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ABSTRACT

The nostocacean cyanobacteria are photosynthetic and diazotrophic organisms that
share a filamentous beaded morphology. They are easy to find as components of a
microbiotic crust or included among a lichen. The genus Nostoc has a wide
distribution and is initially recognized based on morphological characters. Thus,
numerous populations have been reported due to their nostocoid appearance that
are now recognized as new genera in science. In this work we sought to
taxonomically determine some nostocoid cyanobacteria isolated from the Trans-
Mexican Volcanic Belt, based on their morphological, ecological and molecular
characters. The methodology was developed in three phases: cabinet, phycological
scouting and laboratory work. The cabinet's investigation is included in the
supplementary section. The similarity between nostocacean cyanobacteria was
calculated through the representation of 19 traits (continuous and discrete) obtained
after consulting 24 primary references that include original descriptions of Nostoc
and related species. On the other hand, with the help of 41 sequences deposited in
GenBank and three different algorithms (maximum likelihood, maximum parsimony
and neighbor-joining) their kinship was computed. Furthermore, with the totality of
the evidence the theoretical limits for the classification of these species through
these characters are inferred. Three different strains were isolated from the Trans-
Mexican Volcanic Belt. At each site pertinent data was registered to describe its
abiotic environment. In the laboratory the maintenance of the biological material was
carried out, microphotographs were taken, and the extraction of the genomic DNA
and the amplification of the gene to 16S rRNA by the polymerase chain reaction
method were carried out before Sanger sequencing of the amplicons. The results
speculated that Nostoc spi-3. is a set of species (hostocoid cyanobacteria) that can
demonstrate their lack of morphological and genetic homology. Therefore, the
affiliation of the Mexican material to any of the genera related to Nostoc is confusing
and objectively denounces the probability that they are new records. It concludes
with the technical sheets that include the taxonomic identity, cultivation code,
taxonomic description, figures of their morphological characters, habitat, genetic-
morphometric relationships and the comparison of their potential similarities;
obtained thanks to the sequences between 738 —778 bp that found a global similarity
of 90.69 — 97.44% between the sequences in the NCBI.



RESUMEN

Las cianobacterias nostocaceas son organismos fotosintéticos y diazotréficos que
comparten una morfologia moniliforme. Se pueden encontrar como componentes
de una costra microbiética o incluidos entre un liquen. El género Nostoc tiene una
amplia distribucion y en principio se reconoce a partir de sus caracteres
morfolégicos. Asi, se han reportado numerosas poblaciones por su aspecto
nostocaceo que ahora se sabe corresponden a nuevos géneros en la ciencia. En
este trabajo se compard taxonomicamente algunas cianobacterias nostocoides
aisladas de la Faja Volcdnica Transmexicana a partir de sus caracteres
morfologicos, ecoldgicos y moleculares. La metodologia se desarroll6 en tres fases:
gabinete, exploracion ficolégica y trabajo de laboratorio. La investigacion en
gabinete se incluye en la seccion suplementaria. La similitud entre cianobacterias
nostocaceas se calculdé mediante la representacion de 19 caracteres (continuos y
discretos) obtenidos después de consultar 24 referencias primarias que incluyen
descripciones originales de Nostoc y especies relacionadas. Por otro lado, con la
ayuda de 41 secuencias en GenBank y tres algoritmos diferentes (maxima
probabilidad, méxima parsimonia y union de vecinos) se calculd su parentesco.
Ademas, con la totalidad de la evidencia se infieren los limites tedricos para la
clasificacion de estas especies a través de estos caracteres. Se aislaron tres cepas
diferentes de la Faja Volcanica Transmexicana. En cada sitio se registraron
variables pertinentes para describir su habitat. En el laboratorio se realizé el cultivo
del material biolégico, se tomaron microfotografias; asi mismo, se obtuvo el ADN
genomico y la amplificacién del gen ARNr 16S por el método de reaccion en cadena
de la polimerasa para la secuenciacion por Sanger de los amplicones. Los
resultados especulan que Nostoc spi-3. €S un conjunto de taxones de aspecto
nostocoides que carecen de homologia morfologica y genética. Por lo tanto, la
afiliacion del material mexicano a cualquiera de los géneros relacionados con
Nostoc resulta confusa y denuncia con objetividad la probabilidad de que se trate
de nuevos taxones para la ciencia. Se concluye con las fichas técnicas que incluyen
la identidad taxon6mica, codigo de cultivo, descripcion taxondmica, figuras de sus
caracteres morfolégicos, habitat, parentescos genético-morfométrico y el cotejo de
sus parecidos potenciales; obtenido gracias a las secuencias de entre 738 —778 pb
gue encontraron una similitud global del 90.69 — 97.44 % entre las secuencias en
el NCBI.
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INTRODUCCION

Las Cyanoprokaryota agrupan a las Unicas procariotas de capacidad fotosintética
oxigénica (Cyanobacteria), presumiblemente, un conjunto de organismos que
demuestran su evolucion a partir del reloj molecular de sus enzimas antioxidantes
(Boden et al., 2021). Ya que, se reconoce que las cianobacterias han diversificado
ampliamente desde el Gran Evento de Oxigenacion del Arcaico, hace alrededor de
2,300 Ma (Sanchez-Baracaldo et al., 2021).

Se considera que sus fésiles son la evidencia de materia organizada méas antigua
al rastrearse el desarrollo de la vida en la Tierra; esto es asi debido a las particulares
trazas dejadas por su metabolismo fotosintético, su evidente organizacion celular y
su capacidad para desarrollar células especializadas como: heterocitos, acinetos y
hormogonios (Tomitani et al., 2006; Margulis & Chapman, 2009; Soo et al., 2017,
Nakazawa, 2018).

Se estima que existen alrededor de 6,280 especies de cianobacterias en el mundo,
pero esté censo esta sesgado hasta que se cubra el déficit taxonomico (Nabout et
al., 2013; Villasefior, 2015). Con las nuevas aproximaciones metodologicas, como
el uso de microscopia confocal, diferentes marcadores moleculares y cultivos, se
han ajustado distintas jerarquias taxondmicas, asi como se han reestructurado las
clasificaciones previas (Vidal et al., 2021).

Actualmente, existen discrepancias entre distintas bases de datos que incluyen
informacion relacionada a la riqueza especifica del género Nostoc. En el GenBank
se mencionan a 32 especies (3,468 registros sin contar muestras ambientales),
mientras que AlgaeBase indica 116 especies taxonémicas y, por su parte, CyanoDB
2.0 describe a nueve especies (Schoch et al., 2020; Hauer & Komarek, 2021; Guiry,
2022).

Evans & Johansen (1999), Koméarek (2013) y Komarek & Johansen (2015) sefialan
qgue el género Nostoc es bien conocido y de amplia distribucién. Este crece en
diversos ambientes acuaticos (Iénticos o I6ticos) y terricolas alrededor del mundo;
algunas especies son terrestres, otras prefieren las superficies himedas: como lo
son las cortezas, maderas, arcillas o adoquines y paredes de cementos; sin olvidar
que algunas especies son simbiontes: donde se destacan los liquenes y la peculiar
endocyanocis del ‘hongo micorrizdgeno arbuscular’: Geosiphon pyriformis (Malar et
al., 2021).
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El analisis filogenético del taxa de morfologias semejantes a Nostoc ha reconocido
a 16 géneros de aspecto nostocoide, donde se incluye a: Mojavia Rehakova et
Johansen 2007, Desmonostoc Hrouzek et Ventura 2013, Cyanocohniella Kastovsky
et al., 2014, Halotia Genuario et al., 2015, Alinostoc Bagchi et al., 2017,
Komarekiella Hentschke et al., 2017, Compactonostoc Cai et Li 2019, Desikacharya
Saraf et Singh 2019, Minunostoc Cai et Li 2019, Parakomarekiella Soares et al.,
2020, Purpurenostoc Cai et Li 2020, Violetonostoc Cai et Li 2020, Amazonocrinis
Oliveira et al., 2021, Atlanticothrix Oliveira et al. 2021, Dendronalium Alvarenga et
al. 2021 y Pseudoaliinostoc Lee et al. 2021.

Estos géneros se han delimitado taxonédmicamente a partir de las estructuras
secundarias de sus secuencias del operon ARNr 16S - 23S (Hrouzek et al., 2013;
Komarek, 2013, Genuério et al., 2015; Bagchi et al., 2017; Hentschke et al., 2017,
Cai et al., 2019a, 2019b, 2020; Saraf et al., 2019a; Cai & Li, 2020; Soares et al.,
2020; Lee et al., 2021; Oliveira Alvarenga et al., 2021). Esto es asi a causa de las
facilidades instrumentales que involucran la descripcion de historias de ancestro
descendencia al calcular el parentesco entre secuencias a ARNr 16S (métodos de
inferencia bayesiana, unién de vecinos y maxima posibilidad) de diversas
cianobacterias de aspecto nostocoide de vida libre; lo que ha sugerido la existencia
de patrones de evolucidon molecular que confirman la existencia de un conjunto de
géneros de cianobacterias de aspecto nostocoide dentro de las Nostocaceae
Agardh ex Komérek 2013, donde se mantiene el género Nostoc, considerando a la
especie tipo Nostoc commune Vaucher ex Bornet et Flahault 1888 (Rehakova et
al., 2007; Mishra et al., 2021).

Otras lineas de investigacion han abordado sus aspectos metagenémicos, como la
comparacion entre los genomas de poblaciones de Nostoc en vida libre y algunas
gue se encuentran en simbiosis (liquenes y plantas) lo cual, a grandes rasgos,
describe los patrones filogenéticos entre ellos (Papaefthimiou et al., 2008; Joneson
& O'Brien, 2017; Ward et al., 2021). Asimismo, Satjarak et al. (2021) demostraron
que entre el mucilago de poblaciones de Nostoc, en un humedal al norte de Chile,
crece una epimicrobiota compuesta de cianobacterias, Chlamydomonas vy
estramenofilos.

En México, la diversidad biologica del género Nostoc se ha estudiado a través de
la exploracion de diversas localidades, sin respaldo de cultivos. Donde se indica
gue N. commune y N. entophytum crece en numerosas localidades del pais;
particularmente, se ha encontrado creciendo a N. palmeloides en el Valle de
México; asi como, a N. muscorum en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan; por ultimo, a
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N. commune y a N. sphaericum en Yucatan y Quintana Roo, respectivamente
(CONABIO, 2008; Novelo, 2008; Ramirez et al., 2010, Becerra-Absalon et al., 2012;
Carmona Jiménez et al., 2016, 2017; Rodriguez-Flores & Carmona Jiménez, 2018).

Por su parte, N. carneum, se encontrd creciendo junto a N. commune y N.
microscopicum en la Zona Arqueoldgica de Yaxchilan, Chiapas; este se encuentra
depositado (BA510 y BA614) en la coleccion de Biodeterioro Algal del herbario de
la Facultad de Ciencias, UNAM (Ibarra-Gallardo & Novelo, 2018).

Investigaciones con base en taxonomia integral, incluyen las secuencias del ARNr
16S de cuatro poblaciones mexicanas de Nostoc. Donde, primero Ramirez et al.
(2011) demostraron el desarrollo estacional de poblaciones de Nostoc cf. commune
en la Zona Arqueoldgica de Bonampak, Chiapas. Después, se reconocié que
poblaciones de N. commune y N. indistingedum se distribuyen en el extremo sur
del Desierto de Chihuahua (Becerra-Absalon et al., 2019). Asimismo, se conocen
secuencias de un cianoliquen de Nostoc que crece en suelos aridos de San Luis
Potosi (Torres Barcenas, 2021).

El ciclo de vida de las especies de Nostoc presenta capacidades fisioldgicas como
el desarrollo de una fase seriada (filamentosa) y una aseriada (con forma de balén),
la formacién de micro y macrocolonias, ademas de una propagacion atraves de
gemacion, fragmentacion y/o desarrollo de hormogonios moviles con y sin vesiculas
de gas (Mateo et al., 2011).

