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RESUMEN

La taxonomia de la familia Scytonemataceae es problematica en todos los
niveles. A lo largo de su historia ha sufrido varios cambios en su composicion y definicion.
Actualmente se reconocen 5 géneros en esta familia: Scytonema (incl. los subgéneros Scyto-
nema 'y Myochrotes), Petalonema, Brasilonema, Scytonematopsis y Kyrtuthrix. A partir del
empleo de estudios polifasicos en la taxonomia de las cianobacterias que incluyen analisis
moleculares, morfolégicos y del hédbitat, se ha observado que varias familias y géneros de
Nostocales (orden al que pertenece la familia Scytonemataceae) no son monofiléticos. Con la
intencion de aclarar las relaciones filogenéticas en Scytonemataceae; se ha secuenciado el gen
16S ARN ribosomal de poblaciones mexicanas de 9 diferentes especies de Scytonemataceae.
5 especies de Brasilonema: B. tolantongensis, B. roberti-lamii y 3 especies nuevas; 3 espe-
cies de Scytonema: S. mirabile y 2 nuevas especies; Petalonema alatum. Kyrtuthrix sp. fue la
unica que no pudo ser secuenciada. Estas secuencias las combinamos con las disponibles en
GenBank para producir una matriz de 269 terminales y 499 caracteres potencialmente infor-
mativos. Ademads se estudiaron caracteres morfologicos para identificar las especies y para
delimitar los géneros.

El analisis molecular muestra que la familia Scytonemataceae y los géneros Petalonema y
Scytonema no son monofiléticos. Al parecer el género Scytonematopsis y algunas especies de
Petalonema no pertenecen a Scytonemataceae mientras las especies tipo Scytonema hofmannii
y Petalonema alatum quedan incluidas en el clado de la familia y se observa que algunos géne-
ros con ramificaciones tipo-Y y ramas falsas, como Mastigocladopsis, Symphyonema 'y Symph-
yonemopsis, estan cercanamente relacionadas con los géneros de Scytonemataceae.

En los resultados se describen morfologicamente a las poblaciones estudiadas y se com-
paran entre los géneros de la familia los caracteres: polaridad del filamento maduro, tipo de
apices en el filamento, tipo de vaina, Forma de tricoma, zonas meristematicas, tipo septos,
talla de las células en tricomas maduros y tipo de ramificaciones. En el trabajo se discute
que géneros como Scytonematopsis, Petalonema y Kyrtuthrix muestran estados de caracteres
compartidos con otras familias como Rivulariaceae, Microchaetaceae y Nostocaceae respec-
tivamente. Ademads en Scytonema se observaron varios morfotipos.

En vista de los resultados obtenidos en este trabajo se propone incluir en Scytonemataceae
a los géneros Mastigocladopsis, Symphyonema, Symphyonemopsis, Brasilonema, Myochro-
tes, Petalonema, Scytonema y un nuevo género por describir (revelado a partir de este estu-
dio); ademas de una posible redefinicion de los caracteres diagndsticos de la familia.



ABSTRACT

The Scytonemataceae taxonomy is problematic. Through the taxonomic
history, the family has undergone several changes in its composition and definition. Currently
five genera are recognized within this family: Scytonema (incl. subgenera Scytonema and
Myochrotes), Petalonema, Brasilonema, Scytonematopsis and Kyrtuthrix. Since the polypha-
sic studies (molecular, morphological and ecological methods) started in the taxonomy of
cyanobacteria, it has been observed that several families and genera of Nostocales (order) are
not monophyletics. With the aim of clarifying the phylogenetic relationships within Scytone-
mataceae, populations of nine species were sequenced for the 16S rRNA gen: five species of
Brasilonema (B. tolantongensis, B. roberti-lamii, and three new species); three species of Scy-
tonema (S. mirabile, and two new species); and Petalonema alatum. Kyrtuthrix sp. could not
be sequenced, but it was morphologically studied.

Our sequences were combined with those available through GenBank to produce a ma-
trix of 269 terminals and 499 parsimoniously potentially informative characters. Also mor-
phological characters were studied to provide tools for the identification of species and to
circumscribe genera. The characters filament polarity, filament apex, sheath type, trichome
form, position of the meristematics zones, cross walls type, cells form and branching type are
compared among the Scytonemataceae genera.

The molecular analysis shows that Scytonemataceae and the genera Petalonema and Scy-
tonema are not monophyletic. Apparently Scytonematopsis and some Petalonema species do
not belong in Scytonemataceae while the type species, Scytonema hofmannii and Petalonema
alatum are included in the Scytonemataceae clade. Some genera of Symphyonemataceae with
type-Y and false branching were closely related to Scytonemataceae genera.

The morphological results reveal that genera such as Scytonematopsis, Petalonema and
Kyrtuthrix share character states with Rivulariaceae, Microchaetaceae and Nostocaceae re-
spectively. In addition in Scytonema several morphotypes were observed.

In this work, we propose to include the genera Mastigocladopsis, Symphyonema, Sym-
phyonemopsis, Brasilonema, Myochrotes, Petalonema, Scytonema and one new genus in
Scytonemataceae. In view of the results it is also proposed a possible redefinition of the diag-
nostics characters of the family.
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INTRODUCCION

1. Problematica de la sistematica
de Cianobacterias

La sistematica es la disciplina de la biologia que se encarga del estudio de
la diversidad de seres vivos y sus relaciones, se dedica a identificar, clasificar y nombrar espe-
cies y taxones supraespecificos (MORRONE, 2013). Las relaciones entre las especies se pueden
entender de diferente manera (relaciones evolutivas, tocogenéticas, ontogenéticas, filogenéti-
cas, etc.), pero en la sistematica moderna se prefieren las relaciones filogenéticas o cladisticas
para clasificar los seres vivos (MORRONE, 2013). Las relaciones filogenéticas son de ancestria
comun entre las especies, y una filogenia es la representacion de estas relaciones. Las filoge-
nias se pueden construir con diferentes tipos de datos: morfoldgicos, ecofisiologicos, ecoldgi-
cos (principalmente ambientales), moleculares, etc.; aunque generalmente se han utilizado los
datos morfoldgicos y moleculares.

Las cianobacterias cuentan con pocos caracteres morfologicos para realizar filogenias, es
por esto que se utilizan las secuencias de genes para realizarlas. En vista de que las filogenias
de las cianobacterias son solo moleculares, se toman como una parte del analisis sistematico
y se contrastan con otro tipo de datos como los morfoldgicos y ecologicos (ambientales),
para reconocer los grupos monofiléticos.

Coémo una primera aproximacion a la sistematica de la familia Scytonemataceae, en este
trabajo, se eligi6 realizar una filogenia molecular con el gen 16S ARNr, porque es el gen mads
utilizado en el estudio de las cianobacterias y por tanto existen mas secuencias de diferentes
especies de esta familia.

La clasificacion tradicional de las cianobacterias fue elaborada a partir de caracteres mor-
fologicos. Bajo estos criterios se han descrito una gran cantidad de especies; GEITLER (1932)
reconocié 1300 especies en 145 géneros, 20 familias y 3 6rdenes. Estas especies fueron des-
critas principalmente de habitats templados; sin embargo, aun falta explorar muchos otros
tipos de ambientes, por ejemplo, se estima que se han registrado aproximadamente 10% de
todas las morfoespecies de microorganismos reconocibles de los habitats tropicales (WATA-
NABE, 1999; KOMAREK, 2006). Las revisiones mas recientes bajo esta tradicion son las de Ko-
MAREK & ANAGNOSTIDIS (1998, 2005).

La clasificacion tradicional de cianobacterias ha sido cuestionada debido al uso exclusivo
de caracteres morfoldgicos, los criticos argumentan que este método ha llevado a la sobre
estimacion de especies. En ese sentido mencionan que el enfatizar ciertas caracteristicas fe-
notipicas como la forma celular, tamario de las células, ancho de los filamentos, presencia de
vainas, pigmentacion y tipo de ramificaciones, es subjetivo porque se ha visto que varias de
estas caracteristicas frecuentemente son variables (WARD, 1998) o se presentan como con-
vergencias evolutivas (KOMAREK, 2003; PALINSKA ET AL., 2006) y que el rango de variacion
morfoldgica puede no corresponder a diferencias genéticas en las cianobacterias (PALINSKA
ET AL., 1996). Por otra parte, se ha comprobado la existencia de especies cripticas (CAsA-
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MATTA ET AL., 2003); WATERBURY & R1prka (1989) mencionan que la clasificacion de formas
simples, como unicelulares cocoides, requiere del uso de distintos criterios, porque no hay
suficientes caracteres morfologicos para delimitar los taxa.

La introduccion de métodos modernos de analisis taxonémico y filogenético en las tltimas
décadas del siglo 20 cambi6 sustancialmente la forma de entender a estos organismos. El mi-
croscopio electronico, las investigaciones ecoldgicas y sobre metabolitos secundarios y especial-
mente los métodos moleculares, estimularon el desarrollo de la investigacion de cianobacterias
e influenciaron su taxonomia. Consecuentemente con toda esta nueva informacion, los criterios
para su clasificacion estan siendo reevaluados (KOMAREK, 2006).

Los datos moleculares actualmente han sido aceptados como un criterio basico de clasifica-
cion; sin embargo, la correcta clasificacion es imposible sin la cuidadosa combinacion de datos
genéticos, con la variacion morfolégica y las caracteristicas ecoldgicas principalmente, pero tam-
bién se han tomado en cuenta estudios ultraestructurales y caracteristicas ecofisiologicas. Esta
metodologia combinada es usualmente presentada como acercamiento polifasico.

Muchas veces se observa congruencia entre algunos caracteres morfologicos, ultraestruc-
turales con los andlisis moleculares. Varios de los problemas planteados desde la taxonomia
tradicional se han resuelto usando este enfoque; sin embargo, a veces los diferentes datos
cuando se comparan a la luz de la filogenia, han resultado en conflicto, como cuando la va-
riacion fenotipica (principalmente caracteres morfoldgicos) no corresponde con la variacion
genética. KOMAREK (2006) demuestra que si bien algunos caracteres morfoldgicos (nivel de
organizacion) no concuerdan con la filogenia, otros caracteres ultraestructurales (como la
distribucion de los tilacoides) si explican la conformacion de los taxa a ciertos niveles, de ahi
la importancia de comparar y evaluar multiples grupos de datos.

La integracion de todos estos datos seria el ideal en la clasificacion, sin embargo la infor-
macion de este tipo o estd fragmentada o no existe en la mayoria de las especies, es por esto
que se debe ir trabajando para generar el conocimiento que nos permita hacer una clasifica-
cién con un enfoque polifasico. En este sentido la aportacion de este trabajo fue la obtencion
de 9 secuencias del gen 16S ARNT, el estudio morfoldgico y caracterizacion ambiental de 9
poblaciones naturales de géneros que pertenecen a la familia Scytonemataceae y la revision
en la literatura disponible de las caracteristicas morfoldgicas y caracterizacion ambiental de
seis especies de Scytonematopsis, ocho especies de Brasilonema, dos especies de Kyrtuthrix,
dieciséis especies de Scytonema y ocho especies de Petalonema.

La nomenclatura de la sistematica de las cianobacterias actualmente se rige por dos codi-
gos: el Codigo Internacional de Nomenclatura para Algas, Hongos y Plantas (McCNEIL ET AL.,
2012) y el Codigo Internacional de Nomenclatura de Bacteria (LAPAGE ET AL., 1992). Estos
codigos fueron fundados sobre diferentes principios y prescriben distintos tratamientos, que
no son compatibles.

Las cianobacterias fueron nombradas bajo el Codigo Internacional de Nomenclatura Bo-
tanico (GREUTER ET AL., 2000), ahora denominado Codigo Internacional de Nomenclatura
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para Algas, Hongos y Plantas (McNEIL ET AL., 2012). El tipo nomenclatural que requiere es
un ejemplar preservado permanentemente (art. 8.4 del c6digo), que deben ser depositados

en una coleccion de herbario u coleccion publica (art. 7A.1), estos ejemplares sirven como
referencia taxondmica para posteriores comparaciones lo que ha permitido registrar la diver-
sidad cianobacterial natural (CoMPERE, 2005; PALINSKA ET AL., 2006). No se aceptan orga-
nismos vivos o cultivos, a menos que estén preservados en estado inactivo metabdlicamente
(art 8.4); por ejemplo, liofilizados o criopreservados (McNEIL ET 4L., 2012), debido a que

el material tipo preservado (seco, congelado o fijado) debe retener permanentemente las ca-
racteristicas del espécimen como ellas fueron expresadas en la naturaleza en el tiempo de la
colecta (PALINSKA ET AL., 2006).

Para describir nuevos taxa genéricos o infragenéricos de cianobacterias la diagnosis debia
publicarse en latin (art. 39.2), pero de acuerdo a las nuevas reglas nomenclaturales estable-
cidas en el articulo 39.2 del Codigo Internacional de Nomenclatura para Algas, Hongos y
Plantas ya no es necesario y puede hacerse en ingles (McNEIL ET AL., 2012). Ademas en el
caso de las especies de algas, la diagnosis debe ir acompafiada de una ilustracion o figura que
muestre los rasgos morfologicos distintivos (art. 44.2), esta ilustracion puede ser el tipo no-
menclatural (art. 40.5).

La taxonomia de cianobacterias bajo el Codigo Internacional de Nomenclatura de Al-
gas, Hongos y Plantas (McNEIL ET AL., 2012), en el articulo 13.1, reconoce como punto de
partida los trabajos de BORNET & FLAHAULT (1886) y GOMONT (1892 a y b), por tanto, los
ficologos que estudian a las cianobacterias han acumulado informacion valiosa sobre la dis-
tribucion y ecologia de este grupo desde hace mdas de 100 afios.

Por otra parte STANIER (1978) junto con otros autores de formacién bacterioldgica, pro-
pusieron que la nomenclatura de este grupo fuera gobernada por el Codigo Internacional de
Nomenclatura Bacterioldgico (OREN, 2004; PALINSKA ET AL., 2006). La revision mas reciente
de este codigo se hizo en 1990 y fue publicada por LAPAGE ET AL. (1992) con el nombre de
Codigo internacional de Nomenclatura de Bacteria. Este c6digo ha sido usado para nombrar
a microorganismos cultivados en laboratorio; las especies son definidas como grupos de ce-
pas similares (PALINSKA ET AL., 2006) y en el capitulo 4 reglas 18" y 18f se establece que el
tipo nomenclatural son cultivos puros vivos (LAPAGE ET AL., 1992).

RirpkaA y colaboradores (1979) fueron los que disefiaron las primeras claves para la de-
terminacion de cianobacterias en cultivo. Posteriormente, en la primera y segunda edicion
del Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (BOONE ET AL., 2005) se llevo a cabo una
rigurosa revision de los géneros establecidos por Rippka y colaboradores, en este manual se
reconocen 5 subsecciones: la subseccion I corresponde a cianobacterias unicelulares, la sub-
seccion IT a cianobacterias coloniales, en la subseccion IIT agruparon los filamentos simples,
en la subseccion IV se ubican los filamentos simples con heterocitos y ramificaciones falsas y
en la subseccion V a los filamentos simples y multiseriados con heterocitos y ramificaciones
verdaderas (CASTENHOLZ, 2001).
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Varios argumentos se han discutido en contra de la aplicacion del Cédigo de nomencla-
tura de Bacteria para las cianobacterias, por ejemplo: a la fecha, solo se han propuesto 13
nombres de especies de cianobacterias siguiendo este enfoque, en el Internacional Journal of
Systemdtic and Evolutionary Microbiology/International Journal of Systematic Bacteriolo-
gy, que de acuerdo al capitulo 4 regla 27 de este c6digo, es la tnica revista reconocida para
publicar y validar taxa. De estos 13 nombres propuestos, solo § se publicaron validamente
(OREN, 2004; PALINSKA ET AL., 2006).

Otro problema es que las descripciones deben hacerse en base a cultivos tipo y aunque los
cultivos son una herramienta muy util en los estudios taxonémicos de cianobacterias, al estar
fisiologicamente activos, se espera que sigan evolucionando y con el tiempo pueden apartarse
significativamente del tipo original; ademas, las cepas de cultivo llegan a mostrar poca seme-
janza con los organismos de las poblaciones naturales, debido a que pueden sufrir cambios
morfologicos (ANAND, 1998; CASAMATTA ET AL., 2003) o bien, algunos de los rasgos feno-
tipicos no son expresados en las condiciones de cultivo (OTSUKA ET AL., 2001; PALINSKA ET
AL., 2006), por lo que las cepas pueden ser superficialmente e incorrectamente determinadas
(ANAND, 1998; KOMAREK, 2010; PALINSKA ET AL., 1996). KOMAREK Y ANAGNOSTIDIS (1989)
han estimado que mas del 50% de las cepas de las colecciones de cultivos existentes estan
mal identificadas. En vista de la argumentacion anterior, las cepas de cultivo vivas no pueden,
ni deben ser una referencia taxonémica permanente para las cianobacterias.

Otro inconveniente importante en la aplicacion del Cédigo de Nomenclatura de Bacteria
es, que en éste no se establece como obligatorio que para cada cepa de cultivo sea necesario
dar la referencia de la poblacion natural de la cual se aislo, ni las condiciones ecoldgicas en
que vivia esa poblacion, debido a que la identificacion de las cianobacterias no se basa en la
determinacion de las propiedades de las poblaciones naturales (GoLuBIc, 1979). Este es un
problema fundamental en la sistematica si se piensa que esta disciplina puedeser una herra-
mienta que permite relacionar todas las propiedades genéticamente codificadas y expresadas
estructural y funcionalmente por un organismo, con su medio ambiente natural (GOLUBIC,
1979). El observar esta relacion es fundamental para entender el papel ecolégico y los proce-
sos evolufivos de esos organismos, que son dos de los objetivos mds importantes en los estu-
dios biologicos y de los cuales se derivan muchos otros, como la conservacion y bioremedia-
cién de ecosistemas, etc. Es decir el estudio de las poblaciones naturales es muy importante
porque es el tnico medio de relacionar los cultivos con el ambiente natural.

Los bacteriélogos argumentan, que el estudio en cultivos es valioso y ha permitido aplicar
varios métodos para el estudio de propiedades bioquimicas y fisiologicas como la cromatogra-
fia de gas, HPLC, espectrometria de masas, etc. (OREN, 2004). Ademas, de que los primeros
estudios filogenéticos de cianobacterias se hicieron a partir del analisis de cultivos axénicos
(PALINSKA ET AL., 2006); pero la discusion aqui no es sobre la utilidad de los cultivos en los es-
tudios de cianobacterias, sino sobre, la conveniencia de que el tipo nomenclatura esté fisiol6gi-
camente activo, sin ninguna referencia preservada de la poblacion natural que le dio origen.
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En varios simposios se ha tratado el problema de como unificar la nomenclatura de las
cianobacterias, a partir de la idea de incorporar reglas de nomenclatura especiales para este
grupo que respeten las demandas de ambos cddigos (KomAREK, 2010). En este sentido se han
propuesto varias reglas y disposiciones que deben ser incluidas en ambos c6digos. Se propo-
ne anexar varias reglas en el Codigo Internacional de Nomenclatura de Bacteria, donde se
reconozcan a las especies publicadas bajo el c6digo botanico y a los tipos botanicos como
validos. Se mantiene que los cultivos axénicos también son tipos validos, pero tienen que
tener referencias de las poblaciones y condiciones ambientales de las cuales fueron aislados
y que cuenten con un tipo de herbario asociado. Estos esfuerzos son recientes y todavia la
problematica en la taxonomia persiste, sobre todo, el tener dos tipos nomenclaturales sigue
provocando confusion, porque las mismas especies se pueden describir como distintas depen-
diendo del tipo nomenclatural que se use.

Esta investigacion rescata el valor del estudio de las poblaciones naturales para la iden-
tificacion de las cianobacterias, observacion de caracteres morfologicos y establecimiento
de ciclos de vida y caracterizacion del habitat, pero también hace uso de los cultivos puros
para establecer ciclos de vida, observar caracteres que a veces no son evidentes en el material
de campo, como la presencia de heterocitos y el desarrollo de los hormogonios y ramas, asi
como para obtener las secuencias moleculares. De esta forma, la informacion obtenida de
las poblaciones naturales puede ser integrada con la obtenida de los cultivos logrando que la
descripcion de los taxa sea mas completa.
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2. Concepto de especie
en cianobacterias

La unidad fundamental con la que trabajan los taxénomos son las espe-
cies, éstas se pueden observar en la naturaleza y son entidades que cambian y evolucionan
a través del tiempo (BROOKS & MCLENNAN, 2002). En este sentido una de las preguntas
relevantes para el taxénomo es ¢como reconocer a las especies? ¢Cudles caracteres se deben
tomar en cuenta para definirlas? Al responder estas preguntas es cuando se construye el con-
cepto de especie y cuyos métodos para definirlas son variables.

En el sistema botdnico tradicional los ficologos han usado dos conceptos de especie, el
tipologico y el morfologico. El concepto tipologico es definido como un grupo de organismos
que se asignan a una especie si comparten ciertos atributos fijos o esenciales (MORRONE,
2013). MoRRONE (2013) argumenta algunas razones por la cuales se deberia rechazar este
concepto: la existencia de individuos de la misma especie aunque presentan diferencias es su
estructura, ya sea por dimorfismo sexual, polimorfismo y otras formas de variacion indivi-
dual: y la existencia de especies cripticas que pese a ser indistinguibles morfolégicamente, son
especies bioldgicas.

Sin embargo el concepto de especie tipologico es el que se aplica en la nomenclatura cuando
se asignan un tipo nomenclatural, ya sea un ejemplar de herbario preservado o una cepa viva.

El concepto de especie tipologico estd muy relacionado con el concepto de especie mor-
fologico, por que los atributos fijos o esenciales a los que se refiere el concepto tipoldgico,
generalmente son morfoldgicos. El concepto morfoldgico de especie se podria definir de la
siguiente manera: conjunto de individuos morfolégicamente similares, generalmente separa-
dos de otros conjuntos de individuos por discontinuidades morfoldgicas (Crisci, 1994).

CASTENHOLZ (1992) define a las especies de cianobacterias como un conjunto de cepas
similares que tienen discontinuidades reconocibles con otros grupos conocidos. Este concep-
to sigue siendo un concepto morfoldgico de especie, pero al mencionar que solo las cepas son
la unidad para reconocer a las especies, entonces quedan fuera de esta definicion, las especies
que pueden ser reconocidas a partir de las poblaciones naturales y pierde importancia la rela-
cion de las especies con sus condiciones ecoldgicas.

Se ha estudiado la posibilidad de aplicar otros conceptos de especie, por ejemplo, WARD
(1998), explora la aplicabilidad del concepto bioldgico en procariontes, porque las bacterias
experimentan cruzamiento en el sentido que ellos intercambian cantidades limitadas de in-
formacion genética via transformacion, transduccion y conjugacion. A pesar de este esfuer-
20, la mayoria de los cianobacteridlogos consideran que el concepto de especie biologico es
inaplicable cuando examinamos organismos asexuales (CASAMATTA ET AL., 2003). Para Casa-
MATTA ET AL. (2003) son mas importantes las caracteristicas genotipicas por tanto, retcoman
el concepto de MisHLER Y THERIOT (2000) que dicen que una especie debe ser definida por
monofilia y consideran que la mejor manera de establecer grupos monofiléticos es a través
del analisis de secuencias de ADN. CASAMATTA ET AL. (2003) mencionan que poblaciones
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o cepas que presenten un porcentaje de variacion genética por arriba del 97% de similitud
en secuencias de 16S DNA ribosomal pueden o no ser la misma especie, pero poblaciones o
cepas con secuencias por debajo del 97% de similitud definitivamente deben ser reconocidas
como especies diferentes.

Algunos autores pueden tomar esta posicion como reduccionista, por ejemplo, KOMAREK
(2003) dice que si bien los datos moleculares nos permiten reconocer las relaciones filoge-
néticas, conocer la expresion fenotipica del genotipo es muy importante porque nos ayuda
a entender los procesos de especiacion; ademas, el marcador molecular mds usado en ciano-
bacterias (el gen 16S ARN ribosomal), que es un buen marcador para mostrar las relaciones
filogenéticas en taxa supraespecificos, no permite reconocer la variacion genotipica a nivel
de especie (KoMAREK, 2003; KOMAREK, 2010); por eso, actualmente se estan probando otros
marcadores como la region cpcBA-IGS del operdn de la ficocianina (BERRENDERO ET AL.,
2008; NEILAN ET AL., 1995, 1997; TENEVA ET AL., 2005) o la estructura secundaria de la re-
gion del ITS entre los genes 16S y el 23S del ARNr (BOYER ET AL., 2001; ERNST ET AL., 2003).
De la region cpcBA-IGS del oper6n no se ha generado suficiente informacion para confirmar
si es un buen marcador, pero segiin JOHANSEN ET AL., 2011 el I'TS si puede ayudar al recono-
cimiento de los limites intragenéricos e intergenéricos.

Con base en lo anterior, KOMAREK (2003) plantea que las especies en cianobacterias se
deben definir usando caracteres combinados, no sélo en términos genéticos, siempre y cuan-
do estos caracteres sean estables.

Es asi que KOMAREK (2003) propone que una especie es un grupo de poblaciones (y
cepas) que tienen el mismo genotipo, con caracteristicas fenotipicas estables y con deman-
das ecologicas similares. Para definir a las especies y otros taxa propone seguir un enfoque
polifdsico que pretende integrar caracteres de diferente tipo (ciclos de vida, morfologia,
ultraestructura, fisiologia, biologia molecular, ecologia, etc.). Los primeros trabajos usando
un enfoque polifasico en la elaboraciéon de un nuevo esquema de clasificacion a partir princi-
palmente de caracteres morfoldgicos, ultraestructurales y de etapas del desarrollo, fueron de
ANAGNOSTIDIS & KOMAREK (1986, 1988, 1990) y KOMAREK & ANAGNOSTIDIS (1986, 1998)
que incluyeron la redefinicion de taxa de cianobacterias desde orden hasta género. A pesar de
que poco se ha avanzado a nivel de especie, existe el consenso de integrar caracteres morfolo-
gicos con técnicas moleculares e informacion ecoldgica para definir a las especies (KOMAREK
& ANAGNOSTIDIS, 1998; KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 2005; KOMAREK, 2006).

