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RESUMEN 

El potencial bioactivo de los metabolitos secundarios extraídos de los 
cianoprocariontes ha incrementado las investigaciones con el fin de encontrar 
nuevas fórmulas para elaborar productos naturales y poder suprimir la aplicación de 
herbicidas y pesticidas que dañan la salud humana y contaminan el ambiente. Este 
trabajo forma parte del proyecto (316016) intitulado “Evaluación de un herbicida a 
partir de cianobacterias (aleloquímicos) como alternativa de control y manejo de 
arvenses”. Cuyo objetivo fue caracterizar morfológica y molecularmente el material 
biológico correspondiente a cianoprocariontes filamentosos homocitados aislados 
de diferentes localidades de la Faja Volcánica Transmexicana (FVTM) para usar, en 
un futuro, sus compuestos aleloquímicos para actividades agrícolas. Se obtuvieron 
cuatro cepas de cianoprocariontes de diferentes localidades: Letolyngbya laminosa, 
Microcoleus amoenum, Laspinema thermale y Ramsaria avicennae. Para los 
aislamientos se utilizó el medio BG11 con 0.1 µg de ciclohexamida. Para delimitar 
los caracteres morfológicos se apoyó en microscopia óptica, mientras las 
secuencias del gen 16r RNA (750pb) obtenidas se utilizaron para el análisis in silico 
y analizados por Máxima Verosimilitud. Los alineamientos se realizaron usando 
BioEdit. Toda la información obtenida, permitió sumar los caracteres morfológicos, 
ecológicos y moleculares para determinar los taxones estudiados. Asimismo, 
basados en los resultados, L. thermale y R. avicennae representan dos nuevos 
registros para el país; ambas especies de ambientes extremos. 

 

 

 

Palabras clave: cianoprocarionte, caracterización morfológica, evaluación molecular, gen 
16S, ambientes extremos  
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INTRODUCCIÓN 

Generalidades 

Los Cianoprocariontes, también conocidos como cianobacterias, son organismos 
procariotas cuyo origen son las eubacterias (Komárek & Kaštovsky, 2003), los 
cuales presentan características básicas de una bacteria como pared Gram-
negativa, ausencia de membrana nuclear y organelos de doble membrana, además 
que se reproducen de forma asexual (Castenholz et al., 2001). Sin embargo, los 
cianoprocariontes se diferencian por la capacidad de realizar la fotosíntesis 
oxigénica a través de mecanismos y estructuras como los tilacoides, clorofila a y 
otros pigmentos como la c-ficocianina, c-ficoeritrina, c-ficoeritrocianina y 
alloficocianina. Además, son los únicos organismos oxifototróficos que contienen 
genes-Nif, así como mecanismos y adaptaciones para la fijación de nitrógeno 
(Komárek, 2006; Stadnichuk et al., 2015; Pagels et al., 2019). 

A partir del registro fósil, se estima que los cianoprocariontes datan del precámbrico 
temprano, hace más de 2,500 millones de años, colocándolos como los organismos 
oxifototróficos más longevos y el principal responsable de la oxigenación del 
planeta, evento conocido como la “Gran Oxigenación” que data de 2450-2320Ma 
(Knoll, 2003). Debido a su larga historia evolutiva junto a su capacidad de adaptarse 
a diferentes condiciones ambientales, incluyendo los hábitats más extremos del 
planeta, los cianoprocariontes se han considerado como uno de los filos más 
diversos y ampliamente distribuidos en el planeta (Dvořák et al., 2015; Mishra et al., 
2019). 

La organización celular, va desde unicelulares, filamentosas, así como formar 
colonias con diferente grado de organización (Anagnostidis & Komárek, 1985, 
1990). Algunas pueden desarrollar células especializadas como los heterocitos 
(diazocitos en Trichodesmium) cuya función es la fijación de nitrógeno atmosférico; 
y los acinetos, para la reproducción o resistir condiciones adversas. A los 
cianoprocariontes que forman heterocitos se les denomina heterocitadas, y aquellas 
que no tienen capacidad de producirlo se llaman homocitadas (Sandh et al., 2012; 
Fernández-Carrera, 2013). 

Según Komárek (2016), el concepto de especie en cianoprocariontes se 
circunscribe a un grupo de poblaciones, de las cuales se obtienen cepas, que 
pertenecen a un mismo genotipo, que se caracterizan por un fenotipo estabilizado 
con rasgos característicos (definibles y reconocibles con distinguidos límites de 
variación) y con las mismas demandas ecológicas; deben ocurrir repetidamente, en 
el tiempo, en varias localidades con las mismas condiciones ecológicas. 

Taxonomía de cianoprocariontes 

Los cianoprocariontes fotosintéticos son los únicos organismos procariontes que 
pueden ser clasificados bajo dos esquemas. El primero, considera el código 
botánico (Código Internacional de Nomenclatura para Algas, Hongos y Plantas 
(ICN), antes ICBN) (Turland et al., 2018) y el segundo, el código bacteriológico 
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(Código Internacional de Nomenclatura de Procariotas (ICNP), antes ICNB) (Parker 
et al., 2019). Ambos esquemas son diferentes y tienen sus propias reglas de 
clasificación y validación taxonómica que se basan en caracteres morfológicos, 
ecológicos, fisiológicos y genéticos para la descripción de estos organismos (Oren, 
2011; Oren & Ventura, 2017; Willis & Woodhouse, 2020). 

Convencionalmente, la taxonomía tradicional de los cianoprocariontes se basaba 
principalmente en caracteres morfológicos y ecológicos, sin embargo, debido a falta 
de apomorfías claras, se dificulta la correcta identificación. Por esta razón, el 
enfoque polifásico suma métodos moleculares y filogenéticos basados en 
secuencias de 16S, ITS y ultraestructura celular, junto a caracteres morfológicos, 
ecológicos y fisiológicos, para determinar taxonómicamente con mayor precisión 
poblaciones silvestres y cultivadas (Hoffman et al., 2005; Mareš, 2018; Komárek, 
2020). 

Para la evaluación de la diversidad, Komárek (2006) sugirió seis enfoques 
tradicionales y moleculares que deberían ser usados: 1) Análisis moleculares, 
principalmente aquellos concernientes a las relaciones filogenéticas, diversidad de 
genotipos, procesos de diversificación y especiación; 2) Diversidad morfológica 
incluyendo variación natural y en cultivo; 3) Límites ecológicos, ecofisiológico y 
biogeográfico; 4) Estudios ultraestructurales; 5) Caracteres bioquímicos e 
información sobre procesos metabólicos (producción de metabolitos secundarios, 
procesos de adaptación, entre otros; 6) Correcta designación formal de taxones que 
respete las reglas de nomenclatura bacteriológica y botánica. Siendo obligatorios el 
primer, tercer y sexto enfoque para el reconocimiento de nuevas especies de 
cianoprocariontes. 

La gran cantidad de estudios que han aplicado este enfoque polifásico han permitido 
analizar y reestructurar las clasificaciones supraespecíficas, así como el hallazgo 
de nuevos taxones basados exclusivamente en su posición en el árbol filogenético 
(Komárek, 2006; 2010; Komárek & Kaštovský, 2003; Komárek et al., 2014; 
Komárek, 2020). 

A partir del análisis molecular en el gen 16S de 133 genomas de Synechococcus, 
Komárek et al. (2020) revelaron la polifília y diversidad filogenética de tales 
cianoprocariontes, lo que resultó en el establecimiento del orden Thermostichales, 
la familia Thermostichaceae y el género Thermostichus. Asimismo, causó cambios 
dentro del ordenes Chroococcales, Pseudoanabenales y Synechococcales donde 
se ubican las familias Aphanothecaceae, Thermosynechococcaceae y 
Prochlorococcaceae. Por lo cual, actualmente se reconocen 12 órdenes (Fig. 1) 
para la clase Cyanophyceae (Guiry & Guiry, 2022). 
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Figura 1. Esquema de clasificación de la Clase Cyanophyceae, rodeada por 12 órdenes 
establecidos, abajo el año que se realizó la última actualización taxonómica 
correspondiente (Guiry & Guiry, 2022). 

