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RESUMEN

Las cianobacterias poseen una amplia diversidad morfolégica y forman un grupo heterogéneo
de procariotas que generalmente tienen la capacidad de realizar fotosintesis oxigénica, sin
embargo, algunos taxones son simbiontes o parasitos. Hasta ahora, en el mundo se conocen
4,669 especies ubicadas en mas de 866 géneros; su clasificacion en principio se baso en la
caracterizacion morfolégica. Posteriormente, los estudios polifasicos han permitido delimitar
complejos taxondmicos. Por tanto, esta contribucidon analiza bajo un enfoque polifasico la cepa
Synechococcus-like proveniente del exLago de Texcoco, a través de los caracteres
moleculares (16S), morfolégicos, ultraestructura celular mediante las microscopias: de luz
(ML), epifluorescencia y electronica de transmision (MET), asi como condiciones limnoldgicas
del habitat. En el ML se observaron células solitarias 0 en pares, cilindricas u ovales, rectas
de 1.4-3 um de diametro por 1.6-5 pm de largo, con mucilago hialino fino; de color verde palido,
verde brillante o verde olivo. La Microscopia epifluorescente demostré6 que las células
contienen clorofila a y lipidos; en MET se observaron: nucleoplasma, pared celular, espacio
intermembranal, citoplasma que contiene los tilacoides situados longitudinalmente, ribosomas,
granulos de polifosfato y poli-R hidroxibutirato. También fue posible observar estados iniciales
de la division celular con células hemisféricas y un evidente surco. La secuencia del 16S (939
pb) de la cepa IZTA 063 mostré 98.61% de identidad con Cyanobacterium sp CENA 527
aislada de Brasil, mientras Cyanobacterium sp. HL-69 fue de 98.39%, material proveniente de
un lago hipersalino de USA; seguida de Cyanobacterium stanieri PCC 7202 de 98.07% aislado
de Chad, Africa. La cepa IZTA 063, se ubicé en el clado del género Cyanobacterium, cuyo
contenido de G+C fue de 52.4%. Por su parte, la hidrologia del Exlago de Texcoco indicé un
ambiente salino-alcalino con pH 9.0, donde prosperan las haléfilas como es la cepa de
Synechococcus-like IZTA 063. Este analisis con un enfoque polifasico conlleva al primer

esfuerzo para delimitar una cianobacteria unicelular de un ambiente extremo.

Palabras clave: cianobacteria, Cyanobacterium, exLago de Texcoco, rRNA 16S,

Synechococcus-like.



INTRODUCCION

Generalidades

Las Cyanoprokaryota (= Cianobacterias), son representantes de los organismos mas
antiguos del planeta y poseen caracteristicas comunes con las bacterias, ademas forman
un grupo heterogéneo de procariotas con la capacidad de realizar fotosintesis oxigénica,
con excepcion del género Vampirovibrio, parasito no fotosintético de Chlorella ubicado
en la Clase Vampirovibriophyceae (Strunecky et al., 2023). Las cianobacterias poseen
una amplia diversidad morfolégica, encontrandose formas: unicelulares, agregados,
colonias, filamentosos simples y ramificados, asi como pseudoparénquimas complejos
(Garbisu et al., 1999; Komarek, 2003; Singh et al., 2017).

La mayoria son de vida libre, mientras otros establecen simbiontes con hongos (liquenes)
y con ascidias (tunicados). Con una variedad estructural, ecologica y fisiologica que
pueden adaptarse a una amplia gama de condiciones; se desarrollan en ecosistemas,
acuaticos tanto marinos, como epicontinentales; asi como crecen en ambientes semi-
acuaticos y terrestres (Whitton & Potts, 2000; Mundt et al., 2001; Prasanna et al., 2013).
En México algunas especies, tienen la capacidad de crecer en habitats extremos
alcalinos o &cidos, o bien en temperaturas de 55-76°C; por ejemplo, ha sido citada
Synechococcus bigranulatus como termdfila y extremdfila (Lopez et al., 2016), asi como

S. nidulans en ambientes extremofilos de Michoacan (Zaragoza & Mora, 2006).
Pigmentos

Los pigmentos producidos por las cianobacterias son: clorofilas, carotenoides y
ficobiliproteinas (PBP). En la actualidad se conocen cuatro tipos de clorofilas en las
cianobacterias (a, b, d y f) (Miyashita et al., 2014; Komarék et al., 2020). La primera, en
general es dominante en numerosos taxones, mientras el género Procloron se reconoce
la presencia de clorofila b. Resultado de nuevos hallazgos, durante el cultivo de

cianobacterias marinas y de estromatolitos de la bahia Shark, Australia, se descubrieron
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en Acaryochloris marina dominancia de la clorofila d y por su parte Halomicronema
hongdechloris produce clorofila f (Chen et al., 2010; Miyashita et al., 2014). Otros
pigmentos corresponden a los carotenoides, que son moléculas tetraterpenoides, las
cuales se clasifican en carotenos, moléculas no oxigenadas, mientras que las xantofilas
corresponden a grupos oxigenados con propiedades hidrofilicas debidas a la presencia
de hidroxilo y ceto en los anillos de su molécula. Por ultimo, los ficobilisomas contienen

c-ficocianina (PC), c-ficoeritrina (PE) y c-aloficocianina (APC) (Silva et al., 2024).

La concentracion y presencia de cada uno de estos pigmentos le permiten adaptarse a
los medios donde se desarrollan, ambientes extremos o altas salinidades, entre otros.
Por ejemplo, el andlisis de los pigmentos de cianobacterias extremofilas del lago
Chichonal, México mostro la presencia en diferentes concentraciones de: clorofilas a, 3-
caroteno y equinenona (Silva et al., 2024).

Clasificacion taxonémica

Guiry (2024) indicé que se conocen 4,669 especies de Cyanoprokaryota vivas en el
mundo, de las cuales se distribuyen en 866 géneros. La mayoria son aerdbicas, cuyo
ciclo vital requiere agua, CO2 y luz, lo que les permite crecer en condiciones autotrofas,

y en algunos casos en diferentes medios de cultivo (Forjan-Lozano, 2008).

A lo largo del estudio de las cianobacterias su investigacion se ha basado
tradicionalmente en la caracterizacion morfolégica. Sin embargo, la misma es imprecisa
porque la plasticidad fenotipica de estos organismos conlleva a contener muchos
taxones cripticos. Por ello, se requiere reconocer bajo el concepto polifasico que implica
el uso de diferentes marcadores moleculares, en principio las regiones 16S, 23S e ITS,
asi como su estructura secundaria; ademas de la morfologia, ultraestructura celular,
condiciones fisiologicas y ecoldgicas de las poblaciones silvestres de interés (Iteman et
al., 2000, Lee et al., 2014, Corrales et al., 2017; Strunecky et al., 2023).



Nuevas clasificaciones de las Cyanoprokaryota propuestas por Komarek et al. (2014) y
Strunecky et al. (2023) ubican en el orden Synechoccales Hoffmann et al., (2005), familia
Synechococcaceae Komarek & Anagnostidis al género Synechococcus Nageli 1849. Por
su parte, para este taxén se conocen en el mundo 27 nombres validos (Guiry & Guiry,
2024).

Género Synechococcus

La especie tipo del género Synechococcus corresponde a S. elongatus Néageli, la cual
fue descrita a partir de material del bentos de un lago cercano a Zurich, Suiza -
47°25'57"N, 8°29'34"E- (Nageli, 1849). Asimismo, hasta el siglo XX fue citada en
diferentes ambientes dulceacuicolas y marinos con varios morfotipos semejantes a este

taxon (Komarek et al., 2020).

