UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA

Caracterizacion morfologica y molecular de
cianoprocariontes filamentosas homocitadas de
la Faja Volcanica Transmexicana

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TIiTULO DE

BIOLOGO

Rivero Morales Oswaldo Augusto

Directora de tesis

M. en C. Gloria Garduno Solorzano

Los Reyes Iztacala, Tlalnepantla, Estado de México
2022



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Becario del proyecto 316016
Evaluacion de un herbicida a partir de cianobacterias
(alelogquimicos) como alternativa de control y manejo de
arvenses

Convocatoria
Desarrollo de innovaciones tecnoldgicas para una agricultura mexicana libre de
agroinsumos toxicos “Programas Nacionales Estratégicos de Ciencia,
Tecnologia y Vinculacion con los Sectores Social, Publico y Privado”



AGRADECIMIENTOS. ... .ottt sttt neenaenes 4
RESUMEN ...ttt bbb bbbt et b e bbbt ene e 5
INTRODUCCION ...ttt 6
LT oY=t =T To = To L= TSSOSO POPROSPTN 6
Taxonomia de CianOProCaANiONTES . ....ccccviiiiieiieie e nns 6
Biodiversidad € IMPOItanCia.......cccceiiiiiiiiii e 9
USOS Y @PIICACIONES ...ttt 10
ANTECEDENTES. ...ttt sttt e ne s teereanaeneeneas 11
JUSTIFICACION . ..ottt tsn ettt 12
OBJETIVO GENERAL ..ottt sttt sne st e ne e 12
ODjJEtiVOS PArTICUIAIES ....cviciecic ettt re e e 12
MATERIALES Y METODOS .......ooiiiiieieteeeeeeeeesesesieses s sessasessss s sesasnes s, 13
ATE8 0 ESTUTIO ...ttt ettt 13
Recolecta de cepas de INTEIES ... vvee e 13
AISIaMIENTO Y CUILIVO. .o 14
Determinacion taXONOMICA .......c.ccueiiiiicieiecce et 14
RESULTADOS Y DISCUSION ......oooviciiiieieeceeteeeeseee st enes st 15
CONCLUSIONES ...ttt sttt b sbesbenteaneene e 30
ANEXO L.ttt ettt renreeneeneeneas 31
Protocolo EXtracCion de ADN .......cccoiioiiiieiiee e 31
ANEXO 2.ttt bbbttt benreeneeneas 32
Protocolo de PUrifiCaCIiON ......cc.covieiice e 32
ANEXO 3. bbbttt bbbt b e 33
SECUEBNCIAS ADN ..o e bbb 33
ANEXO ...ttt R Rttt benreereaneeneas 35
AlINEAMIENTO SECUEBNCIAS . .oivveieiieiie ettt e ste e snee e s 35
REFERENCIAS. ...ttt sttt bbb n e s enes 37



AGRADECIMIENTOS

A mi padre, Jaime Rivero, a mi madre, Ernestina Morales y mi hermano
Alfredo Rivero, quienes siempre han sido el motor que me motiva y
apoya incondicionalmente para alcanzar mis metas en la vida.

Los amo

A la Universidad Nacional Autonoma de Meéxico, en particular a la
Facultad de Estudios Superiores lIztacala, por darme la oportunidad de
crecer profesionalmente, ser mi segunda casa y ser fuente de tantas
experiencias que llevaré conmigo.

Al Dr Nutan, responsable académico del proyecto 316016 “Evaluacion
de un herbicida a partir de cianobacterias (aleloquimicos) como
alternativa de control y manejo de arvenses” quien me apoyoé en las
instalaciones del CIATEJ, durante tiempos de pandemia CODIV-19, asi
COMOo en sus espacios personales para desarrollar parte del trabajo de
la tesis.

Al CONACyYT por la beca otorgada para concluir esta tesis de
licenciatura.

A la M. en C. Gloria Gardufio Soldrzano, quien, desde mi formacion
académica, en varias de las asignaturas de la carrera me apoyo con su
tiempo y conocimientos, ahora después del esfuerzo académico de
afio tras afio, veo el producto de la confianza que depositdé en miy en
mi formacion profesional.

A la Dra. Martha Martinez Garcia, quien siempre con su apoyo Yy
asesoria en el aspecto de biologia molecular, nos permite avanzar en
los proyectos.

Al comité revisor de esta tesis; la Dra. Martha Martinez, Dr. Jorge E.
Campos, M. en C. Alejandro Cruz Monsalvo Reyes, la M. en C. Gabriela
Jiménez Arreola por brindarme su tiempo y recomendaciones.

A mis amigos que conoci y formaron parte de mi vida a lo largo de la
carrera.



RESUMEN

El potencial bioactivo de los metabolitos secundarios extraidos de los
cianoprocariontes ha incrementado las investigaciones con el fin de encontrar
nuevas férmulas para elaborar productos naturales y poder suprimir la aplicacién de
herbicidas y pesticidas que dafian la salud humana y contaminan el ambiente. Este
trabajo forma parte del proyecto (316016) intitulado “Evaluacién de un herbicida a
partir de cianobacterias (aleloguimicos) como alternativa de control y manejo de
arvenses”. Cuyo objetivo fue caracterizar morfolégica y molecularmente el material
biolégico correspondiente a cianoprocariontes filamentosos homocitados aislados
de diferentes localidades de la Faja Volcanica Transmexicana (FVTM) para usar, en
un futuro, sus compuestos aleloquimicos para actividades agricolas. Se obtuvieron
cuatro cepas de cianoprocariontes de diferentes localidades: Letolyngbya laminosa,
Microcoleus amoenum, Laspinema thermale y Ramsaria avicennae. Para los
aislamientos se utilizé el medio BG11 con 0.1 ug de ciclohexamida. Para delimitar
los caracteres morfolégicos se apoyé en microscopia O6ptica, mientras las
secuencias del gen 16r RNA (750pb) obtenidas se utilizaron para el analisis in silico
y analizados por Maxima Verosimilitud. Los alineamientos se realizaron usando
BioEdit. Toda la informacion obtenida, permitié sumar los caracteres morfologicos,
ecologicos y moleculares para determinar los taxones estudiados. Asimismo,
basados en los resultados, L. thermale y R. avicennae representan dos nuevos
registros para el pais; ambas especies de ambientes extremos.

Palabras clave: cianoprocarionte, caracterizacion morfoldgica, evaluacion molecular, gen
16S, ambientes extremos



INTRODUCCION
Generalidades

Los Cianoprocariontes, también conocidos como cianobacterias, son organismos
procariotas cuyo origen son las eubacterias (Komarek & Kastovsky, 2003), los
cuales presentan caracteristicas basicas de una bacteria como pared Gram-
negativa, ausencia de membrana nuclear y organelos de doble membrana, ademas
gue se reproducen de forma asexual (Castenholz et al., 2001). Sin embargo, los
cianoprocariontes se diferencian por la capacidad de realizar la fotosintesis
oxigénica a través de mecanismos Yy estructuras como los tilacoides, clorofila a y
otros pigmentos como la c-ficocianina, c-ficoeritrina, c-ficoeritrocianina vy
alloficocianina. Ademéas, son los Unicos organismos oxifototréficos que contienen
genes-Nif, asi como mecanismos y adaptaciones para la fijacion de nitrégeno
(Koméarek, 2006; Stadnichuk et al., 2015; Pagels et al., 2019).

A partir del registro fosil, se estima que los cianoprocariontes datan del precambrico
temprano, hace mas de 2,500 millones de afios, colocandolos como los organismos
oxifototroficos mas longevos y el principal responsable de la oxigenacion del
planeta, evento conocido como la “Gran Oxigenacién” 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 habitats mas extremos del
planeta, los cianoprocariontes se han considerado como uno de los filos més
diversos y ampliamente distribuidos en el planeta (Dvofak et al., 2015; Mishra et al.,
2019).