Basados en los avances de numerosas investigaciones polifásicas del complejo 
Lyngbya, Leptolyngbya, Oscillatoria y Phormidium; géneros que se reconoce que, 
cada uno posee varios criptogéneros (linajes que no pueden ser distinguidos por su 
morfología y ecología, solamente se observan a través de marcadores moleculares) 
(Komárek et al., 2014; Komárek, 2016; Caires et al., 2018). Esto ha generado la 
reubicación y modificación taxonómica con base en el análisis filogenético del 16S 
dentro del orden Oscillatoriales, tal como en las familias Cyanothecaceae, 
Coleofasciulaceae (Komárek et al., 2014), Microcoleaceae (Strunecky et al., 2013) 
y Sirenicapillariaceae (Berthold et al., 2022) donde incluyen siete géneros: 
Affixifilum, Capilliphycus, Limnoraphis, Limnospora, Neolyngbya, Sirenicapillaria y 
Tigrinifilum. Así como la creación de nuevas familias, como: Desertifilaceae (Hasler 
et al., 2017), Laspinematacaeae (Zimba et al., 2020) que incluye dos géneros: 
Perforafilum y Laspinema (Heidari et al., 2018) y Vermifilaceae (Berthold et al., 
2020). Información que actualmente registra 15 familias para el orden Oscillatoriales 
(Fig. 2). 
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Figura 2. Familias que componen el orden Oscillatoriales, las familias Laspinemataceae y 
Sirenicapillariacae corresponden a nuevas jerarquías basadas en material obtenido de Irán 

(Guiry & Guiry, 2022). 

A pesar de estos avances, aún hay numerosas cepas similares que todavía se 
determinan como Leptolyngbya, Lyngbya, Oscillatoria o Phormidium en función de 
las filogenias del ARNr 16S, incluso si están lejanamente relacionadas con el clado 
de la especie tipo. Por tanto, hace falta seguir documentando las características 
ultraestructurales y ecológicas, además de los datos moleculares, para evitar 
subestimar los taxa crípticos (Komárek & Anagnostidis, 2005). 

Actualmente, en el mundo, se han descrito 2,196 taxa de cianoprocariontes con un 
total de 439 géneros válidos y cerca de 4,616 genomas completos o en proceso, 
disponibles en la GenBank® (Hauer & Komárek, 2022). Sin embargo, se estima que 
la riqueza específica seguirá en aumento, particularmente porque en los ambientes 
tropicales y extremófilos, han sido poco investigados o desconocidos (León-Tejera 
et al., 2009; Nabout et al., 2013). 

Biodiversidad e Importancia 

La participación de los cianoprocariontes a nivel ecológico es de suma importancia 
ya que contribuyen en la producción primaria en diferentes ambientes, participando 
en los ciclos del carbono, nitrógeno, oxígeno y en la producción de metano (Rippka 
et al., 1979; Tomitani et al., 2006; Bižić et al., 2020). 
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También se conocen de algunas cianoprocariontes capaces de producir 
compuestos bioactivos con características tóxicas (cianotoxinas) tales como: 
microcistina, anatoxina, cilindrospermopsina, nodularina y saxitoxina, 
representando un potencial riesgo para los organismos acuáticos y la salud humana, 
debido a su capacidad de proliferar y formar florecimientos algales nocivos 
(Blooms). Este fenómeno ha provocado el estudio, monitoreo y desarrollo de 
estrategias para su mitigación por considerarse una contingencia ambiental cuando 
se desarrollan en sistemas acuáticos que abastecen de agua potable, zonas de 
pesca o zonas recreativas y turísticas (Cronberg et al., 2003; Cronberg & Dotter, 
2006; Van Apeldoorn et al., 2007; Demay et al., 2021). Por el contrario, otros 
compuestos químicos como: alcaloides, depsipeptidos, lipopéptidos, macrólidos, 
péptidos, terpenos, polisacáridos, lípidos, poliquelidos, fenoles, esteroides y 
vitaminas, se han considerado para su uso y aplicación en cosmetología, 
farmacología, agricultura, alimentación, entre otros (Guihéneuf et al., 2016; Mazard 
et al., 2016). 

Usos y aplicaciones 

Demay et al. (2019) realizaron una revisión exhaustiva del uso de los productos 
naturales de los cianoprocariontes donde 90 géneros, principalmente de 
Oscillatoriales y Nostocales, destacan por su uso potencial y aplicaciones de los 
metabolitos secundarios. En total señalan 14 clases de bioactividades y 260 familias 
de metabolitos atribuidos a cianoprocariotas de diferentes niveles taxonómicos. Las 
bioactividades descritas son: letalidad en invertebrados, neurotoxicidad, 
hepatotoxicidad, toxicidad dermal, citotoxidad, actividad antinflamatoria y 
antioxidante, antifúngica, antiviral, anti algal, anti-protozoos e inhibición enzimática 
(Singh et al., 2017). 

Por su parte, Tsolcha et al. (2017) desarrollaron en UK, exitosamente un cultivo 
mixto de Leptolyngbya, Ochromonas y Poterioochromonas para tratar aguas 
residuales de la industria de la vid, centrándose en el crecimiento celular y la 
producción simultánea de lípidos, evaluando la influencia de diferentes 
concentraciones iniciales de contaminantes. Sugiriendo la posible aplicación 
efectiva de este cultivo en el tratamiento integrado de aguas residuales y la 
producción de biodiesel. Asimismo, Zada et al. (2018) revelaron que la síntesis 
biogénica de nanopartículas de plata (AgNP) a partir de extractos de Leptolyngbya, 
provenientes de China, (Synechococcales, fam. Leptolyngbyaceae) y poseen una 
fuerte actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli, así 
como la capacidad de inducir la apoptosis en la línea de células cancerosas (HeLa). 

Brenes-Guillén et al. (2019) demostraron el potencial de Leptolyngbya, extraída de 
aguas termales de Costa Rica, para eliminar los herbicidas Paraquat y Bromacil de 
la solución acuosa en condiciones de laboratorio. Proponiendo a Leptolyngbya, 
como una opción biológica adecuada para desarrollar estrategias de 
biorremediación de bajo costo y para la desintoxicación de herbicidas en campos 
agrícolas. 
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Gara-Ali et al. (2021) investigaron la composición química de los extractos lipofílicos 
de Leptolyngbya sp. aislada de una fuente geotérmica de Túnez, África, donde se 
obtuvo una alta abundancia de ácido pamitoleico, diterpenos (neofitadieno, fitol), 
alcanos/alquenos (pentacosano, heptacosano), esteroles (γ-sitosterol) y terpenos 
(limoneno), los cuales mostraron potencial para el desarrollo de complementos 
alimenticios naturales y agentes antiproliferativos contra cáncer de ovario y colon. 

ANTECEDENTES 

En la agricultura, el desarrollo de herbicidas orgánicos a partir de los metabolitos 
secundarios extraídos de cianoprocariontes ha tomado lugar como alternativa a los 
herbicidas químicos, como el glifosato, cuyo uso excesivo y persistente ha dado 
lugar a varios casos de resistencia al herbicida, así como causan de efectos 
negativos en la salud humana debido a la exposición directa o indirecta a estos 
herbicidas (Lee et al., 2015; Daniel et al., 2018; Van Bruggen et al., 2018; Adetunji 
et al., 2019). 

La capacidad para actuar sobre la germinación de semillas o para inhibir o retardar 
el crecimiento de malezas u otros organismos autótrofos se define como potencial 
alelopático o fitotóxico, el cual altera los procesos de la fotosíntesis y la respiración, 
particularmente relacionados con la inhibición de las actividades enzimáticas (Soltys 
et al., 2013; Iqbal et al., 2020). En el caso de los cianoprocariontes, principalmente 
dulceacuícolas, su actividad alelopática incluye particularmente a otras protistas 
fotosintéticos y plantas acuáticas, al competir por los nutrientes y la luz, limitando el 
crecimiento de ellos en los ecosistemas (Berry et al., 2008). 

A finales del siglo XX, investigaciones con cepas de los géneros Fischerella, Nostoc, 
Calothrix y Anabaena mostraron capacidad alelopática al detener la fotosíntesis de 
otras algas verdes (Schlegel et al., 1998). A partir del metabolito secundario, 
cianobacterina, extraída de Scytonema hofmanni, mostró de igual forma inhibir el 
crecimiento de algas verdes y otras cianoprocariontes como Synechoccocus, 
modificando la acción del fotosistema II (Gleason & Paulson, 1984; Gleason & Case, 
1986). A partir de extractos etanólicos de Lyngbya aestuarii mostraron que inhibe 
fuertemente el crecimiento de la planta acuática Lemna minor (Entzeroth et al., 
1985). 