El ciclo de vida de Nostoc muscorum (Fig. 1), que fue recolectado de la superficie
hameda de suelo a la sombra y de una pequefia piscina de agua en el Distrito de
Columbia (USA), se caracterizé por el desarrollo ciclico de dos tipos de tricomas:
hormogénicos y esporogénicos (Allison et al.,1937; Lazaroff, 1966). Esta especie
exhibe tricomas hormogénicos (Fig. 1B), los cuales producen en ambos extremos
un heterocito (Fig. 1C), para después generar entre cada una de células vegetativas
un grupo de cuatro células (Fig. 1D), que a su vez originaran un tricoma
independiente (Fig. 1E) que continuara con el ciclo logrando asi lo que se conoce
como fase aseriada. Por su parte, la fotoinduccion por la luz roja, produce la fase
esporogénica (Fig. 1F), donde casi cualquier célula (Fig. 1A) se dirigira hacia la
formacion de un filamento corto y movil (Fig. 1G), cuyo destino dirige a sus células
vegetativas hacia la formacion de acinetos (Fig. 1H) que, cuando germinan,
concluyen esta fase (Hrouzek et al., 2013).
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Figura 1 Esquema del ciclo de vida de Nostoc muscorum donde se ilustra la fase
hormogénica (A, B, C, D, E) y la fase esporogénica (A, F, G y H) (Hrouzek et al., 2013).

En las poblaciones de Nostoc microscopicum (Fig. 2), que crecieron en un rio de
Hidalgo (México), se han observado una serie de fases donde posterior a que el
hormogonio desarrolla su vaina (Fig. 2A), este produce heterocitos terminales e
intercalares mientras las células vegetales restantes producen una constriccion
perpendicular al eje del tricoma (Fig. 2B), lo que marca el inicio del cambio en
tricomas helicoidales(Fig. 2C) que, después de alargarse y sin abandonar el limite
mucilaginoso original, produciran una nueva division perpendicular (Fig. 2D),
entonces es cuando los nuevos tricomas helicoidales a originarse generaran que la
colonia adopte su apariencia globosa (Fig. 2E), la cual posterior a varios ciclos,
presenta un arreglo cada vez mas compacto de los tricomas (Fig. 2F) (Montejano-
Zurita & Gonzalez-Gonzalez, 1981).
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Figura 2. Esquema del ciclo de vida de Nostoc microscopicum (Montejano-Zurita &
Gonzélez-Gonzalez, 1981).

(@

Por otro lado, las poblaciones de Nostoc sphaericum (Fig. 3) en humedales de la
Reserva Ecoldgica El Edén, Peninsula de Yucatan exhiben, en cultivo, una fase
aseriada que después de desarrollar un talo granular-amorfo (Fig. 3A-H) adopta
una apariencia rigida que, después de cuatro meses, volvera a ser lisa y difluente
(Fig. 3I), generando asi tricomas esporogénicos; mientras que en el tintal, las
colonias se exhiben con mayor facilidad posterior a el periodo de inundacion,
adoptando su apariencia rigida al comenzar el periodo de secas (Becerra-Absalén

& Tavera, 2009).
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Figura 3. Esquema del ciclo de vida de Nostoc sphaericum (Becerra-Absalon & Tavera,
20009).

Las cianobacterias, de apariencia nostocoide, han sido explotadas por diversas
culturas como fuente de alimento (Fig. 4). En América, las poblaciones andinas que
arribaron a lo que hoy es Peru (s. XXVII a. e. c.) las nombraron llulluch’a y/o
murqutu; e incluso, hoy en dia aun se venden en fresco en el mercado de Cusco,
para su consumo como parte de la dieta humana, donde se reconoce a: Nostoc
sphaericum, N. verrucosum, N. commune y N. parmelioides (Husson, 1993). En
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Asia fue nombrada Ge-Xian-Mi (IV — V e. c), en honor de Ge Hong, quien introdujo
estas especias al emperador (Qui et al., 2002). Mientras que, en Mesoameérica, los
nahuatl las denominaron amomoxtl: esa cosa aguada que Ortega (1972) indicé se
trataba de poblaciones de Nostoc commune en el Valle de México. El concepto
moderno fue acufiado por Paracelso (s. XVII) quien al referirse a el agujero de la
nariz (Nostoch) buscaba recordar que se trataba o de la polucién de una estrella
pletorica y lasciva, o de la excreta de un planeta reumatico (Potts, 1997).

o *

Figura 4. Bodegén compuesto de cinco especies de Nostoc (N. sphaeroides, N. muscorum,
N. commune, N. microscopicum y N. sphaericum) en proporcién a un fruto tropical
(guayaba).

Por tanto, las cianobacterias nostocoides son un conjunto de especies sobre el cual
mucho se ha descrito acerca de su potencial para transformar didxido de carbono
y luz solar en bio-productos utiles como nutrientes y combustibles (Pérez et al.,
2020; Li et al., 2021; Liu et al., 2021; Silambarasan et al., 2021); por lo cual, es
importante demostrar la identidad taxondmica de las cepas explotables en diversos
mercados, tomando en cuenta los caracteres que las hacen Uutiles para su
aprovechamiento.
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OBJETIVOS

General

Comparar la identidad taxondémica de algunas cepas de cianobacterias de
apariencia nostocoide aisladas de la Faja Volcanica Transmexicana, a través del
analisis integral de algunos de sus caracteres morfolégicos y marcadores
moleculares.

Particulares

Aislar cianobacterias de aspecto nostocoide, indicando los habitos en donde
fueron encontradas, que crecen en la Faja Volcanica Transmexicana. Para
obtener el material biol6gico unialgal que permita su estudio polifasico.

Describir el material biol6gico con base en el concepto de especie morfolégica
a partir de material de campo y en cultivo.

Analizar la identidad de las cepas a partir de su secuencia de la region a ARNr

16S con base en el concepto de especie filogenética para inferir sus relaciones
filogenéticas.
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MATERIALES Y METODOS

Esta seccion se desarrollé en diferentes fases: Suplementos (S) trabajo de gabinete,
(1) coleccién y trabajo de campo y (2) trabajo de laboratorio.

S.- Trabajo de gabinete: consistio en la documentacion de fuentes primarias
acerca de especies de Nostoc, estas referencias abarcan: Komarek (2013) y los 23
articulos marcados con ** en la seccion de literatura citada; estas incluyen las 41
especies que conforman complejo de géneros ‘Nostoc-like’ (Tabla S4). A través de
esta informacién se baso la descripcion morfolégica que delimita la caracterizacién
morfométrica (Tablas S3, S4 y S5). Posteriormente, se analiz6 la caracterizacion
filogendmica utilizada para calcular un reloj molecular (Figs. S6, S7 y S8). Ademas,
esta informacién fue procesada a través de un analisis de evidencia total entre las
especies discriminadas (Figs. S9 y S10). Este apartado se incluye después de la

literatura citada.

1.- Coleccién y trabajo de campo: se consideraron tres cepas de material
biologico de la coleccion del herbario I1ZTA, los cédigos F02, Glo-01-Ver y
POIlzta6.0, por su aspecto nostocoide. Estas corresponden a la exploracion de tres
localidades en el centro de México. Para FO2 y POIlzta6.0 se recolectaron en tubos
Falcon de 50 ml con medio liquido BG1lo. En el laboratorio, el material fue
sembrado en cajas de Petri a través de la técnica de estria abierta, a partir del
precipitado que se logro del tubo de ensaye etiquetado, después de haberlo agitado
vigorosamente (Allen & Stainer, 1968; Bellinger & Sigee, 2010).

2.- Trabajo de laboratorio: radic6 en el aislamiento sisteméatico de las cepas. Este

material fue determinado siguiendo la caracterizacion morfolégica y molecular, es

decir una aproximacion polifasica (Komarek et al., 2014; 2016; 2018).
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1.1 Material biologico. Tres cianobacterias: F02, Glo-01-Very POIlzta6.0, fueron
monitoreadas siguiendo una aproximacion polifasica (Komarek et al., 2014;
Komarek, 2016; Komarek, 2018). El material recibido fue recolectado en: Estado de
México, Veracruz y Jalisco; en distintos habitats: reofilico, subaéreo y sustrato
artificial, respectivamente.

Durante cada una de las exploraciones: se seleccionaron los especimenes que se
cultivarian, se registré su localizacion geografica con un GPS, la temperatura
ambiental y algunas caracteristicas destacables de cada area de estudio. En los
habitats acuaticos, se registro la temperatura del agua con un termémetro Brannan,
el pH con un potenciémetro Cole Parmer Digi-sense y la conductividad con un
equipo marca Hanna H198312, asi como la alcalinidad total y el oxigeno disuelto
por la técnica de Winkler (APHA, 2017).

Ademas, a través de los mismos caracteres de la tabla S4, fueron descritas las
cepas F02, Glo-01-Ver y POlzta6.0 para asi incluirlos junto con sus secuencias, las
secuencias de la Nostoc-like (Tabla S2) y la secuencia de Nostoc cf. commune 257-
15 (Ramirez et al., 2011), en dos historias evolutivas calculadas por los métodos de
Maxima parsimonia del programa TNT (Goloboff et al., 2016), que consideran a
distintas especies como taxones ancestrales en busqueda de discutir acerca de la
identidad del material biolégico entre el total de las especies enlistadas por Komarek
(2013) y aquellas citadas en la tabla S4.

2.1 Cultivos. Las resiembras se realizaron en medio BG1llo sélido y se
mantuvieron a temperatura ambiente, durante un ciclo de 16:8 h de luz blanca:luz
de fluorescencia (Allen, 1968). En caso necesario se agregd cicloheximida para
eliminar contaminantes eucariontes (Obrig et al., 1971).

Las resiembras se monitorearon a lo largo de seis meses: primero cada tres dias
durante tres semanas, posteriormente cada cinco dias durante cinco semanas para
finalizar con un registro cada 14 dias durante cuatro meses (Rehakova et al., 2007).

2.2 Caracterizacion taxonOomica del material mexicano. Se realizd la
caracterizacion morfolégica de cada espécimen utilizando las claves dicotémicas de
Komarek (2013), Komarek & Johansen (2015) y Sant’Anna et al. (2017).

Se tomaron micrografias con apoyo de un microscopio 6ptico de luz polarizada
ZEISS Axio Scope.Al equipado con una camara ZEISS AxioCAm ICc5 a través del
programa ZEN 2 (blue edition). Para su edicién, se utiliz6 el programa Adobe
llustrador y Clip Studio Paint PRO. Cada diagnosis se acompafo de las micrografias
gue sefalan los caracteres morfolégicos de referencia.
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2.3 Caracterizacion molecular de cianobacterias mexicanas. La extraccion
de ADN se realizo siguiendo las indicaciones de un protocolo GenElute™ Plant
Genomic DNA Miniprep Kit. Para la amplificacion del gen ARNr 16S se utilizé el set
de cebadores especificos cianobacterianos 27F1 (5°-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) y 809R (5°-
GCTTCGGCACGGCTCGGGTCGATA-3') (Jungblut et al., 2005) y un AccuPower®
PCR PreMix (Bioneer) en un Termociclador Bio-Rad T100™.

El protocolo de la reaccion en cadena de la polimerasa fue desarrollado como sigue:
un ciclo de 4 min a 95°C; 34 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s 55°C y 30 s a 72°C; una
elongacion a 72°C durante 7 min; para finalizar a 4°C durante un tiempo
indeterminado.

Los productos amplificados fueron visualizados en un gel al 1% de agarosa al
dejarseles correr durante media hora en una electroforesis con TBE 1x, para ser
purificados con un QIAquick™ PCR Purification Kit. Los productos purificados
fueron secuenciados utilizando el método del dideoxi-terminal en CINVESTAV,
Irapuato.

