]. El andlisis de Mann-Whitney no mostré
diferencias significativas para la cobertura en las cuatro épocas de colecta, y diferencias
minimas para la profundidad, velocidad de corriente y radiacion incidente (Fig. 1)
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Tabla 4. Epocas de colecta de las poblaciones de Nostoc verrucosum y caracteristicas fisicas, quimicas y microambientales del rio “La Garita”.
Post lluvias: noviembre 2009 (PLL2009), noviembre 2010 (PLL2010) y noviembre 2011 (PLL2011). Secas: febrero 2010 (SF10).

Fechas de Temperatura pH Kos porcentaje de Velocidad Radiacion  Substrato®® Profundidad® Cobertura Especies
colecta [°C] [us saturacién de  de corriente incidente (cm) porcentual’ asociadas
cm™] Oxigeno [ms™] [umol fotén (%)
[mg 1] m*s7’
06.xi.2009
PLL2009 23.0 7.0 460- 80 0.79+0.65 122+100 R100% 9.2+4.5 18+13.5 Musgo
515 0.10-1.77 16-349 5-15 5-40
06.1i.2010 23.5 6.6 1339 84 0.96+0.39 204140 R100% 18.6+6.9 32+17.9
SF2010 0.53-1.95 117-244 7-25 10-50 Musgo
23.xi.2010 214 - 1117 87 0.25+0.09 87124 R100% 17+£3.6 22+13
PLL2010 0.11-0.45 39-135 13-20 10-40 Musgo
30.xi.2011 25.0 7.6 1430- 83 0.94+0.31 2661246 R100% 11+2.6 13.3+5.8
PLL2011 1486 0.55-1.36 21-732 8-13 10-20 Musgo
Coeficiente 6 7 43 3.6 43 48 0 33 37
de variacion®
(%)

1 n=10; % n=5; *R = roca calcarea emergente, -: no medido; *:sensu Margalef (1983)
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Tabla 5. Epocas de colecta de las poblaciones de Nostoc verrucosum y nutrientes del rio La Garita. NID= Nitrégeno Inorganico Disuelto,
FRS= Fosforo Reactivo Soluble. Post-lluvias: noviembre 2009 (PLL2009), noviembre 2010 (PLL2010) y noviembre 2011(PLL2011).
Secas: febrero 2010 (S2010).

Fechas de Amonio Nitratos Nitrito NID total FRS Sulfatos Alcalinidad Calcio

colecta NHs-N NO3-N NO,-N  [mgl'] PO *-P S0~ [mg I ca®
[mg 1] [mg 1] [mg 1] [mg 1] [mg 1] CaCOg4] [mg "]

06.xi.2009 <0.01 0.40 0.0020 0.40 0.07 130 112 209

PLL2009

06.ii.2010 0.0950 0.17 0.0045 0.27 0.04 >75 425 70.5

SF2010

23.xi.2010 <0.01 0.50 0.0030 0.50 0.10 - 139 -

PLL2010

30.xi.2011 <0.01 1.30 0.0050 1.30 0.18 - 148 -

PLL2011

Coeficiente 133 83 43 75 79 71

de

variacion®

(%)

-,no medido; 'sensu Margalef (1983)
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Fig. 1. Caracteristicas microambientales en las cuatro épocas de colecta del rio “La Garita”. Post-
lluvias: noviembre 2009 (PLL2009), noviembre 2010 (PLL2010) y noviembre 2011(PLL2011).
Secas: febrero 2010 (S2010). La misma letra corresponde a datos estadisticamente parecidos y

diferente letra a datos con diferencias, con base en la prueba de Mann-Whitney.
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Andlisis fisioldgico.

Actividad nitrogenasa (NASA)

La mayor actividad de la enzima nitrogenasa se registro en PLL2009 en condiciones de
luz, con 826 nmoles de C2Ha/mg Chla h™ y en oscuridad, con 137 n moles C2H4/mg Chla.
h™. En S2010 se detecté una disminucién en la actividad de la nitrogenasa en luz, con 190
nmoles/mg Chla. h y en oscuridad, con 12 nmoles/mg Chla .h). En esta fecha se

presentaron los mayores valores de iones amonio. (Tabla 6).

Actividad fosfatasa (PASA)

La actividad enzimatica fosfomonoesterasas fue mayor que la encontrada para la
fosfodiesterasas en las cuatro colectas PLL2009, S2010, PLL2010, PLL2011. La actividad
fosfatasa fue similar en PLL2009 y S2010, donde la concentracion de FRS fue de 0.07mgl’
1y 0.04mgl™, respectivamente, y mayor en PLL2010 y PLL2011, con concentraciones de
FRS de 0.1 mgl™ y 0.18 mgl™, respectivamente. (Tabla 7).