La organizacion celular, va desde unicelulares, filamentosas, asi como formar
colonias con diferente grado de organizacion (Anagnostidis & Komarek, 1985,
1990). Algunas pueden desarrollar células especializadas como los heterocitos
(diazocitos en Trichodesmium) cuya funcidn es la fijacién de nitrégeno atmosférico;
y los acinetos, para la reproduccién o resistir condiciones adversas. A los
cianoprocariontes que forman heterocitos se les denomina heterocitadas, y aquellas
gue no tienen capacidad de producirlo se llaman homocitadas (Sandh et al., 2012;
Fernandez-Carrera, 2013).

Segun Komérek (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 caracteristicos (definibles y reconocibles con distinguidos limites de
variacion) y con las mismas demandas ecoldgicas; deben ocurrir repetidamente, en
el tiempo, en varias localidades con las mismas condiciones ecoldgicas.

Taxonomia de cianoprocariontes

Los cianoprocariontes fotosintéticos son los Unicos organismos procariontes que
pueden ser clasificados bajo dos esquemas. El primero, considera el cédigo
botanico (Cddigo Internacional de Nomenclatura para Algas, Hongos y Plantas
(ICN), antes ICBN) (Turland et al., 2018) y el segundo, el cddigo bacteriolégico



(Cddigo Internacional de Nomenclatura de Procariotas (ICNP), antes ICNB) (Parker
et al., 2019). Ambos esquemas son diferentes y tienen sus propias reglas de
clasificacion y validacion taxonémica que se basan en caracteres morfolégicos,
ecoldgicos, fisioldgicos y genéticos para la descripcion de estos organismos (Oren,
2011; Oren & Ventura, 2017; Willis & Woodhouse, 2020).

Convencionalmente, la taxonomia tradicional de los cianoprocariontes se basaba
principalmente en caracteres morfoldgicos y ecologicos, sin embargo, debido a falta
de apomorfias claras, se dificulta la correcta identificacion. Por esta razén, el
enfoque polifasico suma métodos moleculares y filogenéticos basados en
secuencias de 16S, ITS y ultraestructura celular, junto a caracteres morfolégicos,
ecologicos vy fisiologicos, para determinar taxondmicamente con mayor precision
poblaciones silvestres y cultivadas (Hoffman et al., 2005; Mare$, 2018; Komarek,
2020).

Para la evaluacion de la diversidad, Komarek (2006) sugirié seis enfoques
tradicionales y moleculares que deberian ser usados: 1) Analisis moleculares,
principalmente aquellos concernientes a las relaciones filogenéticas, diversidad de
genotipos, procesos de diversificacion y especiacion; 2) Diversidad morfolégica
incluyendo variacion natural y en cultivo; 3) Limites ecoldgicos, ecofisioldgico y
biogeogréfico; 4) Estudios ultraestructurales; 5) Caracteres bioquimicos e
informacion sobre procesos metabdlicos (produccion de metabolitos secundarios,
procesos de adaptacion, entre otros; 6) Correcta designacion formal de taxones que
respete las reglas de nomenclatura bacteriol6gica y botanica. 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 polifasico han permitido
analizar y reestructurar las clasificaciones supraespecificas, asi como el hallazgo
de nuevos taxones basados exclusivamente en su posicion en el arbol filogenético
(Komarek, 2006; 2010; Komarek & Kastovsky, 2003; Komarek et al., 2014;
Komarek, 2020).

A partir del andlisis molecular en el gen 16S de 133 genomas de Synechococcus,
Komarek et al. (2020) revelaron la polifilia y diversidad filogenética de tales
cianoprocariontes, lo que resultd en el establecimiento del orden Thermostichales,
la familia Thermostichaceae y el género Thermostichus. Asimismo, caus6 cambios
dentro del ordenes Chroococcales, Pseudoanabenales y Synechococcales donde
se ubican las familias Aphanothecaceae, Thermosynechococcaceae Yy
Prochlorococcaceae. Por lo cual, actualmente se reconocen 12 o6rdenes (Fig. 1)
para la clase Cyanophyceae (Guiry & Guiry, 2022).
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Figura 1. Esquema de clasificacion de la Clase Cyanophyceae, rodeada por 12 érdenes
establecidos, abajo el afio que se realizd la Ultima actualizacibn taxondémica
correspondiente (Guiry & Guiry, 2022).

Basados en los avances de numerosas investigaciones polifasicas 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
morfologia y ecologia, solamente se observan a través de marcadores moleculares)
(Komarek et al., 2014; Komarek, 2016; Caires et al., 2018). Esto ha generado la
reubicacion y modificacion taxondmica con base en el analisis filogenético del 16S
dentro del orden Oscillatoriales, tal como en las familias Cyanothecaceae,
Coleofasciulaceae (Komarek 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. Asi como la creacion 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). Informacion 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 jerarquias basadas en material obtenido de Iran
(Guiry & Guiry, 2022).

A pesar de estos avances, aun hay numerosas cepas similares que todavia se
determinan como Leptolyngbya, Lyngbya, Oscillatoria o Phormidium en funcion de
las filogenias del ARNr 16S, incluso si estan lejanamente relacionadas con el clado
de la especie tipo. Por tanto, hace falta seguir documentando las caracteristicas
ultraestructurales y ecoldgicas, ademas de los datos moleculares, para evitar
subestimar los taxa cripticos (Koméarek & Anagnostidis, 2005).

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

Biodiversidad e Importancia

La participacion de los cianoprocariontes a nivel ecoldgico es de suma importancia
ya que contribuyen en la produccion primaria en diferentes ambientes, participando
en los ciclos del carbono, nitrdgeno, oxigeno y en la produccion de metano (Rippka
et al., 1979; Tomitani et al., 2006; Bizi¢ et al., 2020).



También se conocen de algunas cianoprocariontes capaces de producir
compuestos bioactivos con caracteristicas toxicas (cianotoxinas) tales como:
microcistina, anatoxina, cilindrospermopsina, nodularina y  saxitoxina,
representando un potencial riesgo para los organismos acuaticos y la salud humana,
debido a su capacidad de proliferar y formar florecimientos algales nocivos
(Blooms). Este fendmeno ha provocado el estudio, monitoreo y desarrollo de
estrategias para su mitigacion por considerarse una contingencia ambiental cuando
se desarrollan en sistemas acuaticos que abastecen de agua potable, zonas de
pesca 0 zonas recreativas y turisticas (Cronberg et al., 2003; Cronberg & Dotter,
2006; Van Apeldoorn et al., 2007; Demay et al., 2021). Por el contrario, otros
compuestos quimicos como: alcaloides, depsipeptidos, lipopéptidos, macrolidos,
péptidos, terpenos, polisacéaridos, lipidos, poliquelidos, fenoles, esteroides y
vitaminas, se han considerado para su uso y aplicacion en cosmetologia,
farmacologia, agricultura, alimentacion, entre otros (Guihéneuf et al., 2016; Mazard
et al., 2016).