Las especies cripticas, aquellas que s6lo pueden reconocerse a nivel molecular, parecen ser
muy comunes, por lo que para definir a las especies en cianobacterias es esencial el uso de
caracteres moleculares junto con las caracteristicas ecolégicas (CASAMATTA ET AL., 2003). Los
caracteres ecologicos cada vez son mds importantes para definir a las especies de cianobacte-
rias. Si bien el uso de estos caracteres podria traer problemas como considerar a una misma
especies con distribuciones amplias (es decir que abarquen diferentes nichos) como diferentes
o por el contrario, podria agrupar a dos especies diferentes compartir el nicho ecolégico.

{17}



Para el caso de las especies de bacterias en general, y de las cianobacterias en particular, se ha
propuesto que la principal forma de especiacion es a partir de ecotipos (especiacion simpatri-
ca): “la evolucién de nuevos ecotipos podria ser un proceso ineludible en el mundo bacterial”
(CoHAN, 2002). Ademas de que KOMAREK & ANAGNOSTIDIS (1998) y CASAMATTA ET AL.
(2003) concluyen que las especies no son cosmopolitas sino que sus habitats son mucho mas
restringidos de lo que antes se pensaba.

El concepto y método que defiende KoMAREK (2003), que podriamos llamar concepto
polifdsico de especie, pretende ser integrador y es importante actualmente debido a que no
se conoce mucho de las relaciones filogenéticas en las cianobacterias, ni de los caracteres que
pueden reflejar su historia evolutiva (CASAMATTA ET 4L., 2005), se deben tomar en cuenta la
mayor cantidad de evidencia y ponerla a prueba comparandola entre si y analizar la infor-
macién que nos brindan, s6lo asi podremos avanzar en la taxonomia de este grupo.
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3. Historia Taxonomica y definicion
de la Familia Scytonemataceae

En su monografia “Nostocacées heterocystées”, BORNET & FLAHAULT
(1886 — 1888) clasificaron a la tribu Scytonemaceae RABENHORST dentro del orden Hormo-
goniales (formado por todas las cianobacterias, Cyanophyta, que forman hormogonios, fig.
1 f), en la familia Hormogoneae, subfamilia Heterocystées (tabla 1), que incluye a todas las
especies que tienen heterocitos (fig.1 a, e y h) y las separa de las que no los tienen (Hormo-
cystées). En esta tribu incluyeron a los géneros Microchaete THURET, Scytonema AGARDH,
Hassallia BERKELEY, Tolypothrix KUTZING, Desmonema BERKELEY & THWAITES, Hydrocory-
ne SCHWABE y Diplocolon NAEGELIL. Los mismos autores clasificaron al género Scytonema en
tres secciones (tabla 1) Euscytonema (vaina homogénea a veces lamelada con estrias parale-
las y doble ramificacion, fig.1 b), Myochrotes (vaina lamelada con estrias divergentes y doble
ramificacion, fig.1 ¢), Petalonema (vainas gruesas lameladas, plumosas, con ramificacién do-
ble o solitaria a partir de heterocito, fig.1 c y e).

GEITLER (1925) separ6 al orden Hormogoneae (todas las cianobacterias con formas mul-
ticelulares organizadas en tricomas) en Nostocales y Stigonematales (tabla 1) porque enfatiza
la distincion entre ramificacion falsa (Fig.1 ¢, y e) y verdadera, (ver figura 1, d). El autor in-
cluy6 a la familia Scytonemataceae dentro de las Nostocaceae por tener ramificaciones falsas.
Por otro lado, no hizo la distincion como BORNET & FLAHAULT (1886 — 1888) entre ciano-
bacterias con heterocitos y sin heterocitos.

En 1932, GEITLER eliminé los 6rdenes Stigonematales y Nostocales restableciendo otra
vez el orden Hormogoniales. En la familia Scytonemataceae mantuvo los géneros Scytonema,
Tolypothrix, Hydrocoryne y Desmonema de la clasificaciéon de BORNET & FLaHAULT (1886
— 1888), pero transfirié a Microchaete a la familia Microchaetaceae, la tnica especie de Di-
plocolon sinomiza con Scytonema crassum, separ6 a la seccion 11l de Scytonema y la elevod
a categoria de género (Petalonema BERKELEY); también fusion6 a Hassallia con Tolypothrix
(tabla 1). Ademas incorpord géneros como Plectonema THURET (filamentos sin heterocitos,
clasificado por BORNET & FLAHAULT dentro de Hormocystées), Diplonema Borzi, Spe-
laeopogon Borzl, Seguenzaea Borzi, Scytonematopsis KiseLEVA, Camptylonema SCHMIDLE,
y Tildenia KOSSINSKAJA.

FritscH (1945), DESIKACHARY (1959), STARMACH (1966) y BOURRELLY (1970) retomaron
a GEITLER (1925) y dividieron a las hormogoniales en Stigonematales y Nostocales (tabla 1) e
incluyeron a la familia Scytonemataceae en las Nostocales (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 1989).

DESIKACHARY (1959) mantuvo dentro de Scytonemataceae a los géneros Plectonema, Hy-
drocoryne, Scytonematopsis, Petalonema, Scytonema y Tolypothrix (tabla 1). Pero propuso
al género Diplonema como sinénimo de Borzinema DE ToN1 y a Camptylonema de Schidlei-
nema DE Ton1. El autor pasé Borzinema, Spelaeopogon, Seguenzaea y Schmidleinema (fig. 1
d) al orden Stigonematales, en la familia Borzinemaceae, por tener ramificaciones verdaderas.
Desmonema se volvié sinénimo de Coleodesmium Borzl EX GEITLER y lo clasifico en la
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familia Microchaetaceae. Ademas, incluy6 dos nuevos géneros: Pseudoscytonema ELENKIN
(filamentos sin heterocitos) y Camptylonemopsis DESIKACHARY (tabla 1).

STARMACH (1966) consider6 dentro de Scytonemataceae a los géneros Plectonema, Hydro-
coryne 'y Tolypothrix (que incluye a Hassallia) y fusion6 los géneros Scytonema y Petalonema
(tabla 1). También incluy6 el género Coleodesmium. Las especies del género Scytonematopsis las
clasificé en otros géneros como, Calothrix, Tolypothrix y Scytonema. Los géneros Pseudoscyto-
nema'y Camptylonemopsis no fueron contemplados en su Flora Slodkowodna Polski (tabla 1).

BOURRELLY (1970), igual que los autores anteriores, incluyé en la familia Scytonemata-
ceae a Plectonema, Tolypothrix, Scytonema e Hydrocoryne, asi como Scytonematopsis (tabla
1). El consider6 que Camptylonemopsis no debe aceptarse porque esta formado por fases
juveniles de otras especies. Ademas traslado nuevamente el género Coleodesmium a la fami-
lia Scytonemataceae (tabla 1).

DROUET (1973), en su revision de la Nostocaceae concluyé que solo 4 especies constitu-
yen las Nostocaceae (tabla 1), todas con tricomas cilindricos (= Scytonemataceae y Rivularia-
ceae) Scytonema hofmannii, Calothrix parietina (NAG) THURET, C. crustaceae SCHOUSBOE EX
THURET y Rhaphidopsis curvata FritscH ET RicH. El autor consideré que cada una de estas
especies representa un grupo polimoérfico de ecotipos.

En la escuela de los Bacteridlogos: CASTENHOLZ & WATERBURY (1989) en la seccion 19
del Bergey’s manual of Systematic Bacteriology, dentro de la subseccion IV que corresponde-
ria al orden Nostocales, incluy6 solo tres familias Nostocaceae, Scytonemataceae y Rivula-
riaceae. En Scytonemataceae el autor solo reconoce un género, Scytonema, que lo convirtié
en sinonimo de Petalonema y Tolypothrix. CASTENHOLZ (2001), en la dltima version del
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, desaparece la familia Scytonemataceae e incluye
al género-forma (es decir descritos a partir de caracteres morfoldgicos) Scytonema dentro de
la subseccion IV.I, junto con los géneros-forma Anabaenopsis, Cyanospira, Aphanizomenon,
Nodularia, Cylindrospermum, Cylindrospermopsis, Anabaena y Nostoc. Por altimo JOHN ET
AL. (2002), en la flora algal de agua dulce de las Islas Britanicas retomaron la clasificaciéon de
Castenholz & Waterbury (1989) pero en Scytonemataceae reconocen dos géneros Scytonema
(que es sinonimo de Petalonema) y Tolypothrix.

KOMAREK Y ANAGNOSTIDIS (1989), siguiendo con la tradicion botanica, consideraron en
su revision del orden Nostocales (en donde solo incluyeron géneros que no tienen ramas ver-
daderas, division celular exclusivamente perpendicular al eje y produccion de heterocitos) a
la familia Scytonemataceae en un sentido estricto (tabla 1); definiéndola por tener filamentos
isopolares (fig. 1 g) compuestos por un sélo tricoma con ramificaciones falsas dobles (fig. 1
¢), que se forman entre células vegetativas. Solo incluyen 3 géneros dentro de esta familia:
Scytonema, Scytonematopsis y Kyrtuthrix ERCEGOVIC. Sacaron al género Hydrocoryne por
tener varios tricomas en una misma vaina (fig. 1 1) y lo clasificaron dentro de las Nostoca-
ceae. Por considerar que los tricomas son heteropolares (fig. 1 h) clasifican a Tolypothrix,
Petalonema, Coleodesmium, Hassallia y Camptylonemopsis dentro de la familia Microchae-
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Tabla 1 | Resumen de la historia taxonémica de la familia Scytonemataceae

Géneros que

contiene

Definicion de
Scytonemaceae
o Scytonemataceae

BORNET & Orden: Microchaete, Tricomas con heterocitos, El género Scytonema
FLAHAULT Hormogoniales Scytonema, Hassallia, Ramas solitarias o germinales, lo dividen en
(1886 —1888)  Suborden: Tolypothrix, iguales o desiguales, se tres secciones:
Phycochromophyceae ~ Desmonema, originan por debajo de un Euscytonema,
Familia: Hormogoneae  Hydrocoryne, heterocito o en el intervalo Myochrotes y
Subfamilia: Diplocolon. entre dos heterocitos. Petalonema
Heterocystées Filamentos solos o reunidos
Tribu: Scytonemaceae dentro de una vaina comun.
Vaina tubular, continua,
homogénea o lamelosa,
membranosa o gelatinosa,
nunca sin color, amarilla a
café.
Heterocitos intercalares o
basales, solitarios o en serie.
GEITLER En 1925: Scytonema, Tricomas siempre en hilera, Microchaete en
(1925 -1932) Orden: Nostocales Tolypothrix, mismo ancho en toda su Microchaetaceae,
(con ramas falsas). Hydrocoryne, longitud, a veces ligeramente Diplocolon =
Familia Desmonema, estrecho en el extremo y Scytonema crassum,
Scytonemataceae. Petalonema, a veces con diferenciacion Hassallia dentro de
En 1932: Plectonema, sutil en base y punta Tolypothrix.
Orden: Hormogoneae  Diplonema, (sin formaci6n de pelo).
Subseccion: Spelaeopogon, Ramificacion falsa simple o
Mediotenuiores Seguenzaea, doble que surge de heterocitos
Familia: Scytonematopsis, intercalares o en un bucle
Scytonemataceae Camptylonema, entre dos heterocitos.
Tildenia Heterocitos intercalares rara
vez ausentes.
DESIKACHARY Orden Nostocales Scytonema, Filamentos con una Diplonema =
(1959) (con ramas falsas). Tolypothrix, vaina firme, delgada, Borzinema,
Familia Hydrocoryne, frecuentemente lamelada. Camptylonema
Scytonemataceae. Petalonema, Rama falsa sola o germinal, = Schidleinema,
Plectonema, tricomas con una sola hilera Desmonema =
Scytonematopsis, de células; heterocitos, Coleodesmium.
Tildenia intercalares, basales o Borzinema,
Pseudoscytonema, terminales, hormogonios Spelaeopogon,
Camptylonemopsis presentes. Seguenzaea y
Shmidleinema en
Stigonematales.
DROUET Orden: Nostocales Scytonema, Calothrix ~ Tricomas cilindricos, con Grupo polimérfico de
(1973) y Rhaphidopsis ramificaciones falsas y ecotipos.
heterocitos.
CASTENHOLZ Subseccion :IV Scytonema Tricomas uniseriados, Scytonema =
(1989) Familia: usualmente no ahusados, Petalonema,
Scytonemataceae con vaina, ramas falsas Scytonema =
simples o dobles, heterocitos Tolypothrix

intercalares y asociados con
las ramas falsas, regiones
meristematicas usualmente
cerca del dpice, hormogonios
sin heterocitos se forman en
los dpices de los tricomas y
son liberados posteriormente,
pueden formar un heterocito
basal.




Clasificacion

Géneros que

contiene

Definicion de
Scytonemaceae
o Scytonemataceae

JOHN ET AL. Orden: Nostocales Scytonema y Tricomas con ramas falsas, Scytonema =
(2002) Familia: Tolypothrix puede haber tricomas Petalonema
Scytonemataceae atenuados pero no es la forma
preponderante.
KOMAREK & Orden: Nostocales. Scytonema, Tricomas isopolares, ramas Plectonema y
AnaGNoOsTIDIS  Familia Scytonematopsis y falsas después de la division Pseudoscytonema en
(1989) Scytonemataceae Kyrtuthrix entre células vegetativas, Oscillatoriales.
ramas generalmente en Tolypothrix,
pares, células terminales Petalonema,
redondeadas o en Coleodesmium,
pelo, facultativamente Hassallia,
ocurren acinetos, zonas Camptylonemopsis
meristemdticas terminal o en Microchaetaceae.
sub terminal; germinacion del
hormogonio por ambos lados.
KOMAREK Nostocales que Scytonema dos Misma definicién que en
(2010) incluyen todas las subgéneros, KoMAREK & ANAGNOSTIDIS
heterocitosas Scytonematopsis, (1989)
Kyrtuthrix,
Brasilonema,
Petalonema.

taceae y a los géneros Plectonema y Pseudoscytonema, que no tienen heterocitos, los clasifi-
caron dentro del orden Oscillatoriales.

En varias filogenias se ha observado que se forma un sélo clado con todas las secuencias
que pertenecen a especies heterocitosas, incluyendo a géneros de la familia Scytonemataceae,
por lo que en la propuesta mas reciente de clasificacion de las cianobacterias (HOFFMANN ET
AL., 2005) se contempla incluir a todas las heterocitosas en un mismo orden.

En la dltima clasificacion de las Nostocales que hace KoMAREK (2010), ademas de los 3
géneros mencionados, incluy6 a Brasilonema y Petalonema (tabla 1).

La familia Scytonemataceae segiin KOMAREK Y ANAGNOSTIDIS (1989) esta definida por te-
ner filamentos y tricomas isopolares largos, su vaina siempre cerrada, con ramas falsas carac-
teristicas que inician entre 2 células vegetativas, algunas veces después de la muerte de una
o varias células vegetativas; ramas generalmente en pares, raramente una; células terminales
redondeadas o como cabellos, facultativamente ocurren acinetos, las zonas meristematicas
son terminales o subterminales y la germinacion del hormogonio es por ambos lados.
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Figura 1

Caracteristicas morfologicas en las Nostocales:
a) filamento con vaina divergente, se observa tricoma con heterocito, b) filamento con vaina paralela, c) rama falsa doble, e)

rama falsa simple a partir de heterocitos, f) hormogonios, g) filamentos simples isopolares, h) filamento simple heteropolar, i)

filamentos con varios tricomas



4. Historia Taxonomica y definiciones
de los géneros de la Familia Scytonemataceae

KoMAREK (2010) reconocio 5 géneros dentro de la familia Scytonemata-
ceae, Brasilonema, Scytonema, Petalonema, Kyrtuthrix y Scytonematopsis.

El género Scytonema fue descrito por primera vez por AGARDH en 1824 y desde entonces
su circunscripcion se ha mantenido con pocos cambios. Segiin KOMAREK (en KOMAREK &
HAUER, 2013) Scytonema tiene 106 especies aproximadamente, la mayoria de las cuales, fue-
ron descritas para el género y no tienen sinénimos, salvo algunas como S. mirabile, que fue
separada de S. figuratum, y especies que fueron excluidas y transferidas a Petalonema. Ko-
MAREK (2010) clasificé a Scytonema en dos subgéneros; el subg. Scytonema tiene las vainas
sin o con lamelacién paralela y el subg. Myochrotes tiene vainas con lamelacion divergente.

Scytonema se caracteriza morfologicamente por formar talos filamentosos, con filamentos
ramificados solitarios o formando tapetes en el sustrato. Los filamentos se encuentran libres
o en fasciculos, algunas veces densamente enredados y postrados en el sustrato con ramas
erectas. Los filamentos comtinmente tienen ramificaciones falsas con una o dos ramas latera-
les. Las ramificaciones inician después de la desintegracion del tricoma por ayuda de células
de sacrificio entre dos heterocitos y crecen paralelas o cruzadas. Los filamentos generalmente
hacen bucles laterales antes de la ramificacion, en donde los tricomas se rompen. Los trico-
mas son isopolares, cilindricos, uniseriados y no diferenciados en partes basales y apicales.
Los septos generalmente son constrefiidos. Las vainas son firmes, con lamelacion paralela o
divergente, usualmente de color amarillo-marrén. Las células son verde olivo a verde palido,
usualmente con granulos solitarios, dispuestos irregularmente. Las células apicales algunas
veces tienen vacuolas grandes. Los Heterocitos son intercalares, solitarios, rara vez en pares y
pueden presentar forma cilindrica o de barril. Los hormogonios germinan por ambos extre-
mos (KOMAREK & HAUER, 2013)

El género Petalonema BERKELEY EX CORRENS fue descrito en 1833; actualmente tiene nue-
ve especies: P. alatum BERKELEY EX KIRCHNER P. crassum (NAGELI) MIGULA, P. crustaceum
AGARDH EX KIRCHNER, P. densum (A. BRAUN) MIGULA, P. incrustans (KiTZING) KOMAREK,
P. involvens (A. BRAUN) MIGULA, P. pulchrum (FREMY) GEITLER, P. velutinum (RABEN-
HORST) MIGULA, P. fluminalis ZHAO.

P. alatum es la especie tipo; fue descrita por GREVILLE (1825) como Oscillatoria alata
y por KUTZING (1845) como Arthrosiphon grevillei. BERKELEY (1833) transfirio la especie
Oscillatoria alata a Petalonema y la especie quedo registrada entonces como P. alatum. A
su vez, RABENHORST (1863) la transfirié a Arthrosiphon, como A. alatus, en donde también
hizo la sinonimia con A. grevillei. Por otro lado Borzi (1879) la transfirié al género Scytone-
ma, donde quedo registrada como S. alatum. BORNET & FLAHAULT (1886-1888) incluyeron
a varias especies que tenian la vaina gruesa y con lamelacion divergente en la seccion IIT de
Scytonema: S. alatum, S. crustaceum, S. crustaceum var. incrustans, S. velutinum, S. invol-
vens, S. crassum'y S. densum. KIRCHNER (1898) retomé el género de BERKELEY, incluyendo a
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la especie P. alatum, y transfiri6 a S. crustaceum; posteriormente M1GULA (1907) transfirio al
género a S. crassum, S. densum, S. involvens y S. velutinum. GEITLER (1932) retom6 el género
con las siguientes especies: P. alatum, P. velutinum, P. involvens, P. densum y transfirio la
especie S. pulchrum, que fue descrita por FREMY en 1929. P. fluminiales es la tnica especie
que fue descrita originalmente en Petalonema y recientemente KOMAREK (2012) elevé a la
categoria de especie a la variedad incrustans de P. crustaceum.

Como se puede ver en los parrafos anteriores, Petalonema ha sufrido varios cambios en su
circunscripcion debido a las caracteristicas similares con el género Scytonema, como la aparien-
cia general de los tricomas, las ramificaciones dobles, los heterocitos intercalares y las vainas
firmes y cilindricas. Sin embargo, siempre se mantuvieron dentro de la familia Scytonemataceae
hasta que KOMAREK Y ANAGNOSTIDIS (1989), transfirieron el género Petalonema a la familia
Microchaetaceae, posteriormente KOMAREK (2010) retornd Petalonema a Scytonemataceae.

Recientes trabajos que incluyeron secuencias de Petalonema en analisis moleculares del 16S
ARNr muestran que especies de este género no forman parte del clado de Scytonemataceae
(TATON ET AL., 2006, VACCARINO & JOHANSEN, 2011), pero la informacion morfologica de las
poblaciones de las cuales las secuencias fueron obtenidas no esta detallada o no esta disponible.

Petalonema se caracteriza morfologicamente por la presencia de talos filamentosos. Los
filamentos se observan libres, usualmente solitarios o en pequefios grupos ligeramente enros-
cados, también pueden estar postrados sobre el sustrato o poco erectos. Los filamentos son
heteropolares, algunas veces con un heterocito basal. La ramificacion es falsa, puede ser late-
ral, solitaria o en pares. La formacion de las ramas se lleva a cabo por ruptura del tricoma a
partir de un heterocito. Las vainas son firmes, muy gruesas, sin color o de color amarillo ma-
rron, claramente tienen lamelacion divergente y forman unas estructuras como infundibulifor-
mes. Los tricomas son cilindricos en las partes medias y basales. Las células tienen forma de
barril o cilindricas y elongadas. En las partes terminales las células son mds cortas, con forma
de barril y usualmente mas anchas que el resto del tricoma. Las células apicales estan siempre
redondeadas, los heterocitos son intercalares, solitarios, mas o menos esféricos y usualmente
mas anchos que las células vegetativas. No hay acinetos (KOMAREK & HAUER, 2013).

Kyrtuthrix, género descrito en 1929 por ERCEGOVIC, tiene tres especies: K. dalmadtica Er-
CEG., la especie tipo, K. maculans (GomoNT) UMEZAKI y K. sinensis CHU & Wu. K. maculans
fue transferida al género Kyrtuthrix desde Brachytrichia ZANARDINT EX BORNET & FLAHAULT,
debido a la diferencia en el tipo de ramificacion. Brachytrichia tiene ramificaciones tipo-

Y, que se forman a partir de un bucle y posteriormente un cambio en el plano de division
mientras que en Kyrtuthrix s6lo se forman bucles, que aparentemente no forman ramas.
Kyrtuthrix fue ubicado taxonémicamente en la familia Mastigocladaceae (ERcEGOVIC, 1929)
o en la familia Stigonemataceae (UMEZAKI, 1958), hasta que KOMAREK Y ANAGNOSTIDIS
(1998) lo transfirieron a Scytonemataceae.

Kyrtuthrix se caracteriza por la presencia de un talo endolitico que es irregular, esta
compuesto por filamentos que son mas o menos paralelos, sin ramificaciones, pero forman
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dobleces laterales. Los tricomas son uniseriados, isopolares y claramente constrefiidos en

los septos. Las terminaciones de los tricomas se atentian como pelos. Las células son mas o
menos isodiamétricas aunque las células terminales estan atenuadas. Las vainas son firmes,
incoloras, ligeramente ampliadas, no gelatinizadas. Los heterocitos son intercalares y no tiene
acinetos (KOMAREK & HAUER, 2013).

El género Scytonematopsis fue descrito por KiseLEVA (1930); la especie tipo es S. woronichii
KiseLEvA. Existen 15 especies descritas, de las cuales la mayoria fueron descritas originalmente
para el género y solo cuatro fueron transferidas de otros géneros: S. crustaceae (THURET EX
BORNET & THURET) KOVACIK & KOMAREK y S. pilosa (HARVEY EX BORNET & FLAHAULT) UME-
ZAKI & WATANABE desde Calothrix, asi como S. fuliginosa (TILDEN) COPELAND y S kashyapii
(BHARADWAYA) GEITLER transferidas de Scytonema y Spelaeopogon respectivamente.

Scytonematopsis tiene un talo filamentoso con filamentos solitarios, ramificados, o forman-
do agrupaciones irregulares o paralelas o en forma de tapetes sobre el sustrato. Los filamentos
se observan libres o densamente enrollados, postrado sobre el sustrato, o unidos él por las
partes medias, mientras las terminaciones y las ramas se mantienen libres. Las ramas falsas
generalmente son dobles, rara vez simples y la ramificacion se inicia por desintegracion del
tricoma con ayuda de células de sacrificio, pocas veces se forman bucles y nunca se forman a
partir de heterocitos. Los tricomas son isopolares, pero algunas veces se forman estados hete-
ropolares tipo Homoeothrix; las terminaciones de los tricomas jovenes y las ramas son cilin-
dricas con células redondeadas, pero posteriormente distintamente reducidos y algunas veces
con células apicales y subapicales vacuolizadas, cilindricas y elongadas. Los septos del tricoma
pueden ser constrefiidos o no constrefiidos. Las vainas firmes, lameladas paralelamente y hia-
linas o en los especimenes viejos de color amarillo marrén. Los heterocitos son intercalares,
usualmente solitarios, cilindricos o con forma de barril (KoMAREK & HAUER, 2013).

Recientemente FIORE y colaboradores (2007) usaron evidencia morfoldgica y molecular
para definir un nuevo género dentro de la familia Scytonemataceae llamado Brasilonema
FIORE ET AL. Este género esta caracterizado morfolégicamente por el desarrollo de crecimien-
tos macroscopicos compuestos de fasciculos densamente arreglados; la isopolaridad de los
filamentos, la presencia de ramificaciones falsas; los dpices redondeados, no atenuados y el
desarrollo isopolar en los hormogonios (FIORE ET AL., 2007).