Tabla 7. Actividad nitrogenasa luz y obscuridad en las cuatro épocas de colecta del rio
“La Garita”. Post-lluvias: noviembre 2009 (PLL2009), noviembre 2010 (PLL2010) y
noviembre 2011(PLL2011). Inicio de secas: febrero 2010 (S2010). Con los valores de
NHsN y NID

Fechas de Nasa Nasa
colecta Luz oscuridad NH3-N NID
nmol C;H, nmol C;H,  [mgl?] [mgl?]
producido producido

mg* Chlah® mg*Chlah®

06.xi.2009 826+133 137+11 <0.01 0.4
PLL2009 668-995 45-145

06.ii.2010 190+51 12+11 0.09 0.3
SF2010 127-232 0.6-20

30.xi.2011 164+9 41+40 <0.01 1.3
PLL2011 156-174 15-86
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Tabla 8. Actividad fosfomonoesterasa y fosfodiesterasa en las cuatro épocas de
colecta del rio “La Garita”. Post-lluvias: noviembre 2009 (PLL2009), noviembre
2010 (PLL2010) y noviembre 2011(PLL2011). Inicio de secas: febrero 2010
(52010). Con los valores de FRS.

Fosfomonoesterasa Fosfodiesterasa FRS

Fechas de colecta  pumol pNP liberados pumol pNP liberados [mg I'l]
mg™ clorofila a h™. mg* clorofila a h™.

06.xi.2009 13+4 5+8 0.07
PLL2009 7-17 0.001-14
06.ii.2010 1043 1.4+0.6 0.04
SF2010 7-15 0.6-2
23.x1.2010 0.8+0.8 0.14+0.05 0.1
PLL2010 0.3-2 0.06-0.2
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Fig. 2. Relacién entre la actividad de la nitrogenasa con la concentracién de NH4+ y NID
en tres fechas de colecta del rio “La Garita”. Post-lluvias: noviembre 2009 (PLL2009) vy
noviembre 2011(PLL2011). Secas: febrero 2010 (S2010). Barra gris, actividad en luz.
Barra negra, actividad en obscuridad. Tridngulo, concentracion de NID.
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Actividad fosfatasas
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Fig. 3. Relacion entre la actividad de las fosfatasas con la concentracion de FRS en las cuatro
fechas de colecta del rio “La Garita”. Post-lluvias: noviembre 2009 (PLL2009), noviembre 2010
(PLL2010) y noviembre 2011(PLL2011). Secas: febrero 2010 (S2010). Barra gris
fosfomonoesterasas. Barra negra, fosfodiesterasas. Triangulo, concentracion de FRS.
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Fig. 4. Diametro del granulo de (Poli-P) en las cuatro fechas de colecta del rio “La Garita”.
Post-lluvias: noviembre 2009 (PLL2009), noviembre 2010 (PLL2010) y noviembre
2011(PLL2011). Secas: febrero 2010 (S2010). La misma letra corresponde a datos
estadisticamente parecidos y diferente letra a datos con diferencias. Basados en la
prueba de Mann-Whitney.
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Analisis morfolégico

Caracteristicas macroscopicas

La forma de crecimiento fue gregaria; las colonias se observaron macroscopicas, globosas
y lobuladas, formando agregados de color café obscuro, asi como sélidas, de 3-5 cm de

tamafo y que llegaron alcanzar los 10 cm de altura.

Caracteristicas microscopicas

Las células fueron ovales, de 3.6-4.6 um de longitud; heterocitos subesféricos de 5.6-6.0
pum de longitud; en habito los encontramos en posicion terminal, intercalar y sueltos en la
colonia; los acinetos elipsoidales fueron solo encontrados en medio CHUD10 y alcanzaron
7-8 um de longitud (Tabla 5). Las caracteristicas morfoldgicas observadas en muestras
naturales obtenidas en las diferentes épocas de colecta-en PLL2009, S2010, PLL2010y
PLL201- mostraron ser similares en cuanto al tipo de estructuras encontradas en tricomas
y heterocitos; estos se observaron de manera terminal, intercalar y libres en la colonia, con
fases aseriadas y no se presentaron acinetos (Figs. 8 y 9). En el medio BG11 se
encontraron fases globosas durante la mayor parte del tiempo de cultivo y, al final, se
observaron fases aseriadas (Fig. 10). En el medio CHUD10, al inicio se observaron fases
globosas, pero posteriormente se desarrollaron fases ovales con acinetos y fases
aseriadas (Fig. 11
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Tabla 6. Epocas de colecta de las poblaciones de Nostoc verrucosum y anchura y longitud celular; anchura y longitud del
heterocito y diametro del granulo de poli-P del rio “La Garita”. Post-lluvias: noviembre 2009 (PLL2009), noviembre 2010

(PLL2010) y noviembre 2011(PLL2011). Inicio de secas: febrero 2010 (S2010).