Usos y aplicaciones

Demay et al. (2019) realizaron una revision 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 sefialan 14 clases de bioactividades y 260 familias
de metabolitos atribuidos a cianoprocariotas de diferentes niveles taxonémicos. Las
bioactividades descritas son: letalidad en invertebrados, neurotoxicidad,
hepatotoxicidad, toxicidad dermal, citotoxidad, actividad antinflamatoria y
antioxidante, antifingica, antiviral, anti algal, anti-protozoos e inhibicion enzimatica
(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, centrdndose en el crecimiento celular y la
produccion simultdnea de lipidos, evaluando la influencia de diferentes
concentraciones iniciales de contaminantes. Sugiriendo la posible aplicaciéon
efectiva de este cultivo en el tratamiento integrado de aguas residuales y la
produccion de biodiesel. Asimismo, Zada et al. (2018) revelaron que la sintesis
biogénica de nanoparticulas 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, asi
como la capacidad de inducir la apoptosis en la linea de células cancerosas (HelLa).

Brenes-Guillén et al. (2019) demostraron el potencial de Leptolyngbya, extraida de
aguas termales de Costa Rica, para eliminar los herbicidas Paraquat y Bromacil de
la solucion acuosa en condiciones de laboratorio. Proponiendo a Leptolyngbya,
como una opcién biolégica adecuada para desarrollar estrategias de
biorremediacion de bajo costo y para la desintoxicacion de herbicidas en campos
agricolas.
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Gara-Ali et al. (2021) investigaron la composicion quimica de los extractos lipofilicos
de Leptolyngbya sp. aislada de una fuente geotérmica de Tunez, Africa, donde se
obtuvo una alta abundancia de acido pamitoleico, diterpenos (neofitadieno, fitol),
alcanos/alquenos (pentacosano, heptacosano), esteroles (y-sitosterol) y terpenos
(limoneno), los cuales mostraron potencial para el desarrollo de complementos
alimenticios naturales y agentes antiproliferativos contra cancer de ovario y colon.

ANTECEDENTES

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

La capacidad para actuar sobre la germinacion de semillas o para inhibir o retardar
el crecimiento de malezas u otros organismos autotrofos se define como potencial
alelopatico o fitotéxico, el cual altera los procesos de la fotosintesis y la respiracion,
particularmente relacionados con la inhibicién de las actividades enzimaticas (Soltys
et al., 2013; Igbal et al., 2020). En el caso de los cianoprocariontes, principalmente
dulceacuicolas, su actividad alelopatica incluye particularmente a otras protistas
fotosintéticos y plantas acuaticas, 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 alelopética al detener la fotosintesis de
otras algas verdes (Schlegel et al.,, 1998). A partir del metabolito secundario,
cianobacterina, extraida de Scytonema hofmanni, mostré de igual forma inhibir el
crecimiento de algas verdes y otras cianoprocariontes como Synechoccocus,
modificando la accion del fotosistema Il (Gleason & Paulson, 1984; Gleason & Case,
1986). A partir de extractos etandlicos de Lyngbya aestuarii mostraron que inhibe
fuertemente el crecimiento de la planta acuéatica Lemna minor (Entzeroth et al.,
1985).

En gran parte, el mecanismo de alelopatia es la inhibicion del transporte de
electrones del fotosistema Il, tal como lo demostraron Flores & Wolk (1986)
utilizando nostocyclamida en Ankistrodesmus, Scenedesmus obliquus y S.
subspicatus, asi como con rotiferos y crustaceos. También, Vepritskil et al. (1991)
y Gromov et al. (1991) utilizaron cyanobacterina LU-1 y LU-2 extraida de Nostoc
linckia, contra otras cianobacterias y algas. Hagmann & Juttner (1996) mostraron
gue fischerelina A presenta una fuerte inhibicién 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 acuéticos e imperfectos,
como roya del frijol (Uromyces appendiculatus), tizén del trigo (Erysiphe graminis),
tizon tardio en tomate (Phytophthora infestans) y tizon del arroz (Pyricularia oryzae).
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Asimismo, Pflugmacher (2002) demostré que la microcistina LR inhibe el
crecimiento de varias plantas acuaticas como Ceratophyllum, Myriophyllum y
Elodea, afectando la produccién de oxigeno fotosintético. Hirata et al. (2003)
sefialaron que, a partir de la nostocina A, extraida de Nostoc spongiaforme exhibi6
actividad inhibitoria para el crecimiento de cianobacterias, algas verdes, inhibicién
en el alargamiento de las raices de Echinochloa crusgalli, actividad anti-alimentaria
para el gusano de bola de algodon (Heliothis armigera) y toxicidad aguda para los
ratones, lo que generd su clasificacibn como un veneno peligroso. Por otra parte,
Brilisauer et al. (2019) reconocieron 7-deoxy-sedoheptulosa extraida de
Synechococcus elongatus para inhibir el crecimiento de especies de cianobacterias,
asi como de Saccharomyces sp. y Arabidopsis sp.

El conocimiento de la gama de usos de los cianoprocariontes permite indicar que
se requieren mas investigaciones aplicadas en México para la busqueda de nuevas
formulas para elaborar productos naturales y poder suprimir la aplicacion de
herbicidas y pesticidas que dafan la salud humana y contaminan el ambiente
(Lépez Obrador, 2021).

JUSTIFICACION

El reconocimiento de la biodiversidad de cianoprocariontes de una region con alta
riqueza de recursos naturales, como es México, resulta esencial para llegar a
explorar el campo de su uso biotecnoldgico. Es por ello cada vez mas importante
contar con un cepario que apoye diferentes lineas de investigacion. En particular,
se inicia este trabajo a través del proyecto (316016), “Evaluacion de un herbicida a
partir de cianobacterias (aleloquimicos) como alternativa de control y manejo de
arvenses”, apoyado por la convocatoria: Desarrollo de innovaciones tecnologicas
para una agricultura mexicana libre de agroinsumos toxicos “Programas Nacionales
Estratégicos de Ciencia, Tecnologia y Vinculacion con los Sectores Social, Publico
y Privado”. Donde se busca delimitar la morfologia y algunos caracteres moleculares
de cepas de cianoprocariontes homocitadas nativas de México para validar la
identidad taxonOmica del material bioldgico que seran usados en futuras
aplicaciones agricolas.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar morfolégica y molecularmente cianoprocariontes homocitadas aisladas
de diferentes localidades de la Faja Volcanica Transmexicana (FVTM) para usar, en
un futuro, sus compuestos aleloquimicos para actividades agricolas.

Objetivos particulares
Aislar cepas de cianoprocariontes homocitadas para su cultivo monoespecifico

recolectadas en el Bosque La Primavera, Jalisco y en el Rio San Juan, Teotihuacan,
gue permitan aumentar el cepario de la FES Iztacala, UNAM.

12



Describir morfolégicamente bajo el concepto de especie, el material bioldégico de
estudio a través de microscopia de luz (ML).

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

MATERIALES Y METODOS

Area de Estudio. La Faja Volcanica 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 diversificacion,
endemismo y transicion biogeografica para una gran variedad de taxones. Ademas,
existe un gran niumero de zonas geotérmicas que estan relacionadas con alguna
actividad volcanica, donde el conocimiento de la biota que habita en estos
ambientes es escaso (Ferrusquia—Villafranca, 2007; Gamez et al., 2012; Suarez-
Mota et al., 2013).

106° 104° 102° 100°
| | | |
o] . V& —_— SAN LUIS POTOSI

NAYARIT

ZAC.

GUANAJUATO

Y

.y JALISCO

18°

OAXACA

Figura 3. Mapa Faja Volcanica Transmexicana extraido de Rzedowski, J. (2020). Areas de
estudio sefialas con una flecha.