2.4  Caracterizacion filogenética del material mexicano. Las secuencias de
FO2, Glo-01-Ver y POlzta 6.0 obtenidas fueron alineadas (una a la vez) en el
conjunto de especies enlistado en la Tabla S4, para comparar con las secuencias
previamente registradas en el NCBI de los que incluyen los 16 géneros de aspecto
nostocoide (Nostoc-like) con mayor homologia genémica (Fig. 5). De ellas las de
mayor homologia fueron procesadas en una busqueda con SILVA Incremental
Aligner (SINA 1.2.11) en ACT: Alignment, Classification and Tree Service (Pruesse
etal., 2012), incluyendo los servicios de alineamiento y basqueda y clasificacion con
computo de arbol en RAXML. Ademas de ingresadas a la Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) del NCBI (https:/blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi). La
informacion obtenida se proceso a través de los métodos de Maxima posibilidad y
Bootstrap del programa MEGA 11 (Kumar et al., 2018).

Ademas, las secuencias del material mexicano fueron alineadas en conjunto a las
secuencias de la Nostoc-like taxa (Tabla S4) y la secuencia parcial a ARNr 16S
(HQ877825) del clon 257-15 de Nostoc cf. commune (1141 pb; Ramirez et al., 2011)
para ser incluidas en una matriz de evidencia total que considera los rasgos
representados en las tablas S2 y S3 y la descripciéon del material mexicano a través
de los caracteres de la Tabla S1; esta matriz fue procesada en TNT en una
busqueda por nuevas tecnologias (Wenzel, 2002; Goloboff et al., 2016).
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RESULTADOS Y DISCUSION

1.1 Nostoc, México. Las cepas F02, Glo-01-Ver y POlzta 6.0, fueron aisladas
de microambientes contrastantes entre si: la primera fue aislada de material
biolégico que crecia benténico en un arroyo del Nevado de Toluca, Estado de
México. Mientras, la segunda crecia epifita sobre una bromelaceae en el dosel del
bosque mesdfilo de montafa en Xico, Veracruz. En tanto, la Gltima crecia sobre un
sustrato artificial de una maceta en el area verde en un restaurante de la Ciudad de
Guadalajara, Jalisco.

Los resultados de las cianobacterias de aspecto nostocoide determinadas como
Nostoc spp. aumentan el conocimiento de la ficoflora del pais. Ya que FO2 es un
registro que se suma para el Estado de Meéxico, ademas de las colonias
mucilaginosas laxas sobre roca emergente y/o sumergida o sobre troncos de la
especie Nostoc parmelioides recolectada en el rio siliceo ‘Carrizal’, Valle de Bravo
(Cartajena Alcantara et al., 2020). Asimismo, Glo-01-Ver: es el primer reporte en
Veracruz de una cianobacteria nostocoide epifita sobre bromeliaceae; donde se ha
reportado que Nostoc forma parte de la ficoflora en las hondonadas de ‘La Mancha’
(Vazquez & Legaria-Moreno, 2006). Por dltimo, POlzta 6.0 se suma al registro de
Nostoc caeruleum, Nostoc commune y Nostoc punctiforme, quienes fueron
recolectados entre el fitoplancton del lago de Chapala, Jalisco (Nufies Marquez &
Reyes Gonzélez, 1995).

2.0 Cianobacterias nostocoides mexicanas cultivadas. La determinacion
taxondmica utilizando Unicamente caracteres morfolégicos de las cepas F02, Glo-
01-Ver y POlzta 6.0, y la bibliografia consultada indicaron se trataban de Nostoc
commune, Desmonostoc muscorum Yy Nostoc sphaeroides, respectivamente
(Komarek, 2013; Komarek & Johansen, 2015; Sant’Anna et al., 2017). Sin embargo,
la suma de la secuencia ARNr 16S invalidaron la determinacién por taxonomia
tradicional, asi como no permiten tomar una decision taxonémica definitiva.

Las determinaciones con base a taxonomia tradicional conllevan a imprecisiones
taxonomicas cuando se comparan con las secuencias de los taxa de aspecto
nostocoide (Nostoc-like). Por tanto, deben de conocerse las secuencias de ARNr
16S, ARNr 23S e ITS para reconocer las diferencias en la estructura secundaria de
su transcrito, como ha sido indicado por: Rehakova et al. (2007), Hrouzek et al.
(2013), Komarek (2013), Genuario et al. (2015), Bagchi et al. (2017), Hentschke et
al. (2017), Cai et al. (2019a), Cai et al. (2019b), Saraf et al. (2019a), Cai & Li (2020),
Cai et al. (2020), Soares et al. (2020), Lee et al. (2021) y Mishra et al. (2021).
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Ahora bien, el inventariado de los recursos en una region representa una de las mas
importantes practicas ecoldgicas en el desarrollo de un proyecto de
aprovechamiento sostenible, por lo cual, las monografias tradicionalmente utilizadas
para la discriminacion taxonomica de un Nostoc aun resultan atiles a la hora de
describir las microcomunidades de casi cualquier lugar (Sant"’Anna, 2007; Kant et
al., 2020; Davydov, 2021). Al aproximarse polifasicamente a un conjunto de cepas
gue presuntamente pertenecen a Nostoc se busca contribuir al conocimiento de la
ficoflora de México, ya que todos podrian representar nuevos registros al
compararlos con los listados de Novelo (2008) y Oliva Martinez & Garduiio
Soldérzano (2020).

Las secuencias al ARNr 16S obtenidas a partir del material mexicano (= 797 pb)
abarcan alrededor del 69% de la secuencia parcial al ARNr 16S reportada para
Nostoc comunne EV1-KK1 (AY577536; Rehakova et al., 2007), esto es insuficiente
para el andlisis estadistico a través de algoritmos filogenéticos. Por lo cual, en un
futuro habra de optarse por repetir la replicacion mediante reaccion en cadena de la
polimerasa con cebadores mas amplios (Ramirez et al., 2011), o que abarquen
regiones como las que codifican a cianoglobinas (glbN; Potts, 2002). Ademas,
podrian complementarse con ensayos de hibridacion ADN-ADN (Rossell6-Mora,
2006), o una secuenciacion de genoma completo (Gugger et al., 2012), ya que
podrian tratarse de novedades cientificas.

Los resultados obtenidos al compararlas con las secuencias designadas como
Nostoc-like taxa (Tabla S4), se observan en la Fig. 5: donde las secuencias de F02
(Fig. 5a) y POlzta 6.0 (Fig. 5¢) se encuentran en el mismo clado y por tanto mas
relacionadas con el género Desikacharya y la de Minunostoc cylindricum; mientras
gue Glo-01-Ver (Fig. 5b) se emparenta mas con las secuencias de Compactonostoc
shennongjiaensis, Desmonostoc danxiaense y Nostoc favosum.

Por ultimo, en la Figs. 6 y 7 se observan el andlisis de evidencia total que incluye
las secuencias del material mexicano en conjunto a su descripcibn morfométrica;
estas clasificaciones resultan ser igual de largas (1.43 cambios por sitio) en sus
distancias totales, que la media armédnica de las historias evolutivas utilizadas para
calcular el reloj molecular de las secuencias a ARNr 16S de la Nostoc-like taxa (Fig.
S6, S7y 12; £ 1.41 cambios por sitio), ademas de resultar 65% mas cortas que las
historias construidas con el método de Bootstrap de la Maxima Posibilidad (Tamura
& Nei, 1993) incluidas en la Fig. 5, y 79% mas cortas que aquellas construidas con
las secuencias discriminadas por BLAST y ACT (Figs. 13, 18 y 23).
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Nostoc commune Aliinostoc morphoplasticum Minunostoc cylindricum Pseudoaliinostoc soli
Mojavia pulchra Komarekiella atlantica Parak ekiella densis Amazonocrinis nigriterrae
Desmonostoc muscorum Compactonostoc shennongjiaensis Purpureonostoc tibeticum Atlanticothrix silvestris
Halotia branconii Desikacharya nostocoides Violetonostoc minutum Dendronalium phyllospericum

Figura 5. Analisis de Maxima Posibilidad (Tamura & Nei, 1993) de las secuencias ARNr
16S obtenidas a partir de las cepas aqui estudiadas y de las secuencias de la Nostoc-like
taxa (Tabla S4) alineadas mediante un CLUSTALW (Thompson et al., 1994) y con un
recorte a= 797 pb. Las ramas de frecuencias menores del 10% fueron colapsadas, después
de realizarse 25 réplicas Bootstrap (Felsenstein, 1985).

a. Consenso Bootstrap de la secuencia de FO2 (=) dentro de la Nostoc-like taxa. Distancia
= 2.208 cambios de bases.

b. Consenso Bootstrap de la secuencia de Glo-01-Ver (®) dentro de la Nostoc-like taxa.
Distancia = 2.209 cambios de bases.

c. c. Consenso Bootstrap de la secuencia de POIlzta6.0 ( A ) dentro de la Nostoc-like taxa.
Distancia = 2.218 cambios de bases.
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Figura 6. Andlisis de evidencia total de las cianobacterias nostocoides (Tabla S4 + Tabla S2 N
Tabla S3) incluyendo los caracteres recopilados
caracteres continuos tienen una longitud de 86.863 cambios, un IC =0.101 y un IR = 0.266; los
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Figura 7. Andlisis de evidencia total de las cianobacterias nostocoides (Tabla S4 + Tabla
S2 N Tabla S3) incluyendo los caracteres recopilados para las cepas mexicanas. En el &rbol
los caracteres continuos tienen una longitud de 88.554 cambios, un IC = 0.100 y un IR =
0.255; los caracteres discretos tienen una longitud de 122 cambios, un IC = 0.276 y un IR
=0.587; y la secuencia de ARN 16S una distancia de 1.428 cambios por base. La distancia
total partiendo de Dendronalium phyllospherycum es de 1966.551 cambios. Nostoc cf.

comunne 257-15 (%), FO2 (=), Glo-01-Ver (*) y POIzta6.0 (A).
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Cepas nostocoides analizadas: enseguida se indican, la identidad taxondmica,
codigo de cultivo, descripcion taxondmica, figuras de sus caracteres morfoldgicos,
habitat, parentescos genético-morfométrico y parecidos potenciales.

Nostoc spi.
Vaucher ex Komarek 2013

Caodigo de Cultivo: FO2 / Facultad de Estudios Superiores lztacala, UNAM.
Herbario IZTA.

Figura 8. Nostoc spi. F02. A) Aspecto general del talo macroscépico (Escala =1 cm) y
B) corte longitudinal del talo macroscopico en fresco (Escala = 10 pum).

Descripcidn: El material recolectado en el campo tenia un morfo similar a la oreja
de unraton, de 1.25 cm de longitud y textura cartilaginosa (Fig. 8A), esté presenta
un periderma donde se desarrollan filamentos perpendicularmente hacia el
interior del talo (Fig. 8B). En cultivos sélidos, de 3 a 4 semanas, se forman
colonias de aspecto verrucoso y mucilagoniso conformada por filamentos
compactados (Fig. 9K). Los filamentos son monifilormes, uniseriados (Fig. 9A) y
no seriados (Fig. 9G). El tricoma es heterocitado y demuestra un esquema de
propagacion apoheterocitico. Sus acinetos son elipsoides, de + 2.48 um de ancho
y = 2.79 um de largo (Fig. 9C), los cuales desarrollan una célula vegetativa
gigante que, a través de una division desigual, concibe a un individué de cuatro
células (Fig. 9D). Su vaina mucilaginosa es evidente al momento de deslizarse
(Fig. 9B). Los tricomas pueden alcanzar dimensiones mayores a 20 células
isopolares (Fig. 91). Las células vegetativas tienen forma de barril de 3.18 - (3.42)
-3.64 um de anchoy de 2.27 - (3.37) - 4.09 um de largo. Se trata de una poblacién
con un ciclo de vida polimoérfico.
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Figura 9. Micrografias de Nostoc sp:. FO2. A) tricoma recto de 12 células de largo, B)
filamento hormogénico con heterocito, C) acineto elipsoidal, D) division desigual del
acineto, E) colonia no seriada, F) tricoma vegetativo, G) separacion de hormogonios en
colonia no seriada, H) tricoma moniliforme corto, 1) tricoma con més de 20 células de
largo unidas, J) cadena de acinetos, K) tricomas condensados y L) tricoma con células
separadas. Escala = 5 um.