En gran parte, el mecanismo de alelopatía es la inhibición del transporte de 
electrones del fotosistema II, tal como lo demostraron Flores & Wolk (1986) 
utilizando nostocyclamida en Ankistrodesmus, Scenedesmus obliquus y S. 
subspicatus, así como con rotíferos y crustáceos. También, Vepritskiĭ et al. (1991) 
y Gromov et al. (1991) utilizaron cyanobacterina LU-1 y LU-2 extraída de Nostoc 
linckia, contra otras cianobacterias y algas. Hagmann & Jüttner (1996) mostraron 
que fischerelina A presenta una fuerte inhibición contra Anabaena, Synechococcus, 
en algas verdes como Scenedesmus obliquus, S. subspicatus; en el crecimiento de 
la lenteja de agua (Lemna minor), y de algunos hongos acuáticos e imperfectos, 
como roya del frijol (Uromyces appendiculatus), tizón del trigo (Erysiphe graminis), 
tizón tardío en tomate (Phytophthora infestans) y tizón del arroz (Pyricularia oryzae). 
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Asimismo, Pflugmacher (2002) demostró que la microcistina LR inhibe el 
crecimiento de varias plantas acuáticas como Ceratophyllum, Myriophyllum y 
Elodea, afectando la producción de oxígeno fotosintético. Hirata et al. (2003) 
señalaron que, a partir de la nostocina A, extraída de Nostoc spongiaforme exhibió 
actividad inhibitoria para el crecimiento de cianobacterias, algas verdes, inhibición 
en el alargamiento de las raíces de Echinochloa crusgalli, actividad anti-alimentaria 
para el gusano de bola de algodón (Heliothis armigera) y toxicidad aguda para los 
ratones, lo que generó su clasificación como un veneno peligroso. Por otra parte, 
Brilisauer et al. (2019) reconocieron 7-deoxy-sedoheptulosa extraída de 
Synechococcus elongatus para inhibir el crecimiento de especies de cianobacterias, 
así como de Saccharomyces sp. y Arabidopsis sp. 

El conocimiento de la gama de usos de los cianoprocariontes permite indicar que 
se requieren más investigaciones aplicadas en México para la búsqueda de nuevas 
fórmulas para elaborar productos naturales y poder suprimir la aplicación de 
herbicidas y pesticidas que dañan la salud humana y contaminan el ambiente 
(López Obrador, 2021). 

JUSTIFICACIÓN 

 

El reconocimiento de la biodiversidad de cianoprocariontes de una región con alta 
riqueza de recursos naturales, como es México, resulta esencial para llegar a 
explorar el campo de su uso biotecnológico. Es por ello cada vez más importante 
contar con un cepario que apoye diferentes líneas de investigación. En particular, 
se inicia este trabajo a través del proyecto (316016), “Evaluación de un herbicida a 
partir de cianobacterias (aleloquímicos) como alternativa de control y manejo de 
arvenses”, apoyado por la convocatoria: Desarrollo de innovaciones tecnológicas 
para una agricultura mexicana libre de agroinsumos tóxicos “Programas Nacionales 
Estratégicos de Ciencia, Tecnología y Vinculación con los Sectores Social, Público 
y Privado”. Donde se busca delimitar la morfología y algunos caracteres moleculares 
de cepas de cianoprocariontes homocitadas nativas de México para validar la 
identidad taxonómica del material biológico que serán usados en futuras 
aplicaciones agrícolas. 

OBJETIVO GENERAL 

Caracterizar morfológica y molecularmente cianoprocariontes homocitadas aisladas 
de diferentes localidades de la Faja Volcánica Transmexicana (FVTM) para usar, en 
un futuro, sus compuestos aleloquímicos para actividades agrícolas.  

Objetivos particulares 

Aislar cepas de cianoprocariontes homocitadas para su cultivo monoespecífico 
recolectadas en el Bosque La Primavera, Jalisco y en el Río San Juan, Teotihuacan, 
que permitan aumentar el cepario de la FES Iztacala, UNAM. 
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Describir morfológicamente bajo el concepto de especie, el material biológico de 
estudio a través de microscopía de luz (ML). 

Analizar las cepas estudiadas a partir de las secuencias de la región 16S, con base 
en el concepto de especie filogenética. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Área de Estudio. La Faja Volcánica Transmexicana (FVT), es un conjunto de 
cordilleras de volcanes alineados sobre una franja que cruza el territorio mexicano 
de oeste a este, desde Cabo Corrientes, Nayarit hasta la sierra Chinconquiaco, 
Veracruz (Fig. 3). Esta unidad se reconoce como centro de diversificación, 
endemismo y transición biogeográfica para una gran variedad de taxones. Además, 
existe un gran número de zonas geotérmicas que están relacionadas con alguna 
actividad volcánica, donde el conocimiento de la biota que habita en estos 
ambientes es escaso (Ferrusquía–Villafranca, 2007; Gámez et al., 2012; Suárez-
Mota et al., 2013). 

 

Figura 3. Mapa Faja Volcánica Transmexicana extraído de Rzedowski, J. (2020). Áreas de 
estudio señalas con una flecha. 

Recolecta de cepas de interés. Se realizaron recolectas durante el mes de 
octubre, 2021 en: Río San Juan, Teotihuacán, Estado de México (19°41’2’’N, 
98°50’29’’O) y Río Caliente, Bosque de la Primavera, Jalisco (20° 40’49’’ N, 103° 
34’43’’ O). En ambos sitios se registraron: temperatura, pH, conductividad y 
luminosidad, para la temperatura del agua se utilizó un termómetro marca Brannan, 
el pH se midió con un potenciómetro marca Cole-Parmer®, modelo Digi-sense, la 
conductividad con conductímetro marca Hanna® y la cantidad de luz con un 
luxómetro digital LX-1010B, marca Tondaj®. 
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Las dos muestras de interés fueron colocadas en tubos estériles con medio BG-11c 
sólido y líquido. El proceso de aislamiento fue escalado hasta obtener un cultivo 
monoespecífico (Rippka et al., 1979). Además, se cultivaron cianoprocariontes 
homocitadas pertenecientes al cepario de la FES Iztacala, UNAM, provenientes de 
los Hervores, Teuchitlán (Jalisco), hasta obtener una cepa monoespecífica. 

Aislamiento y cultivo. Se realizaron cultivos por lote de cada especie, para los 
cultivos en medio líquido a 25 ± 1°C.  Se inició con frascos de 125 ml con 50 ml de 
medio BG-11C, pasando a frascos de 250 ml con 150 ml de medio, 500 ml con 250 
ml de medio hasta frascos de 1 litro con 700 ml de medio BG11C. Cada escala fue 
durante dos semanas bajo iluminación a 85 µE. Los cultivos por lotes se inocularon 
con pre-cultivos stock con una OD750 (Singh et al., 2011). Para los cultivos en 
medio sólido, se realizaron en placa y en tubo con agar al 2% con medio BG11C. Se 
continuó hasta tener un cultivo puro. En algunos casos se agregó 0.1 µg de 
ciclohexamida para evitar el crecimiento de organismos eucariontes en los cultivos 
(Rout et al., 2013). 

Determinación taxonómica. El material biológico fue revisado bajo un microscopio 
óptico marca Leica® con cámara incorporada de 10 megapíxeles. Para destacar la 
vaina de los filamentos se utilizó Azul de Cresil (Kumar & Sing, 1979). Para la 
determinación a partir de los caracteres morfológicos se consultaron las obras de 
Anagnostidis & Komárek (1985, 1988), Komárek & Anagnostidis (2005), Komárek 
(2018), Komárek et al. (2014), Heidari et al. (2018), entre otras fuentes 
especializadas. 

Extracción y aislamiento de ADN. Para la extracción de ADN se utilizó el kit 
“GenElute Plant Genomic DNA Miniprep”, marca Sigma-Aldrich®, siguiendo el 
protocolo del fabricante (anexo 1). Con un espectrofotómetro NanoDrop™ ONE se 
verificó la concentración de ácidos nucleicos y pureza de la extracción del ADN.  

Amplificación de 16rRNA. La identificación molecular se realizó según los 
protocolos de Hrouzek et al. (2013) y Rout et al. (2015). Para amplificar el gen 16S 
rRNA de las cepas de cianoprocariontes, se utilizaron los cebadores (Primers), 27F1 
(5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) y 809R (5’-
GCTTCGGCACGGCTCGGGTCGATA-3’) propuestos por Saker et al. (2005). 

Para la amplificación del gen, el PCR se realizó en un volumen de reacción de 20µl, 
con 20ng de ADN genómico (Neilan et al., 1995), utilizando un termociclador 
automático programado con un precalentamiento durante 4 min a 94 °C, seguido de 
35 ciclos de 30 seg a 94 °C, 30 seg a 55 °C y 30 seg a 72°C, una extensión final de 
7 min a 72°C antes de mantener a 4°C indefinidamente. Todos los productos de 
PCR fueron visualizados por electroforesis, a 70 volts durante 40 min., en gel de 
agarosa 1% (p/v), usando buffer TBE al 1X. 