Recolecta de cepas de interés. Se realizaron recolectas durante el mes de
octubre, 2021 en: Rio San Juan, Teotihuacan, Estado de México (19°41°2"N,
98°50°'2970) y Rio 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 utilizé un termémetro marca Brannan,
el pH se midi6 con un potenciémetro marca Cole-Parmer®, modelo Digi-sense, la
conductividad con conductimetro marca Hanna® y la cantidad de luz con un
luxdmetro digital LX-1010B, marca Tondaj®.
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Las dos muestras de interés fueron colocadas en tubos estériles con medio BG-11c
sélido y liquido. El proceso de aislamiento fue escalado hasta obtener un cultivo
monoespecifico (Rippka et al., 1979). Ademas, se cultivaron cianoprocariontes
homocitadas pertenecientes al cepario de la FES Iztacala, UNAM, provenientes de
los Hervores, Teuchitlan (Jalisco), hasta obtener una cepa monoespecifica.

Aislamiento y cultivo. Se realizaron cultivos por lote de cada especie, para los
cultivos en medio liquido a 25 + 1°C. Se inicié 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 iluminacién a 85 UE. Los cultivos por lotes se inocularon
con pre-cultivos stock con una OD750 (Singh et al., 2011). Para los cultivos en
medio sélido, se realizaron en placay en tubo con agar al 2% con medio BG11c. Se
continué hasta tener un cultivo puro. En algunos casos se agreg6é 0.1 ug de
ciclohexamida para evitar el crecimiento de organismos eucariontes en los cultivos
(Rout et al., 2013).

Determinacion taxondmica. El material biolégico fue revisado bajo un microscopio
Optico marca Leica® con camara incorporada de 10 megapixeles. Para destacar la
vaina de los filamentos se utiliz6 Azul de Cresil (Kumar & Sing, 1979). Para la
determinacion a partir de los caracteres morfolégicos se consultaron las obras de
Anagnostidis & Komarek (1985, 1988), Komarek & Anagnostidis (2005), Komarek
(2018), Komarek et al. (2014), Heidari et al. (2018), entre otras fuentes
especializadas.

Extraccion y aislamiento de ADN. Para la extraccion de ADN se utilizd el kit
“GenElute Plant Genomic DNA Miniprep”, marca Sigma-Aldrich®, siguiendo el
protocolo del fabricante (anexo 1). Con un espectrofotdmetro NanoDrop™ ONE se
verificd la concentracion de acidos nucleicos y pureza de la extraccion del ADN.

Amplificacion de 16rRNA. La identificacion molecular se realiz0 segun 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 amplificacion del gen, el PCR se realiz6 en un volumen de reaccion de 20ul,
con 20ng de ADN gendémico (Neilan et al., 1995), utilizando un termociclador
automatico programado con un precalentamiento durante 4 min a 94 °C, seguido de
35 ciclos de 30 seg a 94 °C, 30 seg a 55 °C y 30 seg a 72°C, una extension final de
7 min a 72°C antes de mantener a 4°C indefinidamente. Todos los productos de
PCR fueron visualizados 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 especificos 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 amplificacién de PCR. Las muestras
de cada cepa fueron secuenciadas por duplicado en las instalaciones del
CINVESTAV, Irapuato.

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

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

RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de las claves taxonémicas y la identificacion 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 & Garduiio (2017) y Novelo & Tavera (2011, 2022)
se indican dos nuevos registros (*) para el pais, lo cual incrementa el conocimiento
de la flora ficol6gica para México.

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

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

Especie Cddigo Localidad Temp. | Temp. pH Cond. Lum.
Agua Amblental (uS/cm™)  (lux)
°C

Leptolyngbya | POlzta | Rio Caliente, | 50 38 11440 | 900
laminosa 4.1 Bosque de la

Primavera,

Chapala, Jal.
Microcoleus | OsR- Rio San 22.9 28 7.2 1990 788
amoenum 01-Te | Juan,

Teotihuacan,

Edo Mex.
Laspinema F23* Los 60 35 - - -
thermale Hervores,

Teuchitlan,

Jal.
Ramsaria F59* Los 65 33 - - -
avicennae Hervores,

Teuchitlan,

Jal.

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 Komarek (2006.
2018) quien ademas ha indicado que el numero de caracteres morfologicos
aplicados a la identificacion de cianoprocariontes es, en muchos casos ambiguo,
donde los fenotipos son dependientes de las condiciones ambientales, causando
confusién y como resultado, una mala determinacién. Con el uso y aplicacion de
métodos moleculares aunado a los caracteres morfolégicos y ecoldgicos, es decir
con un enfoque polifasico, han permitido identificar claramente algunas especies de
cianoprocariontes.

A continuacion, se indican los nombres de las especies determinadas junto a la
descripcion morfolégica, la localidad y condiciones ambientales de la poblacién
estudiada, el cédigo del cultivo y las microfotografias que apoyan la informacion.
También, se afiade el arbol filogenético con base en el analisis del 16S que se
realizé para su determinacién molecular.
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Leptolyngbya laminosa (Gomont)
Anagnostidis & Koméarek, 1988

Clasificacion: Orden: Synechococcales, Familia: Leptolyngbyaceae

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

Localidad: Rio 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 50°C, temperatura
ambiental 38°C, conductividad 1440 puS/cm?, intensidad de luz directa 900 lux.

Cultivo: codigo POlzta 4.1, Medio BG1llc. Crecimiento Optimo en agitacion
constante.
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Figura 5. a) Aspecto general de la zona de recolecta, Rio Caliente, Jalisco; b) Tricoma con
vaina incolora; c) fasciculos en cultivo medio BG11c; d) Leptolyngbya laminosa, filamentos
con arreglo irregular, rectos y curvos; e) Célula terminal redondeada, proyeccion en punta
de la vaina (flecha); f) necridios (flecha). Barra= 10 pm.
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JQ070063.1 Leptolyngbya nostocorum UAM 387
KM982555.1 Leptolyngbya nostocorum SERB 6
AY493576.1 Leptolyngbya frigida ANT.L53B.2
AY493611.1 Leptolyngbya frigida ANT.REIDJ.1
ONO032979.1 Stenomitos frigidus BEA 0966B

NR 176479.1 Stenomitos tremulus CPCC 471

NR 176603.1 Stenomitos pantisii TAU-MAC 4318
MH742928.1 Leptolyngbya frigida AR3-EB-1A
KY283069.1 Stenomitos frigidus ACSSI 171
MG641933.1 Leptolyngbya frigida CAU11 clone 2
MG641935.1 Leptolyngbya frigida CANT11 clone 1
ON803467.1 Stenomitos frigidus BEA 1253B
MF685891.1 Chroakolemma pellucida 718 clone 1
MF685885.1 Chroakolemma opaca 701 clone 2
EU057151.1 Leptolyngbya laminosa 0414

Cepa POlzta 4.1
ONB803471.1 Leptolyngbya valderiana BEA 1215B

~ FM210757.1 Leptolyngbya laminosa ETS-08

~ NR 176475.1 Thermoleptolyngbya sichuanensis PKUAC-SCTA183
— KP688588.1 Scytolyngbya timoleontis XSP1

~ KR697756.1 Limnolyngbya circumcreta CHAB5667 clone 1

~ NR 176592.1 Kovacikia minuta CCNU0001
~ MN544285.1 Kovacikia minuta CCNUW1

Figura 6. Arbol filogenético compuesto por secuencias parciales de la region 16S rRNA
identificadas por el programa BLAST, que incluye cepas del género Leptolyngbya. Se
alinearon las secuencias mediante ClustalW y se construyé arbol, usando el analisis de
Méxima Verosimilitud, con 100 réplicas bootstrap y el modelo Tamura-Nei. Los analisis
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 Rio Caliente, Bosque la
Primavera, formando un cluster con Leptolynbya laminosa 0414, con una homologia del
96.17%.
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Aspectos taxonémicos de Leptolyngbya laminosa. A partir de las claves
taxondmicas de Komarek & Anagnostidis (2005) y de Sant’Anna et al. (2017), la
cepa POlzta 4.1 se identifico dentro del género Leptolyngbya, grupo VIl (especies
de hébitats minerales y termales, con células visiblemente més largas que anchas),
donde inicialmente fue determinado como L. thermalis. Sin embargo, la descripcién
morfoldgica no coincide a la de este estudio, debido a que esta especie se presenta
como filamentos solitarios, rectos, ligeramente curvos y con un granulo Unico en el
tricoma caracteristico en la especie.