Habitat: Bentdnico, epilitico, en un arroyo del deshielo del Nevado de Toluca,
Estado de México.

El 11 de mayo del 2022 fue recolectado el material biolégico, en el arroyo con
referencias geograficas 19° 07' 50.40” latitud N, 99° 47’ 20.47” longitud O (Fig.
10), a una altitud de 3720 msnm. El material corresponde a una colonia
macroscopica en forma de oreja de ratén, epilitico sobre brecha o andesita (Fig.
11).
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F02

19° 07' 50.40" N
99° 47'2047" O

Figura 10. Ubicacién geografica de Nostoc spi1. FO2. Imagen tomada con Google Earth.

La temperatura ambiental fue de 22°C; mientras que la temperatura del agua del
arroyo fue de 6°C (Fig. 12). Las condiciones limnoldgicas registradas fueron: pH
de 6.4, conductividad de 13 pS/cm. Oxigeno disuelto de 2.35 + 0.05 mg/L y
alcalinidad total de 28 + 2.0 mg CaCOa/L.

Figura 11. Crecimiento macroscopico en poblaciones silvestres de Nostoc sp:. FO2.
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Figura 12. Sitio de recolecta de Nostoc sp:. FO2.

Parentesco genético: La secuencia ARNr 16S (741 pb) de la cepa FO2 tiene
similitud global con Nostoc punctiforme (NR_114430, 94.53%), Komarekiella
globosa (NR_176586, 94.57%), Cyanocohniella rudolphia (NR_176566, 94.58%),
Pseudoaliinostoc  constrictum  (NR_172583, 94.72%),  Desmonostoc
lechanguense (NR_176568, 94.87%), Anabaena cylindrica (NR_102457,
94.99%), Dendronalium phyllospericum (NR_172569, 95.65%), Cyanocohniella
crotaloides (NR_176548, 95.80%), Cyanocohniella hyphalmyra (NR_176597,
96.59%) y Komarekiella chia (NR_176604, 97.44%).

El arbol construido considerando él Bootstrap (50) del Andlisis de Maxima
Posibilidad de entre 40 secuencias (Fig. 13), demuestra que la secuencia de F02
es hermana de secuencias reportadas para Allinostoc, Anabaenopsis,
Cyanocohniella, Desikacharya, Minunostoc, Nostoc, Pseudoaliinostoc vy
Trichormus. Este parentesco se evidencia cuando se contrasta con secuencias
de: Atlanticotrix, Desmonostoc, Dendronalium, Komarekiella y Cylindrospernum.
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Figura 13. Bootstrap (50) del Analisis de Maxima Posibilidad de la secuencia de FO2 (=).
La historia evolutiva se construyé considerando = 764 pb, resultando en una distancia
de 1.652 cambios de bases. Los valores en los nodos representan el soporte Bootstrap
en porcentajes.

Parentesco morfométrico: Los dos Andlisis de Evidencia Total calculados para
optimizar estas observaciones (Figs. 6 y 7) ilustran como en una historia de
ancestro descendencia demostrada por la secuencia a ARNr 16S de 41
secuencias (Tabla S4), las secuencias de material mexicano y la parsimonia de
sus caracteres morfométricos (Tabla S1), se puede variar a la hora de ilustrar las
relaciones de parentesco genético, pero ser constante en sus relaciones
morfométricas; aun cuando se varie su ancestro y los arboles se dibujen con
valores bajos de consistencia y/o retencion.

La Fig. 14 es un acercamiento a la posicion de FO2 (=) en la historia evolutiva
mas corta (Fig. 7).
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Figura 14. Detalle del cluster morfométrico que incluye a FO2 (=) en un Analisis de
Evidencia Total donde se consideré a Dendronalium phyllospherycum como taxa
ancestral.

De esta manera se pretende demostrar, con el uso de otro algoritmo y con una
hipétesis de parentesco morfométrico calibrando una historia de 1.428 cambios
de base por sitio (Fig. 7), que la cepa F02 resulta hermana a él clado que incluye
a Minunostoc y las Desikacharya; ademas de que, este parecido se comparte con
las especies de Aliinostoc y Pseudoaliinostoc.

Parecidos potenciales: Las especies cuya similitud genética oscilo entre 95.65
— 97.44 %, no comparten region geografica ni condiciones ambientales con la
cepa FO02 (Komarekiella chia, Cyanocohniella hyphalmyra, Cyanocohniella
crotaloides, Dendronalium phyllospericum); es decir, las primeras son
mediterraneas de ambientes terrestre, lentico salobre y costero. Y D.
phyllospericum es del Bosque de Lluvia del Atlantico brasilefio. Mientras, la
poblacién mexicana estudiada crece l6tica en aguas dulces de temperaturas de
6°C. Ademas, el método de Maxima Posibilidad la ubica en una rama hermana a
él clado que incluye a Cyanocohniella hyphalmyra TAU-MAC 3117.
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El habitat de cada una de las especies mencionadas es indicado enseguida:
Komarekiella chia TAU-MAC 0117 y Cyanocohniella hyphalmyra TAU-MAC 3117
fueron recolectadas del tapete microbiotico epilitico en la superficie de sustrato
calcareo, cerca de una fuente de luz artificial, en la cueva terrestre Aghio Galas,
en la isla de Chios, y de los bentos de un lago salobre de Kalochori, ambos en
Grecia (Panou & Gkelis, 2022). Cyanocohniella crotaloides PJ S45 se encontraba
desarrollando tapetes microbidticos en playas de arena fina en la isla
Schiermonnikoog de Paises Bajos (Jung et al., 2020); y Dendronalium
phyllospericum CENA369, sobre las hojas de Euterpe edulis (palma) en el parque
estatal Serra do Mar de Pincinguaba, Ubatuba, Brasil (Oliveira Alvarenga et al.,
2021).

Considerando lo calculado por el algoritmo de Maxima Posibilidad (Fig. 13). El
género Aliinostoc comprende cepas de campos de arroz en Tailandia, cuerpos
de agua en la India y algunos lagos salino-alcalinos de Brasil; sin embargo, la
especie tipo, Aliinostoc morphoplastium NOS, crecia béntonica sobre las rocas y
otros substratos sumergidos en estanques de aguas eutréficas-polutas (Bagchi
et al. 2017). En particular, Anabaenopsis circularis NIES-21 se trata de una
poblacién japonesa de la que se conoce su genoma completo (Hirose et al.,
2021); ademas, es una cepa capaz de crecer y fijar nitrdgeno en la oscuridad
cuando se cultiva en medio glucosado libre de nitrdgeno combinado (Watanabe,
1967). A diferencia de la cepa FO02, Cyanocohniella calida, recolectado
originalmente en las aguas termales de Karlovy Vary, Republica Checa, este no
abandona la envoltura de su acineto (Kastovsky et al., 2014). FO2 presenta el
caréacter de enrollarse, como lo hacen las especies del género Desikacharya,; sin
embargo, Desikacharya nostocoides fue reportado en los suelos calidos del
Bosque No Clasificado de Bhanpura, India (Saraf et al., 2019a). A su vez,
Minunostoc cylindricum se recolecto en las paredes rocosas humedas de la
Pequefia Area Escénica de Siete Hoyos en los Bosques de Frondosas Mixtas en
la provincia Guizhou de China; pero este género y su especie se distinguen por
no desarrollar heterocitos y acinetos, a diferencia de FO2 (Cai et al., 2019a). Las
secuencias del género Nostoc que resultan hermanas a la secuencia parcial de
FO2 incluyen material registrado como Nostoc piscinale CENA21, el cual fue
recolectado de los suelos inundables de la isla Mari-Mari del rio Solimdes en la
cuenca del Amazonas en Brasil (Fiore et al., 2005) y se conoce su genoma
completo (Leao et al. 2016); ademas de cuatro secuencias registradas como
especie de Nostoc: HK-01, MBR 210, PCC 7101 y TH1SO01l. La primera fue
recolectada en el Campus del Instituto de Tecnologia ‘Himeji’ en ‘Harima’ la
Ciudad Jardin de las Ciencias, Japon (Katoh et al., 2003), se conoce su genoma
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completo (Hirose et al., 2021) y ha demostrado conservar su viabilidad posterior
a tres afos, con y sin luz solar, dentro y fuera de la Estaciéon Espacial
Internacional (Tomita-Yokotani et al., 2021); la segunda proviene de lagos
tropicales de aguas dulces en Singapur y se conoce su genoma completo (Te et
al., 2016); de la tercera también se conoce su genoma completo (Gugger et al.,
2012) y proviene de un estanque poco profundo de la peninsula de Point Reyes
en Estados Unidos (Rippka, 1979); mientras que la cuarta, proviene de un campo
de arroz no inundado por agua en Thailandia (Papaefthimiou et al., 2008).
Pseudoaliinostoc constrictum SA30, proviene de un arrozal en Ojaksar, Iran
(Saraf et al. 2018). En particular, Trichormus azollae Kom BAI/1983 es de origen
incierto (Rajaniemi et al., 2005).

Atlanticotrix silvestris CENA357 se trata una especie que crece sobre las hojas
de Garcinia gardenaria (Rubiaceae) en la misma porcion del bosque de lluvias en
el atlantico brasilefio que Dendronalium phyllospericum CENA369 (Oliveira
Alvarenga et al., 2021). Las especies entre las Desmonostoc han demostrado
constituir un grupo tan diverso como el de las Nostoc, por lo cual el uso y desuso
del género aun esta por demostrase (Hrouzek et al., 2013; Mishra et al., 2021).
Las caracteristicas microscopicas generales de los tricomas vegetativos de F02
pueden compararse con las descripciones de Oliveira Alvarenga et al. (2021)
para Atlanticotrix silvestris CENA357 o de Dendronalium phyllospericum
CENAZ369, pero FO2 no ha demostrado la germinacion de sus heterocitos como
lo hacen las especies epifitas del bosque de lluvias brasilefio (Oliveira Alvarenga
et al., 2021). La germinacién de los acinetos de F02, coincide con la formacién
de una célula vegetativa grande por su divisién desigual, tal como se observo
para el género Komarekiella por Hentschke et al. (2017); sin embargo, las
poblaciones de Komarekiella atlantica CCIBT 3483 crecian sobre la corteza de
arboles, postes de madera y paredes de concreto del parque estatal Santa
Virginia del Bosque de Lluvia Brasilefio; las cuales son similares en apariencia a
poblaciones recolectadas en un piso de concreto en la isla de Hawaii, Estados
Unidos. Cylindrospernum stagnale PCC 7417 proviene del suelo de invernaderos
de Suecia (Lyra et al., 2001).

Por otro lado, los dos Analisis de Evidencia Total (Figs. 18 y 19) calculan que la
cepa F02 resulta con mayor parsimonia a la morfometria de las especies: Nostoc
linckia, N. simulans, N. minutum y N. bicalyptratum; ademas, sugieren que estas
especies podrian distribuirse entre las Aliinostoc, Desikacharya, Minunostoc y
Pseudoaliinostoc; sin embargo uno (Fig. 6) considera que todas estas especies
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podrian confundirse con Purpurenostoc tibeticum, y el otro (Fig. 7) considera que
podrian confundirse con Nostoc paludosum.

Donde las cinco especies de Nostoc han sido citadas para otros paises. Nostoc
bycaliptratum se recolecté en las calizas de los manantiales de reocreno en
Yunnan, China (Komarek, 2013); Nostoc linckia se ha encontrado creciendo en
los afluentes de fabricas textiles en Prem Nagar, India (Mona et al., 2011),
ademas de piletas de secado en América del Norte (Koméarek & Johansen, 2015);
Nostoc minutum ha sido reportada en Argentina (Ferrari, 2004); a Nostoc
paludosum en pantanos del Artico Americano (Koméarek & Johansen, 2015);
Nostoc simulans se recolectd creciendo en las cavidades de los muros en las
casas de Maricao, Puerto Rico (Komarek, 2013). Ademas, Purpurenostoc
tibeticum fue aislado de los suelos humedos del Tibet, China (Cai et al., 2020).