Los productos de PCR se amplificaron con la enzima AccuPower® PCR PreMix, 
marca Bioneer® para los genes específicos 16S rRNA con 750 pb. Los productos 
de PCR se purificaron a través del GenElute™ Gel Extraction Kit, marca Sigma-
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Aldrich® (anexo 2). Los productos purificados se secuenciaron usando los mismos 
cebadores, directo y reverso, utilizados en la amplificación de PCR. Las muestras 
de cada cepa fueron secuenciadas por duplicado en las instalaciones del 
CINVESTAV, Irapuato.  

Análisis in silico de secuencias. El montaje y edición de las secuencias se 
realizaron usando el programa BioEdit (anexo 3). La base de datos para el análisis 
filogenético se compuso por secuencias parciales de la región 16S ARNr, identificadas 
por el programa BLAST®, donde se excluyeron cepas de secuencia recurrente y no 
cultivadas. 

Usando el programa Mega11 se alinearon las secuencias mediante ClustalW 
(anexo 4) y se construyeron los árboles filogenéticos por medio del análisis de 
máxima verosimilitud, el cual fue probado usando 100 réplicas bootstrap y el modelo 
Tamura & Nei (Tamura & Nei, 1993; Tamura et al., 2021). 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

A partir de las claves taxonómicas y la identificación molecular (Fig. 4) sobre las 
cepas recolectadas y del herbario de la FES Iztacala, se determinaron cuatro 
morfotipos de cianoprocariontes homocitados: Leptolyngbya laminosa, 
perteneciente al orden Synechococcales y Microcoleus amoenum, Laspinema 
thermale (*) y Ramsaria avicennae (*), pertenecientes al orden Oscillatoriales (Tabla 
1). De ellas con base en Oliva & Garduño (2017) y Novelo & Tavera (2011, 2022) 
se indican dos nuevos registros (*) para el país, lo cual incrementa el conocimiento 
de la flora ficológica para México. 

Aislamiento de ADN (A) Productos de PCR (B) 

  

Figura 4. Aislamiento de ADN (A): 1- Marcador molecular, 2- POIzta 4.1, 3- OsR-01-Te, 4- 
F59. Productos de PCR (B): 1- Marcador molecular, 2- POIzta 6, 3- Glo-01-Ver, 4- 
Calothrix, 5- POIzta, 4.1, 6- OsR-01-Te, 7- F59. 
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Tabla 1. Condiciones ambientales de los sitios de recolecta de los materiales 
biológicos aislados (gris) y material biológico del cepario de la FES Iztacala, UNAM 
(naranja). 

Especie Código Localidad Temp. 
Agua 

°C 

Temp. 
Ambiental 

°C 

pH Cond. 
(µS/cm-1) 

Lum. 
(lux) 

Leptolyngbya 
laminosa 

POIzta 
4.1 

Río Caliente, 
Bosque de la 
Primavera, 
Chapala, Jal.  

50 38 8.4 1440 900 

Microcoleus 
amoenum 

OsR-
01-Te 

Río San 
Juan, 
Teotihuacán, 
Edo Mex.  

22.9 28 7.2 990 788 

Laspinema 
thermale 

F23* Los 
Hervores, 
Teuchitlán, 
Jal. 

60 35 - - - 

Ramsaria 
avicennae 

F59* Los 
Hervores, 
Teuchitlán, 
Jal. 

65 33 - - - 

Para este trabajo fue fundamental el apoyo de los marcadores moleculares para 
delimitar los géneros y especies de las cianoprocariontes homocitadas estudiadas. 
Tal y como ha sido mencionado por varios especialistas, entre ellos Komárek (2006. 
2018) quien además ha indicado que el número de caracteres morfológicos 
aplicados a la identificación de cianoprocariontes es, en muchos casos ambiguo, 
donde los fenotipos son dependientes de las condiciones ambientales, causando 
confusión y como resultado, una mala determinación. Con el uso y aplicación de 
métodos moleculares aunado a los caracteres morfológicos y ecológicos, es decir 
con un enfoque polifásico, han permitido identificar claramente algunas especies de 
cianoprocariontes. 

A continuación, se indican los nombres de las especies determinadas junto a la 
descripción morfológica, la localidad y condiciones ambientales de la población 
estudiada, el código del cultivo y las microfotografías que apoyan la información. 
También, se añade el árbol filogenético con base en el análisis del 16S que se 
realizó para su determinación molecular. 
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Leptolyngbya laminosa (Gomont) 
Anagnostidis & Komárek, 1988 

 
Clasificación: Orden: Synechococcales, Familia: Leptolyngbyaceae 

Descripción: Filamentos de textura gelatinosa y color verde esmeralda. En cultivo, 
forman fascículos alargados hasta de 2 cm de largo. Son bentónicas que forman 
tapetes sobre rocas cercanas al margen del río con filamentos rectos o curvos con 
arreglo irregular, densamente enredados. Células siempre más largas que anchas, 
1.2-1.3 µm x 2.6-3.0 µm (n=20), con célula apical redondeada, sin caliptra. Vaina 
delgada, firme y hialina, con proyección en punta, 0.2-0.5 µm de ancho. Tricomas 
rectos o flexuosos sin aerótopos, no constreñido en la pared transversal. No 
presentan heterocistos, ni acinetos (Fig. 5). 

Localidad: Río Caliente, Bosque de La Primavera, Jalisco. Coordenadas: 20° 40’ 
48‘’ LN, 103° 34’ 41’’ LO. 

Fecha de colecta: 7-octubre-2021; Colector. Oswaldo A. Rivero Morales. 

Condiciones ambientales: pH= 8.4, temperatura del agua 50ºC, temperatura 
ambiental 38ºC, conductividad 1440 µS/cm-1, intensidad de luz directa 900 lux. 

Cultivo: código POIzta 4.1, Medio BG11C. Crecimiento óptimo en agitación 
constante. 
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Figura 5. a) Aspecto general de la zona de recolecta, Río Caliente, Jalisco; b) Tricoma con 
vaina incolora; c) fascículos en cultivo medio BG11c; d) Leptolyngbya laminosa, filamentos 
con arreglo irregular, rectos y curvos; e) Célula terminal redondeada, proyección en punta 
de la vaina (flecha); f) necridios (flecha). Barra= 10 µm. 
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Figura 6. Árbol filogenético compuesto por secuencias parciales de la región 16S rRNA 
identificadas por el programa BLAST, que incluye cepas del género Leptolyngbya. Se 
alinearon las secuencias mediante ClustalW y se construyó árbol, usando el análisis de 
Máxima Verosimilitud, con 100 réplicas bootstrap y el modelo Tamura-Nei. Los análisis 
evolutivos se realizaron con el programa MEGA11 (Tamura & Nei, 1993; Tamura et al., 
2021). En el cuadro rojo se indica la cepa recolectada en el Río Caliente, Bosque la 
Primavera, formando un cluster con Leptolynbya laminosa 0414, con una homología del 
96.17%. 
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Aspectos taxonómicos de Leptolyngbya laminosa. A partir de las claves 
taxonómicas de Komárek & Anagnostidis (2005) y de Sant’Anna et al. (2017), la 
cepa POIzta 4.1 se identificó dentro del género Leptolyngbya, grupo VIII (especies 
de hábitats minerales y termales, con células visiblemente más largas que anchas), 
donde inicialmente fue determinado como L. thermalis. Sin embargo, la descripción 
morfológica no coincide a la de este estudio, debido a que esta especie se presenta 
como filamentos solitarios, rectos, ligeramente curvos y con un gránulo único en el 
tricoma característico en la especie. 

En el análisis molecular, la cepa POIzta 4.1 formó un cluster directo con L. laminosa, 
con una homología del 96.17% (Fig. 6). A partir de la descripción de la especie 
realizada por Anagnostidis & Komárek (1988), se confirma su identidad taxonómica, 
al coincidir morfológica y ecológicamente, tratándose de una especie cosmopolita, 
comúnmente de ambientes termales, asociado con Mastigocladus laminosus. 