Son células sencillas cilindricas, ovales o baciliformes, rectas, curvas o sigmoides; de
1.5 a 20 ym de largo por 0.4 a 6 um (11 um) de didmetro, solitarias o en agregados, no
forman colonias, con mucilago delgado, homogéneo y hialino fino. El contenido celular
es homogéneo con tilacoides parietales, carboxisomas y distintos granulos de reserva,
sin aerotopos. Su color es verde palido, verde brillante, verde olivo o rojo; contienen
ficoeritrina y emite una intensa fluorescencia naranja, y como pigmento multiespecifico
produce zeaxantina (Waterbury et al., 1979; Scanlan, 2003; Guiry & Guiry, 2024). La
division celular es por fision binaria, perpendicular en un solo plano de division,
usualmente hacen un surco. Las células hijas crecen antes de la siguiente division y se
separan, pero se mantienen cercanas en hileras cortas (Komarek & Anagnostidis, 1999;
Komarek, 2003).

El género Synechococcus fue delimitado como polifilético por Komarek et al. (2014); mas
tarde, Komarek et al. (2020) reconocen varios linajes con base 16S, a partir del estudio
de 134 morfotipos y genotipos similares al género Synechococcus. En la tabla 1, se
indican los diferentes 6rdenes, familias y géneros resultado de la reclasificacion de
Synechococcus-like; donde el orden Thermostichales incluye organismos termofilos del

género Thermostichus que viven en ambientes con temperaturas mayores de 80°C.



El género Thermosynechococcus, ubicado en el orden Pseudanabaenales (Komarek et
al., 2020) fue reubicado en el orden Acaryichloridales (Strunecky et al., 2023), ya que
corresponden a morfotipos unicelulares o con filamentos cortos de dos o cuatro células,
de ambientes termales de 20-70°C, ademas de la posicion filogenética observada por
Komarek et al. (2020).

Por su parte, el orden Synechococcales incluye la familia Prochlorococcaceae donde se
localizan morfotipos unicelulares con tilacoides parietales de 1 a 4, esta familia contiene
tres géneros del picoplancton tanto dulceacuicola (Cyanobium) como de ambientes
marinos oligotréficos (Parasynechococcus y Prochlorococcus). Para la familia
Synechococcaceae incluye Synechococcus Nageli; por dltimo en la familia
Geminocystaceae donde se reubican taxones plancténicos marinos muy pequefios de
los géneros Picosynechococcus y Geminocystis; ademas de dos nuevos géneros:

Cyanobacterium y Annamia (Strunecky et al., 2023; Guiry & Guiry, 2024).

A partir de las cepas de Synechococcus sp. (PCC 7202 y ATCC 29140) provenientes de
charcos alcalinos de Chad, Africa y de charcos de Francia, fueron reubicadas en
Cyanobacterium stainerii, especie que tuvo limitaciones en su validacion porque Rippka
& Cohen-Bazire (1983) publicaron este epiteto a partir de un cultivo vivo, sin resguardar
material bioldgico permanente en una coleccién de referencia ni lo conservaron en
estado metabdlicamente inactivo como lo exige el articulo 8 del cédigo de nomenclatura
de procariontes. Por tanto, Oren et al. (2022) validan el nombre agregando las omisiones,
ademas de la informacion genética del mismo. Paralelamente, sefialan que son géneros
que se confunden facilmente con Cyanobium y Synechococcus solo por su morfologia,
aunque difieren en la organizacion de los tilacoides, asi como en la composicién del DNA
para G+C que oscila entre 37.5 - 38.7%.



Tabla 1. Clasificacion de las diferentes jerarquias taxonémicas donde se incluyen
Synechococcus-like, con base en la propuesta de Strunecky et al. (2023)
Orden Familia Género

Thermostichales Thermostichaceae Thermostichus
Komarek et Strunecky, 2020 | Komarek et Strunecky, 2020  Komarek et Strunecky, 2020

Acaryichloridales Thermosynechococcaceae Thermosynechococcus
Strunecky et Mares, 2023 Komarek et al., 2020 Katoh et al., 2001
Synechococcales Synechococcaceae Synechococcus
Hoffmann et al., 2005 Komarek et Anagnostidis, Nageli, 1849

1995

Prochlorococcaceae Cyanobium

Komarek & Strunecky, 2020  Rippka et Cohen-Bazire,1983
Prochlorococcus
Chisholm et al., 1992
Parasynechococcus
Coutinho, Tschoeke, Thompson
et Thompson, 2020

Geminocystaceae Picosynechococcus
Tuji et al., 2021 Komarek, Johansen et
Strunecky, 2020
Cyanobacterium
R. Rippka & G. Cohen-Bazire,
2022
Geminocystis
Korelusova, Kastovsky &
Komarek, 2009
Annamia
Nguyen, 2013
Microcrocis
Richter, 1882

En México se han registrado especies de Synechococcus en diferentes ambientes de
agua dulce (Novelo & Tavera, 2024), asi como en USA en habitat extremos como el
Parque Nacional de Yellowstone (Edwards et al., 1968). También son componentes del
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picoplancton de océanos tropicales y subtropicales en condiciones oligotréficas (Raven,
1998; Hernandez-Becerril y Pastén-Miranda, 2015).

Usos y aplicaciones

Dentro de los factores abibticos que regulan su crecimiento, la luz es una variable
importante en el cultivo de cianobacterias al ser utilizadas para la produccion de
compuestos de valor comercial (Becker, 1994; Betancourt, 1997; Yun & Park, 1997,
2001; Jeon et al., 2005).

En cuanto al aprovechamiento de cianobacterias, se han desarrollado avances
biotecnolégicos que han demostrado el potencial que poseen en diversas areas,
convirtiéndose asi en un grupo de alto valor econémico; por ello son ampliamente
estudiadas con varios propésitos y se utilizan como modelos experimentales (Ventosa &
Nieto, 1995; Singh et al., 2017). Entre las aplicaciones se encuentra la produccion de
biomasa como una fuente de compuestos quimicos, debido a que se confirman como
una fuente de sustancias de uso industrial y farmacologico de gran valor econémico;
tales como: clorofila, carotenoides, ficobiliproteinas, proteinas, exopolisacéaridos y otros
metabolitos bioldgicamente activos (Paniagua-Michel & Sasson, 1995; Philippis &
Vicenzini, 1998; Hejazi & Wijffles, 2004; Garcia-Gonzéalez et al., 2005; Dayananda et al.,
2007).

Algunas cianobacterias producen compuestos de importancia biotecnolégica como los
poli-3-hidroxialcanoatos (PHAS), con sus derivados poli-3-hidroxibutirato (PHB). Estas
sustancias de reserva son excelentes alternativas por sus caracteristicas de maleabilidad
y termoplasticidad para remplazar el uso de los plasticos derivados del petréleo, sumado
a que son materiales biodegradables no toxicos al ambiente (Amaro et al., 2019; Serrano-
Torres, 2023).
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La produccion de metabolitos de interés econémico en cultivos de Synechococcus sp.
esta regulada por la irradiancia, obteniéndose una buena produccion de biomasa en alta
radiacion fotosintética activa a 156 pmol fotones m? s™'. Para la produccion de clorofila,
proteinas y lipidos, esta aumenta a bajas e intermedias irradiancias como es 78 pmol
fotones m? s'; mientras que la produccién de carotenoides y exopolisacaridos tiene
mejores rendimientos a altas irradiancias (Rosales-Loaiza et al.,, 2008). Un ejemplo
corresponde a la cepa Synechococcus sp. MA 19, quien produce 275 de PHB (w/w) bajo
condiciones de 50°C (Nishioka et al., 2001). También, diversos estudios han concluido
que las cianobacterias, poseen el potencial de acondicionar suelos y preservar el
ambiente, convirtiéndose en los candidatos mas adecuados para el desarrollo de
practicas agricolas sostenibles, reduciendo asi la dependencia de fertilizantes (Kishore
& Bimal, 2010).