Brasilonema esta constituido hasta ahora por nueve especies (FIORE ET AL., 2007, AGUIAR
ET AL., 2008, SANT’ ANNA ET AL., 2011). De estas especies seis fueron descritas originalmen-
te de Brasil: B. bromeliae (F1IORE ET AL., 2007) la especie tipo, B. octagenarum (AGUIAR ET
AL., 2008), B. epidendron, B. ornatum, B. terrestre y B. sennae (SANT’ ANNA ET AL., 2011).
Esta dltima fue originalmente descrita como Camptylonemopsis sennae (KOMAREK, 2003) y
posteriormente transferida a Brasilonema (AGUIAR ET AL., 2008; SANT'ANNA ET AL., 2011).
Brasilonema roberti-lamii fue descrita originalmente de las Antillas como Tolypothrix rober-
ti-lamii (BOURRELLY & MANGUIN, 1952) y transferida, primero al género Shmidleinema por
KoMAREK (1989) y posteriormente a Brasilonema (SANT’ ANNA ET AL., 2011), esta especie
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ha sido observada en poblaciones mexicanas. Brasilonema angustatum fue aislada de la isla
de Oahu en Hawaii (VACCARINO & JOHANSEN, 2012) y B. tolantongensis fue observada en
Tolantongo Hidalgo, México. (BECERRA ET AL., 2013). La descripcion de esta altima especie
forma parte de los resultados de este estudio (ver apéndice).
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OBJETIVOS

Objetivo general:

s Realizar un estudio sistematico de la familia Scytonemataceae sensu
KoMAREK (2010).

Objetivos particulares:

s Analizar morfologicamente a las 9 poblaciones mexicanas de la familia
Scytonemataceae que seran utilizadas en este trabajo.

s Analizar morfoldgicamente a los géneros de la familia Scytonemataceae sensu
KoMAREK (2010).

s Realizar una filogenia molecular para poner a prueba la monofila de
Scytonemataceae y la pertenencia de algunas especies mexicanas a los géneros
de la familia.
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ANTECEDENTES

En México existen amplias regiones tropicales y zonas calcareas muy im-
portantes como la zona de manantiales de Hidalgo, la Huasteca (que incluyen los estados de
SLP, Tamaulipas, parte de Veracruz, Hidalgo y Querétaro), los manantiales de Morelos, la
zona arida de Tehuacan, Puebla y la Peninsula de Yucatan, etc.

El estudio de este tipo de ambientes es fundamental para el conocimiento de las cianobac-
terias, porque se ha comprobado que en estos ambientes las cianobacterias son dominantes,
ademas que los habitats tropicales no son muy conocidos. Para la familia Scytonemataceae
se han observado diferentes poblaciones en varias localidades de las regiones tropicales y cal-
careas de México, por ejemplo: Se han registrado 2 poblaciones de Petalonema una en No-
noalco S.L.P. y otra en Quintana Roo identificada como P. densum (BECERRA, 2002, BECE-
RRA & TAVERA 2003); mientras que de Scytonema se han registrado 16 especies: S. arcangelii,
S. cincinatum y S. simplex para la Huasteca Potosina (CANTORAL, 1993; CARTAJENA, 2004,
MONTEJANO ET AL., 2005); S. bohneri, S. chiastum, S. javanicum y S. ocellatum en Tehuacan
Puebla (NovELO, 2011; AviLa, 1989; RIVERA-AGUILAR ET AL., 2006), S. coactile en More-
los (VALADEZ ET AL., 1996; MONTEJANO ET AL., 2005), S. guyanense, S. millei, S. mirabile, S.
myochrous, S. shmiditii y S. stuposum en Chiapas (RAMIREZ, 2006; TORRES 1993), por ulti-
mo S. hofmannii reportada para varias localidades (ORTEGA, 1984).

También se han reportado Kyrtuthrix cf. maculans en las costas del Pacifico tropical de
México (LEON-TEJERA ET AL., 2005) y Brasilonema tolantongensis (BECERRA-ABSALON ET
AL., 2013) en Tolantongo Hidalgo. El tnico género de Scytonemataceae que no ha sido regis-
trado en México es Scytonematopsis.

Algunas localidades de la region central de México han sido estudiadas desde hace afios,
como la Huasteca potosina y la contribucion que se ha hecho, con varios trabajos publica-
dos, al conocimiento de la diversidad de cianobacterias ha sido muy importante (KOMAREK
& MONTEJANO, 1994; KOMAREK ET AL., 1996; MONTEJANO ET AL., 2000; MONTEJANO ET AL.,
2004; MONTEJANO ET AL., 2005). En este trabajo se estudiaran muestras de 9 poblaciones
que provienen de las siguientes localidades de esta region: Micos y Xilitla de la Huasteca
potosina; Tolantongo y Molango de Hidalgo; Los manantiales de Morelos y Valle de Zapo-
titlin de Puebla. En estas localidades la diversidad de cianobacterias es muy alta y de su estu-
dio, se han descrito nuevas especies (BECERRA-ABSALON ET AL., 2013; GOLD-MORGAN ET AL.,
1994, 1996; KOMAREK & MONTEJANO, 1994; MONTEJANO ET AL., 1993), o se han publicado
nuevos registro de especies raras (MONTEJANO ET AL., 2000, 2005) que han contribuido al
estudio taxonomico de géneros poco estudiados.
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MATERIAL Y METODOS
1. Colecta, y area de estudio

Las muestras de cianobacterias de los géneros Scytonema, Brasilonema
y Petalonema utilizadas en este trabajo, se colectaron durante el 2009 al 2011 en diferentes
localidades de la region central de México (fig. 2): Tolantongo, Hidalgo, a 20° 38’ 38.3” Ny
98° 59’ 34” O y una altitud de 1422 msnm; Nonoalco Hidalgo, a 20° 41’ 59.5” Ny 98° 42’
09.6”0, Micos SLP, a 22° 06’ 00.3” Ny 99° 09° 08.1” O; Xilitla SLP a 21° 23’ 46.1”N y 98°
59 52.6”0, Los manantiales Morelos a 18° 55.39°N y 99° 00.37°0O a una altitud de 800 msnm
y el Valle de Zapotitlan, Puebla a 17° 39’y 18° 53° Ny 96° 55’ y 97° 44’ O. De las cuales se
tomaron dos tipos de muestras: las muestras de herbario que se fijaron con formol al 4% vy las
muestras para cultivar que se mantuvieron vivas y fueron transportadas en hielo.

e
‘i':’ México

Klfeon de_Los'AI'ijama g
Guanajuatop®

‘Queretaro de

Figura 2 | Mapa de las localidades colectadas

Las localidades se sefialan con puntos amarillos
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2. Caracterizacion

morfologica y cultivos

La variabilidad morfolégica y el ciclo de vida fueron observados de mate-
rial vivo (fresco y cultivos) y de material fijado en formol al 4%. Para analizar los caracteres
morfologicos de las poblaciones de la region central de México, se revisaron las siguien-

tes muestras: de Petalonema, PA4606, PA4609, PA4636 y PA4641; Brasilonema, PA4261,

PA4255,T64,T91,T166, 290, A15 y A44 (las referencias que empiezan con T son de B.

tolantongensis); Scytonema, PA4562, TS5 y 792 (el prefijo PA es del Panuco, A es del Ama-

cuzac, T es de Tolantongo y Z del Valle de Zapotitlan). S6lo las muestras de herbario con
registro PA estdan depositadas en la coleccion FCME, del Herbario Maria Agustina Batalla de
la Facultad de Ciencias, UNAM.

Las observaciones se hicieron en un microscopio 6ptico Olympus BX51 equipado con una
camara digital Olympus mod. Dp-12. Para la caracterizaciéon morfologica e identificacion de
las poblaciones se us6 el esquema de clasificacion de KoMAREK (2010) y las descripciones de
AGUIAR ET AL. (2008), DESIKACHARY (1959), F1oRE ET AL. (2007), GARDNER (1927a), GARD-
NER (1927b), GEITLER (1932), SANT’ ANNA ET AL. (2011), TILDEN (1910), UHER (2010), VAC-
CARINO & JOHANSEN (2012).

También se hizo una revision en la literatura para estudiar la morfologia de especies de
Scytonemataceae: Scytonematopsis contorta en VACCARINO & JOHANSEN (2011), S. hyd-
noides en COPELAND (1936), S. starmachii en KovAcik & KOMAREK (1988), S. mdxima en
Novis & VisNovsky (2011), S. calotrichoides y S. incerta en Geitler & Ruttner (1935), Bra-
silonema bromeliae en FIORE ET AL. (2007), B. octagenarum en AGUIAR ET AL. (2008), B. sen-
nae, B terrestre, B. epidendron, B. roberti-lamii, B. ornatum en SANT’ANNA ET AL. (2011), B.
angustatum en VACCARINO & JOHANSEN (2012), Kyrtuthrix dalmatica en HALPERIN (1970),
K. maculans en UMEZAKT (1958), las siguientes especies de Scytonema en GEITLER (1932)

y DESIKACHARY (1959): S. hyalinum, S. javanicum, S. mirabile, S. bewsii, S. tolypothrichoi-

des, S. amplium, S. myochrous, S. austinii, S. tenue, S. hofmannii, S. varium, S. ocellatum,

S. schmidtii, S. chiastum, S. crispum, también se revisé S. hyalinum en GARDNER (1927a) y

ALWATHNANI & JOHANSEN (2011), S. capitatum en GARDNER (1927b), S. javanicum en AviLa

(1989) ALWATHNANTI & JOHANSEN (2011) y TiLDEN (1910), S. mirabile en TILDEN (1910) y

en TORRES (1993), S. tolypothrichoides, S. austinii, S. amplium, S. hofmannii y S. varium en

TiLpEN (1910); por tultimo las 8 especies de Petalonema descritas en GEITLER (1932), ademas

también se revisaron para P. alatum, TiLDEN (1910), UHER (2010), para P. incrustans, Ko-

MAREK (2012) y para P. crassum MiGuLA (1907).

Para evaluar a la familia Scytonemataceae se utilizaron los siguientes caracteres a nivel de género:
a) Polaridad del filamento maduro: 1) isopolar, 2) heteropolar, 3) isopolar y hetero-
polar.

b) Tipo de apices del filamento: 1) redondeados, cerrados, sin engrosamiento, 2)
redondeados, cerrados con engrosamiento, 3) redondeados, cerrados o abiertos,

{31}



sin engrosamiento, 4) abiertos, 5) sin dpices, 6) atenuados, abiertos o cerrados.

c) Tipo de Vaina en filamentos maduros: 1) firme, cilindrica, lisa, delgada, sin
lamelacion, 2) firme, cilindrica, lisa, delgada a gruesa, sin lamelacion o lamelacion
paralela, 3) firme, cilindrica, ondulada, gruesa, lamelacion divergente. 4) Firme, en
forma de saco, mucilaginosa, 5) firme, cilindrica, lisa, gruesa, lamelacion divergente.
d) Forma del tricoma: 1) mismo ancho en todo el filamento, 2) ligeramente mas
ancho en los extremos, por una célula apical esférica, 3) mas ancho en los extremos
que en la zona media, 4) atenuados en los extremos, formando uno o varios doble-
ces, 5) mas ancho en uno de los extremos. 6) Uno 0 ambos extremos atenuados, a
veces con un heterocito basal, 7) mismo ancho o mas ancho en uno de los extre-
mos.

e) Zonas meristematicas: 1) en los extremos del tricoma, 2) en todo el tricoma,
3) en la parte media.

f) Tipo de septos: 1) no constrenidos, 2) no constrefiidos a ligeramente constrefii-
dos, 4) ligeramente constrefiidos, 4) ligeramente constrefidos a constrefiidos, 4) cons-
trefiidos.

g) Talla de las células en tricomas maduros: 1) mas anchas que largas en los
extremos e isodiamétricas a mas largas que anchas en el resto del tricoma, 2) mas
anchas que largas en los extremos e isodiamétricas en el resto del filamento, 3)
isodiamétricas a mas largas que anchas, 4) mas anchas que largas.

h) Tipo de ramificacion: 1) simples y dobles paralelas, por ruptura del tricoma
entre células vegetativas, 2) Simples y dobles cruzadas, ruptura del tricoma por
células de sacrificio, 4) simples y dobles paralelas, por ruptura del tricoma entre
células vegetativas y a partir de hormogonios, 5) No hay ramificaciones, solo for-
macién de bucles, §5) Simples por ruptura del tricoma a partir de heterocitos y do-
bles cruzadas por ruptura del tricoma entre células vegetativas, 6) Forma bucles y
ramas simples, por ruptura del tricoma entre células vegetativas, 7) Forma bucles,
rara vez ramas dobles o simples por ruptura del tricoma a partir de un heterocito,
8) Dobles paralelas, por ruptura del tricoma entre células vegetativas, 9) Simples
y dobles paralelas o cruzadas, por ruptura del tricoma entre células vegetativas.

Y en la comparacion entre especies las caracteristicas que se tomaron en cuenta fueron: 1)

forma del talo, 2)color del talo, 3) ancho de los filamentos, 4) ancho de los tricomas, 5) for-
ma de los dpices, 6) color de las vainas, 7)color de las células, 8) medidas de los heterocitos,

9) habitat y 10) distribucion. Ademads se tomaron otras caracteristicas particulares: en Bra-
silonema se tomé en cuenta la ornamentacion de la vaina y la presencia de caliptra, en las

especies de Scytonema de la tabla 6 la ornamentacién de la vaina y forma de los dpices y por
ultimo en Petalonema se tomaron en cuenta el habito y la talla del apice.

Del material vivo de cada poblacion estudiada se aislaron filamentos que fueron usados
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para establecer cultivos monoclonales en medio BG 11 con o sin nitrégeno, tanto sélidos
como liquidos (ALLEN, 1968). Los cultivos crecieron en una camara de ambiente controlado
Sanyo a 25 °C, 37.3 mmolcm? S de luz y 12 — 12 horas de fotoperiodo.

Petalonema creci6 sobre papel filtro humedecido por capilaridad con medio liquido for-
mado por proporciones iguales de agua de la localidad (esterilizada por filtracion) y BG 11,
en una camara de ambiente controlado Sanyo a 20 °C, 37.3 mmolcm?S' de luzy 12 - 12
horas de fotoperiodo.

Las cepas aisladas no fueron depositadas en ninguna coleccion reconocida internacionalmente.

3. Aislamiento de DNA
y amplificacion por PCR:

De los cultivos monoclonales se extrajo el DNA combinando varios pro-
cedimientos: 1) primero la muestra se sometio a 5 ciclos de congelamiento y calentamiento
como se describe en PALINSKA ET AL. (2006), junto con la ruptura mecdnica de la muestra por
medio de un pistilo; 2) después se usé el Kit UltraClean Microbial DNA Isolation de MO-
BIO laboratories para concluir la extraccion.

El gen 16S del ARN ribosomal fue amplificado por PCR usando los oligonucleétidos
106F (NUBEL ET AL., 1997) vy 1494Rc (NEILAN ET AL., 1997). La reaccién de amplificacion se
llevé a cabo con Buffer 1x, 2.5 mM MgCl,, 10 mM de dNTP’s, 0.7 pM de cada oligonucleo-
tido, 1U de polimerasa Amplificasa (Biogénica).

El programa de PCR fue el mismo para ambas amplificaciones y consistié de una desnaturali-
zacion a 94°C por 7 min; 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 seg., alineamiento a 63°C
por 1 min. y extension a 72 °C por 1 min; por tltimo un paso de extension a 72 °C por 7 min.

Los productos de la amplificacion fueron purificados usando el Kit Quiaquick PCR
(Quiagen) y se enviaron a secuenciar al Instituto de Biologia de la UNAM con los siguientes
primers 106 F, 1449Rc, Cya781 R, VRF2 y VRF7. Los fragmentos fueron ensamblados con
el programa Bioedit version 7.0.9.0 (HALL, 1999).

4. Alineamiento
y analisis filogenético:
Los taxa usados en el andlisis de 16S ARNr incluyeron un total de 268

OTUs (Tabla 2), de las cuales 9 son secuencias obtenidas para este trabajo, correspondientes
a dos especies de Tolantongo (Brasilonema tolantongensis y Scytonema mirabile); una especie
de Los manantiales (Brasilonema sp.); una especie de Micos (Scytonema sp.), una especie de
Xilitla (Brasilonema sp. 2), 2 especies del Valle de Zapotitlan (Brasilonema sp. 3, Scytonema
sp. 2) y 2 especies de Nonoalco (Petalonema alatum, Tolypothrix sp.) y 260 OTUs fueron
obtenidos del GenBank (tabla 2).

Se hizo un andlisis de blast para seleccionar las secuencias del GenBank mas relacionadas
con las nuestras pero también utilizamos criterios de clasificacion morfologica para seleccio-
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nar secuencias de todas las familias de Nostocales: Scytonemataceae, Microchaetaceae, Nos-
tocaceae, Rivulariaceae, Symphyonemataceae, Hapalosiphonaceae y Stigonemataceae. De
todas las secuencias posibles con los dos criterios anteriores, se escogieron las secuencias que
fueran mayores a 500 pp, pero en el caso de las secuencias pertenecientes a Scytonemataceae
sensu Komarek 2010, se incluyeron a todas las secuencias de especies identificadas, aunque
fueran cortas (<500pp).

En el analisis se utiliz6 a Gloeobacter violaceaus como grupo externo funcional. Se realizé
un primer alineamiento con Clustal W (HIGGINS ET AL., 1994) y posteriormente se reviso y
corrigi6 el alineamiento a ojo en el programa PhyDE-1 v0.9971 (MULLER ET AL., 2010), de
acuerdo a los lineamientos de Glocsa (ARENAS-DfAZ ET AL., 2009) y siguiendo las reglas que
a continuacion se enlistas:

1) Inicios y finales de las secuencias que no fueran coherentes con la alineacion
se eliminaron.

2) Siempre se aline6 buscando el menor nimero de eventos potenciales.

3) Se prefiri6 que los gaps tuvieran un mismo principio y/o fin o que estuvieran
anidados.

4) Se permitié aumentar el numero de eventos cuando se identificé un patrén de
repeticion (SSR).

5) En el alineamiento se dio preferencia a las transiciones sobre las transversio-
nes.

6) En alineamientos ambiguos:

s Se prefiri6 introducir menos gaps, aunque ello implique incrementar el nimero
de sitios variables.

s Se trat6 de no introducir sitios variables.

s Se prefiri6 alinear en posiciones donde habia las mismas bases para reducir
eventos potenciales.

s Donde haya inversiones y sustituciones, se prefiri6 la opcion que considerd me-
nos inversiones, aunque se postulen mas sustituciones.

s Cuando se generan mutaciones autopomorficas se prefieren sobre los gaps.

s Se prefirieron gaps sin variacion interna.

e Al alinear a ojo se detectaron algunas secuencias problematicas (matriz en
apéndice III):

1) Secuencias que no se pudieron alinear: AY007688, AY493596

2) Secuencias muy cortas al inicio: EU532189, JN216876, FR822750, AF334695,
AY452534,FR822751, FR822753, FR822752, AM905327, HQ906640,
EF544991, AY452533, HQ011541, HQ149684, EF545643.

3) Secuencias muy cortas al final: EF066607, JF190484, JN705688

4) Secuencias cortas tanto al inicio como al final: JQ687044, HQ172906

5) Secuencias muy diferentes con respecto a otras del mismo género: AY878902,
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AF516748,AJ630454, HQ012541, JN605003, GU434226, F]939127,
EF544992,

6) Secuencias que son tanto cortas, como muy diferentes: AJ8971989, JQ001838,
AF527470.

Los gap fueron codificados como eventos potenciales de insercion o delecion en una matriz
de ausencia — presencia (SIMMONS & OCHOTERENA, 2000) y posteriormente se fusionaron
ambas matrices, la de bases de nucle6tidos con la de gaps, ambos procedimientos se realiza-
ron en el programa WinClada (N1xon, 2002). Los gaps de una sola posicion y autopomorfi-
cos fueron considerados como errores potenciales y por tanto no se codificaron.

También se utilizé el programa WinClada para eliminar los datos no informativos de la
matriz fusionada (matriz en apéndice III).

Se utiliz6 el programa TNT (GOLOBOFF, ET AL., 2008) para obtener los arboles mas par-
simoniosos posibles, por medio de una busqueda heuristica combinando los métodos secto-
riales, ratchet, Drift y tree fusing (Nixon, 1999; Goloboff 1999) sobre 100 arboles iniciales y
reteniendo 500 arboles con la longitud mas corta en cada iteracion. Se retuvieron todos los
arboles mas parsimoniosos. La busqueda se repiti6 hasta que se observo que el numero de
nodos colapsados y la longitud del arbol consenso no cambié (en total 5 veces), se guardaron
todos los drboles obtenidos en cada busqueda y se utilizaron para calcular el arbol de con-
senso estricto en WinClada.

El apoyo a los clados se obtuvo con 1000 repeticiones de bootstrap usando los métodos
Drift, y Tree fusing, sobre 5 arboles iniciales y reteniendo 1 arbol con la longitud mas corta
en cada iteracion y guardando los arboles consenso de cada perturbacion de la matriz; por
ultimo las frecuencias de los nodos se mapearon sobre el consenso estricto de los drboles con
mayor parsimonia con el programa WinClada. La edicion del arbol consenso se realizo en el
programa CorelDraw X3.
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Tabla 2 Informacion asociada a las secuencias depositadas en GenBank que fueron
usadas en el analisis molecular con el marcador 16S ARNr
Cepa o clon Geanmk
Accesion No
Anabaena aequalis ACCS 089 GU434230
A. augstumalis Scmidke Jahnke/4a AJ630458
A802 EF488830
A. cylindrica PCC 7122 AF091150
XP6B AJ630414
DC-3 EU780157
UTAD_A212 GQ443447
A. elliptica TAC453 AB551450
A. iyengarii RPAN70 GQ466504
RPANG6 GQ466520
A. laxa RPANS6 GQ466508
RPANG63 GQ466509
RPANS GQ466518
A. oscillarioides BO HINDAK 1984/43 AJ630428
BECID22 AJ630426
RPAN69 GQ466516
A. sedovii ACCS 058 GU434227
A. sp. 90 AJ133156
PCC7108 AJ133162
Anabaenopsis abijatae AB2002/08 AM773295
AB2002/09 AM773296
An. circularis NIES21 AF247595
LMECYA 205 EU078528
PMC 191.03 GQ859629
An. elenkinii AB2002/16 AM773299
NIVA-CYA 494 AM773308
An. nadsonii 21127511 FM177481
21127506 FM177482
An. sp 1A AF516747
Aphanizomenon flos-aquae 1tu26s2 AJ630443
- AY038035
GG EF175744
1042 EU157989
Z3 FJ424567
1474 FJ424570
Aph. gracile 1tu26s16 AJ630445
1039 EU157983
1 FJ424575
2 FJ424576
Aph. sp. 202 AJ133153
PCC 7905 AJ133154
Tr183 AJ133155
Aulosira bobemensis ISB-2 EU532189
Au. fertilissima LCR4 EF066607
Au. pseudoramosa LCRSM-NDb JN705705
Au. sp. BHUO00S JQ001838
Brasilonema angustatum HA4187-MV1-B2 + p1F HQ847566



GenBank

Cepa o clon Accesion No

HA4187-MV1-B2 + p1H HQ847567
B. bromeliae SPC 951 DQ486055
B. octagenarum UFV-OR1 EF150855
UFV-E1 EF150854
HA4187-MV1-p1F HQ847562
B. roberti-lamii Los manantiales GQ443308
B. sennae CENA114 EF117246
B. terrestre CENA116 EF490447
B. tolantongensis. Tolantongo JN676147
Cal. brevissima - AB074504
Ind9 HMS573459
Ind 10 JN216876
Cal. desertica PCC 7102 AB075980
PCC 7102 AM230699
PCC 7102 AF132779
Cal. elsteri CCALA 953 FR822750
Cal. elenkinii RPC1 GU292083
Cal. membranacea - AF527470
Cal. parietina 144-1 + 159-4 AF334695
2T10 FR798917
Cal. sp. PCC7714 AJ133164
UAM 342 HM751842
Camptylonemopsis sp. HA4241-MVS5 clone B2-3 + p3 HQ847564
HA4241-MVS5 JN385292
Capsosira lowei HWEF3-]J1 AY452534
Chlorogloeopsis fritschii PCC 6912 AB093489
Ch. sp. Greenland_5 DQ431000
PCC 7518 X68780
Greenland_4 DQ430999
Chrysosporum bergii AB2008/43 FR822615
AB2008/48 FR822622
09-02 1Q237772
Coleodesmium wrangeli 144-2C + 159-2 AF334703
144-2B + 159-2 AF334702
Col. sp. ANT.L52B.5 AY493596
Cuspidothrix issatschenkoi. 1311 EU157977
Otu37s7 AJ630446
PMC210.03 GQ859624
Cyanospira capsulata CC87E FR774775
oNAT FR774776
Cy. rippkae - AY038036
SNRS FR774769
Cylindrospermum sp. PCC 7417 AJ133163
Fischerella ambigua ISC 4 JN605003
Fi. muscicola PCC7414 AB075986
SAG20t737 } AJ544077
Fi. thermalis PCC7521 AB075987

Fi. sp. 1711 AJ544076



Cepa o clon

GenBank
Accesion No

CENA 19 AY039703
MV11 DQ786170
CR_18M EF545608
CENA 161 EU840724
HKAR-S§ GQ375051
JsC-11 HM636645
HA4357-MV3 JN385293
Fortiea sp. HA4221-MV2 Ba + p3C HQ847569
HA4221-MV2 B4 + p3D HQ847570
Gloeobacter violaceus PCC7421 NC_005125
Gloeotrichia echinulata PYH14 AM230704
PYH6 AM230703
URA3 AM230705
Hapalosiphon delicatulus 1AM M-266 AB093484
H. hibernicus BZ-3-1 EU151900
H. welwtschii - AY 034793
Ind21 HMS573460
H. sp. 804-1 AJ544078
1AM M-264 AB093485
SAMA 45 GQ354274
Hassallia andreassenii CCALA 954 FR822751
Has. antarctica CCALA 955 FR822752
CCALA 956 FR822753
Has. byssoidea CCALA 823 AM905327
Has. sp. CM1-HAOS8 p7F HQ847554
CM1-HA08 p7B JQO83648
Hydrocoryne spongiosa HA4387-MV2 JN385287
Iphinoe spelaeobios LO2-B1 HM748317
Loriellopsis cavernicola LF-BS HM74831
Mastigocladopsis repens MORA AJ544079
Mast. sp. CCG2 DQ235802
Mastigocladus laminosus Higa AB607198
Saku AB607203
Ja AB607204
LSI AB607205
LSII AB607206
CALU 987 EU116033
SAG 4.84 EU116035
Onil AB607194
Onill AB607195
Oya AB607196
Ginza AB607197
Ono AB607199
Shiol AB607200
Shioll AB607201
Shioteyu AB607202
Mastigocoleus testarum BC008 HQ906640