Zaragoza-Rotstein (2002) investigó el primer listado ficoflorístico de Río Caliente, 
donde 29 especies morfológicas de cianoprocariontes, pertenecientes a 13 géneros, 
aunque no registró el género Leptolyngbya. Por tanto, según la consulta de base de 
datos de algas continentales de Novelo & Tavera (2022) se indica que L. laminosa 
representa el primer material biológico determinado molecularmente del área de 
estudio, así como el primer registro para la localidad y Jalisco. 
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Microcoleus amoenum (Gomont) Strunecky, 
Komárek & J.R. Johansen, 2013 

Clasificación: Orden: Oscillatoriales, Familia: Microcoleaceae 

Descripción: Tapete extendido, delgado, liso, verde azulado a verde obscuro. 
Filamentos generalmente rectos a ondulados. Tricomas verde-azul pálido, cilíndrico, 
con pared celular ligeramente constreñido. Presenta movimiento oscilatorio. Vaina 
delgada e incolora. Células isodiamétricas más anchas que largas 4-5.5 µm x 2-4 
µm, célula apical redondeada, algunas veces atenuada. Presencia de necridios y 
caliptra (Fig. 7). 

Localidad: Río San Juan, Teotihuacán, Estado de México, 19°41’2’’ LN, 98°50’29’’ 
LO, aerofitica, suelo fangoso, pantanoso; fecha de recolecta: 26 octubre 2021. 

Condiciones ambientales: pH 7.2, temperatura agua 22.9°C, temperatura 
ambiental 26°C, conductividad 990 µS/cm-1, intensidad de luz 78 800 lux. 

Cultivo: código OsR-01-Te, Medio BG11C. Crecimiento óptimo sin agitación. 

 

Figura 7. Microcoleus amoenum. a) Aspecto general de la zona de recolecta, Río San Juan, 
Teotihuacán, sobre lodo; b) forma de crecimiento, filamentos rectos a curvos; c) célula 
apical con caliptra; d) tricomas rectos con células más cortas que anchas, vaina muy fina e 
incolora e) formación de necridios (flecha). 
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Figura 8. Árbol filogenético compuesto por secuencias parciales de la región 16S rRNA 
identificadas por el programa BLAST, incluye cepas del género Phormidium, Microcoleus, 
Oscillatoria y Tychonema. Se alinearon las secuencias mediante ClustalW y se construyó 
el árbol, usando el análisis de Máxima Verosimilitud, con 100 réplicas bootstrap y el modelo 
Tamura-Nei. Los análisis evolutivos se realizaron con el programa MEGA11 (Tamura & Nei, 
1993; Tamura et al., 2021). En el cuadro rojo se indica la cepa recolectada en el Río San 
Juan, Teotihuacán, formando un cluster con O. amonea y P. inundatum, ambas especies 

con una homología del 100%. 
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Aspectos taxonómicos de Microcoleus amoenum. A partir de la clave 
taxonómica de Komárek & Anagnostidis (2005), la cepa OsR-01-Te, fue identificada 
dentro del género Phormidium, grupo VII. En el análisis del árbol filogenético, la 
cepa de referencia formó un cluster con Oscillatoria amoena y Phormidium 
inundatum, ambas cepas con una homología del 100% (Fig. 8). 

A partir de la descripción morfológica y ecológica, se descartó a P. inundatum, 
debido a que esta especie presenta vaina mucilaginosa, células isodiamétricas a 
más largas que anchas y no presenta caliptra, cuyo hábitat son aguas oligotróficas 
y mesotróficas de zonas subpolares, tropicales y de aguas termales (Kützing ex 
Gomont, 1892). 

Por otro lado, con base en las descripciones realizadas por Kützing (1843), 
Kondrateva (1968) y Anagnostidis & Komárek (1988), se confirmó la identidad 
taxonómica de Oscillatoria amoena, siendo morfológica y ecológicamente similar a 
la cepa OsR-01-Te. Esta especie, considerada cosmopolita, solamente ha sido 
registrada para el Estado de Sonora, México (Novelo & Tavera, 2022), por lo que 
representa el primer registro para el Estado de México y el primer registro 
ficoflorístico para Río San Juan, Teotihuacán. Es importante mencionar que, debido 
a la amplia diversidad de ambientes donde puede ser localizado, se sugiere tener 
cuidado con las descripciones de otros autores ya que difieren los caracteres 
dependiendo el lugar donde fueron colectados, por lo que podría tratarse de otros 
taxones (Komárek, 2002). 

Para ajustarse del nombre válido, el epíteto O. amoena fue modificado a 
Microcoleus amoenum, esto debido a Strunecký et al. (2013), quienes lo 
transfirieron, con base a caracteres morfológicos y genéticos, a especies de 
Phormidium, del grupo VII, dentro del clado de Microcoleus, entre ellos, P. amoenum 
(basiónimo: O. amoena). 
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Laspinema thermale Heidari et Hauer, 2018 

Clasificación: Orden: Oscillatoriales, Familia: Laspinemataceae 

Descripción: Filamentos formando tapetes bentónicos de color verde intenso. 
Tricoma sin ramificaciones o falsas ramificaciones, rectos u ondulados, ligeramente 
constreñido en la pared celular, sin aerótopos, presenta movimiento. Vaina hialina 
de 1 µm de ancho, un tricoma por vaina. Células siempre más anchas que largas, 
5-6 x 2-3 µm. Célula apical cónica y doblada, a veces redonda y sin caliptra. No 
presentan heterocitos ni acinetos. Reproducción por hormogonios con formación de 
necridios. 

Localidad: Hervores, Jalisco. En aguas termales con temperatura 55 a 70º C, olor 
a azufre. 

Cultivo: código F23, BG11C, (Fig. 9). Crecimiento óptimo sin agitación. 

 

Figura 9. Laspinema thermale. a) Aspecto general de la zona de recolecta, los Hervores, 
Jalisco; b) forma de crecimiento de los tapetes; c y d) filamentos rectos y curvos; e) 
formación de necridios, célula apical atenuada y curva. 
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Figura 10. Árbol filogenético compuesto por secuencias parciales de la región 16S rRNA 
identificadas por el programa BLAST, que incluye cepas del género Laspinema. Se 
alinearon las secuencias mediante ClustalW y se construyó árbol, usando el análisis de 
Máxima Verosimilitud, con 100 réplicas bootstrap y el modelo Tamura-Nei. Los análisis 
evolutivos se realizaron con el programa MEGA11 (Tamura & Nei, 1993; Tamura et al., 
2021. En el cuadro rojo se indica la cepa F23, perteneciente a la localidad de Los Hervores, 
Jalisco, formando un cluster con Geitlerinema earlei y Phormidium okenii, con una 
homología del 99.67% y 99.66% respectivamente.  
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Aspectos taxonómicos de Laspinema thermale. La cepa perteneciente de la FES 
Iztacala, recolectada en los Hervores, Jalisco, estaba registrada inicialmente dentro 
del género Lyngbya sp. A partir de la clave taxonómica de Komárek & Anagnostidis 
(2005), la cepa F23 se determinó dentro del género Phormidium, grupo III, como P. 
boryanum. 

Después, con el análisis del árbol filogenético (Fig. 10), la cepa F23 forma un clúster 
relacionado con varias cepas, entre ellas Phormidium okenii, con una homología del 
99.66%, la cual tiene poca relación taxonómica debido a que esta especie no 
presenta movimiento (Anagnostidis & Komárek 1988) y a pesar de estar registrado 
para ambientes termales, Komárek & Anagnostidis (2005) mencionan que puede 
tratarse de otra especie; también, formando un cluster con Geitlerinema earlei, con 
homología de 99.67%. tampoco tiene relación taxonómica debido a que esta 
especie no presenta vaina, el tamaño de la célula es menor, siendo de 2.2-2.4 µm 
de ancho y 2.5 veces más largo que ancho, además, cuenta con una célula apical 
prominentemente puntiaguda (Anagnostidis, 1989); por último, Laspinema thermale, 
con una homología del 99.42%, corresponde morfológica y ecológicamente con la 
cepa F23, con base en la descripción taxonómica realizada por Heidari et al. (2018), 
sobre las poblaciones bentónicas de los manantiales termales de Irán. Para esta 
especie, se suman los datos sobre la capacidad de movimiento y formación de 
necridios obtenidos en este estudio. 

Con base en el catálogo de Novelo & Tavera (2022) corresponde a un nuevo taxón 
para México. 
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Ramsaria avicennae Heidari & Hauer, 2018 

Clasificación: Orden: Oscillatoriales, Familia: Coleofasciculaceae 

Descripción: Filamentos entrelazados, fasciculados o flexuosos. Vaina firme, 
delgada, homogénea e incolora, de 0.70-1.2 µm de ancho, un tricoma por vaina. 
Tricomas cilíndricos, rectos, constreñidos en la pared celular, presencia de 
movilidad, de color verde-azul pálido. Células más largas que anchas, 3.3-4.0 x 4.5-
6.0 µm, célula apical redondeada o con forma cónica, sin caliptra. Contenido celular 
de color verde-azul, homogéneo a finamente granulado. Heterocitos y acinetos 
ausentes. Sin presencia de necridios. 