El uso de cianobacterias como biofertilizantes en campos de cultivo por su capacidad de
fijar N2 se posiciona como una alternativa ecoldgicamente positiva, que podria
sustentarse puesto que en su produccion se puede utilizar agua no potable, lixiviados
organicos, CO:2 atmosférico y trabajarlo en espacios reducidos en sistemas de
fotobiorreactores (Prasad & Prasad, 2001; Borowitzka, 2005; Sahu et al., 2012). Ademas,
desemperfian un papel esencial en el mantenimiento de la fertilidad de los suelos a largo
plazo, ya que durante su ciclo de vida incrementan la materia organica y segregan
compuestos bioactivos como: fitohormonas, vitaminas y aminoéacidos, los cuales
promueven el crecimiento y desarrollo de las plantas. Igualmente, liberan metabolitos
secundarios que ayudan al control biolégico de enfermedades bacterianas y fangicas en
los cultivos. A su vez, se ha reportado que las cianobacterias contribuyen a la conversion
de formas de fésforo insolubles asimilables para las plantas (Sahu et al., 2012; Khadatare
& Suryawanshi, 2016).
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Antecedentes

El material bioldégico procede de una zona emblematica del pais; antes del siglo XIX la
cuenca del Valle de México contenia una gran zona lacustre donde los lagos: Zumpango,
Xaltocan, Texcoco, Xochimilco y Chalco permanecian interconectados entre ellos. A lo
largo del tiempo, la tala inmoderada de los bosques y el envié de grandes volumenes de
agua hacia afuera de la cuenca provocaron notables cambios en su hidrologia, que,
sumado al crecimiento urbano, origin6 diferentes modificaciones en su paisaje natural.
Algunas de las contingencias ambientales que se han presentado corresponden a
inundaciones de la Ciudad de México en época de lluvia; la desecacion del vaso hidrico
y la captacion de aguas residuales de origen doméstico, que causo durante los afos
sesenta tolvaneras durante la época de estiaje, provocando problemas de salud publica
por enfermedades respiratorias y gastrointestinales a la poblacion aledafia. De la cuenca
original aun subsisten humedales del lago de Texcoco, ademas de los lagos Xochimilco

y Zumpango (Departamento del Distrito Federal, 1975 y Biol. Cortés-Romero com. per.).

Esta area tiene una historia rica y una diversidad natural unica, que ha presentado una
notable transformacion, asi como es testigo de cambios del paisaje natural, cultural y
urbano del ecosistema lacustre, cuya salinidad ha provocado suelos alcalinos con un pH
basico donde solo crecen plantas haldfitas. Este tipo de suelo se forma por la
descomposicion de minerales, como los feldespatos sodicos y potasicos que abundan
en las rocas del area. No menos importante es el alto valor histérico-cultural, el nombre
y fundacion de México-Tenochtitlan y el Escudo Nacional se concibieron desde los

elementos del antiguo Lago de Texcoco (Conanp, 2021).

El lago tiene condiciones limnoldgicas unicas, contiene cloruro de sodio (NaCl), sulfato
de sodio (Na2S0a4) y sulfito de sodio (Na2S0s); condiciones hidrolégicas de pocos lagos
en el mundo (San Roman et al., 2013). En los cuerpos de agua temporales han sido
citadas las siguientes cianobacterias y diatomeas: Arthrospira platensis, Anabaena spp.,
Chroococcus turgidus, Nodularia sp., Oscillatoria spp., Phormidium tenue 'y
Gomphonema spp. (Conanp, 2021).
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La taxonomia tradicional sobre el género Synechococcus reconoce para Europa 15
especies, ademas, fuera del Viejo Continente, nueve especies (Komarek & Anagnostidis,
1999; Hauer & Komarek, 2021). Asimismo, database algae, sefala 27 especies validas
para el mundo, con 46 sindnimos y otros taxa inciertos (Guiry & Guiry, 2024); sin olvidar
que probablemente existen especies cripticas no descritas aun. Por su parte, la
ultraestructura con microscopia electréonica de transmision (MET) de Thermostichus
lividus (Copeland) Komarek & Strunecky 2020 = Synechococcus lividus Copeland, cepa
termofilica aislada del Parque Nacional de Yellowstone, USA; fue investigada por
Edwards et al. (1968); donde la pared celular reveld similitudes con las bacterias Gram
negativas; los ribosomas predominaron en la region nuclear central; los tilacoides
parietales y casi paralelos entre si a lo largo de la membrana plasmatica. También se
observaron diferentes tipos de inclusiones celulares, como gotas de lipidos, cuerpos de
polifosfato (o volutina) y carboxisomas. Por otra parte, Komarek et al., (2020) estudian

filogenéticamente el género Synechococcus-like y reconocer diferentes linajes.

Estudios sobre la diversidad del género Synechoccocus en México, indican el registro de
diez especies bajo el enfoque de la taxonomia tradicional (Novelo & Tavera, 2024). S.
aeroginosus, S. ambiguus, S. bigranulatus, S. cedrorum, S. elongatus, S. epigloeicus, S.
nidulans, S. roseopurpureus, S. socialis y S. vantieghemi, provenientes de ambientes
extremos, lagos y suelos de: Jalisco, Puebla, Tabasco, Veracruz, Estado de México,
Ciudad de México, Quintana Roo, Michoacan, Oaxaca, Yucatan y Chiapas (Novelo,
1985; Avila, 1989; Lara et al., 1996; Lopez-Cortés, 1998; Novelo, 1998; Macek et al.,
2002). Asimismo, Barrientos-Medina et al., (2004), registraron por primera vez el género
en cenotes de la peninsula de Yucatan. Otro aspecto incluye aportes sobre su fisiologia,
donde se ha investigado la cuantificacion de pigmentos en la biomasa de Synechococcus
en aguas del Pacifico mexicano (Diaz y Maske, 2000).
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Justificacion

Los estudios de taxonomia tradicional sobre la diversidad biolégica del género
Synechococcus en México nos indican la presencia de 10 especies. Sin embargo, no
hay informacion de indole genético para corroborar estos taxa por lo cual, esta
informacion permitira sumar datos que permitan realizar la corroboracion taxonémica
correspondiente.

Debido a la importancia y sus posibles aplicaciones de las cianobacterias como recurso
biologico, cada vez aumenta el interés por el desarrollo de técnicas para su cultivo, al
igual que la necesidad de una determinacion taxondémica robusta; por lo que es relevante
que, seguido del aislamiento y mantenimiento de las cepas, se realice la determinacion
taxondémica polifasica. En particular, la cepa Synechococcus-like, aislada del lago de
Texcoco, Estado de México, la cual carece de un estudio polifasico que permitan

corroborar su estatus taxondmico y su relacion filogenética.

Objetivo general

Analizar bajo un enfoque polifasico la cepa de Synechococcus-like, aislada del exLago
de Texcoco, Estado de México para confirmar su estatus taxonémico y futuro uso
biotecnoldgico.

Objetivos particulares

e Aislar y cultivar Synechococcus-like a partir de material biolégico recolectado en
los humedales del exLago de Texcoco, para incrementar los recursos genéticos
de cianobacterias silvestres de México a través del cepario de la FES Iztacala,
UNAM.

¢ Describir morfolégicamente, bajo el concepto de especie, el material biolégico de
estudio a través de las microscopias: de luz (ML), epifluorescencia y electronica
de transmisiéon (MET) para sumar caracteres taxondmicos en la delimitacion
taxonomica.

e Construir a partir de las secuencias 16S de la cepa Synechococcus-like con base
en el concepto de especie filogenética, la filogenia del material mexicano, para
delimitar su estatus taxonémico.