En el analisis molecular, la cepa POlzta 4.1 form6 un cluster directo con L. laminosa,
con una homologia del 96.17% (Fig. 6). A partir de la descripcion de la especie
realizada por Anagnostidis & Komarek (1988), se confirma su identidad taxon6mica,
al coincidir morfoldgica y ecolégicamente, tratAindose de una especie cosmopolita,
comunmente de ambientes termales, asociado con Mastigocladus laminosus.

Zaragoza-Rotstein (2002) investigd el primer listado ficofloristico de Rio Caliente,
donde 29 especies morfologicas de cianoprocariontes, pertenecientes a 13 géneros,
aungue no registro el género Leptolyngbya. Por tanto, segun la consulta de base de
datos de algas continentales de Novelo & Tavera (2022) se indica que L. laminosa
representa el primer material bioldégico determinado molecularmente del area de
estudio, asi como el primer registro para la localidad y Jalisco.
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Microcoleus amoenum (Gomont) Strunecky,
Komarek & J.R. Johansen, 2013

Clasificacion: Orden: Oscillatoriales, Familia: Microcoleaceae

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

Localidad: Rio San Juan, Teotihuacan, 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 uS/cm, intensidad de luz 78 800 lux.

Cultivo: codigo OsR-01-Te, Medio BG11c. Crecimiento 6ptimo sin agitacion.

Figura 7. Microcoleus amoenum. a) Aspecto general de la zona de recolecta, Rio San Juan,
Teotihuacan, sobre lodo; b) forma de crecimiento, filamentos rectos a curvos; c) célula
apical con caliptra; d) tricomas rectos con células mas cortas que anchas, vaina muy fina e
incolora e) formacion de necridios (flecha).
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DQ493873.2 Phormidium autumnale Arct-Ph5
MK167370.1 Phormidium autumnale BSC-6
DQ493874.1 Phormidium autumnale Ant-Phé8
KT343916.1 Phormidium autumnale BB-1
EF654084.1 Phormidium autumnale SAG 78.79
- MT153248.1 Phormidium autumnale ATFG6
rn - EF654081.1 Phormidium autumnale SAG 35.90
- MT013209.1 Microcoleus anatoxicus PTRS3
- MT013208.1 Microcoleus anatoxicus PTRS2
i { LT546478.1 Tychonema bourrellyi FEM MT1130
- LT546464.1 Tychonema bourrellyi FEM 1T0608
[|—— KF770970.1 Phormidium uncinatum PACC 8693
EF654072.1 Microcoleus vaginatus PBP-D-KK1
AB075993.1 Oscillatoria prolifera gene for 16S rRNA
LC486302.1 Microcoleus pseudautumnalis Ak1609 TNS:AL61748
MK211228.1 Microcoleus vaginatus KZ-23-1
—Cepa OsR-01-Te
HF678512.1 Oscillatoria amoena CCAP 1459/39
{ KY550446.1 Phormidium inundatum 1013-0002
— MT887222.1 Microcoleus vaginatus Prim-3-1
FN813344.1 Phormidium autumnale CCALA 143
s { KR261932.1 Phormidium autumnale BYO2
EF654079.1 Microcoleus vaginatus UBI-KK2

[ KMO019962.1 Oscillatoria amoena SAG 1459-7
EF654074.1 Microcoleus vaginatus SAG 2211
AF284803.1 Microcoleus vaginatus PCC 9802

Figura 8. Arbol filogenético compuesto por secuencias parciales de la regién 16S rRNA
identificadas por el programa BLAST, incluye cepas del género Phormidium, Microcoleus,
Oscillatoria y Tychonema. Se alinearon las secuencias mediante ClustalW y se construy6
el &rbol, usando el andlisis de Maxima Verosimilitud, con 100 réplicas bootstrap y el modelo
Tamura-Nei. Los analisis 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 Rio San
Juan, Teotihuacan, formando un cluster con O. amonea y P. inundatum, ambas especies
con una homologia del 100%.
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Aspectos taxondmicos de Microcoleus amoenum. A partir de la clave
taxonémica de Komarek & Anagnostidis (2005), la cepa OsR-01-Te, fue identificada
dentro del género Phormidium, grupo VII. En el andlisis del arbol filogenético, la
cepa de referencia form6 un cluster con Oscillatoria amoena y Phormidium
inundatum, ambas cepas con una homologia del 100% (Fig. 8).

A partir de la descripcién morfologica y ecoldgica, se descartdé a P. inundatum,
debido a que esta especie presenta vaina mucilaginosa, células isodiamétricas a
mas largas que anchas y no presenta caliptra, cuyo habitat son aguas oligotréficas
y mesotréficas de zonas subpolares, tropicales y de aguas termales (Kitzing ex
Gomont, 1892).

Por otro lado, con base en las descripciones realizadas por Kitzing (1843),
Kondrateva (1968) y Anagnostidis & Komérek (1988), se confirmé la identidad
taxondmica de Oscillatoria amoena, siendo morfolégica y ecolégicamente 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
ficofloristico para Rio San Juan, Teotihuacan. 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 podria tratarse de otros
taxones (Komarek, 2002).

Para ajustarse del nombre valido, el epiteto O. amoena fue modificado a
Microcoleus amoenum, esto debido a Strunecky et al. (2013), quienes lo
transfirieron, con base a caracteres morfologicos y genéticos, a especies de
Phormidium, del grupo VII, dentro del clado de Microcoleus, entre ellos, P. amoenum
(basiénimo: O. amoena).
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Laspinema thermale Heidari et Hauer, 2018
Clasificacién: Orden: Oscillatoriales, Familia: Laspinemataceae

Descripcion: Filamentos formando tapetes bentonicos de color verde intenso.
Tricoma sin ramificaciones o falsas ramificaciones, rectos u ondulados, ligeramente
constrefiido en la pared celular, sin aerétopos, presenta movimiento. Vaina hialina
de 1 um de ancho, un tricoma por vaina. Células siempre mas anchas que largas,
5-6 x 2-3 um. Célula apical conica y doblada, a veces redonda y sin caliptra. No
presentan heterocitos ni acinetos. Reproduccién por hormogonios con formacion de
necridios.

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

Cultivo: codigo F23, BG11c, (Fig. 9). Crecimiento 6ptimo sin agitacion.