Nostoc spo.
Vaucher ex Koméarek 2013

Cddigo de Cultivo: Glo-01-Ver / Facultad de Estudios Superiores Iztacala, UNAM.
Herbario IZTA.
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Figura 15. Aspecto general del talo macroscépico Nostoc sp.. Glo-01-Ver (Escala = 1 cm).
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Descripcion: En cultivos soélidos, de tres a cuatro semanas, se desarrollan
colonias de apariencia mucilaginosa y color verde bandera (Fig. 15), donde los
tricomas se desarrollan enredados en extensas colonias mucilaginosas. Los
filamentos son moniliformes y presentan una tenue vaina (Fig. 16H). Los tricomas
son heterocitados y tienen una apariencia moniliforme uniseriada e isopolar (Fig.
16C). Las células vegetativas tienen forma de barril de 2.86 - (4.29) - 5.72 um de
ancho y de 2.86 - (3.23) — 7.15 um de largo. Sus heterocitos son terminales (Fig.
16D), a veces en serie (Fig. 16G), con forma de barril de 3.80 - (4.75) - 5.06 pm
de ancho y de 4.75 - (5.70) — 6.74 pm de largo. Los acinetos son elipsoides de
2.32 - (4.06) — 8.58 um de ancho y de 3.26 - (4.58) — 8.58 um de largo (Fig. 16A).
Se propaga a través de germinacion de acinetos (Fig. 16B), y la divisiéon desigual
de las células vegetativas (Fig. 16E).

Figura 16. Micrografias de Nostoc sp». Glo-01-Ver. A) Acineto unido a un tricoma, B) acineto
germinando, C) tricoma vegetativo moniliforme, D) tricoma moniliforme con heterocito
terminal y tenue vaina, E) célula vegetativa grande atravesando una division desigual, F)
resultado de la division desigual de una célula vegetativa grande, G) tricoma con heterocitos
terminales en serie y H) arreglo desorganizado de acinetos en una colonia. Escala =5 um.
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Habitat: Epifita sobre las bracteas de una bromeliaceae (Phytotelmata) del
bosque mesdfilo de montafia en el camino hacia la Cascada de Texolo, Veracruz.

El material original fue recolectado el 5 de septiembre del 2017 por Macias Lopez
Felipe Arath. La bromelia se encontraba sobre un Liquidambar styraciflua a una
altitud de 1300 m s.n.m. La Fig. 17 sefala la cascada con referencias geograficas
19°24'5.58” N, 96° 59’ 42.22” O.

Glo-01-Ver

19°24' 558" N
96° 59' 42.22" O

Figura 17. Ubicacion geogréfica de la Cascada de Texolo, donde se recolecté Nostoc
sp2. Glo-01-Ver. Imagen tomada con Google Earth.

Parentesco genético: La secuencia ARNr 16S (778 pb) de la cepa Glo-01-Ver.
tiene una similitud con secuencias de Nostoc oromo (NR_172703, 89.09%),
Cronbergia siamensis (NR_153750, 89.16%), Brasilonema tolantogensis
(NR_118308, 89.17%), Aliterella gigantea (NR_176584, 89.19%),
Cyanomargarita calcarea (NR_172700, 89.49%), Anabaena cylindrica
(NR_102457, 89.74%), Calothrix dumus (NR_176524, 90.64%), Dulcicalothrix
alborzica (NR_176531, 92.77%), Calothrix desértica (NR_114995, 93.59%) y
Dulcicalothrix necridiiformans (NR_164867, 94.14%).
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El arbol construido considerando €l Bootstrap (50) del Andlisis de Maxima
Posibilidad de entre 40 secuencias (Fig. 18), agrupa la secuencia de Glo-01-Ver
en un grupo conformado por las secuencias de Dulcicalothrix. Este parentesco
se evidencia cuando se contrasta con secuencias de Aliterella, Brasilonema
Compactonostoc, Cronbergia e Iphinoe.

Calothrix desertica PCC 7182 (NR 114995)
Calothrix desertica PCC 7182 (NR 112175)

@ Glo-el-ver

Calothrix dumus HWSCAC (NR 176525)
Dulcicalothrix necridiiformans V13 (NR 164867)
Dulcicalothrix alborzica Albor (NR 176531)
Compactonostoc shennongjiaensis CHAB 5781 (MH598844)
Aliterella gigantea PJ1e2 (NR 176584)
Aliterella chasmolithica PJ 515 (NR 176543)
Cronbergia siamensis SAG 11.82 (NR 153750)
Iphinoe spelaeobios LO2-B1 (NR 117888)

Brasilonema tolantongensis Tolantongo (NR 1183@8)
Brasilonema terrestre CENA116 (NR 116834)
Phyllonema aviceniicola CENA341 (NR 148663)
Cyanomargarita calcarea GSE-NOS12-84C (NR 172708)
Cyanomargarita melechinii APA-RSS (NR 172698)
cylindrica PCC 7122 (NR 182457)
Desikacharya nostocoides BHU1-PS (MH@36167)
Desikacharya soli BHU2-PS (MH@36168)
Nostoc sp. MBR 21@ contig 53 (MBRD@19e@e32)
Trichormus azollae Kom BAI/1983 (AJ63@454)
Nostoc piscinale CENA21 (CP@12036)
Minunostoc cylindricum CHABS5843 (MH918062)
68 Nostoc sp. TH1Sel (AM711547)

100 Nostoc sp. PCC 7107 (CP@@3548)

100 Nostoc sp. HK-@1 DNA (AP@18318)

Anabaenopsis circularis NIES-21 (AP918174)
Komarekiella atlantica CCIBT 3483 (NR 172683)
Komarekiella globosa PJ104 (NR 176586)
Nostoc commune CANT2 (MGE4158@)

56 Uncultured Nostoc sp. clone 165-4 (KT343963)
a8 E Nostoc sp. 1198P (GU@62465)
28 Nostoc commune EV1-KK1 (AY577536)

Nostoc sp. Peltigera membranacea UK194 cyanobiont (KF353703)
Nostoc punctiforme SAG 71.79 (DQ185258)
Nostoc oromo ETH. 2.4. M.5 (NR 172783)
32 Nostoc commune AHNG@6@S (EU178142)
100 Nostoc punctiforme PCC 73182 (NR @74317)
Nostoc punctiforme ATCC 29133 (CPe@137)
Nostoc flagelliforme IMGA@488 (EU178143)

Figura 18. Arbol filogenético del Anélisis de Maxima Posibilidad de la secuencia de Glo-
01-Ver (*). La historia evolutiva se construyé considerando = 797 pb, resultando en una
distancia de 2.081 cambios de bases. Los valores en los nodos representan el soporte
Bootstrap en porcentajes.

Parentesco morfométrico: Los dos Analisis de Evidencia Total calculados para
optimizar estas observaciones (Figs. 6 y 7) ilustran como en una historia de
ancestro descendencia demostrada por la secuencia a ARNr 16S de 41
secuencias (Tabla S4), las secuencias de material mexicano y la parsimonia de
sus caracteres morfométricos (Tabla S1), puede variar a la hora de ilustrar las
relaciones de parentesco genético, pero ser constante en sus relaciones
morfométricas; aun cuando se varie su ancestro y los arboles se dibujen con
valores bajos de consistencia y/o retencion.
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La Fig. 19 es un acercamiento a la posicion de Glo-01-Ver (¢) en la historia
evolutiva mas corta (Fig. 7).
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Nostoc commune Aliinostoc morphoplasticum Minunostoc cylindricum Pseudoaliinostoc soli
Mojavia pulchra Komarekiella atlantica Parakomarekiella densis inis nigriterrae
Desmonostoc muscorum Compactonostoc shennongjiaensis Purpureonostoc tibeticum Atlanticothrix silvestris
Halotia branconii Desikacharya nostocoides Violetonostoc minutum Dendronalium phyllospericum

Figura 19. Detalle a Glo-01-Ver () en el cluster morfometrico evidenciado en un Analisis
de Evidencia Total que considera a Dendronalium phyllospherycum como taxa ancestral
(Fig. 7).

De esta manera se pretende demostrar, con el uso de otro algoritmo y con una
hipétesis de parentesco morfométrico calibrando una historia de 1.428 cambios
de base por sitio (Fig. 19), que la cepa Glo-01-Ver resultd hermana a él clado que
incluye a Compactonostoc shennongjiaensis y algunas especies de
Desmonostoc.
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Parecidos potenciales: Las especies cuya similitud oscil6 entre el 90.64 —
94.14%, no comparten region geografica ni condiciones ambientales con la cepa
Glo-01-Ver. Es decir: Dulcicalothrix necridiiformans, crece en un ambiente Iéntico
oligotrofico en Asia meridional; Calothrix desértica, de un ambiente aéreo en el
Matorral Bajo Tropical Andino chileno; Dulcicalothrix alborzica en un ambiente
I6tico entre los Bosques Mixtos del Monte Elburz; y Dulcicalothrix dumus, de un
sustrato artificial en las costas pantanosas de Florida. Mientras, la poblacion
mexicana crecia como fitotelmata en un Bosque veracruzano. Ademas, el método
de Maxima Posibilidad la ubica entre en un clado hermano a Compactonostoc
shennongjiaensis CHAB 5781, quien fue recolectado de muros rocosos humedos
en el Distrito forestal Shennongjia, China (Cai et al., 2019b).

El habitat de cada una de las especies mencionadas es indicado enseguida:
Dulcicalothrix necridiiformans MCC 3314 fue recolectado como una colonia
macroscopica sumergida en aguas someras de un estanque en una rancheria
aislada de Shrirampur, India (Saraf et al., 2019b). Calothrix desértica PCC 7102
fue recolectada de la fina arena en algun lugar de Antofagasta, Chile (Sihvonen
et al., 2007); Dulcicalothrix alborzica CCC13/87-b fue aislada de cantos rodados
sumergidos en el rio Atrak, Irdn (Nowruzi & Shalygin, 2021). Calothrix dumus
HWSCAC fue recolectado de lapidas de granito en el cementerio H. Warren Smith
en Florida, Estados Unidos (Villanueva et al., 2019).

Considerando lo calculado por el algoritmo de Maxima Posibilidad (Fig. 18). El
género Aliterella originalmente fue reportado para las aguas de la plataforma
continental al sur del Océano Atlantico, Brasil, y la turba de algas verdes en suelo
ornitogénico en Arctowski, Antartica (Rigonato et al., 2016); sin embargo,
Aliterella chasmolithica PJ S15 crecia de manera casmoendolitica en rocas de
granito en el Parque Nacional ‘Pan de Azucar en el Desierto de Atacama, Chile
(Jung et al., 2020), y Aliterella gigantea PJ102 fue aislada de Peltula capensis
(liquen) quien crecia en arenisca temporalmente sumergida en el lecho de un rio
inundado estacionalmente en la Reserva de la Biosfera Vhembe, Sudafrica (Jung
et al.,, 2021). Al igual que Brasilonema bromeliae SPC951, Glo-01-Ver, fue
recolectada como fitotelmata (Fiore et al., 2007). Sin embargo, el material
mexicano no presenta una morfologia scytonematoide, ademas, Brasilonema
tolantogensis Tolantongo fue aislada de paredes de piedra caliza cerca de
escorrentias en ambientes subtropicales en Hidalgo, México (Becerra-Absalon et
al., 2013) y Brasilonema terrestre CENA116 crecia subaerofitica en concreto del
parque estatal Ilha do Cardoso, Brasil (Sant’Anna et al., 2011). Cronbergia
siamensis SAG 11.82 ocurre en suelos humedos y campos de arroz en Bangkok,
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Tailandia (Komarek et al., 2010) y este generd posee una morfologia nostocoide
como la cepa Glo-01-Ver. Por ultimo, Iphinoe spelaeobios LO2-B1 fue aislado de
una cueva e Grecia, y se trata de una especie filamentosa que desarrolla
verdaderas ramificaciones (Lamprinou et al., 2011).