¢ Registrar las condiciones limnoldgicas del habitat para su integracion polifasica.
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MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. El Lago de Texcoco es un humedal lacustre, ubicado entre los siguientes
municipios del Estado de México: Texcoco, Atenco, Chimalhuacan, Ecatepec de Morelos
y Nezahualcéyotl (Fig. 1D), entre las coordenadas 19°00’ - 20°00’ latitud N y 98°15’ -
99°30’ longitud O, cuenta con una superficie de 14 mil Ha en una cota de 2 700 m s.n.m.
Hay dos tipos de climas; el predominante es semiarido (BS1kw) templado, con verano
calido, donde la temperatura maxima alcanza 32°C entre abril y junio. También, en la
porcion noroeste el clima es seco templado C(wo) y templado subhumedo en los
municipios de Chiconcuac; con una temperatura promedio de 15°C, una maxima extrema
de 33°C y una minima de 11°C (Conanp, 2021).
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Figura 1. A-B) Cambios de la zona lacustre de la Cuenca del Valle de México durante el siglo
XVII 'y XVIIl, C) Panorama actual de la zona lacustre de la cuenca del Valle de México
(Departamento del Distrito Federal, 1975), D) ubicacion geografica del Lago de Texcoco (Google
maps), E) Lago artificial Nabor Carrillo, F) tequesquite, G) ahuautle o “hueva de mosquito”, H)
espirulina (Imagenes originales: E-H, Permiso CONAGUA- oficio 1709).
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Actualmente, hay varias zonas: una corresponde al vivero donde se producen las plantas
haléfitas, Tamarix ramosissima, para la rehabilitacion de las areas desérticas que
provocaban tolvaneras (Fig. 2A), otra es el cauce de recepcion de aguas residuales del
sur de la Ciudad de México, donde las obras hidraulicas captan 1,500 I/min para
tratamientos bioldgicos en lagunas de oxidacién (Fig. 2B-E) y lodos activados (Fig. 2C).
También, a partir del hundimiento diferencial del subsuelo, previo a la preparacion de la
obra hidraulica se construy6 el vaso regulador “Lago artificial Nabor Carrillo” para la
recuperacion acuicola de la zona, conformado de 10 Km? (Fig. 2F); y recientemente, el
Parque Ecolégico Lago de Texcoco (PELT), area trazada en 5 mil Ha, donde era el sitio
para la construccion del nuevo aeropuerto de la Ciudad de México, el cual fue suspendido

tras la declaracién como Area Natural Protegida durante marzo de 2022.

Figura 2. Zonas actuales del Area Natural Protegida: A) vivero B) recepcién deaguas residuales
con cribas C) lagunas facultativas D) efluente del agua tratada E) lodos activados, F) humedales
relictos del ANP (Imagenes originales, permiso CONAGUA, oficio 1709).

Para este parque se han construido plataformas que rompen la capilaridad de las sales,
para apoyar la restauracion ecolégica, recarga del acuifero y conservacion del habitat;
donde contiene andadores, miradores, areas deportivas, ciclopistas y estacionamiento

(Echeverria y Lestrade, 2024). Esta area fue decretada como Area Natural Protegida
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(ANP) denominada “Area de Proteccion de Recursos Naturales Lago de Texcoco”
(Conanp, 2021).

Esta ANP alberga una variedad de ecosistemas terrestres y acuaticos: como vegetacion
halofila, ciénegas, tulares y el lago Nabor Carrillo, construido en los 80°s bajo la direccion
de la CONAGUA para el tratamiento de aguas residuales del sur de la Ciudad de México.
La diversidad registrada es de 755 especies, de ellas 107 especies son endémicas.
Representa un espacio vital para las aves acuaticas migratorias de Norteamérica durante
el otofo, por ello denominado sitio RAMSAR No. 114 (el cual fomenta la conservacion y
el uso racional de los humedales) e incluido en AICA MX001 para sumar esfuerzos en la

restauracion (Conanp, 2021).

Es el unico regulador hidrico y climatico de la zona poniente de la Ciudad de México e
importante de las zonas residenciales vecinas, proporciona materias primas para
diferentes usos. Desde la época prehispanica, se ha consumido la cianobacteria
“espirulina” Arthrospira geitleri -Fig. 1H- (Basurto-Pefia, 2009), ahuautle — Fig. 1G —
(huevos de hemipteros de Coroxidae y Notonectidae) y tequesquite — Fig. 1F-
(conformado principalmente por bicarbonato de potasio, sulfato de sodio y arcilla), entre

otros.

La vegetacion que se desarrolla en el ANP corresponde a: 1) Nopalera con elementos
de Selva Baja Caducifolia, 2) vegetacion haldfila terrestre primaria, 3) vegetacion haldfita
terrestre introducida, 4) vegetaciéon acuatica enraizada y flotante, 5) vegetacion haldfita

con cuerpos de agua temporales y 6) Tular.

Exploracién Ficologica. ElI material biolégico utilizado fue recolectado durante el afio 2014
por los Doctores Hugo V. Perales Vela (FES lztacala) y Giuseppe Torzillo (Associated
Researcher at CRN and prof Emeritus University of Costa Rica), en las coordenadas
geograficas 19° 51° 87" N y 99° 00’ 91” O, altitud de 2,700 m s.n.m; cercano al Parque

Ecoldgico Lago de Texcoco, Estado de México.
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Aislamiento y cultivo. Se realizaron cultivos de la cepa Synechococcus-like (IZTA 063)
en medio liquido a 25 = 1°C. En principio, en frascos de 125 ml con 50 ml de medio
Zarrouk (1966) -apéndice 1-, pasando a frascos de 250 ml con 150 ml de medio, 500 mi
con 250 ml de medio, hasta frascos de 1 L con 700 ml de medio Zarrouk. Cada escala
fue durante dos semanas bajo iluminacién a 85 PE. Los cultivos por lotes fueron
inoculados con pre-cultivos stock con una OD750 (Singh et al., 2011). Para obtener un
cultivo unialgal, se agregé 0.1 pg de ciclohexamida para evitar el crecimiento de
organismos eucariontes (Rout et al., 2013).

Determinacion taxonomica y tinciones. El material biolégico se revis6 bajo un
microscopio Optico marca Leica® con camara incorporada de 20 megapixeles, en las
diferentes fases de su curva de crecimiento. Para lo cual se realizaron preparaciones
hamedas con tinciones segun los siguientes procedimientos: a) Azul de Cresil (Kumar &
Sing, 1979) para la tincion de mucilago, b) Tincidbn de Gram para la diferenciacion de
pared celular (Gram positivas/negativas), ¢) Sudan Il para la tincidon de cuerpos lipidicos
(Gavifio de la Torre et al.,, 1999). Para la determinacién a partir de los caracteres
morfologicos se consultaron las obras de Komarek & Anagnostidis (1999), Komarek
(2003) y Komarek et al., (2020).

Microscopia de epifluorescencia. A partir de la cepa IZTA 063, se obtuvo el material
bioldgico, el cual fue concentrado en una membrana de policarbonato de 0.2 um vy
montado en aceite de inmersion Olympus, para observarse en el microscopio de
epifluorencencia marca Leica modelo DM LB; la fluorescencia 6ptima provino del
conjunto de filtros Cy3: A DAPI, Y3 ficobilinas, 13 clorofila a (excitaciébn verde y
observacion de luz roja). También se utilizd como fluorocromo el DAPI, para tefir el

material nuclear de las células (Macek et al., 2009).