Figura 9. Laspinema thermale. a) Aspecto general de la zona de recolecta, los Hervores,
Jalisco; b) forma de crecimiento de los tapetes; ¢ y d) filamentos rectos y curvos; e)
formacion de necridios, célula apical atenuada y curva.
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MW364270.1 Oscillatoria acuminata VMRJHK2020 16S
NR 112111.1 Oscillatoria acuminata PCC 6304
JN166653.1 Phormidium janthiphorum GSP204-3
MK953009.1 Lyngbya lagerheimii SAG 24.99
NR 125647.1 Phormidium etoshii KR2008/49
KP890764.1 Oscillatoria acuminata SERB 42
JN790960.1 Phormidium tenue Simbu2
KM982571.1 Phormidium tenue SERB 22
JN382221.1 Phormidium terebriforme UAM 409
4[ NR 102463.1 Oscillatoria acuminata PCC 6304
AY493600.1 Phormidium pseudopriestleyi ANT.LACVS.3
B 4& AF218375.1 Phormidium lumbricale UTCC 476
KT347094.1 Phormidium pseudopriestleyi FRX01
| = MF360988.1 Laspinema thermale HK S5 clone cl1
—— MF360990.1 Laspinema thermale HK S5 clone cl3
MF360991.1 Laspinema thermale HK S5
JN166646.1 Phormidium okenii GSP177-1
Cepa F23
JN166642.1 Geitlerinema earlei GSP174-1
— MF360981.1 Laspinema thermale HK S3 clone ci1
MF360983.1 Laspinema thermale HK S3 clone cl4

MF360989.1 Laspinema thermale HK S5 clone cl2
MF360982.1 Laspinema thermale HK S3 clone cl2

= L =

Figura 10. Arbol filogenético compuesto por secuencias parciales de la regién 16S rRNA
identificadas por el programa BLAST, que incluye cepas del género Laspinema. Se
alinearon las secuencias mediante ClustalW y se construy6 arbol, usando el analisis de
Méaxima Verosimilitud, con 100 réplicas bootstrap y el modelo Tamura-Nei. Los analisis
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
homologia del 99.67% y 99.66% respectivamente.
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Aspectos taxondmicos de Laspinemathermale. 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 taxondmica de Komarek & Anagnostidis
(2005), la cepa F23 se determiné dentro del género Phormidium, grupo Ill, como P.
boryanum.

Después, con el andlisis del arbol filogenético (Fig. 10), la cepa F23 forma un cluster
relacionado con varias cepas, entre ellas Phormidium okenii, con una homologia del
99.66%, la cual tiene poca relacién taxondmica debido a que esta especie no
presenta movimiento (Anagnostidis & Komarek 1988) y a pesar de estar registrado
para ambientes termales, Komarek & Anagnostidis (2005) mencionan que puede
tratarse de otra especie; también, formando un cluster con Geitlerinema earlei, con
homologia de 99.67%. tampoco tiene relacion taxondmica debido a que esta
especie no presenta vaina, el tamafio de la célula es menor, siendo de 2.2-2.4 pm
de ancho y 2.5 veces mas largo que ancho, ademas, cuenta con una célula apical
prominentemente puntiaguda (Anagnostidis, 1989); por ultimo, Laspinema thermale,
con una homologia del 99.42%, corresponde morfoldgica y ecolégicamente con la
cepa F23, con base en la descripcion taxondmica realizada por Heidari et al. (2018),
sobre las poblaciones bentonicas de los manantiales termales de Iran. Para esta
especie, se suman los datos sobre la capacidad de movimiento y formacién de
necridios obtenidos en este estudio.

Con base en el catadlogo de Novelo & Tavera (2022) corresponde a un nuevo taxon
para México.
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Ramsaria avicennae Heidari & Hauer, 2018
Clasificacion: Orden: Oscillatoriales, Familia: Coleofasciculaceae

Descripcion: Filamentos entrelazados, fasciculados o flexuosos. Vaina firme,
delgada, homogénea e incolora, de 0.70-1.2 um de ancho, un tricoma por vaina.
Tricomas cilindricos, rectos, constrefliidos en la pared celular, presencia de
movilidad, de color verde-azul palido. Células mas largas que anchas, 3.3-4.0 x 4.5-
6.0 um, célula apical redondeada o con forma conica, 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 70° C y olor
a azufre.

Cultivo: codigo F59, BG11c (Fig. 11). Crecimiento 6ptimo sin agitacion.

10pm

Figura 11. Ramsaria avicennae. a) Aspecto general de la zona de colecta, los Hervores,
Jalisco; b) Filamentos rectos y entrelazados; ¢) Filamentos curvos, células mas largas que
anchas, pared transversal constrefiido; d) célula apical en forma de cono; e) Vaina
homogénea e incolora.
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MF348315.1 Ramsaria avicennae SM $S12C clone cl1
MF348317.1 Ramsaria avicennae SM $12C clone cl4
—|Cepa F59
— MF581658.1 Pycnacronema marmoreum 42PC

{ MF348316.1 Ramsaria avicennae SM S12C clone cl3

MF581661.1 Pycnacronema brasiliensis 45PC
MF581660.1 Pycnacronema brasiliensis 44PC
_E KC311865.1 Microcoleus steenstrupii ATA12-3-DP02

ﬂ MF581662.1 Pycnacronema brasiliensis 46PC

MW403946.1 Microcoleus steenstrupii LSB78 clone 1
NR 176473.1 Allocoleopsis franciscana PCC 7113
NR 176474.1 Allocoleopsis franciscana PCC 7113

EF654056.1 Coleofasciculus chthonoplastes WW8
E EF654025.1 Coleofasciculus chthonoplastes SAG 2208

GQ402024.1 Microcoleus chthonoplastes CCY9608
EF654060.1 Coleofasciculus chthonoplastes WW12
GQ402017.1 Microcoleus chthonoplastes CCY0002
EF654057.1 Coleofasciculus chthonoplastes WW9
EF654051.1 Coleofasciculus chthonoplastes WW?2
4[ GQ402021.1 Microcoleus chthonoplastes CCY9605
GQ402022.1 Microcoleus chthonoplastes CCY9606
4& EF654055.1 Coleofasciculus chthonoplastes SAG 2209

EF654059.1 Coleofasciculus chthonoplastes WW11
EF654047.1 Coleofasciculus chthonoplastes STO
EF654048.1 Coleofasciculus chthonoplastes TOW

Figura 12. Arbol filogenético compuesto por secuencias parciales de la region 16S rRNA
identificadas por el programa BLAST, que incluye cepas del género Ramsaria. Se alinearon
las secuencias mediante ClustalW y se construyd arbol, usando el andlisis de Maxima
Verosimilitud, con 100 réplicas bootstrap y el modelo Tamura-Nei. Los analisis 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 homologia del 99.69%.
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Aspectos taxondmicos 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 analisis del arbol filogenético (Fig.
12), la cepa F59 formo un cluster directo con Ramsaria avicennae, con homologia
de 99.69%. Comparada con la secuencia del material de Iran (Heidari et al., 2018),
la cepa de este estudio presentd una vaina delgada, asi como movimiento de los
tricomas, en contraste con la cepa de Iran que presenta una vaina gruesa de 4-6
um y sin movilidad. Por tanto, podria 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 descarto
Pycnacronema marmoreum y P. brasilensis debido a las diferencias en el tamafo
de la célula, ambas siendo mas grandes que la cepa F59. Ademas, P. marmoreum
presenta un cromatoplasma queritomizado pardo-rojizo en la célula, caracteristico
de esta especie. Ambos taxa crecen sobre la corteza de arboles (Martins et al.,
2018). De otros géneros similares, Ramsaria se diferencia de Allocoleopsis, por
poseer tricomas mas delgados, asi como una vaina por tricoma cerrada en los
extremos. Ademas, Moreira-Fernandes et al. (2021), registraron A. franciscana para
suelos frios de desierto.

Arboles filogenéticos: Los arboles 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 region 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 consider6 maxima parsimonia y analisis
filogenético molecular, después unio la maxima verosimilitud. Ahora incluye en su
l6gica modelos de sustitucidbn que mejor se ajusten en la relacion evolutiva entre las
secuencias de los organismos que se comparan por ejemplo las distancias
evolutivas y tiempos de divergencia, asi como predecir secuencias ancestrales,
entre otras.