Por otro lado, el primer Analisis de Evidencia Total (Fig. 6) calcula que la cepa
Glo-01-Ver resulta con mas parsimonia a la morfometria de las especies: Nostoc
wartisporum y N. bornetii, pero, sugiere que esta cepa podria resultar ser un clado
distinto a la mayoria de las especies de la Nostoc-like taxa. Sin embargo, el
segundo Andlisis de Evidencia Total (Fig. 7) calcula que la cepa Glo-01-Ver
resulta con mayor parsimonia a la morfometria de las especies: Nostoc oryzae,
N. wartisporum y N. bornetii, pero, sugiere que esta cepa podria encontrarse en
algun clado hermano a Compactonostoc shennongjiaensis.

Nostoc bornetii es una especie que se recolect6 en suelos y entre musgos en la
Antéartida (Komarek, 2013), ademas de haberse reportado en manglares de
Kerala, India (Arun & Tessy, 2022); Nostoc oryzae fue recolectada de campos de
arroz en la India y Egipto (Komarek, 2013), ademas de haberse reportado en las
aguas del lago Doiran en Grecia (Gkelis et al., 2014); N. wartisporum fue obtenida
de cultivos enriquecidos con suelo y agua de arrozales en Lucknow, India
(Koméarek, 2013), ademés de arrozales en Uttar Pradesh, India (Prasad &
Mehrotra, 1980).

Nostoc sps.
Vaucher ex Komarek 2013

Cddigo de Cultivo: POIlzta6.0/ Facultad de Estudios Superiores Iztacala, UNAM.
Herbario IZTA.

r

Figura 20. Aspecto general del talo macroscopico de Nostoc sps. POlzta6.0 (Escala =
25 mm).
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Descripcion: En cultivos solidos, de tres a cuatro semanas, se desarrollan
colonias de apariencia inusual y color verde brillante (Fig. 20), donde los tricomas
se distribuyen densamente compactados. Los tricomas presentan una vaina
mucilaginosa (Fig. 21E), son heterocitados y tienen una apariencia moniliforme
uniseriada e isopolar en sus distintos segmentos (Fig. 21G). Las células
vegetativas tienen forma de barril de 3.33 - (3.84) - 4.24 ym, ancho y de (2.42)
3.40 - 3.64 um de largo. Sus heterocitos son terminales (Fig. 21D), con forma de
barril de 3.44 - (3.86) - 4.43 pm de ancho y de 2.95 - (3.60) - 4.36 um de largo.
Los acinetos son esféricos y/o elipsoides, de 2.22 - (3.70) — 4.81 um de ancho y
de 2.59 - (3.70) — 6.66 um de largo (Fig. 21A). Se propaga a través de la division
desigual de las células vegetativas (Fig. 21B).

Figura 21. Micrografias de Nostoc sps. POIzta6.0. A) Acineto unido a un tricoma, B)
célula vegetativa grande atravesando una division desigual, C) resultado de la division
desigual de una célula vegetativa grande, C) tricoma con heterocito terminal, E) tricoma
moniliforme con tenue vaina, F) colonia no seriada y G) cadena de acinetos. Escala = 5
pm.

Habitat: Euaérea litofita en la superficie de una maceta de barro con una planta
ornamental en el Km 17 de la carretera Chapala-Guadalajara, Jalisco.
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El material fue recolectado el 5 de octubre del 2021 en el estacionamiento del
restaurante ‘Birrierias Chololo’, con referencias geograficas 20° 29'4.97” N, 103°
16’ 13.25” O (Figura 22), a una altitud de 1534 m s.n.m.

4 POIlzta6.0

20° 29'4.97" N
103° 16' 13.25" O

Figura 22. Ubicacion geogréfica del restaruante, donde fue recolectado Nostoc sps.
POlzta 6.0. Imagen tomada con Google Earth.

Parentesco genético: La secuencia ARNr 16S (738 pb) de la cepa POlzta 6.0
tiene una similitud con secuencias de Allinostoc morphoplasticum (NR_158066,
94.57%), Komarekiella globosa (NR_176586, 94.57%), Cyanocohniella rudolphia
(NR_176566, 94.58%), Pseudoallinostoc constrictum (NR_172583, 94.72%),
Desmonostoc lechanguense (NR_176568, 94.87%), Anabaena cylindrica
(NR_102457, 94.99%), Dendronalium phyllospericum (NR_172569, 95.65%),
Cyanocohniella crotaloides (NR_176548, 95.80%), Cyanocohniella hyphalmyra
(NR_176597, 96.59%) y Komarekiella chia (NR_176604, 97.44%).

El arbol construido considerando él Bootstrap (50) del Andlisis de Maxima
Posibilidad de entre 40 secuencias (Fig. 23), demuestra que la secuencia de F02
es hermana de secuencias reportadas para Anabaenopsis, Compactonostoc,
Desikacharya, Minunostoc, Nostoc, y/o Trichormus. Este parentesco se evidencia
cuando se contrasta con secuencias de Anabaena, Cyanocohniella, y Nodularia.
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26

Figura 23. Arbol filogenético del Anélisis de Maxima Posibilidad de la secuencia de
POlzta 6.0 (A). La historia evolutiva se construy6 considerando = 750 pb, resultando en
una distancia de 1.689 cambios de bases. Los valores en los nodos representan el
soporte Bootstrap en porcentajes.

Parentesco morfométrico: Los dos Andlisis de Evidencia Total calculados para
optimizar estas observaciones (Fig. 6 y 7) ilustran como en una historia de
ancestro descendencia demostrada por la secuencia a ARNr 16S de 41
secuencias (Tabla S4), las secuencias de material mexicano y la parsimonia de
sus caracteres morfométricos (Tabla S1), puede variar a la hora de ilustrar las
relaciones de parentesco genético, pero ser constante en sus relaciones
morfométricas; aun cuando se varie su ancestro y los arboles se dibujen con
valores bajos de consistencia y/o retencion.

La Fig. 24 es un acercamiento a la posicion de POlzta 6.0 (A) en la historia
evolutiva mas corta (Fig. 7).
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Figura 24. Detalle a POlzta 6.0 (A) en el clister morfometrico evidenciado en un
Andlisis de Evidencia Total que considera a Dendronalium phyllospherycum como taxa
ancestral (Fig. 7).

De esta manera se pretende demostrar, con el uso de otro algoritmo y con una
hipétesis de parentesco morfométrico calibrando una historia de 1.428 cambios
de base por sitio (Fig. 24), que la cepa POlzta 6.0 resulta hermana al clado que
incluye a Minunostoc y las Desikacharya; ademas de que, este parecido se
comparte con las especies de Aliinostoc y Pseudoaliinostoc.

Parecidos potenciales: Las especies cuya similitud oscilo entre 97.44 — 95.65
% (Komarekiella chia, Cyanocohniella hyphalmyra, Cyanocohniella crotaloides,
Dendronalium phyllospericum), no comparten region geografica ni condiciones
ambientales con la cepa mexicana POlzta 6.0. Es decir, las primeras son
mediterraneas de ambientes terrestre, lénticos salobres y costeros. Y D.
phyllospericum es del Bosque de Lluvia del Atlantico brasilefio. Mientras la
poblacion mexicana estudiada crece sobre la superficie de un sustrato artificial
de barro.
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El habitat de cada una de las especies mencionadas es indicado enseguida:
Komarekiella chia TAU-MAC 0117 y Cyanocohniella hyphalmyra TAU-MAC 3117
fueron recolectadas del tapete microbiotico epilitico en la superficie de sustrato
calcareo, cerca de una fuente de luz artificial, en la cueva terrestre Aghio Galas,
en la isla de Chios, y de los bentos de un lago salobre de Kalochori, ambos en
Grecia (Panou & Gkelis, 2022). Cyanocohniella crotaloides PJ S45 se encontraba
desarrollando tapetes microbidticos en playas de arena fina en la isla
Schiermonnikoog de Paises Bajos (Jung et al., 2020); y Dendronalium
phyllospericum CENA369, sobre las hojas de Euterpe edulis (palma) en el parque
estatal Serra do Mar de Pincinguaba, Ubatuba, Brasil (Oliveira Alvarenga et al.,
2021).

Considerando lo calculado por el algoritmo de Méaxima Posibilidad (Fig. 23). En
particular, Anabaenopsis circularis NIES-21 se trata de una poblacién japonesa
de la que se conoce su genoma completo (Hirose et al., 2021); ademas, es una
cepa capaz de crecer y fijar nitrdgeno en la oscuridad cuando se cultiva en medio
glucosado libre de nitrégeno (Watanabe, 1967). Compactonostoc
shennongjiaensis CHAB 5781, fue recolectado de muros rocosos humedos en el
Distrito forestal Shennongjia, China (Cai et al., 2019b). POlzta 6.0 presenta el
caréacter de enrollarse, como lo hacen las especies del género Desikacharya,; sin
embargo, Desikacharya nostocoides fue reportado en los suelos calidos del
Bosque No Clasificado de Bhanpura, India (Saraf et al., 2019a). A su vez,
Minunostoc cylindricum se recolecté en las paredes rocosas humedas de la
Pequefia Area Escénica de Siete Hoyos en los Bosques de Frondosas Mixtas en
la provincia Guizhou de China; pero este género y su especie se distinguen por
no desarrollar heterocitos y acinetos, a diferencia de POlzta 6.0 (Cai et al.,
2019a). Las secuencias del género Nostoc que resultan hermanas a la secuencia
parcial de POlzta 6.0 incluyen material registrado como N. piscinale CENA21, el
cual fue recolectado de los suelos inundables de la isla Mari-Mari del rio Solim&es
en la cuenca del Amazonas en Brasil (Fiore et al., 2005) y se conoce su genoma
completo (Leao et al.,, 2016); ademas de cinco secuencias registradas como
especie de Nostoc: HK-01, MBR 210, PCC 7101, TH1S01 y YK-01. La primera
fue recolectada en el Campus del Instituto de Tecnologia ‘Himeji’ en ‘Harima’ la
Ciudad Jardin de las Ciencias, Japon (Katoh et al., 2003), se conoce su genoma
completo (Hirose et al., 2021) y ha demostrado conservar su viabilidad posterior
a tres afos, con y sin luz solar, dentro y fuera de la Estacion Espacial
Internacional (Tomita-Yokotani et al., 2021); la segunda proviene de lagos
tropicales de aguas dulces en Singapur y se conoce su genoma completo (Te et
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al., 2016); de la tercera también se conoce su genoma completo (Gugger et al.,
2012) y proviene de un estanque poco profundo de la peninsula de Point Reyes
en Estados Unidos (Rippka, 1979); mientras que la cuarta, proviene de un campo
de arroz no inundado por agua en Thailandia (Papaefthimiou et al., 2008); por
altimo, la quinta, es japonesa (Takaichi et al., 2005). En particular, Trichormus
azollae Kom BAI/1983 es de origen incierto (Rajaniemi et al., 2005).

Anabaena sp. SAG 12.82 fue recolectada de una duna de arena humeda en la
Isla Fohr en Alemania (Kozlikova-Zapomélova et al.,, 2016). Cyanocohniella
hyphalmyra TAU-MAC 3117 fue recolectada de los bentos de un lago salobre de
Kalochori, Grecia (Panou & Gkelis, 2022). Nodularia harveyana Lukesova 18/94
proviene de una pradera salina en Sedlec, Republica Checa (Papaefthimiou et
al., 2008); Nodularia spumigena CCY9414 fue aislada de muestras recolectadas
en la superficie de las aguas en el mar de Bornholm, Dinamarca (Vol3 et al.,
2013); Nodularia cf. harveyana HBU11 proviene del suelo lateritico a la orilla de
un abrevadero en el Parque Nacional ‘Tsavo West, Kenia (Rehakova et al.,
2014); y Nodularia spumigena UHCC 0039 fue aislada del Golfo de Finlandia
(Teikari et al., 2018).