Microscopia electronica de transmision (MET). A partir de una alicuota del cultivo, la
muestra se proceso de la siguiente forma; para obtener el paquete celular se centrifugé
a 3500 rpm por ocho min en cada uno de los pasos. Primero fueron preservadas con

glutaraldehido al 6% durante un dia. A continuacion, la muestra se lavo con buffer de
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fosfatos 0,05 M (pH 7,2); después se realizé una post-fijacién con tetradéxido de Osmio al
2% por 2 h, enseguida se lavo con el mismo buffer a temperatura ambiente durante 2 h.
La deshidratacion de las células se obtuvo con una serie gradual de isopropanol de 60,
70, 80, 90 y 100%. Posteriormente se incluyd en resina Araldita 6005 para obtener los
cortes finos con un ultramicrotomo modelo (EM UC7) con navaja punta de diamante de
tamafo 1.5, angulo 45° y con una velocidad de 1 mm/s. Se realizaron cortes de 110 nm,
los cuales fueron contrastados con acetato de uranilo al 4% (Bohunicka et al., 2015) y
citrato de plomo al 0.4%; finalmente el material fue observado en un microscopio
electronico de transmision marca ZEISS, modelo Crossbeam 550, a un voltaje de 15.00
kV, con aumentos independientes de 10, 000 a 60 000 X. Equipo ubicado en la Unidad
de Microscopia de la Facultad de Medicina, UNAM, bajo la asesoria de las doctoras

Monica Ramirez Vazquez e Irma Elena Lopez Martinez.

Extraccion y aislamiento de DNA. Para la extraccion de DNA se utilizé el kit “PowerPlant
Pro DNA Isolation”, marca MOBIO Laboratories, Inc., siguiendo el protocolo del
fabricante. Con un espectrofotometro NanoDrop™ ONE se verifico la concentracion de
acidos nucleicos y pureza de la extraccion del DNA.

Ampilificacion de 16S rRNA. Para amplificar el gen 16S rRNA de la cepa Synechococcus-
like, se utilizaron los cebadores, 16S3-F 5 TGY GGC TGG ATC ACC TCC TT 3’ (Baurain
et al., 2002), 23S3R 5 ACC GTT AGC CCT TTG TAG CT 3',16S CYAAR 5- TTC ACY
GCA GTATGC TGA CC-3’, 16S CYAF- 5-AGC AGT GGG GAATTT TCC G-3’ descritos
por Pineda et al. (2011) con los cuales, por medio de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) se amplificaron fragmentos de aproximadamente 750 pb
correspondientes al 16S.

Para la amplificacion del gen, el PCR se realiz6 en un volumen de reaccion de 20 pl, con
20 ng de DNA gendmico (Neilan et al., 1995), utilizando un termociclador automatico
programado con un precalentamiento durante 4 min a 94°C, seguido de 35 ciclos de 30
seg a 94°C, 30 seg a 55°C y 30 seg a 72°C, una extension final de 7 min a 72°C antes
de mantener a 4°C, indefinidamente. Todos los productos de PCR fueron visualizados

20



por electroforesis, a 70 volts durante 40 min., en gel de agarosa 1% (p/v), usando buffer
TBE al 1X. Donde la muestra fue cargada con 1 yl de MIDORI GREEN y se utiliz6 como
referencia el marcador de peso molecular CSL-MDNA-1 Kb PLUS DNA LADDER RTU.

Los productos de PCR se amplificaron con la enzima AccuPower® PCR PreMix, marca
Bioneer® para los genes especificos 16S rRNA con 939 pb. Los productos de PCR
fueron purificados a través del GenElute™ Gel Extraction Kit, marca Sigma-Aldrich®. Los
productos purificados se secuenciaron con el método de Sanger usando los mismos
cebadores, directo y reverso, utilizados en la amplificacion de PCR. Las muestras fueron

secuenciadas en las instalaciones del Instituto de Biologia, UNAM.

Analisis in silico de secuencias. Las secuencias se editaron con el programa BioEdit, la
edicion se llevd a cabo a partir de las secuencias directa y reversa de cada una de las
regiones parciales de la region 16S. Una vez editadas las secuencias se hicieron
basquedas en BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) de la National Center for
Biotechnology Information (NCBI) para encontrar secuencias homologas de nucledétidos,

donde se excluyeron cepas de secuencias recurrentes y no cultivadas.

Usando el programa Geneious 9.1.8 se alinearon las secuencias mediante método de
Geneious y se construyeron los arboles filogenéticos por medio del andlisis de Maxima
Verosimilitud, el cual fue probado usando 16 secuencias, 10,000 réplicas bootstrap y el
modelo Tamura & Nei (Tamura & Nei, 1993; Tamura et al., 2021). Para el analisis de
inferencia Bayesiana se utilizd el modelo GTR + Gamma, usando 16 secuencias, se
corrieron un millén cien longitudes de cadena. Para ambos analisis se consideré como

grupo externo a Microcrocis geminata MC10.
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Caracterizacion ambiental. Las condiciones limnolégicas fueron registradas durante una
visita reciente de la autora, 4 de octubre del 2024; donde la temperatura fue registrada
con un termoémetro marca Brannan, el pH se midié con un potenciometro marca Cole
Parmer, modelo Digi-sense (Fig. 3B), la conductividad eléctrica con un conductimetro
marca Hanna modelo HI98312, la radiacion solar se midié con un luxdmetro digital
modelo LX1010B (Fig. 3A) y la humedad con un termohigréometro manual modelo TH400-
Fig. 3F- (Garduno-Solérzano et al., 2024). La alcalinidad y dureza total mediante
titulometria con anaranjado de metilo y negro de eriocromo, respectivamente — Figs. 3D-
E (APHA et al., 1995). Por ultimo, las coordenadas se registraron a través de la aplicacion
GPS (Fig. 3C).

X 19/24
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0.0 22324 1440718
19°27.8000'N 98°59.3780'0
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Flgura 3. A) luxdmetro dlgltal modelo LX1010B, B) registro deI pH con el equipo utilizado, C)
aplicacion GPS para registrar las coordenadas geogréficas, D-E) Pruebas titulométricas para
alcalinidad y dureza total, respectivamente, F) termohigrometro manual modelo TH400.
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RESULTADOS

Aislamiento y cultivo: Se logré obtener un cultivo unialgal de Synechococcus-like en
medio liquido Zarrouk (Fig. 4A), el cual se anexo al cepario de microalgas de la FES
Iztacala bajo las condiciones previamente descritas.

Determinacion taxonémica y tinciones: El aspecto general de Synechoccocus-like en
microscopio optico es ilustrado con la (Figs. 4B - C) donde se observan células
procariotas solitarias o en pares, cilindricas u ovales, rectas de 1.4-3 um de didmetro por
1.6-5 pm de largo, con mucilago hialino fino. El contenido celular homogéneo, con
algunos granulos. La coloracion puede ser verde palido, verde brillante o verde olivo. La
division celular es en el mismo plano, por fision binaria y perpendicular al eje longitudinal
de la célula; las células hijas crecen antes de la siguiente division y se separan, también
pueden mantenerse cercanas en hileras cortas; al realizar las preparaciones humedas
se encontr6 que al tefir las células con Azul de Cresil (Fig. 4B), se logra visualizar un
mucilago hialino fino que envuelve a las células en pares o aglomeraciones. Por otra
parte, la tincion de Gram permitié diferenciarlas como Gram negativas gracias a su

coloracion rosada (Fig. 4C). Para la tincion por Sudan lll, no fue posible visualizar los
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Figura 4. A) Cultivo: 1IZTA 063/ Facultad de Estudios SUperiores Iztacala, UNAM, B) tincion de
Azul de Cresil a partir de material en cultivo, C) Tincion de Gram negativa, a partir del cultivo.
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Microscopia epifluorescente. Las observaciones indican que las células contienen
clorofila a (rojo) y se agregan en pares o aglomeraciones embebidas en mucilago (Fig.
5 a, b, ¢); asi mismo se pudo distinguir el material nuclear (azul) y los lipidos (amarillo)

contenidos dentro de la célula, como se muestra en la Fig. 5d.

Figura 5. Imagenes de Microscopia de epifluorescencia. -b) Células agregadas en un mucilago
comun con clorofila a, ¢) células individuales y formando pequefias cadenas de dos o tres células,
d) células con clorofila a (rojo) y lipidos (amarillo) y material nuclear (azul).