Potencial biotecnoldgico: De las especies identificadas en este trabajo, solamente
Laspinema thermale ha sido evaluada con fines aplicativos. Tomer & Dadheech
(2020) realizaron una bioprospeccion de antioxidantes evaluando la capacidad de
produccion de biomasa, analisis de pigmentos, contenido fendlico y actividad
antioxidantes en ocho cepas de cianobacterias, entre ellas, Laspinema, donde
mencionan que Laspinema sp. exhibié una actividad depuradora poco efectiva en
el extracto de agua en comparacién 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 extraccion de moléculas
antioxidantes.
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Duval et al. (2021) identificaron nueve géneros de cianobacterias en los bafios
termales de Balaruc-Les Bains (Francia) en el lodo utilizado para el tratamiento para
enfermedades artro-reumaéticas, entre ellos el género Laspinema, por lo que se
infiere, tiene participacién en dicho tratamiento. A partir de la ultraestructura de
Laspinema, identificaron la disposicion radial de los tilacoides, asi como numerosas
aerétopos, granulos de cianoficina, granulos de lipidos y glicogeno; ademas de la
presencia de poli-B-hidroxibutirato (PHB) usado en la industria farmacéutica,
médica, de alimentos y en la agrondmica debido a sus propiedades similares a los
plasticos sintéticos pero con caracteristicas biodegradables y biocompatibles; y
presencia de granulos de acido 3 hidroxibutirico (BHB), un cuerpo ceténico que ha
mostrado mejorar el rendimiento fisico en funcién mitocondrial del musculo
esquelético (Panda et al., 2006; Monsalves-Alvarez, 2020).

CONCLUSIONES

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

e Los taxa determinados en este trabajo fueron: Leptolyngbya laminosa,
Microcoleus amoenum, Laspinema thermale y Ramsaria avicennae; donde
las Ultimas dos especies corresponden a nuevos registros para el pais.

e Las condiciones ambientales de estos nuevos registros implican ambientes
hipertermofilos con temperatura del agua que oscilan de 55 a 70 °C.

e Los cianoprocariontes homocitados presentan muchas ecoformas por lo que
es importante aislarlas y cultivarlas para su determinacién taxondmica y
utilizar en conjunto las herramientas taxondmicas posibles; este caso la
region 16S resulté de utilidad para complementar su identificacion.

e A partir de la obtencién de las cepas unialgales, se pueden desarrollar
protocolos para conocer la produccion de metabolitos alelopaticos como sera
la segunda fase del proyecto donde se incluye esta participacion.
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ANEXO 1

Protocolo Extraccion de ADN
Kit GenElute Plant Genomic DNA Miniprep

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

2. Precalentar el Bafio Maria a 65°C.

3. Solucién de lavado: Diluya la soluciéon 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 solucién de lavado diluida para evitar
Su evaporacion.

Procedimiento:

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

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

3.- Deshechos precipitados: Agregar 130 ul de solucion de precipitacion (P9727) a la mezcla; mezclar
completamente por inversion y colocar la muestra en hielo durante 5 minutos. Centrifugar la muestra a velocidad
maxima (12,000-16,000 x g) durante 5 minutos para sedimentar los restos celulares, proteinas y polisacaridos.

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

5.- Preparacién para union: Agregue 700 ul de solucion de union (B2177) directamente al sobrenadante del
paso 4. Mezcle completamente por inversion.

6.- Preparacién columna de unién: Monte una columna de unién (CP9471) con un tubo de recoleccion de 2 ml
(T5449). Agregue 500 pl de la solucién de preparacion de columna (C2112) a la columna de unién y centrifugue
a 12,000 x g durante 1 minuto. Deseche el sobrenadante.

7.- Cargar lisado: Pipetear con cuidado 700 pl de la mezcla del paso 5 en la columna preparada en el paso 6y
centrifugar a maxima velocidad durante 1 minuto. Deseche el liquido que fluye; conservar el tubo de recoleccion.
Regrese la columna al tubo de recoleccion. Aplique el lisado restante del paso 5 en la columna. Repita la
centrifugacion como se indicé anteriormente y deseche el sobrenadante y el tubo de recoleccion.

8.- Lavado de primera columna: Antes del primer uso, aseglrese de agregar etanol a la solucion de lavado
concentrado (W3011). Coloque la columna de union en un tubo de recoleccién nuevo de 2 mly aplique 500 pl
de la solucién de lavado diluida a la columna. Centrifugar a méaxima velocidad durante 1 minuto. Desechar el
sobrenadante, pero conserve el tubo de recoleccién.

9.- Lavado de segunda columna: Aplique otros 500 pl de solucion de lavado diluida a la columna y centrifugue
a velocidad maxima 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 mas a maxima velocidad si se observa etanol residual.
Puede vaciar y reutilizar el tubo de recoleccién si necesita un centrifugado adicional. Finalmente, deseche el
tubo de recoleccion que contiene el sobrenadante y coloque un tubo nuevo de recoleccion de 2 ml.

10.- Extraer ADN: Pipetear 100 ul de solucion de extraccién precalentada (65 °C) (T7688) directamente en el
centro de la columna y centrifugar a velocidad maxima durante 1 minuto. Repita la extraccion. La extraccion se
puede recoger en el mismo tubo de recoleccion. Como alternativa, se puede usar un segundo tubo de
recoleccion.
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1.

ANEXO 2

Protocolo de Purificacion
GenElute™ Gel Extraction Kit

Solucidén de Solubilizacion: La solucion de solubilizacion en gel se precipitara fuera de la
solucién si se almacena a temperaturas inferiores a 18-25 °C. Verificar que la solucion esté
completamente disuelta y que no haya cristales presentes. Si hay cristales presentes,
incubar a 37-50 °C con agitacion periédica hasta que los cristales se disuelvan
(aproximadamente 5 minutos).

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

Procedimiento

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

1.

2.

Cortar la banda. Cortar el fragmento de ADN de interés desde el gel de agarosa con un
bisturi o hoja de afeitar limpio.

Pesar el gel.

Disolver el gel. Afadir 100 ul de soluciéon de solubilizacién 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.

Preparacion Columna de Unidn. Preparar la columna de unién mientras el gel de agarosa
se disuelve. Colocar la columna de unién en un tubo de colecta de 2 ml y afiadir 500 pl de la
solucion de Preparacién de Columna a cada columna. Centrifugar por 1 minuto. Descartar
el sobrenadante.

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, afiadir 10 pl de Buffer de acetato sédico 3M, pH 5.2 y mezclar. El color debera
ser amarillo, si no, afiadir nuevamente la misma cantidad hasta conseguir el color amarillo
en la mezcla.

Afiadir isopropanol. Afiadir 100 ul de isopropanol y mezclar.

Unir ADN. Cargar la mezcla del paso 6 a la columna de unién 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 pl, cargar la muestra a la columna en porciones de 700 pl.
Centrifugar por 1 minuto por cada carga en la columna. Descartar el sobrenadante.
Columnade lavado. Afiadir 700 pl de solucién de lavado a la columna de unién. Centrifugar
durante 1 minuto, descartar el sobrenadante y repetir el centrifugado durante 1 minuto sin
solucién de lavado adicional para remover el exceso de etanol.

Elucién ADN. Transferir la columna de union a un tubo nuevo. Afadir 50 pl de solucion de
elucién al centro de la membrana e incubar durante 1 minuto. Centrifugar durante 1 minuto.
Para la recuperacion eficiente del ADN, precalentar la solucion de elucién a 65 °C antes de
afiadir a la membrana.
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ANEXO 3
Secuencias ADN

Secuencias de ADN editadas con el programa BioEdit.