Localidad: Hervores, Jalisco. En aguas termales con temperatura 55 a 70º C y olor 
a azufre. 

Cultivo: código F59, BG11C (Fig. 11). Crecimiento óptimo sin agitación. 

 

Figura 11. Ramsaria avicennae. a) Aspecto general de la zona de colecta, los Hervores, 
Jalisco; b) Filamentos rectos y entrelazados; c) Filamentos curvos, células más largas que 
anchas, pared transversal constreñido; d) célula apical en forma de cono; e) Vaina 
homogénea e incolora. 
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Figura 12. Árbol filogenético compuesto por secuencias parciales de la región 16S rRNA 
identificadas por el programa BLAST, que incluye cepas del género Ramsaria. Se alinearon 
las secuencias mediante ClustalW y se construyó árbol, usando el análisis de Máxima 
Verosimilitud, con 100 réplicas bootstrap y el modelo Tamura-Nei. Los análisis evolutivos 
se realizaron con el programa MEGA11 (Tamura & Nei, 1993; Tamura et al., 2021). En el 
cuadro rojo se indica la cepa F59, perteneciente a la localidad de Los Hervores, Jalisco, 
formando un cluster con Ramsaria avicennae con una homología del 99.69%. 
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Aspectos taxonómicos de Ramsaria avicennae: La cepa perteneciente al cepario 
de la FES Iztacala, recolectada en Hervores, Jalisco, estuvo registrada inicialmente 
dentro del género Geitlerinema sp. A partir del análisis del árbol filogenético (Fig. 
12), la cepa F59 formó un cluster directo con Ramsaria avicennae, con homología 
de 99.69%. Comparada con la secuencia del material de Irán (Heidari et al., 2018), 
la cepa de este estudio presentó una vaina delgada, así como movimiento de los 
tricomas, en contraste con la cepa de Irán que presenta una vaina gruesa de 4-6 
µm y sin movilidad. Por tanto, podría tratarse de una ecofeno o variedad distinta. 

Al igual que Heidari (2018), R. avicennae (cepa F59) tiene una similitud con el 
género Coleofasciculus y Microcoleus, sin embargo, Ramsaria difiere al presentar 
siempre un tricoma por vaina, tanto en ambiente natural, como in-vitro. Se descartó 
Pycnacronema marmoreum y P. brasilensis debido a las diferencias en el tamaño 
de la célula, ambas siendo más grandes que la cepa F59. Además, P. marmoreum 
presenta un cromatoplasma queritomizado pardo-rojizo en la célula, característico 
de esta especie. Ambos taxa crecen sobre la corteza de árboles (Martins et al., 
2018). De otros géneros similares, Ramsaria se diferencia de Allocoleopsis, por 
poseer tricomas más delgados, así como una vaina por tricoma cerrada en los 
extremos. Además, Moreira-Fernandes et al. (2021), registraron A. franciscana para 
suelos fríos de desierto. 

Árboles filogenéticos: Los árboles filogenéticos de las (Figs. 6, 8, 10 y 12) basados 
en el modelo de Tamaru & Nei (1993) fueron obtenidos a partir de las secuencias 
parciales de la región 16S rRNA. Para cada uno fueron construidos utilizando el 
sofware Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version 11 -MEGA 11- (Tamura 
et al., 2021). Inicialmente este modelo consideró máxima parsimonia y análisis 
filogenético molecular, después unió la máxima verosimilitud. Ahora incluye en su 
lógica modelos de sustitución que mejor se ajusten en la relación evolutiva entre las 
secuencias de los organismos que se comparan por ejemplo las distancias 
evolutivas y tiempos de divergencia, así como predecir secuencias ancestrales, 
entre otras.  

Potencial biotecnológico: De las especies identificadas en este trabajo, solamente 
Laspinema thermale ha sido evaluada con fines aplicativos. Tomer & Dadheech 
(2020) realizaron una bioprospección de antioxidantes evaluando la capacidad de 
producción de biomasa, análisis de pigmentos, contenido fenólico y actividad 
antioxidantes en ocho cepas de cianobacterias, entre ellas, Laspinema, donde 
mencionan que Laspinema sp. exhibió una actividad depuradora poco efectiva en 
el extracto de agua en comparación con las otras cepas. Si bien sus resultados en 
Laspinema no fueron prometedores, se estima que las diferencias, entre las cepas, 
se debe a las condiciones en las que fueron colectadas y cultivadas antes del 
estudio, por lo que identificar el medio de cultivo adecuado es necesario para 
determinar el potencial del género Laspinema para la extracción de moléculas 
antioxidantes. 
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Duval et al. (2021) identificaron nueve géneros de cianobacterias en los baños 
termales de Balaruc-Les Bains (Francia) en el lodo utilizado para el tratamiento para 
enfermedades artro-reumáticas, entre ellos el género Laspinema, por lo que se 
infiere, tiene participación en dicho tratamiento. A partir de la ultraestructura de 
Laspinema, identificaron la disposición radial de los tilacoides, así como numerosas 
aerótopos, gránulos de cianoficina, gránulos de lípidos y glicógeno; además de la 
presencia de poli-β-hidroxibutirato (PHB) usado en la industria farmacéutica, 
médica, de alimentos y en la agronómica debido a sus propiedades similares a los 
plásticos sintéticos pero con características biodegradables y biocompatibles; y 
presencia de gránulos de ácido β hidroxibutirico (βHB), un cuerpo cetónico que ha 
mostrado mejorar el rendimiento físico en función mitocondrial del músculo 
esquelético (Panda et al., 2006; Monsalves-Alvarez, 2020). 

CONCLUSIONES 

Con base en la taxonomía tradicional es muy fácil confundir taxones 
cianoprocariontes homocitadas, por lo que es fundamental cultivarlas y sumar los 
datos de los diferentes marcadores moleculares.  

• Los taxa determinados en este trabajo fueron: Leptolyngbya laminosa, 

Microcoleus amoenum, Laspinema thermale y Ramsaria avicennae; donde 

las últimas dos especies corresponden a nuevos registros para el país. 

• Las condiciones ambientales de estos nuevos registros implican ambientes 

hipertermófilos con temperatura del agua que oscilan de 55 a 70 °C. 

• Los cianoprocariontes homocitados presentan muchas ecoformas por lo que 

es importante aislarlas y cultivarlas para su determinación taxonómica y 

utilizar en conjunto las herramientas taxonómicas posibles; este caso la 

región 16S resultó de utilidad para complementar su identificación. 

• A partir de la obtención de las cepas unialgales, se pueden desarrollar 

protocolos para conocer la producción de metabolitos alelopáticos como será 

la segunda fase del proyecto donde se incluye esta participación. 
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ANEXO 1 

Protocolo Extracción de ADN 
Kit GenElute Plant Genomic DNA Miniprep 

1. Mezclar bien los reactivos: Examinar los reactivos para detectar precipitación. Si algún reactivo forma 
un precipitado, calentar a 55-65 °C hasta que el precipitado se disuelva y dejar que se enfríe a 
temperatura ambiente antes de usar. 

2. Precalentar el Baño María a 65°C. 
3. Solución de lavado: Diluya la solución de lavado concentrada (W3011) con 9.5 ml (paquete de 10 

preparaciones), 72 ml (paquete de 70 preparaciones) o 330 ml (paquete de 350 preparaciones) de 
etanol al 95-100%. Después de cada uso, tape herméticamente la solución de lavado diluida para evitar 
su evaporación. 

Procedimiento:  

1) Romper célula: Moler el material biológico en un mortero, hasta obtener un polvo fino usando nitrógeno 
líquido. Transferir 100 mg del polvo a un tubo de microcentrífuga. Mantener la muestra en hielo para uso 
inmediato o congelarla a -70°C. 

2.- Lisar la célula: Agregar 350 µl de solución de lisis [parte A] (L7910) Y 50 µl de solución de lisis [parte B] 
(L8035) al tubo; mezclar completamente agitando en vortex e invertirlo un par de veces. Se formará un 
precipitado blanco al agregar la solución de lisis [parte B]. Incube la mezcla a 65 °C durante 10 minutos con 
inversión ocasional para disolver el precipitado. 

3.- Deshechos precipitados: Agregar 130 µl de solución de precipitación (P9727) a la mezcla; mezclar 
completamente por inversión y colocar la muestra en hielo durante 5 minutos. Centrifugar la muestra a velocidad 
máxima (12,000-16,000 x g) durante 5 minutos para sedimentar los restos celulares, proteínas y polisacáridos. 