Fechas de Longitud Anchura Longitud del Anchura del Didmetro del
colecta celular celular* heterocito? heterocito? granulo de poli-P*
06.xi.2009 4.6+0.5 3.6+£0.7 6.3+£0.9 5.6+0.9 1.6+0.4
PLLO9 3.0-5.7 2.2-5.0 4.9-8.6 4.2-8.0 0.4-3.1
06.i.2010 3.6+x0.9 5.1+0.5 6.7+0.6 6.0+£0.7 2.0+£0.5
SF10 1.9-6.1 3.6-6.4 5.7-8.1 4.4-75 0.7-3.9
23.xi.2010 4.5+0.8 6.4+0.6 6.6+0.8 6.1+0.8 2.0+£0.5
PLL10O 3.0-6.5 5.3-7.8 4.9-8.7 4.4-8.1 1.0-3.6
30.xi.2011 4.3+0.8 4.8+0.5 6.1+0.7 5.6+0.23 1.6+£0.35
PLL11 2.7-5.9 3.5-5.0 4.4-7.9 4.1-7.8 0.5-3.6

1 n=500; % n=50
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Fig. 5. Tamafio celular ancho y largo en las cuatro fechas de colecta del rio “La Garita”.

Post-lluvias: noviembre 2009 (PLL2009), noviembre 2010 (PLL2010) y noviembre
2011(PLL2011). Secas: febrero 2010 (S2010). La misma letra corresponde a datos
estadisticamente parecidos y diferente letra a datos con diferencias, con base en la
prueba de Mann-Whitney.
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Fig. 6. Tamafo del heterocito anchura y longitud en las cuatro fechas de colecta del rio
“La Garita”. Post-lluvias: noviembre 2009 (PLL2009), noviembre 2010 (PLL2010) y
noviembre 2011(PLL2011). Secas: febrero 2010 (S2010). La misma letra corresponde a
datos estadisticamente parecidos y diferente letra a datos con diferencias, con base en la
prueba de Mann-Whitney.
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Figs. 7-14, Caracteristicas morfoldgicas macroscépicas y microscopicas de la poblacion
de Nostoc verrucosum en el rio “La Garita”. Figs. 7 y 8, Habito. Fig. 9, Colonias juveniles
en cultivo. Fig. 10, Tricomas con heterocitos. Figs. 11y 12, Estructuras de reproduccion.
Fig. 13, Tincién de granulos de poli-P. Fig. 14, Granulos de poli-P en estructuras
aseriadas.
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Fig.10. Colonias globosas encontradas en cultivos medio BG11,,
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Fig. 11. Estructuras globosas y ovaladas, en el interior se observan acinetos, en el
medio CHUD1j.
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Fig.12. Inclusiones celulares en una célula vegetativa de N. verrucosum visto en
MET. C= carboxisoma, AT= arreglo tilacoidal. Poli-p, granulos de polifosfato.
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Discusion.

La caracterizacion ambiental y microambiental

Las poblaciones de Nostoc verrucosum son habitantes comunes en rios de
ambientes calcareos en la cuenca del rio Panuco, con una distribucion muy
delimitada en manantiales o rios con abundante corriente y muy sombreados
(Montejano et al., 2000). La poblacion del rio “La Garita” se registré una de las
coberturas porcentuales mas abundantes de la region, en especial durante el
periodo comprendido entre post-lluvias y hasta secas (noviembre a febrero).
Posteriormente, el crecimiento visible desaparece durante el periodo mas seco del
afio (marzo-junio). Al parecer, esta poblacion —como se ha reportado en diversas
especies del género- presenta estrategias morfoldgicas (p.e., acinetos) para
soportar la desecacion por tiempos prolongados, recobrando su actividad
metabdlica y los crecimientos masivos después de la rehidratacion en el ambiente
(Mollenhauer ,1988; Poots, 2000; Dodds et al., 1995).