Por otro lado, los dos Analisis de Evidencia Total (Fig. 18 y 19) calculan que la
cepa POlzta 6.0 resulta parsimoniosa a la morfometria de las especies: Nostoc
linckia, N. simulans, N. minutum y N. bicalyptratum; ademas, sugieren que estas
especies podrian distribuirse entre las Aliinostoc, Desikacharya, Minunostoc y
Pseudoaliinostoc; sin embargo uno considera que todas estas especies podrian
confundirse con Purpurenostoc tibeticum (Fig. 18), y el otro considera que
podrian confundirse con Nostoc paludosum (Fig. 19).

Nostoc bycaliptratum es una especie que se recolecto en las calizas de los
manantiales de reocreno en Yunnan, China (Komarek, 2013); Nostoc linckia es
una especie que se ha encontrado creciendo en los afluentes de fabricas textiles
en Prem Nagar, India (Mona et al.,, 2011), ademéas de piletas de secado en
América del Norte (Komarek & Johansen, 2015); Nostoc minutum es una especie
que ha sido reportada en Argentina (Ferrari, 2004); se ha reportado a Nostoc
paludosum en pantanos del Artico Americano (Koméarek & Johansen, 2015);
Nostoc simulans se recolecto creciendo en las cavidades de los muros en las
casas de Maricao, Puerto Rico (Komarek, 2013); y Purpurenostoc tibeticum fue
aislado de los suelos humedos del Tibet, China (Cai et al., 2020).
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CONCLUSION

La comparacion entre los métodos morfologico y molecular para la discriminacion
taxondémica de una cianobacteria nostocoide corrobora que todas las poblaciones
comparten una similitud global que no permite distinguirla entre ellas.

Los aislamientos del material biol6gico permitieron la caracterizacion morfolégica y
molecular de diversos representantes. Algunas poblaciones crecen en consorcios
gue no pueden ser tratados a través de técnicas moleculares simples.

La Faja Volcanica Transmexicana es rica en cianobacterias de aspecto nostocoide
que se desarrollan en habitos Iéticos, fitotelmatas y epiliticos.

Las cianobacterias de aspecto nostocoide aisladas de México exhiben ciclos de vida
polimorficos y la descripcion a detalle del desarrollo de cada uno conlleva un
monitoreo especifico que va mas allad de los propdsitos de este documento. Esto
indica la necesidad de futuras investigaciones que apunten a la determinacion
taxonomica polifasica del material mexicano.
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Los seres organizados estan sometidos al imperio de los agentes fisicos
y como tales, satisfacen el principio fundamental de la dinamica

este es:

el movimiento jamas nace de la nada

y siempre resulta de otro movimiento

— Petro Angelo Secchi
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SUPLEMENTOS

Parecidos y parentescos entre las especies de cianobacterias nostocoides

S.1 Caracterizacion morfométrica. Una vez realizada la documentacion de las
descripciones originales de las especies reportadas por Rehakova et al. (2007),
Hrouzek et al. (2013), Genuario et al. (2015), Miscoe et al. (2016), Singh et al.
(2016), Bagchi et al. (2017), Hentschke et al. (2017), Suradkar et al. (2017), Cai et
al. (2018), de Alvarenga et al. (2018), Saraf et al. (2018), Cai et al. (2019 a y b),
Saraf et al. (2019a), Cai et al. (2020), Cai & Li (2020), Kabirnataj et al. (2020), Mesfin
et al. (2020), Singh et al. (2020), Soares et al. (2021), Cai et al. (2021), Lee et al.
(2021) y Oliveira Alvarenga et al. (2021), se eligieron 19 caracteres homadlogos,
micro y macroscopicos (Tabla S1), que representan la morfometria de un conjunto
de especies que en este documento se tratara como Nostoc-like. Se incluye un
glosario (Apéndice A) que describe los conceptos, con base en el criterio de
Komarek (2013), e indica los estados de caracter que se usaran en el trabajo.

Tabla S1. Matriz de caracteres morfoldgicos considerados para describir la taxa Nostoc-like.
Donde fila A: Numero de Caracter (0-4; continuos) y (5-18; discretos), B: Caracter taxonémico,
C: Estados de caracter y D: Atributo.
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A través de la matriz propuesta en la tabla S1, fueron registrados en la Tabla S2,
cada uno de los caracteres de las 41 especies que abarcan 16 géneros del complejo
Nostoc-like. De igual manera, se considero la matriz de la Tabla S1, para sefalar
los caracteres de las 84 especies citadas para Europa y otras regiones (Tabla S3).

Tabla S2. Descripciones morfométricas para cada especie de Nostoc-like taxa; donde indica
sus caracteres continuos (0-4) y discretos (5-18) ademas de su estado de caracter. Los
caracteres continuos no han sido transformados a una distribucion decimal.

HE # Especie] ® 1 2 3 4(567 89 10 11 12 13 14 15 16 17 18
j8l a| 1{Nostoc commune EV1-KK1 Rehdkova et Johansen 2007 135318161 241202011 1 1 1 1 0 1 1 1 1
2 2|Nostoc desertorum Rehdkovd et Johansen 2007 842 345 - 4 0001111180 01109
3 3[Nostoc indistinguendum Rehakova et Johansen 2007 99 108 246 11 2500001 1 1 1 1 6 1 1 1 0
4| |4[Nostoc Llichenoides Vaucher ex Rehakovéd et Johansen 2007 93 164 293 1832|245- -1 1 1 1 @ 1 1 1 1
5 5|Nostoc cavernicola Miscoe et Johansen 2016 17 13916382 9%(0 2010 1 1 1 1 0 1 @ 0 1
6 6|Nostoc neudorfense Singh, Snokhousova et Elster 2020 64 218 - 34 020011 11190 0 1 11
7 7|Nostoc oromo Mesfin et Johansen 2020 130239 77 18 6|0 0010 1 6 1 1 0 1 1 1 0
8 8[Nostoc favosum Cai et Li 2021 46 68 - 15 ©301?1 1 1190 0 1 06 1
9 9[Nostoc mirabile Cai et Li 2021 39 45 - 12 10111 1 11 0 0 1 0 1

b|1|Mojavia pulchra Rehdkové et Johansen 2007 737 511 - 7 920111 1 1106 0 1 1 0
c|1|Desmonostoc muscorum (Agardh ex Bornet et Flahaukt) Hrouzek et Ventura 2013 |128 313432 2434|6201 1 1 1 1 1 © 1 1 1 1
2|Desmonostoc geniculatum Miscoe Pietrasiak et Johansen 2016 148 103 208 7 14|00 010 6 1 1 1 © 1 1 1 0
3|Desmonostoc vinosum Miscoe et Johansen 2016 30 24 133 8 4403001 1 1 1 1 0 1 1 0 1
4|Desmonostoc danxianense Cai et Li 2018 41 53 2991373eee01? ? 1 1 1 0 1 1 1 1
5|Desmonostoc magnisporum Saraf Singh et al. 2018 81 160 - 20 106?211 11190 1111
6|Desmonostoc punensis (Singh) Saraf Singh et al. 2018 66 108 173 16 26|06 1000 1 1 1 1 © 1 ? 1 1
7|Desmonostoc salinum de Alvarenga et al. 2018 77 167 493 2264020111 1 1 1 06 1 1 1 1
8|Desmonostoc persicum Kabirnataj et al. 2020 63 207 3033348000011 1110606 1111
d|1|Halotia branconii Genuario et al. 2015 38 ? 66 17]l¢ 1?2111 1 1 1 0 1 1 ? ?
2|Halotia longispora Genuario et al. 2015 55 ? 134 2401111 1 1190 11 ? ?
3|Halotia wernerae Genuario et al. 2015 61 ? 159 2601111 1110 11?2 ?
e|1[Aliinostoc morphoplasticum Bagchi et al. 2017 50 73 1401528010006 1 1 1 1 1 1 ? 1 ©
2|Aliinostoc catenatum Kabirnataj et al. 2020 111 178 258 16 23|01 001 1 1 1 1 0 1 ? 1 @
3|Aliinostoc magnakitifex Kabirnataj et al. 2020 35 67 3461999000211 1 1 1 0 1 1 1 1
f|1|Komarekiella atlantica Hentschke Johansen et Sant “Anna 2017 80 38 114 5 1462012 ? 1 1 1 0 1 1 1 1
g|1|Compactonostoc shennongjiaensis Cai et Li 2019 76 21 - 3 -|p10111 1 1106 0 111
h|1|Desikacharya nostocoides Saraf Singh et al. 2019 89 170 - 19 -|j610?1 ? 1 1 1 6 0 1 1 1
2|Desikacharya soli Saraf Singh et al. 2019 72 162 - 23 -|@10?1 ? 1 1 1 0 0 1 1 1
3|Desikacharya thermotolerans (Suradkar et al) Saraf Singh et al. 2019 62 181 - 29 -|@10011 1 1 1 06 © 1 1 1
4|Desikacharya constricta Kabirnataj et al. 2020 110299 - 27 -|eee6?>? 1 1 1 1 1 0 1 1 1
i|1|Minunostoc cylindricum Cai et Li 2019 53 - - - -f6e101? 1 1 110 06 1 0 o
j|1|Parakomarekriella sesnadensis F.Soares Vramos et A.Portugal 2020 83 157 26 19 3|11 ? ? 1 1 1 1 1 1 1 1
k| 1|Purpureonostoc tibeticum (Cai et Li) Cai et Li 2020 51 53 3441067061002 1 1 1 1 0 1 ? 0 1
1|1|violetonostoc minutum Cai et Li 2020 13 3 - 2 -|e3@0111 1110 06 1 1 1
m| 1|Pseudoaliinostoc constrictum (Kabirnataj et al.) Lee Ki et Lee 2021 92 226 - 25 -|@1©?11 1 1 1 1 0 1 1 1
2|Pseudoaliinostoc sejongens Bang Ki et Lee 2021 91 420423 4646|0101 1 1 1 1 1 1 1 1 1
3|Pseudoaliinostoc soli (Saraf Singh et al.) Lee Ki et Lee 2021 4 73 ? 18 -|je10?20 1 1 1 1 1 1 1 1 1
4|Pseudoaliinostoc tiwarii (Saraf Singh et al.) Lee Ki et Lee 2021 160 72 ? 5 -|/e1000 1 1 1 1 0 ? 1 1 1

ELd n | 1(Amazonocrinis nigriterrae Oliveira et al. 2021 39 94 - 24 -(@6?01? 0 11 180 0 ? 1 1
[l o|1|Atlanticothrix silvestris Oliveira et al. 2021 12 11 26 9 22/e?01? 1 1 1 1 0 1 ? 1 1
58 p| 1|Dendronalium phyllospericum Oliveira et al. 2021 14 29 52 2137?2012 1 1 1 1 0 1 ? 1 1

Los datos registrados en las tablas S2 y S3, por separado y en conjunto, fueron
procesados en el programa Tree Analysis using New Technology (TNT; Goloboff et
al., 2008). Donde los caracteres continuos fueron tratados en una distribucion
decimal (Bakus, 2007; Goloboff et al., 2006). Para cada una de las clasificaciones
se calculé su indice de Consistencia y su indice de Retencién (Klingenberg &
Gidaszewski, 2010).
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Tabla S3. Descripciones morfométricas de las 84 especies de Nostoc mencionadas por
Komarek (2013); reunidas en cuatro grupos, donde: A) especies en aguas dulces de Europa
central, B) especies endofiticas (simbiontes), C) especies europeas inciertas y D) principales
especies fuera de Europa. Se indica sus caracteres continuos (0-4) y discretos (5-18) ademas
de su estado de caracter. Los caracteres continuos no han sido transformados a una distribucién
decimal.