Microchaete tenera

AJ438184



Cepa o clon

GenBank
Accesion No

M. sp. LCRSM-2426b JN705688
Moljavia pulchra JT2-VF2 AYS577534
Nodularia harveyana CDAC1983/300 AF268020
UTEX-B2093 AF268021
Nod. sphaerocarpa - AF268018
Nod. spumigena L575 AF268006
DQ185241
Nodularia sp. PCC9350 AY038034
Nostoc calcicola 11 AJ630447
N. edaphicum X AJ630449
N. ellipsosporum \Y% AJ630450
N. sp. PCC73102 AF027655
152 AJ133161
DM103 AJ344563
8916 AY 742447
Nostochopsis lobatus 92.1 AJ544080
Nos. sp. 89-45 AJ544081
HA4207-MV1 JN385294
Petalonema crustaceum BDU 40142 EF544991
Petalonema sp. ANT.GENTNER2.8 AY 493624
HA4277-MV1 p6G HQ847568
Rexia erecta CAT 1M AY452533
Rivularia atra BIR KRIV1 AM230674
BIR MGR1 AM230675
Ri. sp. 1PA1 FJ660972
1PA10 FJ660984
1PA12 FJ660985
Scytonema bohnerii Ind24 HQ172906
Scy. chiastum UCEFS19 JNS565280
Scy. crispum UCFS1S JNS565279
UCFS16 JNS565276
UCFS17 JNS565277
UCFS21 JNS565278
Sey. cf. fritschii UCFS22 JN565281
UCFS23 JN565282
Scy. hofmannii PCC7110 AB075996
PCC7110 AF132781
Scy. byalinum 144-3C + 159-3 AF334700
144-3A + 159-3 AF334698
144-3B + 159-3 AF334699
Scy. javanicum FACHB-887 JQ697044
Scy. cf. ocellatum HTT-U-KK4 p6B HQ847552
Scy. sp. U-3-3 AY 069954
HAF2-B2-c1 p11A HQ847553
HA4185-MV1 p2 HQ847565
IAM ]\/{—239 } AB093483
CCG1 DQ235801
FGP-7A DQ531698



Cepa o clon

GenBank
Accesion No

HKA-3 FJ939127
UCEFS10 HM629428
HAF2-B2-c1 pllc JQO083659
Scytonematopsis contorta HA4267-MV1 B3-5+p2 HQ847557
HA4267-MV1 B3-5+p3 HQ847558
HA4292-MV4 B2+p2 HQ847559
HA4292-MV4 B2+p4 HQ847561
HA4292-MV4 B2+p3 HQ847560
Seyto. maxima LCR-FBC HQO012541
Sphaerospermopsis aphanizomenoides 1LT27S09 FM177473
CHAB1306 GU197654
PMC641.10 HQ157698
09-03 JQ237771
Sp. kisseleviana CHAB332 GU197636
TAC33 AY701557
Sp. raciborskii Brazil 1 AF516733
Brazil 2 AF516734
Florida F AF516745
Sp. reniformis 06-01 FM161348
ACCS 105 HQ700833
Sp. torques-reginae ITEP-024 HQ730086
ITEP-026 HQ730087
Spirirestis rafaelensis SRS6 143-2C + 159-1 AF334692
SRS6 143-2B + 159-1 AF334691
WJT-71-NPBG6 p1A JQO83655S
Stigonema ocellatum SAG 48.90 AJ544082
SAMA 35 GQ354275
St. sp. WIS3 JQ435860
Symphyonema sp. 1517 AJ544084
1269-1 AJ544083
Symphyonemopsis sp. VAPOR1 AJ544085
TRK1S AY 874099
TRK35 AY876902
Tolypothrix campylonemoides F15-MK38 p10A JQO083653
F15-MK38 p10D JQ083654
Tolypothrix distorta 163-5A + 163-8 AF334693
163-5B + 163-8 AF334694
159-2 AJ871989
SAG 93.79 GQ287651
To. noose Ind17 HQ149684
To. tenuis UFS-BI-NPMV-12-F06 JQO083651
UFS-BI-NPMV-12-F06 JQO083652
Ind16 GUS563893
To. sp. CCMP 1185 AB075998
PCC 7415 AM230668
PCC 7504 FJ660995
UAM 332 HM751847
HA4266-MV1 JN385291



Cepa o clon

GenBank
Accesion No

CNP3-B1-C1 JQO083657
Toxopsis calypsus PLF 1 JN695681
PLF 4 JN695684
Trichormus azollae Kom BAI/1983 AJ630454
Tr. doiliolum RPANS3 1 GQ466506
Doliolum 1 AJ630455
Tr. variabilis Greifswald AJ630457
KCTC AG10008 DQ234829
Umezakia natans TAC611 AB608023
TAC101 AF516748
Westiellopsis prolifica CR_L32 EF545643
SAG23.96 AJ544087
VBCCC 022 GQ866912
Westiellopsis sp. 1590-1 AJ544089
89-785/4 AJ544222
Ar73 DQ786168
Ind19 HMS573464
Wollea saccata ACCS 045 GU434226
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RESULTADOS
1. Analisis molecular:

En el analisis molecular se obtuvieron 1,500 arboles mds parsimoniosos
con L=4090, Ci=0.21 y Ri=0.79, el arbol de consenso estricto presenté 24 nodos colapsados
con respecto a los mds parsimoniosos (fig. 3); tuvo L=4224, Ci=0.21 y Ri=0.78.

Las secuencias analizadas que pertenecen a la familia Scytonemataceae forman 7 clados
distintos (A-G), distribuidos en todo el arbol filogenético (fig. 3). El clado A esta conforma-
do por Scytonematopsis mdxima. El clado B esta formado por 3 clados de una politomia,
en el clado I se encuentran secuencias del género Mastigocladopsis, el clado 1I se forma por
secuencias de Symphyonema y el clado Il por varias secuencias de Scytonema, entre las cua-
les esta la de la especie S. hyalinum. El clado C es hermano al clado B y esta formado por 7
clados (IV-X), en el clado IV observamos a Petalonema crustaceum, junto con Aulosira sp.y
Symphyonemopsis sp., el clado V esta formado por secuencias de Scytonema, entre las cuales
esta S. cf. ocellatum, en el clado VI observamos secuencias de Symphyonemopsis e Iphinoe, el
clado VII esta formado por Scytonema mirabile, el clado VIII por Petalonema alatum vy el cla-
do IX por varias secuencias de Scytonema, en donde se encuentra la especie tipo S. hofman-
nii y, por ultimo, en el clado X se encuentran todas las secuencias del genero Brasilonema. El
clado D esta formado por secuencias de Scytonematopsis contorta y Calothrix. En el clado E
se observa a Petalonema sp.y Scytonema chiastum, el clado F esta formado por Petalonema
cf. involvens y por ultimo el clado G formado por secuencias de Scytonema crispum.

Resumiendo, las secuencias de la familia Scytonemataceae incluidas en este analisis for-
man distintos linajes (son polifiléticas); lo mismo pasa con los géneros Scytonema, Petalone-
ma y Scytonematopsis. Varios clados de Scytonemataceae son hermanos de clados conforma-
dos por géneros de la familia Symphyonemataceae (fig. 3, clado B y C): Symphyonemopsis,
Mastigocladopsis y Symphyonema.

En cuanto a las secuencias de nuestras poblaciones, la evidencia molecular confirma la
pertenencia de las especies identificadas como Brasilonema a este género, Brasilonema sp.
de Cascada encantada, es especie hermana de B. bromeliae y B. sennae; mientras que B. sp.
de Xilitla y B. sp. del Valle de Zapotitldn se encuentran en un clado no resuelto junto con B.
terrestre y B. tolantongensis.

También se observa que las tres especies que fueron identificadas como Scytonema se en-
cuentran en diferentes linajes. Scytonema sp., del Valle de Zapotitlan, es especie hermana de
Scytonema sp., de Nuevo México, U.S.A., que forman un clado junto con S. hyalinum, S. ja-
vanicum y otras secuencias de Scytonema sp.; S. sp., de Micos, es la especie hermana de otras
especies no identificadas del mismo género que forman un linaje junto con S. hofmannii la
especie tipo, mientras que S. mirabile y Petalonema alatum se ubican como linajes hermanos
al clado de S. hofmannii.
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Gloeobacter violaceus
Loriellopsis cavernicola HM74831

100

Figura 3

—— Tolypothrix disorta AJ871989
—— Scytonematopsis maxima HQ012541

72 Chlorogloeopsodaceae, Chlorogloeopsis [5]

Scytonema sp. Valle de Zapotitlan
Scytonema sp. JQ083659
Scytonema hyalinum AF334699
Scytonema javanicum JQ697044
Scytonema sp. D 1698
Tolypothrix sp. ABO75998
Scytonema hyalinum AF334700
Scytonema hyalinum AF334698
Petalonema crustaceum EF544991
—|9__8|:Aulosira sp. JQ001838
Symphyonemopsis sp. AY876902.1
100 Scytonema sp. HQ847565
_|9__8|:Scytonema sp. HQ847553
Scytonema c.f. ocellatum HQ847552
Sym/ohyonemopsis sp AY874099
—{8__7: Ipfinoe spelacobios HM748317
ymphyonemopsis sp. AJ544085

Scytonema mirabile var. minor Tolantongo
Petalonema alatum Nonoalco

Scytonema sp. FJ939127
81 Brasilonema sp. cascada encantada
Brasilonema bromeliae DQ486055
Brasilonema sennae EF117246
Brasilonema sp. Xilitla

Brasilonema terrestre EF490447
Brasilonema tolantongensis JN676147
Brasilonema sp. Valle de Zapotitlan
Brasilonema roberti-lamii GQ443308
Brasilonema angustatum HQ847567
Brasilonema angustatum HQ847566
Brasilonema octagenarum EF 150855
Brasilonema octagenarum EF 150854
Brasilonema octagenarum HQ847562

Rivulariaceae: Calothrix (8)
Calothrix sp. HM751842

Scytonematopsis contorta (5)
Petalonema sp. HQ847568
Scytonema chiastum JN565280

Stigonemataceae: Stigonema (32
Petalonema c.f. involvens AY49362:
Microchaetaceae, varios (11)

Nostocaceae, varios [5]
— ==l Nostocaceae, varios [3]
===l Nostocaceae: varios (4
—— Microchaete tenera JF290484
— Mty‘avia pulchra AY577534
—To f/pothr[x nodosa HQ149684
+—— Tolypothrix tenuis GU563893
—ﬂ Nostocaceae: varios gﬂ_}
E: alothrix membrana AF527470

olypothrix sp.,
Tolypothri; FJ660995
7_2: Nostoc ellipsoidea AJ630450
Nostoc sp. AY742447
79— To;ypothnx sp. AM230668
Tolypothrix sp. HM751847

76 Calothrix brevi IN216876
Calothrix elenkinii GU292083
Calothrix brevi AB074504
Microchaete sp. JN705688
Camptylonemopsis sp. HQ847564
Camptylonemopsis sp. JN385292
Nostocaceae, varios (68)
Rivulariaceae, Gloeotrichia [3]
Microchaetaceae, varios [14]

Scytonema crispum JN565279
Scytonema sp. HM629428

Scytonema crispum (3)

1 VII
1 VIII

Scytonemataceae

Arbol filogenético que muestra las relaciones entre cianobacterias del orden Nostocales, basado en analisis

de secuencias del gen 16S ARNr, con Gloeobacter violaceus como grupo externo funcional. Se muestran

el porcentaje de Bootstrap (>50%) y en negritas las secuencias obtenidas para este trabajo de poblaciones

de la region central de México. Los clados y ramas en naranja sefialan a las especies y géneros de

Scytonemataceae sensu KOMAREK (2010) y el clado en verde incluye a los distintos géneros que de acuerdo

a nuestros resultados conformarian Scytonemataceae, sefialados también con ndmeros romanos.



2. Analisis morfologico de los géneros
de la familia Scytonemataceae:

La comparacion de las caracteristicas evaluadas para los géneros (tabla 3
y 4): nos permitié reconocer dos morfotipos diferentes en Petalonema, que se diferencian en
el tipo de vaina en filamentos maduros, forma del tricoma, zonas meristematicas, tipos de
septos, talla de las células en tricomas maduros y tipo de ramificacion (Tabla 3). Los morfo-
tipos son: 1) las especies que se parecen a P. alatum (P. pulchrum, P. velutinum, P. involvens,
P. crassum) y 2) las especies parecidas a P. crustaceum (P. incrustans, P. densum).

También se observaron cinco morfotipos de Scytonema que se diferencian en el tipo de
apices, tipo de vaina, forma del tricoma, zonas meristematicas, Talla de las células y tipo
de ramificacion (tabla 4). Estos son: 1) las especies parecidas a S. hofmannii (S. coactile, S.
fitschii, S. arcangelii, S. tenellum, S. guyanense, S. ocellatum, S. varium, S. amplium, S. calda-
rium, S. sp. de Micos; 2) las especies parecidas a S. hyalinum (S. capitatum, S. sp. de Tehua-
can); 3) S. chiastum; 4) las especies parecidas a S. myochrous (S. tolypothrichoides, S. bewsii,
S. mirabile, S. caldarium var. terrestre; 5) las especies parecidas a S. crispum (S. stuposum, S.
millei, S. schmidtii, S. hansgirgi).

Al analizar las caracteristicas diagnosticas evaluadas de estos géneros (tabla 3) se observo
que algunas de ellas difieren de las caracteristicas de la familia segiin KOMAREK & ANAG-
NOSTIDIS (1989), como es la presencia de filamentos heteropolares en Petalonema y Scyto-
nematopsis, el cual a veces presenta heterocitos basales; ramas falsas a partir de heterocitos
como en Petalonema o la ausencia de ramas como en Kyrtuthrix (tabla 3). Existe diversidad
en el tipo de septos, dentro de Scytonemataceae, que va de los no constreiiidos, ligeramente
constrefiidos a constrefnidos, un ejemplo de este tltimo estado es Kyrtuthrix que tiene célu-
las como rosario (tabla 3). La mayoria de los géneros presentan vainas cilindricas, excepto
Kyrtuthrix, en el cual, la vaina es como un saco (tabla 3). El género Brasilonema y los morfo-
tipos de Scytonema que corresponden a S. hofmannii, S. hyalinum y S. myochrous, se mantie-
nen dentro de la circunscripcion de Scytonemataceae.
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Tabla 3 |Caracteristicas de los géneros de Scytonemataceae

La informacion se obtuvo de observaciones a las poblaciones mexicanas de Brasilonema, Kyrtuthrix y
Petalonema y de las descripciones de especies hechas por Ercegovi¢ (1929), Migula (1907), Geitler (1932),
Copeland (1936), Umezaki (1958), Desikachary (1959), Tilden (1910), Fioré et al. (2007), Aguiar et al. (2008),
Sant’ Anna et al. (2011), Vaccarino et al. (2011), Kovacik & Komadrek (1988), Komarek (2012)

Brasilonema

Kyrtuthrix

Petalonema,
tipo P. alatum

Petalonema,
tipo P.
crustaceum

Scytonematopsis

Polaridad Isopolares Isopolares. Isopolares y Isopolares y Isopolares y

del filamento heteropolares heteropolares heteropolares
maduro

Tipo de dapices  Redondeados, Sin dpices Redondeados o Sin dpices Atenuados, abier-

del filamento

cerrados o abiertos,
sin engrosamiento

atenuados, cerra-
dos, sin engrosa-
mientos

tos o cerrados

Tipo de vaina
en filamentos

Firme, cilindrica,
lisa, delgada, sin

Firme, en forma de
saco, mucilaginosa

Firme, cilindrica,
ondulada, Gruesa,

Firme, cilindrica,
lisa, gruesa, lamela-

Firme, cilindrica,
lisa, delgada, sin

maduros lamelacion lamelacion diver- ci6n divergente lamelacion
gente
Forma del mismo ancho en Atenuados en los Mismo ancho o Mismo ancho o Uno o ambos ex-
tricoma todo el filamento extremos, forman-  mds ancho en uno  mds ancho en uno  tremos atenuados,
do uno o varios de los extremos. de los extremos a veces con un
dobleces. heterocito basal.
Zonas En los extremos del  En todo el tricoma  En los extremos del ~ En los extremos del  En la parte media
meristematicas  tricoma tricoma tricoma

Tipo de septos

No constrefidos

Constreinidos

No constrefiidos a
ligeramente cons-
trefidos

Ligeramente cons-
trefiidos

No constrefiidos a
ligeramente cons-
trefidos

Talla de las

Isodiamétricas a

Isodiamétricas a

Isodiamétricas a

Mas anchas que

Isodiamétricos a

células en mas anchas que mas largas que mas largas que largas mas anchas que
tricomas largas anchas. anchas. largos
maduros
f
s
(A
\
+ 2 (=
/ \
\
H \
. |
Tipo de HA
Ramificacién
Simples y dobles No hay ramifica- Simples por rup- Forma bucles, rara  Forma bucles y
paralelas, por ciones, solo forma-  tura del tricoma a  vez ramificaciones  ramas simples por
ruptura del tricoma  cién de bucles partir de un hetero-  dobles o simples ruptura del tricoma
entre células vege- cito y dobles cruza- por ruptura del entre células vege-
tativas o a partir de das por ruptura del ;.0 partir de tativas.
hormogomo tricoma en_tre célu- heterocitos.
las vegetativas.
Especies Todas las especies K. dalmatica, K. P. alatum, P. pul- P. crustaceum, S. contorta, S.
revisadas descritas, B. sp. maculans chrum, P. veluti- P. incrustans, P. hydnoides, S. star-

Tehuacén, B. sp.
cascada encanta, B.
sp. Valle de Zapo-
titlan, S. javanicum.

num, P. involvens,
P. crassum
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densum

machii, S. calotri-
choides




Tabla 4 |Caracteres de diferentes especies del género Scytonema

La informacién se obtuvo de las observaciones hechas a las poblaciones mexicanas de Scytonema y de las

descripciones y esquemas de Geitler (1932) y Prescott (1962)

Scytonema

Tipo hofmannii

Tipo hyalinum

Tipo chiastum

Tipo myochrotes

Tipo crispum

Polaridad Isopolar Isopolar Isopolar Isopolar Isopolar
del filamento
maduro
Tipo de dpices  Redondeados, Redondeados, Redondeados, Redondeados, Abiertos
del filamento cerrados, sin engro-  cerrados, con en- cerrados, sin engro-  cerrados, sin engro-

samiento grosamiento samiento samientos

Tipo de vaina

Firme, cilindrica,
lisa, delgada a
gruesa, sin lamela-
ci6én o con lamela-
cién paralela

Firme, cilindrica,
lisa, delgada, sin
lamelacion

Firme, delgada a
gruesa, sin lamela-
cién o con lamela-
cién paralela

Firme, cilindrica,
ondulada, gruesas,
lamelacion diver-
gente

Firme, cilindrica,
lisa, delgada, sin
lamelacion

Forma del Mismo ancho en Mismo ancho en Ligeramente mas Mais anchos en los  Mismo ancho en
tricoma todo el Filamento todo el filamento ancho en los extre-  extremos que en la  todo el filamento
mos por la presen-  zona media.
cia de una, célula
apical esférica
Zonas En los extremos del  En los extremos del  En los extremos del ~ En los extremos del  En todo el tricoma
meristematicas  tricoma tricoma tricoma tricoma.

Tipo de septos

No constrenidos

No constrenidos

ligeramente cons-
trefiidos a constre-
fidos

No constrenidos

Constrenidos

Talla de las
células en

Mas anchas que
largas en los ex-

Mas anchas que
largas en los ex-

Mas anchas que
largas en los extre-

Isodiamétricas a
mas largas que

Mas anchas que
largas

tricomas tremos e isodiamé-  tremos e isodiamé-  mos e isodiamétri-  anchas
maduros tricas a mds largas  tricas a mds largas  cas en el resto del
que anchas en el que anchas en el filamento
resto del tricoma resto del tricoma
Tipo de ¢
ramificaciéon N
) ‘
|
Simples y dobles Dobles paralelas, Simples y dobles Simples y dobles Simples y dobles
paralelas por rup-  por ruptura del cruzadas. Ruptura  paralelas, por paralelas o cruza-
tura del tricoma tricoma a partir de  del tricoma por ruptura del tricoma  das, por ruptura
entre células vege-  célula de sacrificio  células de sacrificio  entre células vege-  del tricoma entre
tativas o entre células veg. tativas. células vegetativas.
Especies S. hofmannii, S. S. byalinum, S. S. chiastum S. myochrous, S. S. crispum, S. stu-
revisadas coactile, S. fitschii,  capitatum, S. sp. de tolypothrichoides,  posum, S. millei,

S. arcangelii, S.
tenellum, S. guya-
nense, S. ocellatum,
S. varium, S. am-
plium, S. calda-
rium,

S. sp. de Micos.

Tehuacan.

S. bewsii, S. mirabi-
le, S. caldarium var,
terrestre

S. schmidtii, S.
hansgirgi




3. Analisis morfologico de las poblaciones de Brasilonema,
Scytonema y Petalonema

En las localidades de estudio se observaron poblaciones de 9 especies que
pertenecen a Scytonemataceae: 5 especies del género Brasilonema, una identificada como B.
roberti-lamii y 4 nuevas especies, una de ellas descrita como B. tolantongensis en el articu-
lo BECERRA- ABSALON ET 4AL., (2013) y que se anexa en el apéndice L. 3 especies del género
Scytonema, dos de ellas son nuevas especies y una identificada como S. mirabile; por ultimo
una especie de Petalonema que se identific6 como P. alatum.

Brasilonema sp., de Cascada encantada presenta rangos de ancho de filamento y ancho de
tricoma mayores a todas las demas especies de Brasilonema (tabla §).

El talo de Brasilonema. sp. de Xilitla tiene fasciculos laxos y postrados (tabla 5) esto lo
diferencia de B. terrestre y B. sp. del Valle de Zapotitlan, asi como de B. epidendron. De las
especies que también tienen fasciculos postrados, se distingue de B. tolantongensis en que los
apices de los tricomas jovenes no se atentan, ademas de que las vainas pueden llegar a ser
amarillas pardas y no presenta caliptra (figs. 4 h; 5 f, h-i; tabla 5) y de B. ornatum por que
tiene la vaina lisa (fig. 4 f; tabla 5).

Los filamentos de Brasilonema. sp., del Valle de Zapotitlan no estan fasciculados como la
mayoria de las especies (figs. 6 a; 7 a; tabla 5), solo B. angustatum comparte esta caracteris-
tica (tabla 5) pero en Brasilonema., sp. del Valle de Zapotitlan los dpices no estan atenuados
y los filamentos y tricomas son mas anchos (figs. 6 a; 7 b; tabla 5). Ademas esta especie se
caracteriza por la presencia de heterocitos basales esféricos y cuando son intercalares estin
ligeramente aplanados (figs. 6 e; 7 d).

La especie de Scytonema de Tolantongo fue identificada como S. mirabile porque presenta
filamentos tortuosos, intricados, la lamelacion es ligeramente divergente, los septos son li-
geramente constrefiidos, las células apicales tienen forma de barril, caracteristicas que estan
acorde a las descripciones de la especie (tabla 6; figs. 8 y 9).

Scytonema sp., del Valle de Zapotitlan, presenta un engrosamiento en los dapices de las
vainas que a veces forma capas (figs. 6 y 7), otras especies que presentan esta caracteristi-
ca son S. hyalinum 'y S. capitatum (tabla 6). Scytonema. sp., del Valle de Zapotitlan, tiene
medidas de los filamentos y tricomas similares a S. hyalinum ademds ambas presentan un
engrosamiento apical de la vaina que puede tener capas, mientras que S. capitatum tiene
filamentos y tricomas mds anchos. Aunque las medidas de Scytonema. sp., del Valle de Za-
potitlan, se traslapen con S. hyalinum se puede observar en la tabla 6 que los tricomas de
Scytonema sp., el Valle de Zapotitlan son mas angostos y las vainas mds gruesas, ademas la
vaina tiene apariencia escamosa y los intervalos en el ancho y largo de las células son ma-
yores (figs. 6 y 7).

Scytonema. sp., de Micos, se compard con otras especies subaéreas de ambientes terrestres
que tienen medidas similares en el ancho de los tricomas (tabla 7). S. austinii y S. amplium
tienen filamentos mas anchos que la especie de Micos y por el otro lado S. tenue y S. hof-
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Caracteristicas morfoldgicas de dos poblaciones de Brasilonema: a — d, Brasilonema. sp. de los manantiales
Mor: a) apariencia de los filamentos fasciculados, b) ramificacién doble, ¢) ramificacion a partir de un

Figura 4

hormogonios, d) desarrollo asimétrico de los hormogonios. e — h, B. sp. de Xilitla: e) apariencia de los

filamentos fasciculados, f) rama falsa doble a partir de célula necridial, g) rama simple a partir de célula

necridial, h) desarrollo asimétrico de los hormogonios.



mannii tienen filamentos mads delgados. Scyronema. sp., de Micos se diferencia de S. varium
en que presentd tricomas mas delgados, las células fueron mas largas y la vaina mas gruesa
(figs. 8y 9).

La especie de Petalonema de Nonoalco fue identificada como P. alatum, especie tipo del géne-
ro Petalonema, debido a que es muy similar a la diagnosis de la especie (GEITLER, 1932; DESIKA-
CHARY, 1959) en medidas de filamento y tricoma, tipo de vaina y apices (Tabla 8, fig. 10 y 11).

Figura 5 | Caracteristicas morfoldgicas de dos poblaciones de Brasilonema: a - d. Brasilonema sp. de Cascada
encantada: a y b) fasciculos de Filamentos, ¢) formacion de hormogonios, d) desarrollo asimétrico de los
hormogonios (hormogonios con heterocito basal. e- i, B. sp. de Xilitla: e) apariencia del talo, f) filamentos
y heterocitos, g) ramas falas dobles, y simples a partir de necridios, h) desarrollo de hormogonios, i) ramas

talsas a partir de hormogonios.