Microscopia electrénica de transmisién (MET). Los resultados de microscopia mostraron
células solitarias de forma esférica o ligeramente ovaladas de 1.6-3.4 um de largo por
1.4-3.0 ym de ancho, donde se observan diferentes estructuras: pared celular,
nucleoplasma, ribosomas, tilacoides, granulos de polifosfatos y PHB. También fue
posible observar estados iniciales de la division celular con células hemisféricas y un

evidente surco (Figs. 6D, 7B).
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Pared celular: fue localizada entre la membrana plasmatica y el mucilago, donde

aparece como una estructura multicapa de Ll a LIV (Fig. 6D).

Nucleoplasma. Las células fueron fijadas con tetradxido de osmio y tefiidas con acetato
de uranilo al 4% que evidencia el nucleoplasma de un poco mas de 800 nm didmetro,
conformado de fibras de DNA (Figs. 6B, 7 A-B).

Ribosomas. Pequefios organelos circulares altamente electrodensos, presentes en el

citoplasma (Figs. 6 C-D).

Tilacoides. Estructuras celulares conformadas por vesiculas aplanadas, arregladas en
seccion longitudinal paralelamente (Figs. 7 A-B). Ademas, entre el espacio intertilacoidal,
se localizan pequefios granulos electrodensos agregados y dispersos que sugieren
corresponden a los pigmentos fotosintéticos, organizados en ficobilisomas (Figs. 6 B-
C, 7B).

Inclusiones citoplasméticas. Se observa en los extremos polares del centroplasma,
granulos de polifosfato o metacromaticos. Estos son altamente opacos a los electrones,
negros después de la fijacibn del Osmio, pero también transparentes, cuando el
polifosfato es degradado (Figs. 6D, 7B). Por ultimo, se localizan sitios blancos

correspondientes a sustancias de reserva PHB (Figs. 6B, 7B).
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Figura 6. Seccion longitudinal: A) Vista panoramica de células en diferente estado de
desarrollo, asi como el numero variable de granulos en la célula,

B) citoplasma con tilacoides (T) los cuales contienen pigmentos fotosintéticos (PF) y sus
membranas tilacoidales (MT) que los separan entre si, ribosomas (R), granulos de polifosfato
(GP), sustancias de reserva PHB (PHB) y el nucleoplasma (N),

C) vaina (v), tilacoides (T), fotosintéticos (PF), membranas tilacoidales (MT), ribosomas (R) y
granulos de polifosfato (GP),

D) vaina (v), la pared celular que contiene varias capas (LI a LIV), tilacoides (T), pigmentos
fotosintéticos (PF) y membranas tilacoidales (MT). Ribosomas (R), nucleoplasma (N), surco
(S) y granulos de polifosfato (GP).
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Figura 7. Seccion longitudinal: A) pared celular (PC), tilacoides (T), pigmentos fotosintéticos
(PF), nucleoplasma (N), surco (S) y granulos de polifosfato (GP).

B) pared celular (PC), tilacoides (T), pigmentos fotosintéticos, ficobilisomas (PF), membranas

tilacoidales (MT); sustancias de reserva PHB (PHB) y granulos de polifosfato (GP).

Extraccion y aislamiento de DNA. La extraccion de la secuencia de nucleotidos del
fragmento de DNA que correspondia al RNA ribosémico de la region del 16S fue exitosa
y se logro visualizar en un gel de agarosa para su posterior amplificacion por PCR (Fig.
8).
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa del PCR donde: carril 1, marcador de peso molecular,
16S; carril 2, Calothrix; carril 3, cepa IZTA 063; carril 4, Nostoc-like y 16-23S para carril 5,
Calothrix; carril 6, cepa IZTA 063; carril 7, Nostoc-like. Nota: las cepas Calotrhix y Nostoc-like
fueron ocupadas como controles.

27



Amplificacion de 16S rRNA. La secuencia que correspondia al 16S rRNA de la
cianobacteria aislada IZTA 063 fue de 939 pb; cuyo contenido de G+C es de 52.4%. La
bldsqueda realizada en Blast mostré un 98.61% de identidad con Cyanobacterium sp.
CENA527 y contenido de G+C de 52.1%. Por lo tanto, sobre la base de estudios
microscopicos y moleculares, asignamos la cepa recientemente aislada como

Cyanobacterium sp.

Parentesco genético: La secuencia RNAr 16S (939 pb) de la cepa IZTA 063 tiene
identidad con la regién del 16S con Cyanobacterium sp CENA527 de 98.61%,
Cyanobacterium sp. HL-69 de 98.62%, Cyanobacterium stanieri PCC 7202 de 98.52%,
Synechococcus elongatus PCC Cepall801 de 97.99%, Synechocystis sp. AICB51 de
97.78%, Synechococcus elongatus TAU-MAC 2317 de 96.84% y Geminocystis
urbisnovae CALU 1807 de 94.27%.

Andlisis in silico de secuencias. Se realizé un arbol filogenético por analisis de Maxima
Verosimilitud basado en las secuencias del gen rRNA de 16S (Fig. 9). Se demostré que
la secuencia de IZTA 063 estd incluida en el mismo clado donde se agruparon
Cyanobacterium sp CENA527, Cyanobacterium stanieri (PCC 7202), Synechococcus
elongatus (PCC Cepall801 CTR4), Cyanobacterium sp. (HL-69) de hermana de
secuencias reportadas para Cyanobacterium sp. HL-69 y Cyanobacterium aponinum
(IKISCC30).

Separadas en otro clado, se localizan las cepas del género Geminocystis: G. urbisnovae
(CALU 1807), G. urbisnovae (CALU 1759), G. herdmanii (PCC6308), G. papuanica
(FBCC-A202) y G. papuanica (FBCC-A202). Otro clado agrupo los géneros de Annamia,
Limnothece y Picosynechococcus: Annamia dubia (NIES-4383), Annamia toxica
(HOs24), Limnothece alkaliphila (FACHB-3576), Picosynechococcus sp. (PCC 700). Y
como grupo externo, Microcrocis geminata (MC10).
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Microcrocis geminata MC10

Geminocystis papuanica FBCC-A. ..
100/1 ’

Geminocystis papuanica FBCC-A...
55/1
B7/0.63 b Geminocystis herdmanil PCC 63,

GCeminocystis urbisnovae CALU ..,
100/1
Ceminocystis urbisnovae CALU ...

1ZTA 063
100/1 71/0.87
51/0.87 Cyanobacterium sp, CENAS27

Cyanobacterium stanieri PCC 7...

51/0.97
Synechococcus elongatus PCC 1...

100/1

Cyancbacterium sp. HL-69

100/0.51
87/0.51

Cyanobacterium aponinum IKISC...

73/061

Limnothece alkaliphila FACHB-~_..

10011 l— Annamia dubia NIES-4383

54/0.61

I— Annamia toxica HOs24

79/1

Picosynechococcus sp. PCC 700...

0.02

Figura 9. Arbol filogenético compuesto por 16 secuencias parciales de la regién 16S rRNA
incluidas de la familia Geminocystaceae con las cepas de los géneros Cyanobacterium,
Synechococcus, Geminocystis, Annamia, Limnothece, Picosynechococcus y la cepa IZTA 063.
Como grupo externo se us6 a Microcrocis geminata MC10. Los valores de los nodos representan
ML/Bayesiano. En el cuadro azul se indica la cepa IZTA 063, formando un clado con
Cyanobacterium sp CENA 527.