1. Cepa POlzta 4.1 — Leptolyngbya laminosa.

| 27F

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

809R

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

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

809R

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

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

809R

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

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

809R

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 POlzta 4.1 — Leptolyngbya laminosa.

m M11: Alignment Explorer
Data Edit Search Alignment Web

O=sRSENErL ri

Display  Help

«0xXBxG+Har @333

DNA Sequences  Translated Protein Sequences

Species/Abbry
1. KY283069.1 frigidus ACSS1 171

2. ONBU3467.1 Stenomitos frigidus BEA 12538

3. MGB41933.1 L frigida CAUT1 dlone 2
4. MG641935.1 L frigida CANTI1 clone 1
5. JQO70063.1 L UAM 387
6. WF6B5891.1 C pellucida 718 clone 1
7. FM210757.1 L Iaminosa ETS-08

8. AV493576.1 | frigida ANT.L538.2

9. ON032979.1 Stenomitos frigidus BEA 09668

10. MF685885.1 Chroakolemma opaca 701 clone 2

11. NR_176473.1 strain PKUAC-3CTA
12. EU057151.1 L laminosa 0414

13. AY493611.1 Leptolyngbya frigida ANT REID].1

14. NR_176603.1 itos pantisi strain TAU-MAC 4318

15. KP688588.1 X5P1

16. MHT742928.1 Leptolyngbya frigida AR3-EB-1A

17. KM982555.1 L SERB &

18. NR_176592.1 Kovacikia minuta strain CCNU0001

19 ON803471.1 Leptolyngbya valderiana BEA 12158

20. NR_176479.1 tremulus strain CPCC 471

21. MN344285.1 Kovacikia minuta CCNUW1

22. KR697756.1 Li ircumcreta CHABS667 clone 1
23 Cepa POIzta 4.1

24. Sequence 1

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

[Z] M11: Alignment Explorer (Final.mas)
Data  Edit  Search  Alignment  Web

(=08 % E ¥ |y L

Display  Help
«DXBx&G+Far 82928

DNA Sequences  Translated Protein Sequences

Spedies/Abbrv

1. HFE78512.1 Oscillatoria amoena CCAP 1459/39

2. LC486302.1 Microcoleus pseudautumnalis Ak1609 TNS:AL617:

3. MK211228.1 Microcoleus vaginatus KZ-23-1

4. KM019962.1 Oscillatoria amoena SAG 1459-7

5. EF654079.1 Microcoleus vaginatus UBI-KK2

6. EFE54074.1 Microcoleus vaginatus SAG 2211

7. EFE54072.1 Microcoleus vaginatus PBP-D-KK1

8. AF284803.1 Microcoleus vaginatus PCC 9802

9. MT887222.1 Microcoleus vaginatus Prim-3-1

10. FN813344.1 Phormidium autumnale CCALA 143

11. KR261932.1 Phormidium autumnale BYO2

12. AB075993.1 Osdillatoria prolifera gene for 165 rRNA

13. KT343916.1 tumnale BB-1

14. DQ493873.2 1 le Arct-Ph3

15. MIT013209.1 Microcoleus anataxicus PTRS3

16. MT013208.1 Microcoleus anataxicus PTRS2

17. DQ493874.1 1 le Ant-Ph6g
18 EF654084.1 i e le SAG 7879
18. MT153248.1 i ¢ le ATFG6

20. MK167370.1 It le BSC-6

21. EF654081.1 i e le SAG 3590
22 KF770970.1 uncinatum PACC 8693
23 KY550446.1 1013-0002

24.LT546478.1 Tychonema bourrellyi FEM_MT1130

25. LT546464.1 Tychonema bourrellyi FEM_ITO608

26. Cepa OsR-01-Te

27. Sequence 1

3

Site#  [759 S @wih Ow/ogaps

Selected genetic code: Standard
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3. Cepa F59 — Ramsaria avicennae.

M11: Alignment Explorer (Utimo.mas) - X
Dats  Edt  Search  Alignment  Web  Sequencer  Displyy  Help

&8 %|E 1T «0DXBxG+®/ap @338

DNA Sequences  Translated Protein Sequences

Species/Abbrv

1. MF348317.1 Ramsaria avicennae SM 512C clone cl4

2. MF348316.1 Ramsaria avicennae 5M 512C clone cl3

3. MF348315.1 Ramsaria avicennae SM 512C clone i1

4. MW403346.1 Microcoleus steenstrupii LSBT8 clone 1

5. EF654056.1 Coleofasciculus ct wwa

6. EF654025.1 Coleofasciculus cf SAG 2208

7. EF654060.1 Coleofasciculus cf wwi1z

8. NR_176473.1 is PCCT

9. GQ402017.1 Microcaleus ¢ 'CY0002

10. EF654057.1 Coleofasciculus ¢ wws

11. EF634051.1 Coleofasciculus c ww2

12. NR_176474.1 franc PCC711

13. GQ402024.1 Microcoleus cht (Y9608

14. MF581661.1 Pycnacronema I 45PC

15. MF581660.1 Pycnacronema I HpPC

16. KC311865.1 Microcoleus steenstrupii ATA12-3-DP02

17. GQ402021.1 Microcoleus cht (Y9605

18. MF581662.1 Pycnacronema i 46PC

19. MF581658.1 Pycnacronema 42PC

20. GQ402022.1 Microcoleus cht (Y3606

21. EF654059.1 Coleofasticulus c wwi1

22, EF654055.1 Coleofasticulus c SAG

23 EF654048.1 Coleofasciculus ¢ TOW

24, EF654047.1 Coleofasciculus ¢ 510

25. Cepa F59

26. Sequence 1

< >
Sites |1 2l @with Owogeps Selected genetic code: Standard

4. Cepa F23 - Laspinema thermale.

m M11: Alignment Explarer (Laspinema thermale 03 V1.mas) - X
Data  Edt  Search  Alignment  Web  Sequencer  Displyy  Help

IsBEENETFoe/ri «0XExa/+Har @338

DMNA Sequences  Translated Protein Sequences

Species/Abbry |
1. MF360991.1:39-780 Laspinema thermale HK S5
2.N382221.1:1-742 i UAM 403

3. MK953009.1:40-781 Lyngbya lagerheimii SAG 24.99
4. MF360981.1:1-719 Laspinema thermale HKS3 clone cll [-]- - = = = = = - = o o o oo v e e e m o

5. NR_102463.1:47-788 Oscillatoria acuminata PCC 6304

6. AY493600.1:29-770 I i ANT.LACVS.

7. NR_125647.1:1-705 hii strain KR2008/49  |-|- - - - - - - - - - - - oo oo oo

8. MW364270.1:29-765 Oscillatoria acuminata YMRJHK2020 165

9. NR_112111.1:26-765 Oscillatoria acuminata PCC 6304

10. MF360990.1:1-690 Lespinema thermale HKS3clone eI |-|- - = = = - - o o o e b o m e e e i

11. HQ287188.1:1-688 Uncultured bacterium clone JWAT-BODS 16 |-« - = = = = = = = = o o o b e b ot Lo
12. AF218375.1:1-706 lumbricale UTCC476 ||~ - - - - - - - - - - - oo

13. KT347094.1:1-668 I i FRN01
14. MF360989.1:1-657 Laspinema thermale HK S5 clone cl2
15. MF360988.1:1-641 Laspinema thermale HK S5 clone 1
16. JN790960.1:28-769 P| tenue Simbu2

17. MF360982.1:1-625 Laspinema thermale HK 53 clone cl2
18. KP890764.1:29-765 Oscillatoria acuminata SERB 42

19. MF360983.1:1-613 Laspinema thermale HK 53 clone cl4

20. JN166653.1:1-615 15P204-3

21. KM982571.1:28-769 i tenue SERB 22

22 Laspinema this study -

23.5equence 1

< >

Site @with  Ow/ogaps Selected genetic code: Standard
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