Tabla 5

Caracteristicas de las especies de Brasilonema
En negritas las especies de este estudio, la informacion de las demds especies fue obtenida de Aguiar et al. (2008), Becerra-Absalon et al.
(2013), Fioré et al. (2007), Santa’ Anna et al. (2011), Vaccarino & Johansen (2012)

B. bromeliae  B. B. sennae B. roberti- B. epidendron  B. ornatum B. terrestre B. B. angustatum B. sp. Los B.sp. Xilitla  B. sp. Valle de
octagenarum lamii tolantongensis manantiales Zapotitlin
Forma del talo  Fasciculos Tapetes de Fasciculos Tapete de Fasciculos Fasciculos Tapetes de fas- Tapetes de Filamentos lar- Tapete de Tapete ater- Tapete cos-
libres fasciculos erectos parale- fasciculos erectos irregu-  postrados ciculos erectos  fasciculos gos, erecto, no  fasciculos ciopelado, troso
irregulares, los regulares.  erectos lares irregulares postrados. fasciculados densos fasciculos
fasciculos laxamente,
postrados. postrados
Color del talo  Verde negruz- Marrén o ver-  Marrén o ver-  Pardo ne- Verde oscuro a  Verde grisiceo  Verde ne- Violeta ne- Café Negro Café parduzco Negro a negro
co a violeta de negruzco de negruzco gruzco negro gruzco gruzco grisaceo
negruzco
Ancho de fila- 15 -17 9.8-18.5 10-20 11-14(18) (7)10.9-12(14) 20-23 12-17 17-25,=21. 9.8-17.8 125-37,=  18-23,= 15.2-223,=
mentos (pm) 18.8
Ancho de tri-  14.4-16.8 9.5-18.4 6-12.5 9.5-11.5 (5.5)8.2- 17-18 9-15 12.5-20,= 17 (5.5)9.8-17 11.5-22.5,= 11.7-15.5,= 12.6-164,=
comas (pm) 10(11)
Forma de los  No atenuadas No atenuado  No atenuado  No atenuado, No atenuado  No atenuado  No atenuado  No atenuados, Atenuados No atenuados No atenuados No atenuados
apices forma de atenuados
barril o redon- en tricomas
dos jovenes.
Ornamen- Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa Ornamenta-da Ornamen-tada Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa
tacion de la
vaina
Color de las Sin color a Sin color Amarillo Sin color a Sin color Sin color Sin color a Sin color Sin color Sin color Sin color a Amarilla a
vainas Amarillo pardo a sin Amarillo Amarillo amarillas café
pardo color pardo pardo parduzcas
Color de las Azul grisiceo, Marrdn, verde Azul verde o Violeta Verde azul Verde azul Verde grisiceo Violeta o Café a violeta  Violeta a Violeta a Verde olivo a
células marron, verde  olivo, rara vez  verde olivo brillante oscuro o verde azul marrén grisiceo marrén marrén marrén
olivo o violeta violeta
Heterocitos 4—19 x 15- 5.4-15.6 x 6.8-15.4 x 11-13.5 x (7)8-10(11.5) 3-6 x17-18 6-17x13-14  7-15.5x12.5- 10-17x2.8 10.8-181x 155-20x 14-15x 10
(pm) 16.8 10-17.6 10.2-11.2 10.5-13 x 7-9 16.5 -17.4 10-21,= 14.5-21,= -12.7
Caliptra Presente Presente - Ausente - - - Presente Ausente Ausente Ausente Ausente
Habitat Subaéreo y Epifito sobre Subaéreo Aerofitico Subaéreo, Subaéreo, Subaéreo Subaéreo so-  Terrestre, Subaéreo, Subaéreo, Subaéreo,
epifito, sobre  Eucalyptus sobre Madera, sobrerocasy  sobre madera  sobre cortezas sobre piedra  bre paredones subaéreo, sobre roca cal- sobre paredon  sobre suelo, en
hojas vivas grandis piedra y hierro paredes. vieja en bos-  de drboles periédicamen-  con infiltracio- entre musgos  carea, himeda hamedo desiertos
y muertas de hamedo en ques himedos  viejos, musgos  te humedecida. nes de agua con escurri-
Bromelias muelles y liquenes mien-tos
Distribucion Brasil, Sio Brasil, Tim6-  Brasil, Parana- Guadalupe Brasil, Parana- Brasil, campos  Brasil, Sdo México, To-  U.S.A,, Valle México, Meéxico, Xilit-  México, Valle
Paulo (Jardin  teo, (Clonal piacaba and México piacaba do Jordio Pedro, Cardo- lantongo, Hgo. Manoa, Oahu, Cascada la, S.L.P de Zapotitlan,
botanico) Nursery (Los manan- so Island Hawaii encantada, Los Puebla.
Graden) tiales, Mo- manantiales
relos) Mor.




Figura 6

Caracteristicas morfoldgicas de poblaciones de Brasilonema y Scytonema: a — e, B. sp. 3 del Valle de
Zapotitldn: a) apariencia de los filamentos, b) Ramas falsas dobles, ¢) Ramas falsa simple a partir de célula

vegetativa, d) Rama falsa a partir de hormogonio, €) Desarrollo de hormogonios; f — j, Scytonema sp. del
Valle de Zapotitlan: f) Apariencia de los filamentos, g) Rama falsa doble, h) Rama simple a partir de célula

necridial, i) rama falsa a partir de hormogonios, j) Formacién de hormogonios.



Figura 7

Caracteristicas morfologicas de poblaciones de Brasilonema y Scytonema: a — d. Brasilonema sp. 3 de
Tehuacdn: a) apariencia del talo, b) apariencia de los filamentos, c) ramas falsas dobles y simples por
necridios, d) desarrollo de los hormogonios; e — i, Scytonema sp. 1 Tehuacdn: e) apariencia del talo, f) dpices,
g) ramas falsas dobles y simples, h) desarrollo de los hormogonios, i) apariencia del filamento y heterocitos.



4. Descripciones de las especies
estudiadas en este trabajo
B. sp. de Cascada encantada (figs. 4 a-d y 5 a-d)

Talo macroscopico negro; filamentos fasciculados, postrados, 12.5 — 37
pm de ancho. Vaina fina, delgada, lisa, transparente. Ramificaciones dobles a partir de células
de sacrificio y por hormogonios adheridos a la vaina de filamentos. Tricomas generalmente
curveados, 11.5 — 22.5 ym de ancho, septos no constreiiidos, apices redondeados. Células
mas anchas que largas, 4 — 14 pm de largo. Heterocitos en forma de barril, 10.8 — 18.1 ym
de ancho por 10 — 21 de largo. Hormogonios con heterocito basal, generalmente pegados a
las vainas de filamentos. Habitat, Subaéreo, lugares humedos o con escurrimientos de agua y
roca calcarea. Referencia de muestra: A15 y A44. Localidad Tipo: En una cascada dentro de
Los Manantiales Mor.

B. sp. de Xilitla (figs. 4 e-h y 5 e-i)

Tapete filamentoso, aterciopelado, café parduzco; filamentos fasciculados
laxamente, generalmente postrados, 18 — 23 pm de ancho. Ramas falsas dobles y sencillas
a partir de células de sacrificio. Vaina firme, delgada, lisa, sin color a amarillas parduzcas,
generalmente cerradas en los dpices. Tricomas 11.7 — 15.5 pm de ancho, septos sin constric-
ciones, apices redondeados; tricomas jovenes curveados ligeramente sigmoide. Células de
tamafio variable, en los dpices muy cortas, mientras que en zonas intermedias mas largas que
anchas, 6.5 — 19 pm de largo, violeta a café parduzco. Heterocitos cuadrados o con forma
de barril, 15.5 =20 pm de ancho por 14.5 — 21 pm de largo. Hormogonios rectos con he-
terocitos basales o intercalares. Habitat: Aerofitico, sobre paredén humedo. Referencia de
muestra PA4261 y PA4255. Localidad tipo: Las pozas, Xilitla, SLP.

B. sp. de Valle de Zapotitlan (figs. 6a-e y 7a-d)

Talo macroscdpico, costroso, negro a negro grisiceo. Filamentos fascicu-
lados laxamente, 13.8 — 18.7 pm de ancho, erectos. Ramas falsas dobles y simples a veces a
partir de células de sacrificio y ramas a partir de hormogonio adherido a un filamento. Vaina
delgada, firme, lisa, amarilla a café, generalmente cerrada, apices redondeados. Células cua-
dradas, solo en los meristemos, mas anchas que largas en el resto del tricoma, 4.6 — 12.6 pm
de largo. Heterocitos redondos, 14 — 15 pm de ancho por 10 — 12.7 de largo pm. Hormogo-
nios con heterocito basal redondo. Habitat: Aerofitico, sobre suelo, en el desierto. Referencia
de muestra: Z90. Localidad tipo: Valle de Zapotitlan, Puebla.
Anotaciones del ciclo de vida de Brasilonema
a partir de las poblaciones estudiadas: Tricomas con apices cerrados forman hormo-
gonios en los apices, generalmente a partir de una célula de sacrificio (Figs. 4a, e, h; 5¢; 6a;
7b); los hormogonios después de ser liberados se mantienen entre los filamentos y generan
uno o dos heterocitos, que dividen al tricoma asimétricamente (un lado con mas células que

{53}



el otro) y posteriormente se rompen justo en donde se localiza el o los heterocitos, de tal for-
ma, que quedan hormogonios con heterocitos basales (figs. 4d, h; 5d, h; 6e; 7d). El desarrollo
de los hormogonios es asimétrico, porque las células de solo uno de los extremos comienzan
a dividirse (sobre todo, si hay heterocitos basales); a veces, también ese extremo se atenta
(figs. 4d, h; 5d, h; 6e; 7d); posteriormente, se restablece la condicion isopolar y los tricomas
maduros tienen el mismo ancho en toda su longitud. Las ramas dobles o simples se forman
entre células vegetativas o células de sacrificio (figs. 4b, f, g; 5g; 6b, ¢; 7c). Los hormogonios
pegados en la vaina de los filamentos, cuando se desarrollan, también pueden formar ramas
falsas, a veces, parece que se formaron a partir de heterocitos, pero en realidad, fue a partir
de un hormogonio con heterocito basal (figs. 4¢; 5i; 6d, 1)

Scytonema sp. del Valle de Zapotitlan (figs. 6f-j y 7e-i)

Talo costroso, negro; filamentos isopolares, entremezclados, sin formar ha-
ces, 13 — 18.7 ym de ancho. Ramificaciones falsas dobles, simples y por hormogonios adheri-
dos a las vainas. Apices con engrosamiento en la vaina, transparente y estriaciones horizontales
como cicatrices, a veces curveados como J. Vainas generalmente delgadas a gruesas, no lame-
ladas pero con apariencia escamosa, incoloras a pardas. Tricomas del mismo ancho en todo el
filamento, 9.4 — 14.2 pm de ancho, de color verde azul a verde olivo, a veces amarillento; sep-
tos no constrefiidos, hay zonas donde no se distinguen los limites celulares; células mas anchas
que largas a cuadradas o ligeramente mas largas que anchas 6.5 = 15.3 pm.

Heterocitos mds anchos que largos a cuadrados, 12.5 = 15.3 pm de ancho y 9.6 — 13 ym
de largo. Habitat: Aerofitico, en desierto sobre suelo. Referencia de muestra: Z92. Localidad
tipo: El Valle de Zapotitlan, Puebla.

Anotaciones del ciclo de vida: Los tricomas forman hormogonios por células de sa-
crificio (figs. 6f, h; 7h), los hormogonios se mantienen entre los filamentos, pueden quedar
pegados a las vainas, y formar ramas falsas al desarrollarse (figs. 6j; 7h); el desarrollo del
hormogonio es simétrico, no hay formacién de heterocitos intercalares (figs. 6j; 7h). Las ra-
mas falsas dobles o simples se forman a partir de células de sacrificio; la ruptura de la vaina
cuando salen las ramas, parece ser mecdnica y al parecer intervienen en este proceso el engro-
samiento de la vaina en el apice (figs. 6g, h; 7g).

Scytonema mirabile (figs. 8a-¢ y 9a-f)

Colchon negro compuesto de filamentos isopolares, 8.5 — 15.8, ramificacio-
nes falsas dobles. Vainas delgadas a gruesas sobre todo en los extremos del filamento, general-
mente firmes, cuando presenta lamelacion es paralela a ligeramente divergente, tranparentes a
amarillo pardo. Tricomas ligeramente mas estrechos en la parte media que los extremos, 4 — 10
pm de anchoj; célula apical diferenciada, esférica, sobre sale de la vaina, con una envoltura mas
delgada; células de color verde azul a verde olivo, mas anchas que largas a cuadradas, menos
en las partes viejas del filamento que son ligeramente mas largas que anchas, 4 — 16 pm de
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largo. Heterocitos cuadrados a rectangulares 7 — 14 de ancho por 7.5 = 25 pm de largo. Repro-
duccién por hormogonios o por liberacion de una célula. Habitat: Subaéreo, sobre pared de
cascadas. Referencia de muestra: TS5. Localidad tipo: Tolantongo, Hidalgo.

Anotaciones del ciclo de vida: Los tricomas forman hormogonios por células de sacrifi-
cio, también pueden liberar una sola célula (esto solo se observo en cultivo, figs. 8e; 9f); Los
hormogonios no se mantienen entre los filamentos. Una vez que se liberan los hormogonios,
la célula apical se vuelve esférica y se recubre por una capa de vaina delgada (figs. 8a; 9b).
Las ramas se generan por ruptura entre células vegetativas (figs. 8d; 9e).

Scytonema sp., de Micos (figs. 8f-j y 9¢g-)

Tapete filamentoso de color verde bandera a negruzco compuesto de fi-
lamentos maduros isopolares, 10 — 14pm de ancho; ramificaciones falsas dobles paralelas, a
veces a partir de células de sacrificio; vainas gruesas sobre todo en los extremos del filamento,
firme pero flexuosa, con lamelacion paralela, transparente (principalmente en los extremos) a
amarilla parda (en partes mas viejas). Tricomas mas estrechos en la parte media que en los ex-
tremos, 2.6 — 7 pm de ancho, septos generalmente rectos, solo ligeramente constrefidos en las
zonas meristematicas; células de color verde azul, verde grisaceo o verde olivo, generalmente
cuadradas, menos en la parte media del filamento o en las células viejas que son mas largas que
anchas, 7 — 14, con contenido muy granuloso distribuido uniformemente. Heterocitos cuadra-
dos a rectangulares (cilindricos), 4.7 — 6.4 ancho por 11 — 13 de largo. Habitat: Aerofitico, so-
bre paredén humedo. Referencia de muestra: PA4562. Localidad tipo Micos S.L.P.
Anotaciones del ciclo de vida: La formacién de hormogonios en las poblaciones natu-
rales no se observd, solo pudo observarse en los cultivos y es rara; lo comun fue observar a
los filamentos fragmentados en su totalidad, como si hubieran sido contados con tijeras (figs.
8h; 9i). Las ramas se forman por células de sacrificio o ruptura entre células vegetativas (figs.
8i; 9k). Los tricomas cuando viejos suelen adelgazarse en la parte media del tricoma, general-
mente tienen el mismo ancho (figs. 8h; 9h).

Petalonema alatum (figs. 10 y 11)

Cojin esponjoso, naranja a café pardo. Filamentos isopolares y hetero-
polares, una parte postrada o entre sedimento y el extremo o ramas erectas, 22 — 90 pm de
ancho. Vainas gruesas, muy estratificadas en los margenes, divergentes, en el centro no estra-
tificado, amarillo marrén a naranja marrén, el color mas intenso en el centro se diluye hacia
el margen. Apices cerrados, mas gruesos que el resto del filamento. Ramas falsas simples a
partir de heterocitos, algunas veces dobles a partir de células vegetativas, al principio las ra-
mas cruzadas, después paralelas. Tricomas cuando heteropolares mas anchos en uno de los
extremos y degenera hacia la base, septos ligeramente constrefiidos 3 — 12.8 pm de ancho.
Células casi cuadradas a mas largas que anchas, verde azul a verde olivo 2.7 — 17.5 pm de
largo. Heterocitos mas anchos que largos 8.4 — 15 de ancho por 4 — 10.8 de largo. Habitat:
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Subaéreo, sobre paredones de roca calcarea, himedos o con escurrimientos. Referencia de
muestra: PA4606, PA4609, PA4636, PA4641. Localidad Tipo: Nonoalco, Hidalgo.
Anotaciones del ciclo de vida: La formacién de hormogonios es rara en poblaciones
naturales, ademds, no se mantienen entre los filamentos y por eso tampoco se pudo observar
el desarrollo de los hormogonios de material de campo, pero si se observaron en cultivo y

se forman por ruptura del tricoma entre células vegetativas, que se deslizan lateralmente, el
desarrollo es simétrico (fig. 10c); lo mismo ocurre en la formacion de las ramas dobles, por
eso en su inicio se observan cruzadas (también observado sélo en cultivo), puede tener ramas
dobles o simples pero estas ultimas siempre se forman por la ruptura del tricoma a partir de
un heterocito (figs. 10d; 11h). Los tricomas pueden estar adheridos al sustrato por uno de los
extremos, cuando esto sucede existe heteropolaridad y generalmente el tricoma se adelgaza y
desintegra hacia la base (figs. 10b, 11k).
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Figura 8

Caracteristicas morfoldgicas de dos poblaciones de Scytonema: a — e, Scytonema mirabile: a) Diferencias

en los apices de los filamentos, b) heterocitos, ¢) formacion de ramas falsas, d) ramas falsas dobles, )
formaciéon de hormogonios; f — j, Scytonema sp. de Micos: f) dpices del filamento, g) heterocitos, h)
tricomas, i) ramas falsas, j) hormogonios y fragmentacion de filamentos.



Flgura 9 | Caracteristicas morfolégicas de dos poblaciones de Scytonema: a — f, Scytonema mirabile: a) apariencia de

los filamentos, b) 4pices, c) vainas, d) heterocitos, ) ramas, f) formacion de hormogonios; g — 1, Scytonema
sp. de Micos: g) apariencia del talo, h) apariencia de los filamentos y degradacion del tricoma, i) heterocitos,
j) apices, k) ramas falsas dobles, I) hormogonios.



Flgur a {0 Caracteristicas morfolégicas de Petalonema alatum de Nonoalco: a) apariencia de los filamentos, se

muestra también rama falsa simple a partir de heterocito, b) filamento heteropolar con tricoma degenerado,

¢) formacién de hormogonios (en cultivo), d) formacién de ramas dobles por deslizamiento de células

vegetativas, al principio las ramas cruzadas, e) ramas dobles.



Flgura 1 1 Caracteristicas morfolégicas de Petalonema alatum de Nonoalco: a) apariencia del talo, b) ramas falsas, c)

apariencia de los tricomas y heterocitos, d) vainas con lamelacion divergente en los margenes, e) filamentos
isopolares y heteropolares.



Tabla 6 |

Caracteristicas de especies de Scytonema de ambientes terrestres que tienen un engrosamiento en al dpice o
con lamelacion divergente

En negritas las especies de la regién central de México, la informacién de las demés especies fue obtenida de Avila (1989), Alwathanani & Johansen
(2011), Desikachary (1959), Gardner (1927a), Gardner (1927b), Geitler (1932), Tilden (1910), Torres (1993)

S. sp. del Valle de

NI

S. capitatum

S. javanicum

S. mirabile de

S. mirabile

S. bewsii

S. tolypothrichoides

Zapotitlin

Aterciopelados,

Tolantongo

Filamentos mezclados

Forma del talo Costroso Amplio, escamoso L . Cojin Colchon Tomentoso, esponjoso  con otras algas, libre Cespitosos, flotante
rigido, inflexible 1l
otante
azul verde brillante Marrén negruzco,
Color del talo Negro a rojizo o morado Negro verde negruzco o verde Verde parduzco
negruzco azul
Ancho
13.8-18.7,=16.3 12-16 22 -26 (30) 12-15 8-15.8, =12 10-21 13-19 10-15
filamentos
. . . incolora a parda transparente a amarillo amarillo pardo, por .sin color cuando TR
Color de la vaina  incolora a parda Incolora a parda amarilla . > joven, después marrén  Hialina, incolora
oscura pardo fuera sin color .
amarillento
?mz{memaaon de Apariencia escamosa Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa
a vaina
Apices del Con engrosamiento, en Con engrosamiento,a  Con . . . . . . . . . .
. . Sin engrosamiento Sin engrosamiento Sin engrosamiento Sin engrosamiento Sin engrosamiento
filamento™— capas veces en capas, engrosamiento,
Ancho t&g\pma 9.4-14.2,=11.6 10-14 18-22 9-14 4-10, =7.5 6-12 3.5-6 8§-12
— Mas cortas que anchas . o Mas anchas que largas a
. ) Mas cortas Comprimidas, g e 1 . .
. Mas anchas que largas a a cuadradas, mas largas cuadradas o ligeramente Cilindrica, cel. Apical, Subcuadradas o mas
Forma células que anchas a cuadradas o : L -
cuadradas que anchas cuando e g mas largas que anchas en discoidal o como tonel largas
L cuadradas cilindricas >
viejos partes viejas
Color células Verde. azul, verde olivo a Verde olivo - Yerde oliva, café a Verde azul, verde olivo Verde gzul, verde olivo Amarillo olivo
amarillo violeta a amarillo
Y5 a Y4 veces mas
Largo células 6.5-15.3,=9.5 2.8-72 largo que anchoa 2.4-7.6 4-16, =83 - - -
cuadradas
x::lri::lc;lsos auelargos s Redondos Cuadrados a rectangulares Cuadrados o mas Diversos, a veces
Heterocitos 104 x2.4 comprimidos a 6.8-9 x 9-13 7-14, =10.7x 7.5 - 25, 5-7X16-19 ’
12.5-153,=13.9x9.6 - largos que anchos cortos, a veces largos
cuadrados =16
13,=11.1
Sobre suelo, paredes
. P P En termales, en
Fuentes de roca, entre Tierra humeda, entre . y rocas himedas, en
P P . . . Subaérea, sobre roca .. P Sobre barro o rocas cortezas de arboles,
Habitat Subaérea en desiertos musgos, manantiales, Sobre rocas musgos, en hojas, P . géiseres, rios, lagos,
. calcarea humeda. cerca de embalses pantanos de turba, en
desiertos trocos de arboles, pantanos, campos de
agua estancada
arroz
Massachusetts, Australia; Puerto Rico; .
1z USA; Jamaica, India India; Espafia; U.S.A; Romania; Arkansas,
L Valle de Zapotitlan Pue., China; Sierra Leona, . . > ) P L. > PSS Mot . (e USA; Australia;
Distribucion . . . Puerto Rico; Brasil Romania, Espafia, Tolantongo, Hgo., México  Rep. Dominicana, Brasil, Sur de Africa
Meéxico Africa, Mojave, U.S.A. P - . Nueva Zelanda,
Tehuacén, Pue, Hawaii, Chiapas, .
o P Hawaii.
Meéxico Meéxico.




Tabla 7

Caracteristicas de especies de Scytonema de ambientes terrestres que tienen filamentos sin lamelacion o

lamelacion paralela.

En negritas la especie de este estudio, la informacion de las demds especies fue obtenida de Geitler (1932), Tilden (1910), Desikachary (1959)

S. sp. micos

S. austinii

S. tenue

S. hofmannii | var calcicolum

S. varium

Como cojin ampliamente

Talo Tapete filamentoso Cojin, lanoso Pequeiio, lanoso Aterciopelada expandido, a veces con Tomentoso
incrustaciones de calcio
. . Azul verde negruzco, verde .
Color talo Verde bandera a negruzco Marrén oscuro Café . . Verde azul a café
amatista o gris azulado

Ancho

10-14, =11.9 15-20 19-24 6-8 7-8/12 9-15
filamentos

. . . Ancha, lamelacion paralela .
Gruesas sobre todo en los extremos, Firme estratificacion > -lon par: ? Gelatinosa, en la
. S . por fuera gelatinosa, sin color . . . .
. firme, flexuosa, lamelacion paralela. indistinta, con una superficie . Ligeramente gelatinosa, . P porcién baja sin color o

Vainas P a amarillento, en la parte . . Firme, membranicea P .

Transparente en los extremos rugosa, marrén, incolora en : . PO incolora, no estratificada pelicida, en la porcién

. PUD S interna amarillo café. Apices .
amarilla en partes mas viejas el dpice. alta amarilla
anchos.
Ancho
. 26-7,=5 4-20 3.5-4 5.5-6.5 5-6/4-6 5-7
tricoma
Cilindricas, en partes viejas
Mas cortas o mas largas que  Cortas, rara vez 2 veces tan 2 a2 Y% mas largas que Subcuadradas y

Forma células

Cuadradas a mas largas que anchas

anchas

largas como anchas

anchas, cel. apical con forma
de barril

Desiguales en longitud

densamente granuladas

Color células

Verde azul, verde grisaceo o verde
olivo

Verde amarillento

Verde azul a olivo

Verde azul a amarillas

largo células

7-14, =95

Cuadrados a cilindricos.

Cilindricos, cuadrados

Oblongo, 3 a 31/5 veces tan

Cilindrico, cuadrados a dos

subcuadrados o méds

Heterocitos o esféricos a menudo largo como ancho veces mds largo que ancho Oblongo largos que anchos
47-64=53x11-13,=11.6 comprimidos & 804q g0s q
Habitat Subaérea sobre pared himeda Sobre rocas, poco conocida Sobre roca, con rocio de agua, Sobre roca Sobre piedra, suelo y arboles qure superficies
sobre troncos hamedas
Inglaterra, Rumania, Espaiia,
Distribucion Micos, México. U.S.A Rep. Dominicana Puerto rico, China Islas canarias, USA, Jamaica, Ez‘e]:;iZelanda USA.,

Israel, China, México/USA.