Caracterizacion ambiental: Las condiciones limnoldgicas registradas (Fig. 3) en octubre
del 2024 fueron: temperatura ambiental 22°C, temperatura del agua 19°C, pH 8.9-9.0,
conductividad 1730 pS, con iluminacion de 341-769 lux, 38% de humedad y alcalinidad
total 570-600 mg CaCOs, dureza total 800 mg CaCOs por lo cual se trata de agua

clasificada como muy dura.
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DISCUSION

La morfologia la cepa estudiada, presento células cilindricas u ovales, rectas de 1.4-3.0
pum de diametro por 1.6-5.0 um de largo, mucilago hialino fino; informacion que coincide
con la descripcion de Cyanobacterium stanieri Rippka & Cohen-Bazire (Oren et al., 2022)
cuyas medidas son de 1.7-3.0 ym de didmetro y 2.6-5.2 ym de largo. Ademas, la
ultraestructura los tilacoides, alineados paralelamente a través de las células son

semejantes entre la cepa de estudio y el género Cyanobacterium.

Las micrografias electronicas de transmision de la cepa estudiada coinciden con la
organizacion celular de procariontes. Es decir, corresponden a la ultraestructura
observada por Baers et al. (2019) y Komarek et al. (2020) donde la pared celular es rigida
con una tincibn de Gram negativa, nucleoplasma (region fibrilar de DNA), ribosomas
(gréanulos de RNA asociados a las fibras de DNA), sistema de membranas fotosintéticas
(tilacoides) e inclusiones citoplasméticas (granulos de polifosfato y PHB, entre otros).

La pared celular demostr6 estar formada por varias capas, y localizada entre la
membrana celular y la vaina; donde la LI, transparente como lo indican Fogg et al.,
(1973).

La regién del nucleoplasma observada, corresponde al material genético organizado en
fibras anastomosadas de DNA. Asimismo, numerosos ribosomas fueron localizados,
después de la fijacién con tetraoxido de osmio y tefiidos con acetato de uracilo en el

citoplasma tal como ha sido citados por Fogg et al., (1973).

La posicion de los tilacoides en el material mexicano -cepa IZTA 063- fue paralela y
ocupan todo el citoplasma en seccién longitudinal, ultraestructura que coincide con los
tilacoides mostrados en MET para Geminocystis y Cyanobacterium stainerii PCC 7202
descritos por Korelusova et al. (2009). Asimismo, tienen la misma disposicion de la cepa

termofilica Thermostichus lividus (= S. lividus) (Edwards et al., 1968).
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Las inclusiones citoplasmaticas del material estudiado fueron observadas y diferenciadas
gracias a la afinidad con el tetroxido de osmio; los granulos de polifosfatos llenos (negros)
0 vacios (transparentes) coindicen con los registros citados por Fogg et al., (1973).
Ultraestructura también observada para Thermostichus lividus (=S. lividus) (Edwards et

al., 1968); cuya funcion corresponden a reservorios de fosfato inorganico.

El material biologico analizado mostré granulos no electrodensos, de color blanco, los
cuales sugieren tratarse de granulos de PHB, también observados en Synechocystis sp
PCC 6803 (Serrano-Torres, 2023) y Synechococcus sp. PCC7002 (Inabe et al., 2025).
Sustancia de reserva de interés biotecnologico que Tsang et al. (2013) ya habia

interpretado en otra cianobacteria cercana a las membranas tilacoidales.

El aislamiento y cultivo de Synechococcus-like de un ambiente salino-alcalino representa
un incremento en el conocimiento de la diversidad alfa de cianobacterias del exLago de
Texcoco, sitio emblematico del centro del pais, donde el conocimiento de su ficoflora ha
sido poco estudiada y limitada a la taxonomia tradicional (Conanp, 2021). Por lo tanto, el
analisis con un enfoque polifasico del material de dicha area de estudio conlleva al primer
esfuerzo para delimitar una cianobacteria unicelular de un ambiente extremo donde la

salinidad y la alcalinidad corresponden a un ambiente alcalino.

En la cepa IZTA 063 se observaron células solitarias o en pares agregadas dentro de un
mucilago fino, cilindricas o subcilindricas, de color azul verdoso, de 1,4-3 pm de diametro
por 1,6-5 um de largo, dividiéndose transversalmente. Los tilacoides son paralelos;
ultraestructura que coincide por la descrita para Cyanobacterium stanieri por Oren et al.
(2022). Ambas cepas tienen un alto grado de similitud morfolégica y crecen en
condiciones ecolégicas semejantes, filogenéticamente se ubican en el mismo clado
donde la identidad con la regién 16S con Cyanobacterium sp CENA527 fue de 98.61%,
por lo cual queda incluirda dentro de la familia Geminocystaceae del orden

Synechoccales.

El arbol filogenético del gen 16S obtenido sefiala que la cepa IZTA 063 esta incluida en

el clado (71/0.87) con otras cepas de Cyanobacterium de ambientes extremos, salinos
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como es el exLago de Texcoco (Fig. 9), donde el taxn mas cercano fue Cyanobacterium
CENA 527, también agrupada con Cyanobacterium sp. HL-69 (100/1) aislada de tapetes
bentonicos de un lago hipersalino caliente, con alta concentracion de sulfato de magnesio
del norte de Washington, USA (Mobberley et al., 2024). Asimismo, se agrupa con la cepa
Synechococcus elongatus PCC 1200 (51/0.97), lo cual no es de sorprenderse ya que
muchas especies se han confundido con el género cuando solo se consideran caracteres
morfologicos, por consiguiente debera en un futuro verificarse la identificacion de este

material a partir de un estudio polifasico.

Por su parte, nuestros resultados confirman la separacion en otro clado, donde se
agrupan las cepas del género Geminocystis (87/0.63); esto se explica al ser un taxén con
estructura secundaria de 16S-23S rRNA e ITS con variaciones en el largo de las regiones
D1-D1’, Box By V3. Tanto Geminocystis como Cyanobacterium tienen una secuencia en
D1-D1’ muy corta con 17-18 nucledtidos versus 35 nucleétidos para muchos de los
representantes de cianobacterias. Por tanto, colocan como un taxén hermano al género
Cyanobacterium; sumado a presentar dos planos de division perpendicular en la divisién
celular, ademas del bajo contenido de G-C (34%). Informacion molecular que difiere entre
los géneros a pesar de su alta semejanza morfoldgica, tilacoides paralelos a lo largo de

la célula y condiciones ecoldgicas similares (Korelusova et al., 2009).

En otro clado, se agruparon los géneros Limnothece, asi como Annamia Yy
Picosynechococcus (94/0.61). Este ultimo género, caracteristico del plancton de
ambientes salinos y en el litoral de ambientes marinos; donde las células son muy
pequefias entre 0.8-2.0 um de didmetro y 1.2-3.0 um de largo, sin mucilago y con
tilacoides irregulares; taxén criptico por lo que se ha confundido con morfotipos de
Synechococcus-like (Komarek et al., 2020).

Por su parte, la cepa Annamia toxica HOs24 corresponde a un morfotipo semejante a
Pseudanabaena con tricomas que presentan tilacoides radiales, de un ambiente

dulceacuicola de Vietham (Nguyen et al., 2013); por lo cual quedan fuera del clado de la
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cepa en estudio porque claramente corresponde a un morfotipo unicelular diferente que

crece en condiciones ecoldgicas extremas.

Con respecto a la comparacion de las secuencias gendmica completas entre las cepas
mas cercanas, segun los arboles filogenéticos de la cepa de estudio. Starikov et al.
(2016) y Mobberley et al. (2024) indicaron el tamafio del genoma de Cyanobacterium sp.
La cepa IPPAS B-1200 y Cyanobacterium stanieri PCC 7202 son de 3 410 249 pby 3
163 381 pb, respectivamente. Por su parte, sefalaron que la cepa Cyanobacterium sp.
HL-69, aislada de ambientes extremos del Norte de Washington, USA, tiene un 95.8%
de identidad con Cyanobacterium sp. cepa IPPAS B-1200 aislada del lago Balkhash,
Kazajstan. Asimismo, 82.75% de identidad con Cyanobacterium stanieri PCC 7202,
aislado de Chad, Africa, cuyo tamafio del genoma es de 3 166 381 pb. Por tanto, es
deseable contar con la informacion del genoma completo y su estructura secundaria de
la cepa IZTA 063 en estudio para confirmar su estatus taxonémico y delimitar el epiteto

especifico.