4.- Filtrar deshechos: ensamble una columna de filtración (CP9346) con un tubo de recolección de 2 ml (T5449). 
Pipetee con cuidado el sobrenadante del paso 3 en la columna de filtración. Esto eliminara cualquier desecho 
celular que no se eliminó en el paso 3. Deseche la columna de filtración, pero conserve el tubo de recolección. 

5.- Preparación para unión: Agregue 700 µl de solución de unión (B2177) directamente al sobrenadante del 
paso 4. Mezcle completamente por inversión. 

6.- Preparación columna de unión: Monte una columna de unión (CP9471) con un tubo de recolección de 2 ml 
(T5449). Agregue 500 µl de la solución de preparación de columna (C2112) a la columna de unión y centrifugue 
a 12,000 x g durante 1 minuto. Deseche el sobrenadante. 

7.- Cargar lisado: Pipetear con cuidado 700 µl de la mezcla del paso 5 en la columna preparada en el paso 6 y 
centrifugar a máxima velocidad durante 1 minuto. Deseche el líquido que fluye; conservar el tubo de recolección. 
Regrese la columna al tubo de recolección. Aplique el lisado restante del paso 5 en la columna. Repita la 
centrifugación como se indicó anteriormente y deseche el sobrenadante y el tubo de recolección. 

8.- Lavado de primera columna: Antes del primer uso, asegúrese de agregar etanol a la solución de lavado 
concentrado (W3011). Coloque la columna de unión en un tubo de recolección nuevo de 2 ml y aplique 500 µl 
de la solución de lavado diluida a la columna. Centrifugar a máxima velocidad durante 1 minuto. Desechar el 
sobrenadante, pero conserve el tubo de recolección. 

9.- Lavado de segunda columna: Aplique otros 500 µl de solución de lavado diluida a la columna y centrifugue 
a velocidad máxima durante 3 minutos para secar la columna. La columna debe estar libre de etanol antes de 
extraer el ADN. Centrifugar la columna durante 1 minuto más a máxima velocidad si se observa etanol residual. 
Puede vaciar y reutilizar el tubo de recolección si necesita un centrifugado adicional. Finalmente, deseche el 
tubo de recolección que contiene el sobrenadante y coloque un tubo nuevo de recolección de 2 ml.  

10.- Extraer ADN: Pipetear 100 µl de solución de extracción precalentada (65 °C) (T7688) directamente en el 
centro de la columna y centrifugar a velocidad máxima durante 1 minuto. Repita la extracción. La extracción se 
puede recoger en el mismo tubo de recolección. Como alternativa, se puede usar un segundo tubo de 
recolección.  
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ANEXO 2 

Protocolo de Purificación 
GenElute™ Gel Extraction Kit 

1. Solución de Solubilización: La solución de solubilización en gel se precipitará fuera de la 

solución si se almacena a temperaturas inferiores a 18-25 °C. Verificar que la solución esté 
completamente disuelta y que no haya cristales presentes. Si hay cristales presentes, 
incubar a 37-50 °C con agitación periódica hasta que los cristales se disuelvan 
(aproximadamente 5 minutos). 

2. Solución de lavado: Diluir los 12 ml completos de la solución de lavado concentrado G con 
48 ml de etanol al 95-100 % antes del uso inicial. Después de cada uso, tape herméticamente 
la solución de lavado diluido para evitar la evaporación del etanol. 

Procedimiento 

Todas las centrifugaciones serán realizadas a 10,000 a 12,000 rpm. 

1. Cortar la banda. Cortar el fragmento de ADN de interés desde el gel de agarosa con un 

bisturí o hoja de afeitar limpio. 

2. Pesar el gel. 

3. Disolver el gel. Añadir 100 µl de solución de solubilización por cada 100mg de gel de 

agarosa. Incubar la mezcla a 50-60 °C durante 10 minutos o hasta que el gel sea 

completamente disuelto. 

4. Preparación Columna de Unión. Preparar la columna de unión mientras el gel de agarosa 

se disuelve. Colocar la columna de unión en un tubo de colecta de 2 ml y añadir 500 µl de la 

solución de Preparación de Columna a cada columna. Centrifugar por 1 minuto. Descartar 

el sobrenadante.  

5. Checar el color de la mezcla. Una vez que el gel esté disuelto completamente, asegurarse 

que el color de la mezcla sea amarillo antes de seguir con el siguiente paso. Si el color de la 

mezcla es rojo, añadir 10 µl de Buffer de acetato sódico 3M, pH 5.2 y mezclar. El color deberá 

ser amarillo, si no, añadir nuevamente la misma cantidad hasta conseguir el color amarillo 

en la mezcla.  

6. Añadir isopropanol. Añadir 100 µl de isopropanol y mezclar. 

7. Unir ADN. Cargar la mezcla del paso 6 a la columna de unión que esté unida a un tubo de 

colecta de 2 ml. Es normal ver un ocasional cambio de color, de amarillo a rojo. Si el volumen 

de la mezcla del gel es >700 µl, cargar la muestra a la columna en porciones de 700 µl. 

Centrifugar por 1 minuto por cada carga en la columna. Descartar el sobrenadante. 

8. Columna de lavado. Añadir 700 µl de solución de lavado a la columna de unión. Centrifugar 

durante 1 minuto, descartar el sobrenadante y repetir el centrifugado durante 1 minuto sin 

solución de lavado adicional para remover el exceso de etanol. 

9. Elución ADN. Transferir la columna de unión a un tubo nuevo. Añadir 50 µl de solución de 

elución al centro de la membrana e incubar durante 1 minuto. Centrifugar durante 1 minuto. 

Para la recuperación eficiente del ADN, precalentar la solución de elución a 65 °C antes de 

añadir a la membrana. 
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ANEXO 3 

Secuencias ADN 

 

Secuencias de ADN editadas con el programa BioEdit. 

1. Cepa POIzta 4.1 – Leptolyngbya laminosa. 

27F 809R 

TGCAGTCGAACGGAAGTCTTCGGACTTTAGTGGCG
GACGGGTGAGTAACGCGTGAGAACCTACCCTTAG
GATGGGGATAACAGTTGGAAACGGCTGCTAATACC
CGATGTGCCGAGAGGTGAAAGATTTATTGCCTGAG
GAAGGGCTCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGAGTGG
TAATGGCACCCCAAGGCGACGATCGGTAGCTGGT
CTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG
AATTTTCCGCAATGGGCGCAAGCCTGACGGAGCAA
TACCGCGTGCGGGAGGACGGCCTTTGGGTTGTAA
ACCGCTTTTCTCAGGGAAGAAGTTCTGACGGTACC
TGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGGGGGATGCAAGCGTTATCCGG
AATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTTTGT
CAAGTCTGCTGTTAAAGCGTGGAGCTTAACTCCAT
ATCGGCGGTGGAAACTGATGAACTAGAGGGTGGT
AGGGGTCACGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAA
TGCGTAGATATTGGGAAGAACACCAGCGGCGAAA
GCGCGTGACTGGGCCATTACTGACACTCATGGAC
GAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCC
TGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGACACTAGGTGT
TGCCCGTATCGACCCGAGCG 

TCGTTTACGGCTAGGACTACAGGGGTATCTAATCC
CTTTCGCTCCCCTAGCTTTCGTCCATGAGTGTCAG
TAATGGCCCAGTCACGCGCTTTCGCCGCTGGTGTT
CTTCCCAATATCTACGCATTTCACCGCTACACTGG
GAATTCCCGTGACCCCTACCACCCTCTAGTTCATC
AGTTTCCACCGCCGATATGGAGTTAAGCTCCACGC
TTTAACAGCAGACTTGACAAACCACCTGCGGACGC
TTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCATCCC
CCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCC
GATGCTGATTCCTCAGGTACCGTCAGAACTTCTTC
CCTGAGAAAAGCGGTTTACAACCCAAAGGCCGTCC
TCCCGCACGCGGTATTGCTCCGTCAGGCTTGCGC
CCATTGCGGAAAATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTA
GGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCT
GATCATCCTCTCAGACCAGCTACCGATCGTCGCCT
TGGGGTGCCATTACCACTCCAACTAGCTAATCGGA
CGCGAGCCCTTCCTCAGGCAATAAATCTTTCACCT
CTCGGCACATCGGGTATTAGCAGCCGTTTCCAACT
GTTATCCCCATCCTAAGGGTAGGTTCTCACGCGTT
ACTCACCCGTCCGCCACTAAAGTCCGAAGACTTCC
GTTCGACTTGCATGTGTTAAGCATACCGCCAGCGT
TCATCCTGAGCAG 