Tabla 8 |

Caracteristicas de especies de Petalonema
En negritas la especie de este estudio, la informacién de las demds especies fue obtenida de Desikachary (1959), Geitler (1932),
Komirek (2012) y Komarek & Hauer (2007), Tilden (1910)

P. alatum de Nonoalco

P. alatum

P. densum

P. crassum

P. crustaceum

P. incrustans

P. involvens

P. pulchrum

P. velutinum

Forma del Talo  Cojin esponjoso Cespitoso, mucilagi- Como cojin o Césped esponjoso Costra Negra Grandes mecho- Entre otras algas  Cojin, 3 — 6 mm de
noso césped nes esponjosos grosor
Color talo Naranja a café pardo Café negruzco Verde negruzco Marrén oscuroa - Verde azul a - Negro marrén
negro marrén
Habito un aparte postrada y el Flexuosos, procumben- Mas o menos Entrelazados Postrados en la Ascendentes Estrechamen-te - Forman haces
extremo erecto tes o erectos enredados base, erecto en los entremezcla-dos verticales
extremos y ramas
Ancho fila- 22-90=49 24 -66 (115) 24-40 27 -45 16 -24 - 15-30 65 12 - 30 a veces
mentos mas ancha
Color de la Amarillo-marrén a naranja-  Incoloras, cuando viejas Amarillo a ama- Amarillo en el medio  Amarillo pardo Amarilla dorada Dentro marr6n, Amarillo a Amarillo marrén.
Vaina marron, en el centro, en el amarillas a cafés rréon, hinchada marrén y en el exte-  a café amarillento a marrén
exterior mas palido rior mas pélido incoloro hacia el
exterior
Talla del dpice  mas gruesos que el resto del  Mucho mas ancho que  Mads ancho que el Mais anchos que el Mismo ancho Mismo ancho Mismo ancho Mismo ancho que le
filamento el resto del filamento resto del filamento resto del filamento que el resto del  que el resto del ~ que el resto del  resto del filamento
filamento filamento filamento
Ancho tricoma 3-12.8,=7.7 9-15 6-12 9-15 (20) 7-11 - 6-12 15-20 9-15
Forma células  Casi cuadradas a mas largas  En meristemos cortas ~ En meritemos En meristemos cortas Mds anchas que Globulares, Casi cuadradas Mas cortas que
que anchas. o en barril hasta cilin-  cortas y partes discoidales, en partes largas. Cel. Termi-  granulosas a mds cortas o anchas en forma de
dricas y largas: 2 veces  viejas mds largo mads viejas casi cua-  nal ampliamente mads largas que barril
mas largas que anchas  que ancho dradas redondeada anchas
Color células Verde azul a verde olivo Verde azul a verde, Verde olivo - Verde azul Verde azul
Café
Largo células 2.7-175=7.7 - 6-7

Heterocitos 8.4-15,4,=11.8x4-10.8 Esféricos truncados o 11x5-7 - Casi esféricas u  Esférico a lige-  Esférico compri-
=7 cilindricos oblongas ramente compri- mido
mido
Habitat Sobre paredones hiumedos Rocas con escurri- Sobre rocas y Sobre rocas entre Sobre roca cal- Entre musgos, Acuitico, sobre  Sobre rocas Aerofitico, en la
mientos de agua y rios  suelos himeda musgos carea, humeda rocas expuestas  plantas acuati-  htimedas tierra humeda, a
tranquilos a Spray cas, Pantanos veces cerca de agua
termal
Distribucién Nonoalco, Hidalgo, México  Cascadas Nidgara, Cascadas Nidgara  Sri. Lanka U.S.A, Sur Bohe- Cascadas Nidga- Alemania, cali-  Francés-Aquat, Norteamérica,
Minnesota, U.S.A., y Twin Oaks, mia y Podyji, Rep. ra, U.S.A. fornia, US.A.,  Africa Europa
Ecuador, Europa U.S.A., Rep. domi- Checa Australia

nicana, Jamaica.




DISCUSION

Hay muy pocos trabajos donde se analiza la sistematica de la familia
Scytonemataceae a partir de filogenias moleculares y caracteres morfoldgicos, algunos tratan
de entender las relaciones filogenéticas de manera general en las Nostocales (KORELUSOVA,
2008) y la mayoria de ellos estan enfocados a la descripcion de nuevos géneros o especies
(AGUIAR ET AL., 2008; BECERRA-ABSALON ET AL., 2013; FIORE ET AL., 2007;SANT’ ANNA ET
AL., 2011; UHER, 2010; VACCARINO & JOHANSEN, 2011; VACCARINO & JOHANSEN, 2012;). En
este sentido, este estudio es novedoso, porque el objetivo principal es hacer un analisis siste-
matico de la familia Scytonemataceae segin KoMAREK (2010). Esta familia es una de las mas
grandes con aproximadamente 126 especies y solo estan secuenciadas 17 especies aproxima-
damente, es decir falta mucho por investigar y revisar, pero este estudio aporta conocimiento
que puede servir de base para continuar los esfuerzos en definir a esta familia.

En el analisis molecular con el gen 16S ARNr donde se incluyeron secuencias disponibles de
la familia Scytonemataceae del GenBank, ademads de 8 secuencias que se obtuvieron para este
trabajo, los valores de bootstrap en los nodos mas inclusivos del drbol fueron menores a 50
(fig. 3), parece ser que el gen del 16S ARNr evoluciona rapido, por tanto se deberia intentar ha-
cer matrices combinadas con otros marcadores como los genes rbcL.X y rpoB, para los cuales
se ha reportado que tienen tasas de evolucion mas lentas (RAJANIEMI ET AL., 2005), esto quiza
nos permitirda obtener clados soportados en los diferentes niveles de inclusividad. Sin embargo,
la aportacion de este trabajo a la sistematica de Scytonemataceae es solida; la mayoria de los
clados menos inclusivos tienen valores altos de bootstrap (>50 %) y la topologia del arbol con-
senso es consistente con topologias e informacion parcial publicada en otros trabajos (AGUIAR
ET AL., 2008; BECERRA ET AL., 2013; FIORE ET AL., 2007; SANTA’ ANNA ET AL., 2011).

La familia Scytonemataceae segiin KOMAREK (2010) esta conformada por cinco géneros:
Scytonema, Petalonema, Kyrtuthrix, Scytonematopsis y Brasilonema. Estos géneros tienen en
comun la presencia de tricomas isopolares, con heterocitos intercalares y ramas falsas dobles.
El andlisis filogenético revela que la familia Scytonemataceae es polifilética, es decir, se for-
man al menos seis linajes distintos en el arbol filogenético (fig. 3).

Con base en nuestros resultados, la familia Scytonemataceae podria estar conformada
por los géneros de los clados hermanos B y C o sélo por el clado C (fig. 3). En el clado B se
encuentran especies de géneros que actualmente pertenecen a Symphyonemataceae: Symph-
yonema 'y Mastigocladopsis, ademas de especies de Scytonema que presentan el morfotipo
de S. hyalinum (fig. 3, tabla 3). En el clado C (fig. 3) encontramos el clado de Brasilonema,
el clado de S. hofmannii, el clado de S. mirabile, el clado de S. cf. ocellatum, el clado de Peta-
lonema alatum y el de Petalonema crustaceum, junto con especies de Symphyonemopsis que
actualmente pertenece a la familia Symphyonemataceae y la especie de Iphinoe de la familia
Loriellaceae. También se agrupa una cepa de Aulosira, para la cual no hay informacion dis-
ponible sobre su morfologia por lo que no es posible verificar la identificacion, ademas es
una secuencia (nimero GenBank JQ001838) con varios problemas: es muy corta, le faltan
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bases tanto al principio como al final y es muy diferente a otras secuencias del mismo género,
por tanto no se tomara en cuenta esta secuencia en la discusion.

De acuerdo con los caracteres morfologicos estudiados, no hay elementos para separar a
estos clados hermanos en familias diferentes. En ambos clados hay morfotipos con ramas ver-
daderas tipo-Y y morfotipos scytonematoides (tablas 3 y 4), GUGGER & HOFFMANN (2004)
observaron similitudes en el desarrollo de estos dos tipos de ramificacion en cepas de Symphyo-
nema, Symphyonemopsis y Mastigocladopsis. En ambas ramificaciones el desarrollo de la rama
es asociado con la activacion de un meristemo intercalar que forma un doblez (bucle). Es muy
posible que las ramas tipo Y que presentan las especies de estos géneros, se hayan derivado de
las ramificaciones falsas scytonematoides; ademds la mayoria de las especies de estos géneros
también presentan ramas falsas Scytonematoides (Jaoo en KOMAREK & HAUER, 2013; CHADHA
& PANDEY, 1981; ANAGNOSTIDIS & KOMAREK, 1990; GUGGER & HOFFMANN, 2004).

Es importante mencionar que faltaron géneros por evaluar en la filogenia molecular como
por ejemplo Kyrtuthrix y géneros de Symphyonemataceae que también tienen ramificacion
tipo-Y como Handeliella Skuja, que ademads presenta ramas scytonematoides y de acuerdo a
nuestros resultados se esperaria que formaran parte de Scytonemataceae. Mientras que otros
géneros de Symphyonemataceae como Bachytrichia, Herpyzonema WEBER-VAN BOSSE, [yen-
gariella DESIKACHARY, Spelaecopogon y Umezakia WATANABE que no presentan ramas scyto-
nematoides, se esperaria que estuvieran en otra familia; como es el caso de Umezakia natans
WATANABE que de acuerdo a NITYAMA ET AL., (2011), aunque esta especie presenta ramifica-
ciones verdaderas tipo-Y vy tipo-T, en realidad pertenece a Nostocaceae.

Si los clados B y C conformaran a la familia Scytonemataceae, entonces en ella existirian
todos los tipos de ramificacion: ramas simples a partir de células vegetativas (Tabla 3 y 4)
como en la mayoria de las especies de Brasilonema, en los morfotipos de S. hofmannii y S.
myochrous, y en Symphyonema sinense Jao, Symphyonemopsis katniensis TIWART & M1-

TRA e Iphinoe spelaeobios LAMPRINOU ET AL (AGUIAR ET AL., 2008; GEITLEr, 1932; JaO en
KoMAREK & HAUER, 2013; LAMPRINOU ET AL., 2011; SANTA’ ANNA ET AL., 2011; TIWARI &
MrTRA en KOMAREK & HAUER, 2013); en P. alatum se observaron ramas simples a partir de
heterocitos (Tabla 8, figs. 9 a, 10 h) y al parecer también se presentan en Symphyonemopsis
katniensis (TrwART & MITRA en KOMAREK & HAUER, 2013). En Symphyonema sinense, Sym-
phyonemopsis katniensis y S. panti CHADHA & PANDEY, Mastigocladopsis repens HERNAN-
DEZ-MARINE ET AL., M. jogensis IYENGAR & DESIKACHARY y M. fremyi IYENGAR & DESIKA-
CHARY e Iphinoe spelaeobios estan representados los tipos de ramas verdaderas-Y (CHADHA
& PANDEY 1981; FrREMY, 1930; GUGGER & HOFFMANN, 2004; HERNANDEZ-MARINE ET AL.,
1992; IYENGAR & DESIKACHARY, 1946; Ja0 en KOMAREK & HAUER, 2013; LAMPRINOU ET
AL., 2011; TiwART & MITRA en KOMAREK & HAUER, 2013). Ademas, en las tres especies de
Mastigocladopsis se observa la rama tipo-T y en M. jogensis también se presenta la ramifica-
cion verdadera tipo-V (FREMY, 1930; HERNANDEZ-MARINE ET AL., 1992; Jao en KOMAREK
& HAUER, 2013). Es importante mencionar que aunque discuto sobre todas las especies de
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Mastigocladopsis descritas hasta ahora, la cepa secuenciada y que se incluye en la filogenia,
esta identificada como M. repens.

Al parecer la ramificacion falsa doble es un caricter que podria ser comun a todos los gé-
neros de Scytonemataceae (tabla 3 y 4). Sin embargo, hay muy poca informacion sobre el tipo
de ramificacion falsa que se observa en las especies o cepas de los géneros Symphyonemopsis,
Mastigocladopsis e Iphinoe. GUGGER & HOFFMANN (2004) no aclaran si en las cepas que estu-
diaron de Symphyonemopsis y Mastigocladopsis se observaron ramas falsas dobles, s6lo men-
cionan que en algunas de ellas, se observaron ramas falsas dobles, pero no especifican de cuales
géneros eran. CHADHA & PANDEY (1981) cuando describen Symphyonemopsis pantii, presen-
tan en su esquema que la especie tiene ramas falsas dobles. DESIKACHARY (1959), en el esque-
ma de Mastigocladopsis jogensis, representa ramas falsas dobles, aunque no consideré este
caracter en la descripcion de la especie, pero al parecer M. repens no tienen ramas falsas; en el
trabajo de HERNANDEZ-MARINE ET AL. (1992) no se aprecia, en las laminas, si M. repens tiene
ramas falsas y los autores no describen este caracter en la descripcion de la especie. Mientras
tanto, en la lamina de Iphinoe spelaeobios, que presentan LAMPRINOU ET AL. (2011), ponen un
ejemplo de rama falsa simple a partir de células vegetativas, pero no se aclara si solo presentan
este tipo de rama falsa o también se presentan ramas dobles.

Al parecer Scytonemataceae podria caracterizarse por la presencia de filamentos maduros
isopolares: los filamentos maduros de las especies de Brasilonema, de todos los morfotipos
de Scytonema 'y Petalonema crustaceum, son isopolares; Symphyonema sinense, Symphyo-
nemopsis katniensis y S. pantii, Mastigocladopsis repens, M. jogensis y M. fremyi e Iphinoe
spelaeobios también tienen filamentos isopolares (CHADHA & PANDEY, 1981; FrREmy, 1930;
HERNANDEZ-MARINE ET AL., 1992; IYENGAR & DESIKACHARY, 1946; JA0 en KOMAREK &
HAUER, 2013; LAMPRINOU ET AL., 2011; TrwARI & MITRA en KOMAREK & HAUER, 2013). En
Petalonema alatum se observaron filamentos isopolares, aunque también heteropolares con
desintegracion del tricoma en la base.

Todos las especies analizadas de los géneros incluidos en el clado B y C (Fig. 3) presen-
tan vainas firmes, cilindricas (tabla 7 y 8); pueden ser lameladas paralelas, divergentes o sin
lamelacion. Al igual que Symphyonema sinense, Symphyonemopsis katniensis y S. panti, M.
repens e Iphinoe spelaeobios (CHADHA & PANDEY, 1981; HERNANDEZ-MARINE ET AL., 1992;
Jao en KOMAREK & HAUER, 2013; LAMPRINOU ET AL., 2011; TiwARI & MITRA en KOMAREK
& HAUER, 2013), en este sentido Mastigocladopsis fremyi que tiene una envoltura mucilagi-
nosa donde los contornos estan mal limitados (FREMY, 1930) y M. jogensis que solo en al-
gunas fases se observa una vaina cilindrica (IYENGAR & DESIKACHARY, 1946), no cumplirian
con esta condicion. Kyrtuthrix es el unico género que se ha incluido en Scytonemataceae que
no tiene una vaina cilindrica, sino como un mucilago en forma de saco generalmente abier-
to por un extremo (ERCEGoOVIC, 1929). Esta vaina mucilaginosa es mas parecida a la que se
presenta en la familia Nostocaceae. De este género aiin no existen secuencias para poner a
prueba su pertenencia a Scytonemataceae.
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En cuanto al tipo de tricomas, existen cuatro estados de caracter; pueden ser del mismo
ancho en todo el tricoma como en las especies de Brasilonema y las que son parecidas a
Scytonema hofmannii (tabla 5), asi como Symphyonema sinense, Symphyonemopsis katnien-
sis, S. pantii y la especie de Iphinoe, las dos especies de Mastigocladopsis, Petalonema crus-
taceum (CHADHA & PANDEY, 1981; Jao en KOMAREK & HAUER, 2013; LAMPRINOU ET AL.,
2011; TrwARl & MITRA en KOMAREK & HAUER, 2013; GEITLER, 1932; DESIKACHARY, 1959;
KoMAREK & HAUER, 2013), o mds angostos en la parte media que en los extremos como S.
mirabile y las otras especies que se parecen a S. myochrous (tabla 5), 0 mas anchos en uno de
los extremos como en P. alatum (tabla4) o mas angosto en las ramificaciones que en el trico-
ma central como en Mastigocladopsis repens (HERNANDEZ-MARINE ET AL., 1992). Todos es-
tos taxones tienen heterocitos intercalares, aunque las especies de Mastigocladopsis también
presenta heterocitos laterales en las ramas cortas (FREMY, 1930; IYENGAR & DESIKACHARY,
1946; KOMAREK & HAUER, 2013).

De acuerdo con las observaciones, la mayoria de las especies analizadas de los géneros
que conforman los clados B y C presentan tricomas con septos no constrefidos a ligeramente
constrefiidos (tablas 3 y 4, figs. 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11), excepto las tres especies de Mastigo-
cladopsis, que tienen septos constrefiidos (FREMY, 1930, IYENGAR & DESIKACHARY, 1946); M.
repens, ademas, presenta septos no constrefiidos es las ramas (HERNANDEZ-MARINE ET AL.,
1992). El tipo de septo es una caracteristica que no se ha utilizado mucho en la clasificacion
de las Nostocales pero podria ser importante porque refleja la forma en la que se separan las
células hijas en la division celular. Se han descrito dos estrategias en la formacion del septo:
1) Cuando se forman septos no constrefiidos participan la membrana plasmatica y la capa de
mureina y 2) Cuando se forman septos constrefiidos participan todas las capas de la pared
celular (Drews, 1973), sin embargo que pasa con el estado intermedio, es decir los que son
ligeramente constrefiidos. Al parecer, en la familia Scytonemataceae las células se dividen
principalmente a partir de la primera estrategia, lo que se vé reflejado en que la mayoria de
las especies analizadas en la filogenia presentan septos no constrefiidos, la excepcion es M.
repens. Si esto es asi y Kyrtuthrix, no fuera otra excepcion, se esperaria que no pertenezca a
Scytonemataceae porque sus especies tienen septos constrenidos (tabla 3).

Al parecer todas las especies analizadas (tabla 3 y 4) de los clados B y C tienen los apices
redondeados y cerrados asi como Symphyonema sinense, Symphyonemopsis katniensis, S. pan-
ti, Mastigocladopsis repens y la especie de Iphinoe (CHADHA & PANDEY, 1981; HERNANDEZ-
MARINE ET AL., 1992; Ja0 en KOMAREK & HAUER, 2013; LAMPRINOU ET AL., 2011; TIWARI
& MrTrA en KOMAREK & HAUER, 2013); mientras que Mastigocladopsis jogensis y M. fremyi
analizadas no cumplen con esta condicion (FREmY, 1930; IYENGAR & DESIKACHARY, 1946).

Las otras caracteristicas morfologicas (tipo de apices del filamento y talla de las células en
tricomas maduros) tuvieron variabilidad dentro de la familia (tabla 3 y 4).

En resumen las especies de los clados de Brasilonema, de todos los morfotipos de Scytone-
ma, de Petalonema alatum, Petalonema crustaceum, de Symphyonema, de Symphyonemopsis e
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Iphinoe speleaobios, constituyen un linaje y comparten caracteristicas morfologicas. La excep-
cion seria M. repens, que aunque, forma parte del linaje, varios caracteres analizados no son
compartidos por esta especie, ni por las otras del género; al parecen no tiene ramas falsas y pre-
senta ramas verdaderas tipo-V y tipo-T, tiene septos constrefiidos; es necesario revisar la cepa
MORA de esta especie que esta depositada en la Coleccion de cultivo de micro-organismos

del “Environment and Biotechnologies Research Unit of the Public Research Centre — Gabriel
Lippmann”, en Luxembourgo, para corroborar la identificacion y la morfologia de la cepa.

En los clados B y C que en nuestro andlisis molecular son hermanos, en el trabajo de
VACCARINO & JOHANSEN (2012), los linajes se observan separados; el muestro de especies
entre los dos analisis es distinto, porque el de VACCARINO & JOHANSEN (2012), no incluye la
secuencia de Mastigocladopsis, ni de todas las Scytonemataceae disponibles en el GenBank,
asi como las secuencias que obtuvimos para realizar este estudio. Lo que implica que el re-
sultado del andlisis molecular de Scytonemataceae depende del muestreo de especies, asi que
conforme se obtengan mas secuencias de las especies de la familia, los resultados podrian
cambiar o si en este analisis se logré un muestreo adecuado, podria estabilizarse.

En nuestros analisis también se puede observar que varios géneros son polifiléticos, como:
Scytonema, Petalonema y Scytonematopsis.

Scytonema se divide en seis linajes independientes, uno de estos seis linajes (el III del clado
B) esta conformado por Scytonema hyalinum, S. javanicum, varias especies de Scytonema
no identificadas y una de las poblaciones del Valle de Zapotitlan. Este linaje, de acuerdo a la
evidencia morfologica (tabla 4) y molecular podria ser un nuevo género de Scytonemataceae,
que se caracterizaria por la presencia de dpices cerrados con un engrosamiento de la vaina,
que puede formar varias capas (parecido a una caliptra), asi como por vainas firmes no lame-
ladas, tricomas del mismo ancho en todo el filamento y ramificaciones falsas dobles y simples
a partir de células vegetativas. Con base en estas caracteristicas otra especie que podria perte-
necer a este género es S. capitatum que también presenta el engrosamiento en el apice de las
vainas. Para poder circunscribir este género adecuadamente y que sea aceptado, es necesario
mas evidencia molecular y morfologica, como estudios de la estructura secundaria del ITS
que se encuentra entre los genes 16S ARNr y 23S ARNr y ultraestructura de los tilacoides.

En otros trabajos también se ha observado que S. hyalinum es un linaje hermano del cla-
do de Scytonema hofmannii, la especie tipo (VACCARINO & JOHANSEN, 2011; SANTA’ ANNA ET
AL., 2011; VACCARINO & JOHANSEN, 2012).

La secuencia de S. javanicum (JQ697044) forma un clado monofilético con secuencias de
S. byalinum, por tanto, a la luz de la filogenia molecular (y si esta no tuvo errores), no se co-
rrobora la identificacion de la secuencia o la circunscripcion de la especie, es decir o estd mal
identificada o S. hyalinum y S. javanicum son la misma especie. La secuencia no cuenta con
informaciéon morfolégica disponible de la cepa o poblacion de origen, por lo que no puedo
confirmar su identificacién, en cuanto a la circunscripcion GEITLER (1932) menciona que S.
byalinum y S. javanicum son muy similares y que podrian ser una misma especie (tabla 4),
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pero el autor considera que el engrosamiento en la vaina de S. hyalinum no es un caracter
valido taxonémicamente. ALWATHNANI & JOHANSEN (2011), si consideran este cardcter como
valido e identifican a cepas con engrosamiento en el dpice de la vaina como S. hyalinum y a
las que no los presentan con S. javanicum. De acuerdo al estudio morfologico de este traba-
jo, S. javanicum ademas de que no presenta el engrosamiento en la vaina, que para mi es un
caracter importante (podria definir un género), esta especie presenta caracteristicas parecidas
a las especies de Brasilonema, como la formacion de fasciculos erectos y la coloracion de las
células de verde olivo a violeta (GEITLER, 1932); es evidente a partir de esta discusion que
esta especie necesita un estudio detallado de su circunscripcion.

Para el linaje formado por las secuencias de Scytonema cf. ocellatum y otras especies de
Scytonema no identificadas (fig. 3), no existe informacion morfolégica de las cepas o pobla-
ciones de las cuales se obtuvieron las secuencias, por tanto, no hay confirmacion de la iden-
tidad de estas especies y no puedo saber si el problema es de identificacion o circunscripcion.
Es posible que este linaje corresponda a un nuevo género basado en la evidencia molecular,
pero la morfologia de la especie S. ocellatum corresponde a una tipica Scytonema (GEITLER,
1932), muy parecida a S. hofmannii. Es necesario obtener mas informacion sobre este clado
para clarificar su estatus.

Los linajes VII y IX del clado C corresponden morfoldgicamente a los dos subgéneros
de Scytonema que KoMAREK (2010) reconoce en su clasificacion: sub. Scytonema y sub.
Myochrotes. El subgénero Scytonema se caracteriza por presentar vainas sin lamelacion o
lamelacion paralela y el mismo ancho en todo el tricoma. Esta morfologia esta presente en la
especie tipo del género S. hofmannii, en nuestra especie Scytonema sp. de Micos S. bobneri'y
S. fritschii que conforman este linaje; otras especies con morfologia similar que se esperaria
que fueran de este linaje son S. coactile, S. arcangelii, S. tenellum, S. guyanense, S. ocellatum,
S. varium, S. amplium, S. caldarium.

Mientras que en el subgénero Myochrotes la lamelacion es divergente y el tricoma es mds
estrecho en medio que en los extremos. Scytonema mirabile por sus caracteristicas morfologi-
cas pertenece a este subgénero y en este estudio es la especie que conforma este linaje; aunque
en nuestras poblaciones la lamelacion no es tan evidente como se muestra en los esquemas de
GEITLER (1932) y DESIKACHARY (1959). De acuerdo a nuestra evidencia molecular y morfolégi-
ca este subgénero podria ser elevado a género y se definiria por las caracteristicas morfologicas
arriba mencionadas; pero se necesitan mds secuencias de especies que tengan esta morfologia y
otros estudios moleculares y ultraestructurales para poder asegurar que es un género diferente.
Este clado es hermano del clado de Petalonema y en ambos clados se presentan las vainas di-
vergentes. Otras especies que por sus caracteristicas morfoldgicas se espera que formen parte de
este linaje son S. myochrous, S. tolypothricoides, S. bewsii y S. caldarium var. terrestre.

Los linajes de S. chiastum (junto con Petalonema. sp.) y el de S. crispum, estuvieron mas
relacionados con linajes de Stigonemataceae y Microchaetaceae, respectivamente, que con
Scytonemataceae (fig. 3). Los linajes de Microchaetaceae hermanos a S. crispum se encuen-
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tran mds relacionados con linajes de Nostocaceae que con otras Microchaetaceae (al parecer
la familia Microchaetaceae es polifilética también). No puedo saber si la separacion de estos
dos clados del clado del Scytonema se deba a un problema de identificacion o circunscrip-
cion, porque no hay informaciéon morfologica de las cepas o poblaciones de origen de las
secuencias. Aunque en ambos linajes (el de S. chiastum y el de S. crispum), se observaron
caracteristicas scytonematoides, como la presencia de ramas dobles y filamentos isopolares,
difieren morfologicamente de los linajes incluidos en Scytonemataceae por la presencia de
septos constrefiidos en los tricomas, por como se forman las ramas falsas y en el caso de S.
crispum al parecer todo el tricoma es zona meristematica. Existen otras especies que presen-
tan una morfologia similar a S. crispum, como son S. stuposum, S. millei, S, schmidtii y S.
hansgirgi que se esperaria que se agruparan juntas.