En términos de sus caracteristicas ambientales, N. verrucosum fue encontrada en
aguas calidas de una region subtropical, en condiciones estrictamente sumergidas
y de agua corriente, lo que corresponde a lo descrito por Mollenhauer (1988) para
esta especie; su presencia se relaciona también con aguas altamente
mineralizadas y bien oxigenadas. Las temperaturas entre 21-25°C fue semejante a
lo registrado por Aboal et al. (1994) y Aboal et al. (2002) para rios mediterraneos;
sin embargo, nuestros valores del pH fueron mas bajos a lo reportado por estos
autores (6.6-7.6 en este trabajo, 8.0-8.9 en rios mediterraneos), aunque ambos
intervalos de valores entran en lo citado para la especie por Mollenhauer (1999).
Por otra parte, la conductividad especifica fue mayor a la reportada para rios
mediterraneos (1,117-1,515 uS cm™ en este trabajo y de 447-508 puS cm™ en rios
mediterraneos); esta variacion puede estar relacionada con las caracteristicas
geoldgicas de rios calcareos, donde la elevada conductividad especifica esta
relacionada con la dominancia i6nica de carbonatos y sulfatos disueltos en el agua

(Beltran et al. 2013). Los resultados fueron consistentes con la preferencia de N.
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verrucosum por carbono inorganico como H,COg, la forma predominante en los
rios de regiones calcareas donde ha sido encontrada esta especie (Tilden, 1910;
Aboal et al. (2002); Aboal et al., 1994, Mollenhauer et al., 1999; Berrendero 2008;
Mateo et al., 2006).

La escasa diferencia en la cobertura y los pardmetros microambientales (velocidad
de corriente, profundidad y radiacion fotosintéticamente activa) en las cuatro
épocas de colecta, sugiere que la presencia de N. verrucosum se encuentra en
condiciones muy particulares: i) un elevado flujo de agua, ii) baja iluminacion
relacionada con una amplia vegetacion de ribera, iii) un sustrato calizo firme y
poroso asociado a una importante poblacion de musgo, el cual puede servir como
espacio de asentamiento y proteccion de estructuras de latencia (acinetos),
capaces de restablecer la cobertura al cambio de época, tal y como se registra en
otras especies de Nostoc (Mollenhauer 1988, Poots 2000, Dodds et al. 1995). En
general, el rio “La Garita” presentd condiciones bajas en nutrientes, aunque en
alguna época se registraron valores altos (NID de 1.3 mg I'* debido a un aporte
importante de NOs-N y FRS de 0.18 mg I'™Y). Esta variacion puede estar
relacionada por pulsos de fésforo y nitrégeno que provienen de actividades
agricolas y urbanas poco evidentes asociadas a la ribera del cauce. Sin embargo,

estos pulsos no parecen afectar la cobertura porcentual de la poblacién.

La actividad de las enzimas nitrogenasa y fosfatasas

Se observ6 una importante variacién en las actividades de las enzimas nitrogenasas y
fosfatasas, las cuales estuvieron relacionadas con la disponibilidad de nutrientes en el rio.
A patrtir de los resultados obtenidos en las cuatro épocas de colecta, se registrd una mayor
actividad de la enzima nitrogenasa en condiciones de luz que en condiciones de
obscuridad, lo que coincide con lo descrito para diversas especies del orden Nostocales.
Por tal razén, podemos confirmar que Nostoc verrucosum es una especie que tiene la
capacidad de fijar nitrégeno atmosférico en ambientes pobres en nitrégeno, usando células
especializadas (heterocitos) en ambientes aerobios. Las Oscillatoriales y Chroococales,

gue no presentan heterocitos, pueden fijar el N, atmosférico mediante la separacion
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temporal y/o espacial del proceso fotosintético (Berman et al, 2003). Sin embargo, se
observé que el incremento de NID en el agua del rio -debida principalmente a la presencia
de NO3 en PL2011- provoc6 una disminucién en la actividad enzimatica. Por lo tanto, tanto
la diferenciacién celular como la produccion enzimatica se estimularon ante la falta de
amonio y/o nitrato, situacion usual en el tipo de ambiente en el que se ha reportado la

especie de este estudio.

La actividad de las enzimas fosfomonoesterasas y fosfodiesterasas estuvo relacionada
principalmente con la concentracion de FRS disuelto en el agua. La concentracion de FRS
superior a 0.10 mg I™* disminuy6 la actividad de las fosfomonoesterasas, debido a que el
fésforo inorganico como ortofosfatos es la Unica forma quimica que puede ser utilizada por
los organismos y es factor limitante en la mayoria de los ecosistemas acuaticos
(Sundareshwar et al. 2003). Cuando las reservas de fosforo son escasas como para
convertirse en limitantes, N. verruscosum podria utilizar el fésforo organico presente en el
ambiente gracias a la presencia de enzimas fosfatasas (Whitton et al. 1990). De las dos
enzimas evaluadas, la mayor actividad se registr6 en la fosfomonoesterasas, lo que
puede ser atribuido a su localizacion en las células y su especificidad de las enzimas. Las
fosfomonoesterasas se localizan en la pared celular externa o extracelulares en la capa
mucilaginosa, mientras que las fosfodiesterasas se encuentran en la superficie externa de
la pared celular (Whitton et al. 1990). Asimismo, la mayor actividad también puede estar
explicada por la naturaleza quimica de las fosfatasas, que son enzimas hidrolasas
capaces de hidrolizar ésteres fosféricos, liberando ortofosfatos, lo que incrementa la

disponibilidad del fosfato en el ambiente (Whitton & Hernandez, 2000).