2. Cepa OsR-01-Te – Microcoleus amoenum. 

27F 809R 

TGCAAGTCGAACGGAGTAGAAATACTTAGTGGCGG
ACGGGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCTTCAGGA
CGGAGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAAGCCCC
GATGTACCGAAAGGGAAAATATTTATAGCCTGAAG
ATGAGCTCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGGGGGGT
AAAGGCCCACCAAGGCGACGATCGGTAGCTGGTC
TGAGAGGACGATCAGCCACACTGGGACTGAGACA
CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGA
ATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAG
ACCGCGTGGGGGAAGAAGGCTCTTGGGTTGTAAA
CCCCTTTTCTCTGGGAAGAAAGTTGTGAAAGCAAC
CTGACGGTACCAGAGGAATCAGCATCGGCTAACTC
CGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGATGCAA
GCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGC
AGGTGGCAGTTCAAGTCTGCTGTCAAAGACCGGG
GCTTAACTTCGGAAAGGCAGTGGAAACTGAACAGC
TAGAGTATGGTAGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACATCG
GTGGCGAAGGCGCTCTGCTGGACCATAACTGACA
CTCAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATT
AGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGAT
ACTAGGTGTTGTCTGTATCGACCCGAGC 

TCGTTTACGGCTAGGACTACTGGGGTATCTAATCC
CATTCGCTCCCCTAGCTTTCGTCCCTGAGTGTCAG
TTATGGTCCAGCAGAGCGCCTTCGCCACCGATGTT
CTTCCTGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCAG
GAATTCCCTCTGCCCCTACCATACTCTAGCTGTTCA
GTTTCCACTGCCTTTCCGAAGTTAAGCCCCGGTCT
TTGACAGCAGACTTGAACTGCCACCTGCGGACGCT
TTACGCCCAATCATTCCGGATAACGCTTGCATCCT
CCGTCTTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCC
GATGCTGATTCCTCTGGTACCGTCAGGTTGCTTTC
ACAACTTTCTTCCCAGAGAAAAGGGGTTTACAACC
CAAGAGCCTTCTTCCCCCACGCGGTCTTGCTCCGT
CAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAAATTCCCCACTGC
TGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTC
CCAGTGTGGCTGATCGTCCTCTCAGACCAGCTACC
GATCGTCGCCTTGGTGGGCCTTTACCCCCCCAACT
AGCTAATCGGACGCGAGCTCATCTTCAGGCTATAA
ATATTTTCCCTTTCGGTACATCGGGGCTTAGCAGTC
GTTTCCAACTGTTGTCTCCGTCCTGAAGGCAGATT
CTCACGCGTTACTCACCCGTCCGCCACTAAGTATT
TCTACTCCGTTCGACTTGCATGTGTTAAGCAGACC
GCCAGCGTTCATCCTGAG 
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3. Cepa F59 – Ramsaria avicennae. 

27F 809R 

TGCAGTCGAACGGGGGTAGAAATACCCTAGTGGC
GGACGGGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCTTCA
GGTTCGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATAC
CGGATAGGCTTCACGGTGAAAGATTTATCGCCTGA
AGAGGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTAGGG
TAAAAGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTC
TGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACA
CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGA
ATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAG
ACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAA
CCTCTTTTCTCAGGGAAGAAGAAAGTGACGGTACC
TGAGGAATCAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGGAGGAGGCAAGCGTTATCCG
GAATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTG
GCTCAAGTCTGCTGTCAAAGACCGGGGCTTAACTC
CGGAAAGGCAGTGGAAACTGACAAGCTAGAGGGC
TCTAGGGGTAGAGGGAATTCCCGGTGTAGCGGTG
AAATGCGTAGAGATCGGGAAGAACATCGGTGGCG
AAAGCGCTCTACTGGAGAGCAACTGACACTCA 

CTAGGACTACTGGGGTATCTAATCCCATTCGCTCC
CCTAGCTTTCGTCCCGGAATGGCAGTTGGTCTCCC
GTAAAACGCTTTCCCCAACGATGTTCTTCCCGAACT
CTACCCATTTCACCGCTACCCCGGGAATTCCCTCC
ACCCCTAAAGCCCTCTAGCTTGGCAGTTTCCACTG
GCTTTCCCGAATTAAACCCCGGTCTTTGACAGCAG
AATTGAACCCGCCACCTGGGGAAGCTTTACCCCCA
ATAATTCCCGAAAACGCTTGGCTCCCCCGGATTAC
CGCGGCTGGTGGGCCGGAATTAGCCGAAGGTGAA
TCCTCAAGGACCGGCCCTTTCTTCTTCCCTGAAAA
AAGAAGGTTACCACCCAAGAACCCTCCTCCCTCAC
GCGGTCTTGGTCCCTCCGGGTTTCCGCCATTGGC
GAAAATTCCCCACTGGTGCCTCCCGGAAGAATCTG
GGGCGGGGCTCAGGCCCCATGGGGGTGAACCTC
CTCTCAGAACAGGTACTGGTCGGCCGCCTGGTTG
GGCTTTACCCTACCAACTAAGTTATCCGAAGCGAG
CCCCCCCTCCAGCCATAAATCTTTCAACGTGAAGC
CTATTCGGGAATAGGCACCGTTTCCCATGGTTGTC
CCGGACCTGAAGGGAGAATCCCACGGCGTACTCA
CCCGGTCGGCAATAAGGTATTTCCACCCCCGTTCC
GACTGGATGTGGTAAGCAGAACGCCGCGTCATCT
GACGATACAATTTTCTTTA 

4. Cepa F23 – Laspinema thermale. 

27F 809R 

TGCAAGTCGACGGTGAACTTTAGGGTTCATAGTGG
CGGACGGGTGAGTAACACGTGAGAATCTGCCTCC
AGGTCGGGGACAACAGCGGGAAACTGCTGCTAAT
ACCCGATGTGCCTAAGGGTGAAAGATTAATTGCCT
GGAGATGAGCTCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGTAG
AGTAAAAGCCTACCAAGGCTCCGATCGGTAGCTGG
TCTGAGAGGATGAGCAGCCACACTGGGACTGAGA
CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCA
AGACCGCGTGGGGGATGAAGGCTCTTGGGTTGTA
AACCCCTTTTCTCAGGGAAGAAGTTCTGACGGTAC
CTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCA
GCCGCGGTAAGACGGAGGATGCAAGCGTTATCCG
GAATTATTGGGCGTAAAGCGTTCGTAGGTGGCTGT
TCAAGTCTGCCGTTAAAGACCGGGGCTTAACTCCG
GAAAAACTGTGGAAACTGAACAGCTAGAGTATGGT
AGGGGTAAGGGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAA
TGCGTAGATATCGGGAAGAACACCGGTGGCGAAG
GCGCCTTACTGGGCCATAACTGACACTGAGGGAC
GAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCC
TGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGATACTAGGTGT
TGCCCGTATCGACCCGACG 

TCGTTTACAGCTAGGACTACAGGGGTATCTAATCC
CTTTCGCTCCCCTAGCTTTCGTCCCTCAGTGTCAG
TTATGGCCCAGTAAGGCGCCTTCGCCACCGGTGTT
CTTCCCGATATCTACGCATTTCACCGCTACACCGG
GAATTCCCCTTACCCCTACCATACTCTAGCTGTTCA
GTTTCCACAGTTTTTCCGGAGTTAAGCCCCGGTCT
TTAACGGCAGACTTGAACAGCCACCTACGAACGCT
TTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCATCCTC
CGTCTTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCG
ATGCTGATTCCTCAGGTACCGTCAGAACTTCTTCC
CTGAGAAAAGGGGTTTACAACCCAAGAGCCTTCAT
CCCCCACGCGGTCTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCC
CATTGCGGAAAATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAG
GAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTG
CTCATCCTCTCAGACCAGCTACCGATCGGAGCCTT
GGTAGGCTTTTACTCTACCAACTAGCTAATCGGAC
GCGAGCTCATCTCCAGGCAATTAATCTTTCACCCTT
AGGCACATCGGGTATTAGCAGCAGTTTCCCGCTGT
TGTCCCCGACCTGGAGGCAGATTCTCACGTGTTAC
TCACCCGTCCGCCACTATGAACCCTAAAGTTCACC
GTTCGACTTGCATGTGTTAAGCAGACCGCCAGCGT
TCATCCTGAGCAG 
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ANEXO 4 

Alineamiento Secuencias 

1. Cepa POIzta 4.1 – Leptolyngbya laminosa. 

 

2. Cepa OsR-01-Te – Microcoleus amoenum. 
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3. Cepa F59 – Ramsaria avicennae. 

 

4. Cepa F23 – Laspinema thermale. 
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