Scytonema es el género mas grande de Scytonemataceae y uno de los mas grandes de Nos-
tocales, tiene 106 especies de las cuales s6lo hay 21 cepas secuenciadas y s6lo ocho de estas
cepas o poblaciones estan identificadas; es decir, es muy probable que conforme se estudien
otras especies de este género se formen nuevos linajes hermanos, porque la variacién fenoti-
pica interna en Scytonema es grande (tabla 4) y hasta ahora se ha observado que esto corres-
ponde con variacion genotipica (fig. 3).

Petalonema forma cuatro linajes independientes, de los cuales s6lo dos forman parte de
Scytonemataceae. El linaje de P. crustaceum, de acuerdo a la literatura (ya que no se cuenta
con informacion de la cepa o poblacién que dio origen a la secuencia) tiene una morfologia
muy particular, normalmente el talo es postrado y se forman bucles erectos, muy largas y
rara vez se rompen para formar ramas falsas dobles (tabla 3), posiblemente corresponda a un
género nuevo, pero hace falta mds evidencia para describirlo. Otras especies que tienen estas
caracteristicas morfolégicas son P. incrustans y P densum (GEITLER, 1932; KOMAREK, 2012).

El linaje de P. alatum, especie tipo, corresponderia al género Petalonema (fig. 3), en esta es-
pecie existe variacion entre diferentes poblaciones descritas. Por ejemplo, las poblaciones mexi-
canas se parecen mucho a las poblaciones de las cascadas del Nidgara y de Piecky Gorge del
parque Nacional Slovensky raj (Eslovaquia) descritas por TILDEN (1910) y UHER (2010) res-
pectivamente. Estas poblaciones tienen el mismo tipo de habitat, subaéreo sobre paredones hu-
medos. Sin embargo, UHER (2010) menciona que las cepas que él estudio (a partir de cultivo)
presentaban heterocitos basales en los tricomas, y en los hormogonios; ademas, los hormogo-
nios tenfan un desarrollo heteropolar (asimétrico), caracteristicas que no fueron observadas en
las poblaciones de Nonoalco (fig. 10 y 11; tabla 8). Hay otras poblaciones que son diferentes
en cuanto al ancho y la lamelacion de las vainas, asi como en la forma de los dpices, que son
mucho mds anchos que el resto del filamento, como por ejemplo, las poblaciones fotografiadas
por GEITLER (1932) y por HINDAK (2008). También hay caracteres que no se habian tomado
en cuenta para la diagnosis del género (salvo por KOMAREK en KOMAREK & HAUER, 2013) que
fueron observadas en las poblaciones de Nonoalco y en las de Piecky Gorge (UHER, 2010),
como la heteropolaridad de los filamentos en ciertas etapas de su ciclo de vida, la presencia de
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ramas simples a partir de heterocitos. El adelgazamiento y degeneracion de los tricomas hacia
la base en filamentos heteropolares, fue s6lo observado en la poblacion de Nonoalco. Estos ca-
racteres no solo se encuentran en P. alatum; por ejemplo: GEITLER (1932) en la ilustracién que
utiliza para ejemplificar a P. involvens se observa una rama simple a partir de heterocitos.

UHER (2010) propuso que este género deberia estar incluido en la familia Microchaeta-
ceae, debido a la presencia de filamentos heteropolares y heterocitos basales en los tricomas
de P. alatum cultivada, hipdtesis que no es sustentada por nuestros resultados molecula-
res (fig. 3). Los medios de cultivo pueden modificar caracteres morfoldgicos y fisiologicos
(ANAND, 1998; CASAMATTA ET AL., 2003; OTSUKA ET AL., 2001; PALINSKA ET AL., 2006). Sin
embargo los otros dos linajes donde se encuentra P. sp. (clado E) y el formado por una cepa
de la Antartida identificada como Petalonema cf. involvens (clado F) estin mas relacionados
con las familias Stigonemataceae y Microchaetaceae (fig. 3). La cepa de la Antartida tiene un
ambiente diferente a la especie descrita como P. involvens, que se encuentra sobre plantas
acudticas, ademas los septos de los tricomas de la cepa de la Antartida estan muy constrefi-
dos (TATON ET 4L., 2006). Es muy posible que esta cepa no sea P. involvens, para determinar
su estatus de esta cepa hacen falta mas estudios taxonémicos.

Petalonema esta conformado por nueve especies descritas, solo dos de ellas estan secuen-
ciadas (P. alatum y P. crustaceum), las otras dos secuencias provienen de cepas que tiene una
identificacion dudosa o no esta identificada. S6lo dos de las cuatro cepas cuentan con datos
morfoldgicos de las poblaciones de las cuales fueron obtenidas, por tanto se debe seguir estu-
diando este género para poder tener mayor certidumbre de que especies lo conforman y cual
seria su delimitacién morfoldgica.

Las secuencias de Scytonematopsis utilizadas en el analisis molecular forman dos linajes
independientes que no estan relacionados con Scytonemataceae (fig. 3). El clado A formado
por Scytonematopsis maxima y el clado D formado por Scytonematopsis contorta. Scytone-
matopsis presenta fases de su ciclo de vida (tabla 3) con tricomas heteropolares y heterocitos
basales que recuerdan a Calothrix (GEITLER & RUTTNER, 1935; VACCARINO & JOHANSEN,
2011). Justo en nuestro analisis Scytonematopsis contorta es hermana de uno de los clados
formado por secuencias de Calothrix (fig. 3).

La secuencia de Scytonematopsis maxima es hermana a la mayoria de las Nostocales, esta
secuencia es muy diferente a las otras secuencias del género y del orden. La morfologia de
esta especie descrita en el trabajo de Novis & VisNovsky (2011), no es la tipica del género
Scytonematopsis, no se observa fases ammatoideas, como describen KovAcik & KOMAREK
(1988), ni tampoco fases heteropolares, como se menciona en GEITLER (1932), GEITLER &
RUTTNER (1935), KovAcik & KOMAREK (1988) y en VACCARINO & JOHANSEN (2011).

No se puede decir si este género pertenece o no a la familia Scytonemataceae, porque sélo
hay dos especies secuenciadas de 15 descritas, ademas su morfologia presenta fases scytone-
matoides y fases parecidas a las Rivulariaceae, por tanto se necesita una revisién tanto mor-
fologica como molecular de este género.
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En contraparte, el género Brasilonema forma un clado muy consistente, la evidencia mo-
lecular confirma las observaciones ecoldgicas y morfologicas. Todas las especies que confor-
man este género tienen filamentos maduros isopolares y la mayoria de las especies son del
mismo ancho en todo el filamento (solo B. angustatum presenta apices atenuados pero la
descripcion se hizo a partir de cultivos), los apices se encuentran cerrados hasta que se for-
man los hormogonios, las vainas son delgadas generalmente sin color a amarilla parduzca
(figs. 3. a,e; 4 a-c,f; 5 a; 7 b, f, i) y el color de los tricomas casi siempre es marrén o violeta
(AGUIAR ET AL., 2008; SANTA’ANNA ET AL., 2011; VACCARINO & JOHANSEN, 2012; BECERRA-
ABSALON ET AL., 2013). Los hormogonios se observan con heterocitos basales y el desarrollo
es asimétrico, caracteristica que no esta incorporada en la diagnosis del género pero que se
ha mencionado en varios trabajos (VACCARINO & JOHANSEN, 2012, BECERRA ET AL., 2013)
que es un caracter importante (Figs. 4. b-d, f-h; 5. d, g-i; 6. b-e; 7 c-d), ademas las ramas
falsas son dobles o simples a partir de células vegetativas o de hormogonios adheridos a la
vaina (BECERRA-ABSALON ET AL., 2013). Todas las especies hasta ahora son aerofiticas y con
una distribucién tropical (tabla 5).

De acuerdo a los analisis moleculares y morfologicos las especies de Brasilonema no iden-
tificadas de este estudio, son nuevas especies (figs. 3,4, 5,6,7,8,9,10 y tablas 5,6 y 7):

Brasilonema sp. de Cascada Encanta es especie hermana de B. bromeliae y B. sennae 'y
principalmente se distingue de éstas por tener los tricomas y filamentos mds anchos, esto
también la diferencia de B. epidendron y B. ornatum, que son especies que ain no han sido
secuenciadas (tabla 5). Ademas se desarrolla en un habitat diferente al de sus especies herma-
nas, Brasilonema. sp. de Cascada Encantada vive sobre roca calcarea huimeda, mientras que
B. bromeliae es epifito y B. sennae crece sobre madera y hierro de embarcaciones (tabla 35).

Brasilonema. sp. del Valle de Zapotitlan, Brasilonema. sp. de Xilitla, B. tolantongensis y B.
terrestre son especies hermanas dentro de un clado no resuelto (fig. 3). Brasilonema. sp. del
Valle de Zapotitlan presenta un habitat muy particular que lo distingue de todas las demas
especies del género, crece formando costras sobre suelo desértico, es la primera especies de
este género descrita para zonas aridas (tabla §5). Ademas se distingue de sus especies herma-
nas porque los filamentos no estdn fasciculados y por la presencia de heterocitos esféricos
sobre todo cuando estos son basales (en los hormogonios), sin embargo cuando son interca-
lares a veces estan ligeramente aplanados (figs. 6a, e; 7a, b, d).

Brasilonema. sp. de Xilitla tiene fasciculos laxos y postrados, los hormogonios no se atendan
y son del mismo ancho del tricoma y las vainas son lisas y pardas, estos caracteres la diferencias
de sus especies hermanas porque B. terrestre tiene fasciculos erectos y B. tolantongensis tiene
vainas incoloras y presenta hormogonios que pueden ser mds anchos que el tricoma y atenuados
en uno de sus extremos. También es diferente a B. epidendron que tiene fasciculos erectos y sus
filamentos y tricomas son mas angostos y a B. ornatum que presenta vainas ornamentadas.

Scytonema sp. del Valle de Zapotitlan es un linaje hermano (dentro del mismo clado) de S.
byalinum. Morfologicamente Scytonema sp. del Valle de Zapotitlan es similar a S. hyalinum;
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el color de la vaina es similar, las medidas se traslapan; pero se puede observar en la tabla 6
que los tricomas de Scytonema sp., del Valle de Zapotitlin son mas angostos y las vainas mas
gruesas, ademads la vaina tiene apariencia escamosa y los intervalos en el ancho y largo de las
células son mayores (figs. 6 y 7). Otra especie que podria formar parte de este clado (aun no
secuenciada) porque presenta engrosamiento en el dpice de la vaina es S. capitatum, pero esta
especie tiene filamentos mucho mads gruesos que la especie del Valle de Zapotitlan.

Scytonema sp. de Micos es especie hermana de especies no identificadas. La especie de de
Micos es subaérea y crece sobre sustratos himedos, lo que la diferencia de todas las especies
de Scytonema acuaticas, ademas es muy delgada (tabla 7), por eso se compar6 solo con espe-
cies que tienen medidas similares en el ancho de los tricomas. Algunas especies como S. aus-
tinii y S. amplium tienen filamentos mas anchos que la especie de Micos, lo que significa que
sus vainas son mas gruesas, mientras que otras especies como S. tenue y S. hofmannii tienen
filamentos mas delgados, es decir que la especie de Micos tiene vainas mds gruesas que estas
especies. Scytonema. sp. de micos se parece a S. varium en que los filamentos son tortuosos
(figs. 8 y 9) pero se diferencia en que Scytonema. sp. de micos puede presentar tricomas mas
delgados, las células pueden ser mas largas y la vaina al parecer es mas gruesa.
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CONCLUSIONES

Este trabajo es un primer acercamiento al estudio sistematico de la familia
Scytonemataceae, a pesar de que es una de las familias mas grandes de Nostocales, existen
pocos trabajos relacionados con la sistematica del grupo, la mayoria para circunscribir, géne-
ros y/o especies nuevas. Hay muy pocas secuencias disponibles, la mayor parte no estan iden-
tificadas o no cuentan con informacion morfologica que respalde la identificacion, en este
sentido este trabajo aporta informacion nueva y valiosa de algunas especies mexicanas que
se trabajaron tanto de ambientes naturales como en cultivos, que estan bien caracterizadas y
documentadas y el analisis en conjunto de este trabajo, tanto morfoldgico como molecular,
apuntan a que el método polifasico empleado si nos permitié evaluar la sistematica de Scyto-
nemataceae sensu KOMAREK (2010); mostrando que esta familia es polifilética.

Al parecer esta conformada por los géneros Brasilonema, algunos morfotipos de Scytonema,
algunos morfotipos de Petalonema, es posible que especies de Symphyonema y Scytonematop-
sis, Mastigocladopsis repens e Iphinoe spelaeobios. Hay varios géneros por confirmar como
Kyrtuthrix y otros géneros de Symphyonemataceae que también tienen ramificaciones tipo-Y.

Si aceptamos esta hipotesis, entonces la familia Scytonemataceae estaria definida por la
presencia de tricomas isopolares (aunque en algunos géneros como Petalonema tengan fases
heteropolares), con heterocitos intercalares (aunque Mastigocladopsis también tenga hetero-
citos laterales) y septos no constrefiidos a ligeramente constrefiidos. Vainas firmes y cilindri-
cas siempre presentes y ramificaciones falsas dobles, aunque pueden presentar cualquier otro
tipo de ramificacion falsa o verdadera. Es necesario seguir poniendo a prueba esta hipotesis
con nuevas evidencias tanto morfologicas (analisis de nuevos caracteres que podrian ser ultra
estructurales, como la distribucién de los tilacoides), como moleculares (obtener mas secuen-
cias del 16S ARN ribosomal de las especies de la mayoria de las especies de Scytonemataceae
y Symphyonemataceae) y comenzar a formar un acervo de secuencias con nuevos marcado-
res como rbcL.X y rpoB.

Este método también nos permitié observar que varios géneros de Scytonemataceae sen-
su KoMAREK (2010) como Scytonema, Petalonema y Scytonematopsis son polifiléticos. Al-
gunos de estos linajes se pudieron caracterizar morfolégicamente, por lo que se proponen
como nuevos géneros.

Ademas de acuerdo a los analisis moleculares, morfologicos y la caracterizacion del habi-
tat, se reconocieron 5 nuevas especies que son descritas.
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A new species of Brasilonema (Scytonemataceae, Cyanoprokaryota) from
Tolantongo, Hidalgo, Central Mexico
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Abstract: New approaches in taxonomy and the introduction of molecular tools have substantially changed the
taxonomy of cyanobacteria, leading to new genera and species being defined based on genetic and morphological
investigations. In addition, molecular tools have confirmed several previously defined cyanobacteria genera,
including some based on morphological and ecological features. Several of them have also been split into new
generic entities, such as Brasilonema. In the central region of Mexico, several populations have been identified
to share some traits with this new genus. In the region of Tolantongo, Hidalgo (Hgo), we found cyanobacteria
populations that correspond to Brasilonema description (FIorE et al. 2007), however the development of trichomes
and hormogonia did not agree with the diagnosis of Brasilonema. We describe and analyze the cyanobacteria
populations that we found in Tolantongo, and compare their features with the diagnostic generic features and those
of several Brasilonema species. The results of morphological analyses were tested using molecular phylogenetic
data derived from 16S RNA gene sequencing and the use of marker ¢pcBA-1GS for phycocyanin operon. From
our analyses we conclude that the strain from Tolantongo belongs to the genus Brasilonema, and the differences
observed are sufficient to propose a new species.

Key words: Brasilonema, cyanobacteria, life cycle, molecular phylogenetic, new species, phenotypic analyses,
systematic

Introduction

Cyanobacterial taxonomy has changed consi-
derably during the last few decades, due to the
study of this group in previously uninvestigated
regions and the introduction of modern tools in
physiology, biochemistry, ecology and more
recently the application of molecular methods
(Rajaniemr et al. 2005; KomArek 2006, 2010).
This resulted in numerous modifications to
cyanobacterial taxonomy (CasTeNHoLz 2001;
GUGGER et al. 2002; GUGGER & HorrMANN 2004;
Hrouzek et al. 2005; WiLLAME et al. 2006;
Komarek 2010). In this way numerous new
genera and species have been defined (ABED et
al. 2002; FLECHTNER et al. 2002; CASAMATTA et al.
2006; KomArRek 2010; VACCARINO & JOHANSEN
2011), some genera resulting from splitting,
others have been confirmed (KomArek 2010).

The classification of several genera into families
has changed and will continue changing as their
diagnostic characteristics are being re—evaluated
(FLECHTNER et al. 2002; KomARrEk 2010).

We agree with the approach of the species
concept proposed by Komarek (2003a), which
says that genetically stable and morphologically
recognizable populations exist in nature and that
these populations represent discontinuities which
we could refer to as species. We also agree that
the appropriate way to study them is correlating
morphological, molecular and ecological features
(KomArek 2011), and this is our methodological
approach in this paper.

The family Scytonemataceae FrRaNk (order
Nostocales HorrmanN, KoMAREK et KaSTOVSKY)
has been defined on the presence of Scyfonema—
type false branching and isopolar trichomes.
Scytonema AGARDH ex BORNET et FLAHAULT,
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Scytonematopsis KiSELEVA, Kyrtuthrix ERCEGOVIC
and Petalonema BERKELEY ex CORRENS were
the genera traditionally included in this family
(KoMAREK & ANAGNOSTIDIS 1989). Recently FiorE
and collaborators (2007), using morphological and
molecular evidence, defined a new genus within
the family Scytonemataceae named Brasilonema
Fiore et al. (2007).

Morphologically Brasilonema has macro-
scopic growths, development comprised of
densely packed fascicles, isopolar filaments, rare
false branching, rounded unattenuated apical cells,
and isopolar hormogonial development (FIORE et
al. 2007). Currently, seven species are included
in Brasilonema (FIore et al. 2007; AGUIAR et al.
2008; SANT” ANNa et al. 2011). Six were described
from Brazil: B. bromeliae (FiorE et al. 2007), B.
octagenarum (AGUIAR et al. 2008), B. epidendron,
B. ornatum, B. terrestre and B. sennae (SANT’
ANNa et al. 2011). B. sennae was first described as
Camptylonemopsis sennae (KoMAREK 2003b) but
later was reclassified as Brasilonema (AGUIAR et
al. 2008; SANT’ ANNA 2011). Whereas Brasilonema
roberti—lamii, originally described in the Antilles
as Tolypothrix roberti-lamii (BOURRELLY &
MaNGUIN 1952), was later added to the genus
Shmidleinema by KomARexk (1989) and recently
moved to Brasilonema (SANT’ ANNa et al. 2011).
During our floristic studies on cyanobacteria in
the central region of Mexico, we found several
populations showing certain  Brasilonema’s
characteristics. Nevertheless these populations
showed trichome and hormogonial structures
among other characteristics that distinguish it
from the Brasilonema species described. For this
reason we decided to investigate these populations
more thoroughly so as to assign them to the
appropriate genus with greater certainty.

Analyzing the morphological and phyloge-
netic properties using 16S rRNA and the cpcBA—
IGS phycocyanin region described in this paper,
we conclude that the populations indeed belong
to Brasilonema. Furthermore we consider that the
variations observed in our populations indicate
that they should be considered as new species.

Materials and Methods

Studied area and sample collection. Our investigation
took place in Tolantongo — a valley at the end of a
ravine in the municipality of Cardonal, in Hidalgo state,
Mexico. This locality has a diverse mineral content and
travertine springs with varying temperatures (about 20

BECERRA—ABSALON et al.: Anew species of Brasilonema

—40 °C); It is located at 20°38°38.3”” N and 98°59°34”
W, and 1422 m above sea level.

Cyanobacteria populations were found inhabi-
ting on wet limestone walls near runoffs within a sys-
tem of waterfalls (Fig.1a). Where temperature ranged
from 30 — 32 °C, pH 7.4, conductivity was 984 — 1011
pS.cm™, and radiance was 45 — 424.5 pmol'.m2.

We collected samples for two types of
preparation: 1) herbaria samples fixed with 4%
formaldehyde and 2) live samples transported on ice.
We recorded the environment luminosity, temperature
and pH.

Morphological characterization and cultures.
Morphological variability and life cycles were
studied on live material (fresh and cultured), and
on 4% formaldehyde fixed material. We observed
the samples using an Olympus BX51 microscope
with DIC equipped with an Olympus DP-12 digital
camera. Morphological characterizations were made
according to the classification scheme proposed
by KomaArek (2010) and the descriptions of Fiore
et al. (2007), AGuIAR et al. (2008), SANT” ANNA et
al. (2011). MonTEIaNoO et al. (2010), and RODARTE et
al.(unpublished).

We isolated filaments from live material to establish
monoclonal cultures in BG11 media, with and without
anitrogen source, both in solid and liquid media (ALLEN
1968). Cultures were grown in a Sanyo chamber
in a controlled environment at 25 °C, 37.3 mmol.
cm?2s™! irradiance and a 12:12 h light-dark cycle.
Due to environmental variations of temperatures in
Tolantongo, we had to choose the temperature at which
most cultures grew well (25 °C). Although it was not
the ideal temperature for culturing our populations like
Brasilonema, we found no significant morphological
changes.

DNA isolation and PCR amplification. DNA was
extracted from monoclonal cultures by freeze—
thawed sample 5 cycles as described by PALINSKA
and coworkers (2006), followed by the mechanical
rupture of the sample using a pestle. We completed
the extraction using an UltraClean Microbial DNA
Isolation Kit (MO-BIO Labs, Carlsbad, CA, USA).

PCR amplification of the 16S RNA ribosomal gene was
performed using the primers 106F (NUBEL et al. 1997)
and 1494Rc (Newan et al. 1997); the ¢pcBA-IGS
region was amplified using primers reported by NEILAN
and colleagues (1995). The amplification reaction was
performed using MgCl, buffer (1x 2.5 mM), 10 mM
solution of dNTP’s, 0.5 uM of each oligonucleotide
and 1 U of DNA polymerase (Amplificasa, Biogénica
Mexico City, Mexico). Both amplification reactions
were conducted as follows: one denaturation cycle at
94 °C for 7 min; 30 cycles of denaturation at 94 °C for
30 sec, annealing at 63 °C for 1 min and an extension at
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72 °C for 1 min; final extension at 72 °C for 7 min. The
amplification products were purified with a GeneClean
I Kit (Bio 101 Systems, La Jolla, CA, USA) and
submitted for bidirectional sequencing to the Instituto
de Biologia, UNAM. Fragments were assembled using
the software Bioedit version 7.0.9.0 (HaLL 1999).

Alignment and phylogenetic analysis. Phylogenetic
analysis was based on two sequences of DNA, 16S
rRNA gene (bpl06-1494), and cpcBA-IGS region
of the phycocyanin gene. The taxa used in 16S rRNA
and cpcBA sequences analyses included a total of
43 and 25 OTUs respectively, both with one novel
sequences from Tolantongo Hgo, México and OTUs
from GenBank.

We made a BLAST search to select more
related sequences with the Tolantongo sequence.
We also selected sequences based on morphological
classification criteria, so we could include sequences
from all the Nostocalean families: Scytonemataceae,
Microchactaceae, Nostocaceae, Rivulariaceae,
Symphyonemataceae, Hapalosiphonaceae and
Stigonemataceae. In both analyses the external group
was Gloeobacter violaceaus. The sequences were
aligned using Clustal W (Hicains et al. 1994). Gaps
were coded for missing information.

The trees were constructed using parsimony
and maximum likelihood analyses in TNT (GoLOBOFF
et al. 2008) and Mega version 5 (TAMURA et al.
2011) programs, respectively. Parsimony analyses
were performed using a heuristic search combining
sectorial, ratchet, drift and tree fusing methods with
10 addition sequences; all trees generated were
retained. Bootstrapped of 500 replicates was used.
The non—informative matrix data were eliminated with
WinClada (Nixon 2002).

The best models for analysis with maximum
likelihood were found with Mega version 5 (TAMURA
etal. 2011). Maximum likelihood was performed using
the Kimura 2 —parameter with gamma distribution
and sites evolutionarily invariable to 16S rRNA and
Tamura 3 — parameter with gamma distribution to
cpcBA-IGS analysis. Bootstrapping was conducted
with 500 replicates.

Results

Taxonomic observations

Brasilonema tolantongensis BECERRA—ABSALON
et MONTEJANO Sp. nov.

Thallus macroscopic, blackish—violet mats,
densely fasciculated and prostrate on substrate.
Mature filaments isopolar, cylindrical, 17.5 —24.5
pm wide (X = 21 um), closed at rounded ends,
open after hormogonia are released. Sheaths thin,
not lamellated when young, slightly lamellated

27

with age, colorless. Mature trichomes 12.5 — 20
pm wide (X= 7 pm), not attenuated, not or slight-
ly constricted, generally of same width along the
whole length, becoming wider at the ends when
forming hormogonia; sometimes calyptras are
found in apical cells. Young trichomes attenuated
in single or both ends. False branching rare,
predominantly double, although sometimes
single, or in some filaments growing from an
attached hormogonium. Cells violet to brown,
variable in length, shortest in hormogonia, apical
cells and meristematic zones; longer in older
parts, 5.25—18.7 um in length (X= 11.4 pm), with
granular content mainly in older cells; vacuole—
like structures were found in rows of neighboring
cells. Heterocytes solitary, intercalar, discoidal to
rectangular, wider than long in trichomes 12.48 —
16.4 um wide (X = 14.85 um) by 7.4 — 15.6 pm
long (X = 9.6 um); solitary, basal, hemispherical
in hormogonia. Hormogonia with asymmetrical
growth becoming heteropolar, wider than
trichomes 16.2 —41.5 pym wide (X=23 pm).
Habitat: Populations from Tolantongo,in
subtropical, subaerophytic environments, on wet
limestone walls near runoffs (Fig. la) where
temperatures range from 30 — 32 °C, pH 7.4,
conductivity 984 — 1011 uS.cm™, and iradiance
45 -424.5 pmol'.m™.

Iconotype: Fig. 2.

Type locality: Tolantongo in the state of Hidalgo,
México.