Caracterizacion morfolégica vy el estado reproductivo

Los resultados morfologicos y morfométricos obtenidos en muestras naturales de N.
verrucosum durante las cuatro épocas de colecta, mostraron diferencias poco
significativas, aun cuando hubo algunos cambios en los parametros ambientales y
microambientales. Esta relativa constancia en los medidas morfolégicos, permitieron

caracterizar los intervalos de importancia taxonémica. La estructura de la colonia y la
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longitud de los acinetos y heterocitos fueron semejantes a los reportes previos de N.
verrucosum (Bornet et Flahault 1986-1988, Geitler 1932, Desikachary 1959, Komarek &
Anagnostidis 1989, 1999, 2005 y 2010, Mollenhauer 1988, 1999), aunque la talla celular
superd en 4.6-3.6 um a lo reportado para esta especie. Sin embargo, la talla celular en
Nostoc verrucosum encontrada coincide con lo reportado en Komarek (2013), aunque
también puede ser el resultado de un distinto estado de desarrollo de las células que
forman el filamento (Ramirez et al. 2011) En condiciones naturales no se reconocieron
acinetos y/o fases tempranas de desarrollo de la colonia, lo cual puede estar relacionado
con un proceso estimulado por alguna combinacion de parametros ambientales

particulares (p.e., incremento de temperatura del agua y/o disminucion del caudal).

La formacién de heterocitos y la forma de reproduccion por proliferacién estuvo
relacionada con el medio de cultivo BG110, el cual contiene elevada concentracion de
nutrientes, lo cual sugiere que un continuo aporte de nutrientes mantiene el crecimiento
vegetativo; esta condicién ha sido registrada en poblaciones de Nostoc punctiforme por
Meeks et al. (2002).

Por otra parte, en los cultivos con medio CHU D1 sin fuente de nitrégeno y fosforo,
presentaron dos caracteristicas morfolégicas relevantes: i) La desaparicion de los granulos
de Poli-p después de un largo periodo de mantenimiento en condiciones de cultivo; y los
cuales muy probablemente son empleados como reserva de fosforo, tal y como sucede
con N. linckia (Dodds et al. 1995) y otras especies de Nostocales en condiciones de cultivo
(Mateo et al., 2006). ii) La aparicién de acinetos que presuntamente prepara a la poblacion
para entrar en estado de latencia.

El desarrollo de cultivos ha sido una herramienta importante para intentar estimular la
aparicion de heterocitos, acinetos y/o de las fases del ciclo de vida que permita acercar a
la identidad taxondmica de la poblacién. Sin embargo, la cantidad y calidad de luz han sido
los factores empleados para la experimentacion. Lazaroff (1966) utilizé condiciones de
oscuridad en cultivos con Nostoc muscorum y encontré que se estimulaba la formacion

reversible de fases aseriadas, similar a lo encontrado en campo para N. verrucosum.
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El mantenimiento de cultivo por tiempos prolongados también favorece la formacion de

acinetos, como lo reporta Mateo et.al. (2006).

En conclusion, la presencia de Nostoc verrucosum en el rio “La Garita” esta regulada por
una serie de factores ambientales y microambientales bien definidos que la ubican como
una poblacién tropical de regiones calcéreas, con una eficiente tasa de fijacion de
nitrdgeno e incorporacion y almacenamiento de fésforo, lo que se manifiesta con una
cobertura porcentual importante durante el periodo de post lluvias e inicio de secas de
noviembre a febrero. La integracion de distintas fuentes de informacion (taxonémica,
ecoldgica y fisiologica) permitira establecer los intervalos y gradientes de las especies de
Nostoc. El aporte de la genética molecular ha permitido delimitar la afinidad taxonémica de
algunas especies de Nostoc (Koméarek 2010); sin embargo, aln es necesario establecer
los factores ambientales que definen su presencia, regulan su abundancia y su relacion

con los procesos ecoldgicos y adaptaciones fisiologicas.
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