Otra particularidad, no menos importante, corresponde al aspecto nomenclatural. En este
caso, los nombres Cyanobacterium y su especie tipo Cyanobacterium stanieri fueron
publicados por Rippka y Cohen-Bazire (2022). Sin embargo, los nhombres no fueron
aceptados bajo las reglas de la ICNP (entonces llamado Cédigo Internacional de
Nomenclatura de Bacterias) o las reglas del ICN (Cédigo Internacional de Nomenclatura
para algas, hongos y plantas, entonces llamado Codigo Internacional de Nomenclatura
Botanica) porque la validacion del nombre de filo Cyanobacteriota con Cyanobacterium
como género tipo es decision del Comité Internacional de Sistematica de Procariotas
(ICSP) de colocar la jerarquia de filo bajo las reglas del Codigo Internacional de
Nomenclatura de Procariotas (ICNP).

Synechococcus cedrorum como se describié originalmente, a la cepa PCC 7202 fue
transferida a Cyanobacterium stanieri sp. nov. como la cepa tipo. Para Synechococcus
sp la cepa ATCC 29140 para ser utilizada como bas6nimo de Cyanobacterium gen. nov.

(Oren et al., 2022). Por esta problematica debera de hacerse en un futuro una revision
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cuidadosa de la asignacion del posible nuevo taxon que corresponda para la cepa IZTA
063, una vez que se reunan los datos moleculares del 16-23S e ITS y la estructura

secundaria correspondiente.

Finalmente, las condiciones hidroldgicas del Exlago de Texcoco corresponde a un lago
salino-alcalino con pH 9.0 que limitan el desarrollo de muchas especies, ya que solo
prosperan las haléfilas como es la cepa de Synechococcus-like IZTA 063. Asi como, los
lagos salinos de Brasil donde se han reconocido 28 cepas, entre ellas CENA 526 y CENA
527 que corresponden a Geminocytis, nuevo género de los humedales Pantonal,

Centenario, Grande, Verde y Negro (Korelvsova et al., 2009).
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CONCLUSION

El estudio polifasico de la cepa IZTA 063 permitio el andlisis de una cianobacteria
unicelular aparentemente sencilla de un ambiente extremo del Estado de México. A pesar
de que existen trabajos donde se citan en diferentes ambientes tanto dulceacuicolas
como marinos la presencia de Synechococcus, debe de revisarse con apoyo de MET
para delimitar su ultraestructura, asi como sumar la informacion de marcadores

moleculares para confirmar el estatus taxonémico propio.

El enfoque polifasico suma diferentes caracteres morfoldégicos y moleculares, pero no
menos importante, el caracterizar el habitat de las poblaciones silvestres que permitan

confirmar la delimitacién del material biolégico mexicano.

Esté es el primer informe que describe la diversidad de cianobacterias cultivadas del
exLago de Texcoco utilizando un enfoque polifasico. Por tanto, estos datos resaltan la
importancia de los mismos para determinar taxondmicamente a las cianobacterias; la
cepa estudiada se ubico en el clado del género Cyanobacterium, incluida en la familia
Geminocystaceae del orden Synechoccales con base en el mayor porcentaje de

identidad a partir de la secuencia del 16S y el contenido de G+C de 52.4%.

El arbol filogenético del 16S indicé que la cepa IZTA 063 es mas parecida a
Cyanobacterium sp. CENA527 con una similitud de 98.61%; pero se observo que la rama
formada por la cepa IZTA 063 es mas larga, lo cual podria ser un taxén diferente. Para
confirmar esto se requiere conocer el genoma completo u obtener la secuencia de la

region 23-16S e ITS, ademas de las estructuras secundarias.

El material de estudio crece en un héabitat con alta mineralizacion (570 - 600 mg CaCOs3),
agua muy dura (800 mg CaCO3) y pH basico (9); coinciden con los registros previamente
citados para los humedales del ExLago de Texcoco.
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APENDICE 1
Preparacion del medio Medio Zarrouk (1966)

El medio Zarrouk, consta de nueve soluciones stock de macronutrientes y una solucién de
micronutrientes (Solucién A5).

Prepare cada una de las soluciones stock 1-9 en un litro de agua destilada. Después de ello
agregue 10 ml de cada una de las soluciones en el mismo orden, en un matraz aforado de 1000
ml; después afiada 1 ml de la solucion A5 y afore con agua destilada.

Soluciones stock de Concentracion Cantidad

macronutrientes

1 NaCl 1.0 g/L 100 g
2 CaClz+2H20 0.04 g/L 49
3 NaNOs 2.5 g/L 250 g
4 FeS047H20 0.01 g/L 1g
5 EDTA 0.08 g/L 8¢
6 K2SOa4 1.0 g/L 100 g
7 MgSOa+7H20 0.20 g/L 20 g
8 NaHCOs3 16.8 g/L 168 g
9 KaHPOu- 0.5 g/L 50 g

Solucién de micronutrimentos A5 Concentracion
1 ZnS047H20 0.222 g/L
2 CuS04+5H20 0.079 g/L
3 MoOs3 0.015 g/L
4 HsBO3 2.86 g/L
5 MnCl2+4H20 1.81 g/L
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APENDICE 2

Preparacion de Sudan lll, para diferenciar grasas (Gavifio de la Torre et al., 1999).

Acetona 50 cc
Alcohol 70%. 50 cc
Sudan Il o Sudan IV 0.2%

Preparacion de Azul de Cresil, para diferenciar mucilago (Kumar & Sing, 1979).
0.5 gr de Azul de Cresil

100 mL de agua destilada

Preparacion de Tincion de Gram, para diferenciar bacterias Gram positivas de

negativas

a) Solucion de cristal violeta o violeta de genciana
10 mL de solucién alcohdlica de cristal violeta
100 mL de solucion acuosa de fenol al 1%
al) solucion alcoholica de cristal violeta

1 gr de cristal violeta
100 mL de agua destilada

b) Solucion de Lugol
1gr de yodo
300 mL de agua destilada
2gr de yoduro de potasio

c) Safranina
0.25gr de safranina
10 mL de alcohol al 95%
100 mL de agua destilada
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ANEXO 3

Secuencias de DNA de la Cepa 063 IZTA editadas con el programa BioEdit.

CGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTG
GGTTGTAAACCTCAAAACTTAGGGAAGAAGAAAGTGACGGTACCTAATATAAGCAT
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCG
GAATCATTGGGCGTAAAGCGTCCGTAGGTGGCACTTCAAGTCCGCATTCAAAGAC
CGAGGCTCAACCTCGGGCAGGGTGTGGAAACTGAAGAGCTAGAGTACAGGAGGG
GTAGAGGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTAGGAAGAACACCA
GTGGCGAAGGCGCTCTACTGGACATGTACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGT
AGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCTTAGCTGTAAACGATGGATACTAAGTG
TAGCGGGTATAAACTCCTGCTGTGCTGAAGCAAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGG
GGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGC
GGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACA
TCCGATGAATTTTCTTGAAAGAGAGAAGTGCCTTAGGGAACATCGTGACAGGTGGT
GCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCAACCCTCGTCCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGGACTCTAGGGAGACCGCCG
GGGAGAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTC
TTGGGCTACACACGTACTACAATGGTTGGGACAAAGGGATGCGAAGCCGCAAGGT
GAAGCGAAACCCATCAAACCCAGCCCCAGTTCAGATCGTCGGCTGAAACTCGCCG
GCGTGAAGTCGAATCTCATCAAACTCAGCCCCAGTTCAGATCGTCGGCTGGAAAC
TCCGCCGGCGTGGAAG
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