The populations studied shared the following
characteristics with the genus Brasilonema: 1) a
subaerophytic habitat, attached to solid substrates
(Fig. 1 a); 2) macroscopic thallus comprised of
densely packed fascicles; 3) mature filaments
end rounded, remaining closed until hormogonia
were released (Figs 1 b—c, 2 a—c); 4) calyptra
occasionally observed (Figs 1 b, 2 a); 5). Solitary,
discoidal to cylindrical, intercalary heterocytes in
mature trichomes were identified (Figs 1 b, 2 a);
6) Vacuole — like structures and granulation in the
cells (Figs 1 b, 2 a); 7) false branching, single and
double (Figs 1 d, 2 b).

On the other hand, populations from
Tolantongo differed from the genus Brasilonema
in that: 1) mature filaments lost their isopolarity
temporarily when hormogonia were formed
(Figs 1 ¢, 2 c); 2) hormogonia were observed to
be heteropolar, with one basal heterocyte, while
the other end was attenuated (Figs 1 f, 2 d); 3)
hormogonia had asymmetrical growth, such that
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Fig. 1. Primary characteristics of Brasilonema tolantongensis: (a) habitat and type of thallus; (b) mature filaments features
(from top to bottom: vacuole-like structures, granulation, calyptra, and heterocyte); (c) hormogonia formation (from top to
bottom: widening of apical cells, hormogonia wider than trichomes, necridic cells); (d) false branching (top, double branching
and bottom, single branching); (e) branch formed from hormogonia; (f) hormogonia development (from top to bottom:
basal heterocyte formation; initial asymmetric division and young trichomes with attenuation at one of the apical cells, and
characteristic letter “J” shape). Scale bar 20 um (+), 30 pm (¥).
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T i

Fig. 2. Drawing of Brasilonema tolantongensis (Iconotype): (a) mature trichomes; (b) false branching; (c¢) hormogonia

formation; (d) hormogonia development and germination; (e) young trichomes development; (f) formation of false branching
initiating from one hormogonium. Scale bar 20 pm.
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Table 1. Comparison of some general and specific characteristics of 5 species of Brasilonema. The hyphens mean no description was available [(1) Fiore et al. 2007; (2) AGuiar et al. (2008); (3)
SANT’ ANNA et al. 2011; (4) this paper].

Characteristics

B. bromeliae'

B. octagenarum®

B. sennaé®

B. roberti—lamii®

B. epidendron®

B. ornatum?®

B. terrestre®

B. tolantongensis*

Thallus shape

Thallus color

Filament width
(um)

Trichomes width
(nm)

Apical cells Shape

Sheath morphology

Sheath color

Cell color

Heterocytes (um)

Calyptra

Hormogonia
growth

Free fascicles

Blackish—green to
blackish violet

15-17

14.4-16.8

Not attenuated

Firm, thin, slightly
lamellated

Colorless,
sometimes greyish—
yellow

Greyish-blue,
brown, olive green
or violet

4-19 x 15-16.8

Present

Mats of irregular,
creeping fascicles

Dirty green, brown
or blackish—green

9.8-18.5

9.5-18.4

Not attenuated

Firm, thin, later
lamellated

Colorless

Brown, olive green,
occasionally violet

5.4-15.6 x 10-17.6
Present

With basal
heterocytes

Erect, parallel,
regular fascicles

Dirty green, brown
or blackish—green

10-20

6-12.5

Not attenuated

Firm, thin, later
lamellated

Greyish—yellow,
sometimes
colorless

Bluish—green or
olive green

6.8-15.4 x 10.2—
11.2

Mats of erect
fascicles

Greyish-black

11-14 (18)

9.5-11.5

Not attenuated;
barreled rounded

Thick, finely
lamellated

Colorless to

greyish—yellow

Violet

11-13.5 x 10.5-13

Absent

With basal
heterocytes and
asymmetric growth
initially

Erect, irregular
fascicles

Blackish—green to
black

(7)10.9-12(14)

(5.5)8.2-10 (11)

Not attenuated

Thin, firm

Colorless

Bright green— blue

(7)8-10(11.5) x
7-9

Creeping fascicles

Greyish—green

20-23

17-18

Not attenuated

Thick, lamellated,
ornamented

Colorless

Dark green— blue

3-6x17-18

Mats of erect,
irregular fascicles

Dirty green

12-17

9-15

Not attenuated

Firm, thin, slightly
ornamented

Colorless to
greyish—yellow

Greyish—green or
green—blue

6-17 x 13-14

Mats of postrated
fascicles

Blackish—violet

17-25,
X =21

12.5-20,
X=17

Not attenuated on
adult trichomes;
attenuated on
young trichomes

Thin, firm

Colorless

Violet or brown

7-15.5 x 12.5-16.5

Present

With basal
heterocytes and
growth largely
asymmetrical

0¢
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growth began at one end (Figs 1 f, 2 d); 4) young
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S g g
= - 5B o e).
S |= = o &
5 |7, 8 sEg
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5 |Cx &g SEE the species of the genus Brasilonema are shown in
- . Table 1. We analyzed all species of Brasilonema,
o g -q.% = and the strains from Tolantongo. There are several
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D g &S features that distinguish the populations studied
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3 g2 = Life cycle observations
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o © . g .
% ~§§ sss< and almost always by necridic cells. Prior to
Q:. é:‘i E é’ g & g their release, hormogonia attained a greater width
. than trichomes (Figs 1 ¢, 2 ¢) making filaments
g3 heteropolar in this stage of their life cycle. When
;2 .
£ ¢ £ hormogonia were released, they almost always
§ £} é formed a basal heterocyte (Figs 1 f, 2 d). In
3 g5 . TED culture, we observed that the basal heterocyte of
3 - s = . .
5 = 2 § EET hormogonia could form one or two intercalary
. heterocytes, followed by fragmentation of hete-
o oL .
g 2453 o rocytes (Figs 1 f, 2 d).
1N - o3 . . .
] ] _‘é Eo ‘g Meristematic zones of hormogonia were ob-
§o © g § 'g § = served at the apical cells, which became attenuated
= > o o P e
S ﬁ‘ ﬁﬁ g § E as the cells divided. Cell division initiated growth
o |%F 8824 @ of hormogonia at one end, particularly in the
] s presence of a basal heterocyte. This asymmetric
2o 8 o8 . .
" g2 EE growth continued until heteropolar young
2 2 E%5 ) trichomes were formed. Later, the opposite end
= 2z g g . ’ .
§ @é E 3 g . started to divide and became attenuated causing
L » = . . .
3 = £ E 2 S t; L the middle portion to appear wider than the ends
a0 %553 a35F (resembling worms). In the final stages, cells
= reached normal width and trichomes became
@ k=l . . .
L le Iz isopolar, with the same width throughout the
S g £ g length of the trichome (Figs 1 f, 2 d—e). Young
=] =] . .
<~ |3 |2 ) E trichomes were commonly curved, resembling the
=} = R, e N
% g g g 3 2 letter "C” or "J" (Figs 1 f, 2 d—e).
g |Q [F= A [ Most false branching was formed from
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92110 Brasilonema octagenarum UFV-OR1 | EF150855
| sS4 Brasilonema octagenarum UFV-E1 | EF150854
39, Brasilonema roberti-lamii Los manantiales / GQ443308
100/98 Brasilonema tolantongensis Tolantongo / JN676147
99 Brasilonema bromeliae SPC951 / DQ486055
100 Brasilonema sennae CENA114 | EF117246
Symphyonemopsis sp. VAPOR1 [ AJ544085
Scytonema hofmanni PCC7110 / ABOT5996
100 Scytonema sp. U-3-3 / Ay069954
Mastigocladopsis repens MORA | AJ544079
50 Scytonema hyalinum 144-3C+159-3 f AF334700
EE'_': Symphyonema sp. 1517 | AJ544084
100 Symphyonema sp. 1269-1 [ AJ544083
96 Fischerella muscicola PCCT7414 | ABO75986
Hapalosiphon sp. 804-1 f AJ544078
98— Hapalosiphon welwitschii / AY034793
L— Westieliopsis prolifica SAG16.93 | AJ544086
Nostochopsis lobatus 92.1 1 AJ544080
Nostochopsis sp. 89-45 | AJ544081
Fischerella sp. 1711 { AJ544076
Fischerella musicola SAG2027 | AJ544077
Westiellopsis sp. 1590-2 [ AJ544089
Westiellopsis prolifica SAG23.96 | AJ544087
Westiellopsis sp. 1590-1 [ AJ544088
Stigonema ocellatum SAG48.90 / AJ544082
33 |: Nostoc sp. PCC73102 AF027655
Petalonema sp. ANT.GENTNER2.8 / AY493624
100 Nodularia sp. PCC9350 / AY0380334
Nodularia spumigena L575 | AF268006
Nostoc sp. 152 | AJ133161
Anabaena sp. 90 / AJ133156
Anabaena sp. PCC7108 / AJ133162
Cylindrospermum sp. PCC7417 | AJ133163
Hassallia byssoidea CCALAB23 [ AMI05327
Rexia erecta CATIM | AY452533
Coleodesmiun wrangelii 144-2C + 159-2 | AF334703
Spirirestis rafaelensis SRS6 143-2C +159-1 [ AF334692
Spirirestis rafaelensis SRS6 143-2B+159-1 / 2AF334691
Tolypothrix distorta 163-5A+163-8 | AF334693
Tolypothnix distorta 163-58+163-8 / AF334694
r— Calothrix sp. PCCT714 / AJ133164
100 L— Calothrix parietina 144-1+159-4 | AF334695
Gleobacter violaceus PCCT421 | NC_005125

82

99

70

Fig. 3. Phylogenetic tree showing relationships between Brasilonema species and cyanobacteria of the same order (Nostocales),
based on sequence analyses of the 16S rRNA gene, with Gloeobacter violaceus as the external functional group.

the rupture of trichomes between two vegetative
cells, generally forming two branches (double
branching) (Figs 1 d, 2 b), however single
branches were also formed occasionally (single
branching). In addition, although less frequently,
single branches were formed from hormogonia
attached to sheaths (Figs 1 e, 2 f).

Under natural conditions, heterocytes

on trichomes were rarely found. Therefore,
observations and photos were made mainly from
cultures. Heterocytes were observed as both
solitary and intercalary (Figs 1 b, 2 a).

Molecular phylogenetic
The topology of parsimony and likelihood
analyses was similar, particularly with reference
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il: Dolichospermum circinale NIVA-CYA82 | AYT02242
L Dolichospermun lemmermanii AnaDalai / AY702241
83 Aphanizemenon sp. KAC15 / AF364339
_: Aphanizemenon sp. TR183 / AY036900
3 % Dolichospermunm compactum 140324 | AY702239
Anabaena smithii TAC450 / AY702226
100 Dolichospermum circinale AW341A [ AF426271
92 59 _: Dolichospermum circinale AW271C { AF426009
50 Dolichospermum circinale AW118C | AF426004
_a?: Dolichospermum flos-aquae NIEST3 / AY702243
Dolichospermum fios-aquae AWQC2640 | AF426008
31 93 Cylindrospermopsis raciborskii sds / AF426804
100 _: Cylindrospermopsis raciborskii Brazill | AF426792
45 Cylindrospermopsis raciborskii FloridaF | AY078437
Scytonema hofmanni PCC7110 / AYT68469
93 _: Nostoc sp. PCCT120 / AYT68464
100 Nostoc linckia PACC5085 | AY466120
Tolypothrix sp. PCCT601 | AY7684701
Brasilonema tolantongensis Tolantongo / JQ013517
% oo Brasilonema bromeliae SPC351 / DQ486056
100/1p0 Brasilonemasennae CENA114 | EF 117247
97/98 Brasilonema roberti-lamii Los Manantiales | EF676035
10019 Brasilonema octagenarum UFV-E1 | EF153636
100110 Brasilonema oclagenarum UFV-OR1/ EF153637

Gloeobacter violaceus PCCT7421 / NC_005125

Fig. 4. Phylogenetic tree showing relationships among Brasilonema species and cyanobacteria of the same order (Nostocales),
based on sequence analyses of the cocBA-IGS gene, with Gloeobacter violaceus as the external functional group.

to the clade of the genus Brasilonema where the
sequence of the strain of Tolantongo is located.

We show the maximum likelihood trees
with node support (Figs 3, 4). Node support of the
parsimony analysis is presented only for the clade
of Brasilonema.

Parsimony analyses using 16S rRNA
sequences resulted in two trees where branch
length (L) was 1290, consistency index (Ci) was
40, and retention index (Ri) was 66. The strict
consensus tree had L = 1295, Ci = 40, and Ri =
66. On the other hand, sequence analyses with the
cpcBA-IGS operon yielded three trees (L=913,
Ci=63, Ri=84); where the strict consensus tree
had L =915, Ci=63, and Ri=84.

In both phylogenetic trees, the sequence

of species from Tolantongo was grouped next
the other species of Brasilonema, with suitable
bootstrap values (Figs 3, 4). However, there
were some differences between the two markers
(Figs 3, 4). In the phylogenetic analyses using
16S rRNA, the sequence studied was included
within the clade (Fig. 3), but when the cpcBA—
IGS region was used the sequence of species from
Tolantongo fell outside the clade formed by other
species of Brasilonema, although they shared a
close common ancestor (Fig. 4).

The similarity analysis revealed a 99%
identity between B. tolantongensis and B.
octagenarum (Table 2). The next similar strains
based on this simple metric were B. roberti—lamii
(98%), B. sennae (98%), B. bromeliac (98%)
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Table 2. Similarity matrix for 16 strains comparing 43 nucleotide partial sequence of the 16S rRNA gene [Strain access numbers:
(1) IN676147, (2) EF150855, (3) GQ443308, (4) EF117246, (5) DQ486055, (6) AJ544085, (7) AJ544079, (8) AJ544084, (9)
AF334700, (10) AB075996, (11) AF334693, (12) AY493624, (13) AJ544080, (14) AJ133161, (15) AF334695, (16) AY452533].

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1 Brasilonema tolantongensis ~ —
2 Brasilonema octagenarum 99 -
3 Brasilonema roberti—lamii 98 99 -
4 Brasilonema sennae 98 97 97 -
5 Brasilonema bromeliae 98 97 97 99 -
6 Symphyonemopsis sp. 97 96 96 96 96 -
7 Mastigocladopsis repens 95 95 94 95 95 95 -
8 Symphyonema sp. 95 94 94 95 94 94 96 -—
9 Scytonema hyalinum 94 95 95 94 94 94 95 97 -
10 Scytonema hofimanni 93 93 93 93 93 93 93 93 93 -—
11 Tolypothrix distorta 93 93 92 93 93 94 94 95 93 94 -—
12 Petalonema sp. 93 93 93 93 93 93 94 94 94 93 96 -—
13 Nostochopsis lobatus 94 92 93 93 93 92 92 94 93 91 94 94 -
14 Nostoc sp 92 91 92 92 92 93 93 94 92 92 96 94 92 —
15 Calothrix parietina 92 92 91 91 91 91 91 91 91 91 91 91 91 91 -
16 Rexia erecta 90 90 90 90 90 91 91 91 90 89 95 92 91 94 90

and Symphyonemopsis sp. (97%). All other
representative taxa in Table 2 were at or below
95% similarity to our strains.

Discussion

Morphological ~ comparisons  between the
populations studied and diagnostic characters of
Brasilonema (Fiore et al. 2007) indicated that our
samples correspond with this genus, including:
1) subaerophytic habitat, with organisms always
attached to solid and wet substrates (Fig. 1 a); 2)
thalli composed of fasciculated filaments, dark in
color ranging from violet to blackish—violet, which
is within the variability range for Brasilonema
species (Fig. la); 3) rigid sheaths, generally
colorless, although sometimes yellowish brown; 4)
apical cells rounded and closed until hormogonia
were released (Figs 1 b, 2 a); 5) cross walls ranging
from not constricted to slightly constricted (Figs
1b, 2a); 6) trichomes isopolar but only in adult
filaments not undergoing reproduction (Figs 1 b,
2 a); 7) Vacuole — like structures and granulation
in the cells (Figs 1 b, 2 a). All these characteris-
tics are found in all Brasilonema species (Table

1) making them critical to defining this genus.
Since we identified all of these features in our
populations, morphological studies indicate that
they do indeed belong to the genus Brasilonema.
Some important differences in morphology were
also observed in comparison to other species
described for Brasilonema including: 1) substrate
type: our populations were attached to rock (Fig. 1
a); B. terrestre, B. roberti—lamii are also epilithic
species, distinguishing them from the most
common epiphytic types such as B. bromeliae,
B. octagenarum, B. epidendron, B. ornatum,
and B. sennae, which were found in both sets of
conditions and also grew on wet iron substrates
(Table 1); 2) the fasciculated filaments in the
populations from Tolantongo were creeping, a
characteristic shared with B. octagenarum and
B. ornatum, and differing from B. bromeliae, B,
sennae, B. roberti—lamii, B. epidendron, and B.
terrestre which have erect fascicles (Table 1). In
the generic diagnosis, creeping fascicles are not
included (Fiore et al. 2007), indicating that the
previously described characteristics do not reflect
the variety of species regarding the arrangement
of fascicles; 3) sheath morphology revealed three
characteristics (Table 1): a) thin, non—lamellated
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sheaths were found in our populations (Figs 1
b, 2 a), in B. epidendron and B. terrestre; b) thin
sheaths with slightly late lamellation (only in older
filaments) were observed in B. octagenarum, B.
sennae, and probably also in B. bromeliae (F1oRE
et al. 2007); c) thick, lamellated sheaths were
observed in B. roberti-lamii and B. ornatum;
4) filaments and trichomes were wider in strain
from Tolantongo than in other species. Although
filament measurements overlapped with those of
B. octagenarum, B. sennae, and B. ornatum, and
trichome measurements overlapped with those
of B. bromeliae, B. octagenarum, B. sennae, and
B. ornatum, in both cases the populations from
Tolantongo has the largest dimensions (Table 1); 5)
hormogonia were wider than trichomes (Figs 1 c,
2 ¢); to date only the species from Tolantongo has
this feature, since it remains unreported for other
species (however, hormogonia measurements
are not always included in their descriptions); 6)
hormogonia and young trichomes had asymmetric
growth (Figs 1 f, 2 d); although, we found
asymmetric growth described in the observations
or descriptions of B. octagenarum and B. roberti—
lamii (AGuiar et al. 2008; RoDARTE et al., unpubl.);
it seems that in these species asymmetric growth
occurred only during early stages of hormogonia
growth, compared to our populations where it
continued until young trichomes were formed
(Figs 1 £, 2 e); 7) one or both apical cells were
attenuated in hormogonia and young trichomes
characteristic of this species (Figs 1 f, 2 d).

Morphological analyses of the species from
Brasilonema showed that our populations had
important differences, indicating the discovery of
a new species.

In populations from Tolantongo, adult
trichomes were generally isopolar, with the
exception of those forming hormogonia; these
structure were always wider than trichomes and
generally grew only on one end (Figs 1 ¢, 2 ¢);
giving them a heteropolar appearance.

Young trichomes had a highly characteristic
shape, resembling the letter “C” or "J", and its
early development phases were heteropolar
as a result of the asymmetric germination of
hormogonia (Figs 1 f, 2 d—e). The germination of
hormogonia generally began with the formation
of one or two heterocytes; the bond between these
was a fragmentation point, which resulted in two
hormogonia with basal heterocytes (observations
in culture). Later, only the meristematic cells
began dividing from one end (that opposite of the
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basal heterocyte), and generally this end became
attenuated (Figs 1 f, 2 d—e).

KoMAREK & ANAGNOSTIDIS (1989) showed
that development of hormogonia is isopolar in
the Scytonemataceae family. This isopolarity
was defined by the symmetrical germination of
hormogonia on both ends. However, germination
of hormogonia was asymmetric in the populations
we studied. When we consulted the descriptions,
observations and images of the species of
Brasilonema (Fiore et al. 2007; AGuiar et al.
2008; SANT’ ANNA et al. 2011), we found that some
species, such as B. bromeliae and B. octagenarum,
showed hormogonia with basal heterocytes, and
the end opposite to the heterocyte was slightly
attenuated (Fiore et al. 2007; Acuiar et al.
2008), such as we observed in the strains from
Tolantongo. The same observation was made in
B. roberti—lamii, which RopARTE et al. (unpubl.)
interpreted as early asymmetric growth; B.
terrestre, B. epidendron and B. ornatum appeared
to have symmetrical hormogonia growth during
development (SANT” ANNA et al. 2011). In future
studies of species from this genus, it will be
important to observe how hormogonia develops.
Perhaps previously described species should be
reevaluated since most descriptions fail to include
analysis of this characteristic. A more detailed
investigation into the life cycle of all Brasilonema
species could demonstrate that during the early
stages of hormogonia and young trichomes the
development may always be asymmetrical.

When describing hormogonial development
in our populations, “symmetry” is a better term
than “polarity” due to that at the beginning
of hormogonia germination are divided the
meristematic cells of only one of their ends. This
asymmetric division causes the heteropolarity of
the young trichomes. Although isopolarity was re—
established in mature trichomes, they maintained
their asymmetry, in the hormogonia formation
that happens only at one end of trichomes.

In light of the above, “polarity” should be
applied to only the terminal parts of trichomes.
They should be considered isopolar when, they
have similar ends and heteropolar when the
ends are different, i.e. one with a heterocyte,
and the other attenuated or wide. On the other
hand, “symmetry” should be applied to describe
the development of hormogonia. They should
be considered symmetrical if both halves grow
exactly the same manner, i.e. hormogonia divided
in two equal portions, and asymmetrical if both
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halves grow differently, i.e. one portion begins
to grow before the other, or one end becomes
attenuated while the other does not.

All Brasilonema species have intercalar
heterocytes on mature trichomes. However, basal
heterocytes on hormogonia were also reported in
almost all Brasilonema species. For this reason, it
is very important that features such as the presence
of intercalary heterocytes and the polarity of
trichomes be associated with the ontogenetic
development (life cycle) of the species.

A main difference between Brasilonema
species, including our populations and the species
of other genera of Scytonemataceae, is the shape
acquired by young trichomes (Fiore et al. 2007;
AGUIAR et al. 2008; SANT’ ANNA et al. 2011).
Young trichomes were curved, resembling the
letter "C” or "J'(Figs 1 f, 2 d, e). This trichome
shape apparently contributes to thallus formation
because it contributes to maintaining the fascicles
of the filaments.

According to Fiore et al. (2007),
Brasilonema shows two types of branching
that we also observed in the populations from
Tolantongo: 1) a typical branching formation that
is characteristic of the Scytonemataceae family,
which forms from the folding of trichome and the
interruptions in the trichome between vegetative
cells folded, resulting in two parallel branches
(KoMAREK & ANAGNOSTIDIS 1989; KORELUSOVA
2008); 2) a second type of branching, also due to
an interruption in the trichome between vegetative
cells, but in the absence of folding, where only
one branch is formed (Figs 1 d, 2 b). This second
type of branching is named as Tolypothrix—type
by Fiore et al 2007. However, according to
KoMAREK & ANaGNosTIDIS (1989), branching of
the Tolypothrix— type is formed by an interruption
in the trichome between a heterocyte and a
vegetative cell, resulting in a single branch.

Regardless of the fact that both branching
patterns result in a single branch, these two
types of branching patterns (Brasilonema and
Tolypothrix) are clearly different at the ontogenetic
level. Furthermore we suggest that the previously
identified branching pattern in Brasilonema
(Tolypothrix—type) is incorrect. This observation
should not be ignored because Brasilonema and
Tolypothrix KutzING ex BORNET et FLAHAULT
belong to different families that are defined by their
type of branching. In Scytonemataceae, branching
is between vegetative cells (Figs 1 d, 2 b), while
in the Tolypothrix family, Microchaetaceae

BECERRA—ABSALON et al.: A new species of Brasilonema

LEMMERMANN, branching is between heterocytes
and vegetative cells (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS
1989).

We observed a third type of false branching
in our populations: branches forming when a
hormogonium attaches to a filament sheath and
begin to germinate (Figs 1 e, 2f); this branching
type was described earlier by PanDEY (1974)
in Scytonematopsis. It appears that this type
of branching is also found in other species of
Brasilonema, including B. sennae and B. terrestre
(SANT” ANNA et al. 2011). In images of B. roberti—
lamii (SANT” ANNA et al. 2011), there is a branch
with a basal heterocyte but was interpreted as
tolypotrichoid branching. We consider that this
corresponds to the third type of branching, where
a hormogonium with a basal heterocyte is attached
to the sheath of another filament, and begins to
grow by forming a branch. This type of branching
was observed in populations of B. roberti—lamii in
Los Manantiales, in the state of Morelos, México
(RODARTE et al., unpubl.).

Molecular phylogenetics (Figs 3, 4) and the
similarity analyses (Table 2) were consistent with
morphological results and support the hypothesis
that the species from Tolantongo belongs to
Brasilonema, and that it is in fact a new species.
In phylogenetic analyses using both 16S rRNA
gene and cpcBA-1GS sequences, The Tolantongo’s
strain had a close common ancestor with
Brasilonema species. The differences observed
with these two molecular markers (Figs 3, 4) can
be explained by the nature of each one: the 16S
rRNA gene is more conserved and it is the most
widely accepted for phylogenetic studies which
establish relationships between genera or superior
taxa (KoMARrek 2010); whereas the cpcBA-IGS
region is chosen as a potentially highly variable
one, useful for identifying cyanobacteria at the
species level, in strains or populations (NEILAN et
al. 1995). Therefore, phylogeny using 16S rRNA
sequence demonstrated that our species belongs
to Brasilonema, and phylogeny with the copcBA—
IGS sequence demonstrated that it is different
from previously described species of this genus,
showing it to be a new species.

In conclusion, based on morphological,
and molecular analyses we consider that the strain
from Tolantongo is a new species, which we name
Brasilonema tolantongensis based on the name of
the site where it was found.
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A

La matriz consta de 269 taxa y 499 caracteres potencialmente informativos (de la base 1 a la 445 los caracteres son nucleétidos, A-verde, T-rojo, C-azul, G-amarillo
y de la base 446 a la 489 los caracteres son presencia-azul y ausencia-verde de gaps, reversiones y duplicaciones).
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