Eara -+ | Especie] @ 1 2 3 4|5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1| A |1 [Nostoc kihlmanii Lemmermann 1900 305 491 - 6 -|(e 2 @ 6 1 1 1 1 1 1 ] 1 1 1
2 2 |Nostoc pruniforme [Linnaeus] Agardh ex Bornet et Flahault 1888 243 276 1000 11 41|1 3 e © 1 1 1 1 1 @ 1 @ e 1
3 3 |Nosatoc caeruleum Lyngbye ex Bornet et Flahault 1888 260 259 - 1 -[(e 3 @ 1 1 e 1 1 1 ] ] 1 ] 1
4 4 |Nostoc sphaericum Vaucher ex Bornet & Flahault 1888 79 271 330 34 42| 3 e 1 1 1 1 1 1 ] 1 ] ] 1
5 S |Nostoc parmelioides Kiitzing ex Bornet et Flahault 1888 105 197 204 19 196 3 © 1 1 1 1 1 1 ] 1 o ] 1
6 6 |Nostoc sphaeroides Kiitzing ex Bornet et Flahault 1888 214 277 1000 13 47|0 2 € 1 1 © 1 1 1 ] 1 o 1 ]
7 7 |Nostoc Linckia [Roth] Bornet et Flahault 1888 57 177 459 31 8l1fe 1 e 1 1 1 1 1 1 ] 1 o 1 1
8 8 |Nostoc carneum [Lyngbye] Agardh ex Bornet et Flahault 1888 133 229 4% 17 371 1 1 e 1 1 1 1 1 1 1 o ] 1
9 9 |Nostoc verrucosum [Linnaeus] Agardh ex Bornet et Flahault 1888 101 222 213 22 21| 2 @ 1 1 1 1 1 1 ] 1 o ] 1
10 10 |[Nostoc zetterstedtii Areschoung ex Bornet et Flahault 1888 79 733 222 93 28|@ 2 @ 1 1 1 1 1 1 ] 1 o ] 1
11 11 |Nostoc cf. cordubense Prosperi 1985 68 347 - 51 -/ 1 6 1 1 @ 1 1 1 ] 2] 1 ] ]
12 12 |Nostoc punctiforme (Kiitzing ex Hariot) Hariot 1891 70 153 220 22 31| 4 3 1 @ 1 1 1 1 1 1 o 1 1
13 13 |Nostoc edaphicum Kondrateva 1962 170 383 - 23 -/ @ 6 1 1 1 1 1 1 ] ] 1 ] 1
14 14 [Nostoc flagelliforme Berkeley et Curtis ex Bornet et Flahault 1888 130 222 - 17 -/ e © @ © 1 1 1 1 ] 2] 1 1 ]
15 15 |[Nostoc microscopicum Carmichael ex Bornet et Flahault 1888 425 587 741 14 17|(e 2 e 1 1 1 1 1 1 1 1 o ] 1
16 |Nostoc commune Vaucher ex Bornet et Flahault 1888 135 318 161 24 12(e 2 © 1 1 1 1 1 1 ] 1 1 1 1
17 17 |Nostoc paludosum Kiitzing ex Bornet et Flahault 1888 48 196 339 41 71| 2 © @ 1 1 1 1 1 ] 1 o 1 1
18 18 |Nostoc minutissimum Kiitzing ex Bornet et Flahault 1888 5 21 76 42 152(e 3 @ 1 1 1 1 1 1 ] 1 ] ] 1
19 19 |Nostoc minutum Desmaziéres ex Bornet et Flahault 1888 16 105 174 66 109/ 3 € 1 1 1 1 1 1 ] 1 e 1 1
20 20 |Nostoc calcicola Brébisson ex Bonet et Flahault 1888 20 92 134 46 67|06 1 @ 6 o 1 1 1 1 ] 1 1 1 1
21 21 |Nostoc passerinianum [DeNotaris] Bornet ex Bonet et Flahault 1888 120 145 245 12 20(@ © © 1 o 1 1 1 1 ] 1 ] 1 ]
22 22 [Nostoc humifusum Carmichael ex Bornet et Flahault 1888 51 27 120 5 24(e © © 1 @ 1 1 1 1 ] 1 o ] 1
23 23 [Nostoc gelatinosum Schousboe ex Bornet et Flahault 1888 177 273 740 15 42(e © © © 1 1 1 1 1 ] 1 o ] 1
24 24 [Nostoc ellipsosporum [Desmaziéres] Rabenhorst ex Bornet et Flahault 1888 358 654 1163 18 32|00 1 © © 1 1 1 1 1 ] 1 o 1 1
25| B | 1 |Nostoc cycadeae Watanabe et Kiyohara 1963 - - - - -12 4 3 - - 1 1 1 1 ] 1 o 1 1
26 2 [Nostoc symbioticum Wettstein 1915 625 383 353 6 62 4 6 - - 1 1 1 1 ] 1 ] 1 1
27 3 [Nostoc Lichenoides Vaucher ex Rehakova et Johansen 2007 93 164 293 18 32|2 4 5 - - 1 1 1 1 ] 1 1 1 1
28| C | 1 |Nostoc epilithicum Ercegovic 1925 121 167 - 14 -l @ 0 1 1 1 1 1 1 ] ] 1 ] 1
29 2 |Nostoc foliaceum Mougeot in Bristol 1920 130 179 446 14 34(e 1 © 1 1 1 1 1 1 ] 1 e ] 1
30 3 [Nostoc fonticola Brabez 1941 174 359 1366 21 79(@ © © @ e 1 1 1 1 ] 1 e ] 1
31 4 |Nostoc glomeratum Kiitzing ex Bornet et Flahault 1888 162 - 137 - 8| 2 e 1 1 1 1 1 1 ] 1 e e ]
32 5 |Nostoc halophilum Hansgirg 1885 131 64 566 5 43| 3 6 6 1 1 1 1 1 ] 1 e ] 1
33 6 [Nostoc insulare Borzi 1907 3% 35 - 1 -(fe 3 1 1 1 e 1 1 1 ] - 1 o 1
34 7 |Nostoc molle Agardh ex Bornet et Flahault 1888 17 4 - 24 -l 1 6 1 1 1 1 1 1 ] ] 1 e 1
35 8 |Nostoc ramosus Ercegovic 1925 44 125 350 28 80 |© 1 © @ 1 1 1 1 1 ] 1 o ] 1
36 9 [Nostoc thermophilum Vouk 1916 66 © 6 6 06 1 1 1 1 1 ] = = = =
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S. 2 Caracterizacion filogendmica. A partir del nUmero de acceso en el NCBI
fueron documentadas 41 secuencias ARNr16S de los taxa adscritos a 16 géneros
“similares a Nostoc” publicadas durante el periodo de 2007-2021 en el GenBank,
donde se incluye la informacion de los tipos (Tabla S4); para analizar los patrones
de parentesco filogenémicos entre ellos (Wenzel 2002; Harayama & Kasai, 2006).

Tabla S4. Lista de los numeros de acceso en el NCBI para consultar las secuencias de: (a)
Nostoc, (b) Mojavia, (c) Desmonostoc, (d) Halotia, (e) Aliinostoc, (f) Komarekiella, (g)
Compactonostoc, (h) Desikacharya, (i) Minunostoc, (j) Parakomarekiella, (k) Purpurenostoc, (I)
Violetonostoc, (m) Pseudoaliinostoc, (n) Amazonocrinis, (0) Atlanticothrix y (p) Dendronalium.
Las secuencias consultadas estan adscritas a cepas con nombre cientifico de referencia,

indicando las autoridades y el afio de publicacién.

corresponde al tipo correspondiente.

Los nombres cientificos escritos en azul,

P NCBIan Cepa Nombre cientifico Descriptor Aio
al1| AY577536 EV1-KK1 Nostoc commune Vaucher ex Rehakova et Johansen 2007
2 2| AY577537 (CM1-VF14 Nostoc desertorum Rehakova et Johansen 2007
3 3| AY577538 CM1-VF10 Nostoc indistinguendum Rehdkova et Johansen 2007
4 4| AY577535 CNP-AK1  Nostoc Llichenoides Rehakova et Johansen 2007
5 5| AY218833  UTEX 584 Nostoc commune [reference material ] Fiore et al. 2005
6 6| MK300544 ARC8 Nostoc neudorfense Singh, Snokhousova et Elster 2020
7 7| MH427659 ETH.2.4 M.5 Nostoc oromo Mesfin et Johansen 2020
8 8| MW652793  CHAB5714 Nostoc favosum Cai et Li 2021
9 9| MW649141  CHAB5756 Nostoc mirabile Cai et Li 2021
b 1| AY577534 JT2-VF2  Mojavia pulchra Rehdkova et Johansen 2007
i¥j c(1| AJ630451 NIVACYA_817 Desmonostoc muscorum (Agardh ex Bornet et Flahaukt) Hrouzek et Ventura 2013
12| |2| KU161662 HA4340-LM1 Desmonostoc geniculatum Miscoe Pietrasiak et Johansen 2016
3| KF417429 HA4717-LM4 Desmonostoc vinosum Miscoe et Johansen 2016

4| MH291268 CHAB5868 Desmonostoc danxianense Cai et Li 2018

5| MH497066 AR6_PS  Desmonostoc magnisporum Saraf Singh et al 2018

6| KT166436 MCC 2741 Desmonostoc punensis (Singh) Saraf Singh et al. 2018

7| KX787933 CCM-UFVO59 Desmonostoc salinum de Alvarenga et al. 2018

8| MF642332 SA14 Desmonostoc persicum Kabirnataj et al. 2020

1| KJ843310  CENA39@ Halotia branconii Genudrio et al. 2015

2( KJ483313 CENA420 Halotia Llongispora Genudrio et al. 2015

3| KI843311 CENA391 Halotia wernerae Genudrio et al. 2015

1| KY403996 MCC_3177 Aliinostoc morphoplasticum Bagchi et al. 2017

2| MK506792 SA24 Aliinostoc catenatum Kabirnataj et al. 2020

3| MK503792 SA218 Aliinostoc magnakitifex Kabirnataj et al. 2020

1| KX638483 CCIBT 3307 Komarekiella atlantica Hentschke Johansen et Sant “Anna 2017

1| MH598844 CHAB 5781 Compactonostoc shennongjiaensis Cai et Li 2019

1| MHO36167 BHU1-PS Desikacharya nostocoides Saraf Singh et al. 2019

2| MHO36168 BHU2-PS  Desikacharya soli Saraf Singh et al. 2019

3| KX252675 9C-PS Desikacharya thermotolerans (Suradkar et al) Saraf Singh et al. 2019

4| MK354274 SA10 Desikacharya constricta Kabirnataj et al. 2020

i|1| MH918062 CHAB 5843 Minunostoc cylindricum Cai et Li 2019
j|1| MT@44190 COIQ0O88998 Parakomarekiella sesnadensis F.Soares Vramos et A.Portugal 2020

1| MN381942 CHAB5880 Purpurenostoc tibeticum (Cai et Li) Cai et Li 2020

1[ MN400069  CHAB5840 Violetonostoc minutum Cai et Li 2020

1| MK503793 SA30 Pseudoaliinostoc constrictum (Kabirnataj et al.) Lee Ki et Lee 2021

2| MTOPO689  ACKU 594 Pseudoaliinostoc sejongens Bang Ki et Lee 2021

3| MH497065 ZH1(3)_PS Pseudoaliinostoc soli (Saraf Singh et al.) Lee Ki et Lee 2021

4| MH497064 LI_PS Pseudoaliinostoc tiwarii (Saraf Singh et al.) Lee Ki et Lee 2021

1| MW326972 CENA67  Amazonocrinis nigriterrae Oliveira et al. 2021

1| MW326977 CENA590  Atlanticothrix silvestris Oliveira et al. 2021
1[NR_172569 CENA369 Dendronalium phyllospericum Oliveira et al. 2021
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Las secuencias editadas a partir de la consulta del Gen Bank (= 1157 pb; Tabla S5);
fueron alineadas a través de un CLUSTALW (Thompson et al., 1994) utilizando la
version mas reciente de BioEdit (Hall, 1999); asi como recortadas a las medidas de
la secuencia parcial ARNr 16S de Nostoc commune EV1-KK1 (AY577536;
Rehakova et al., 2007); utilizando la version 3.70 de Mesquite (Maddison &
Maddison, 2021).

Tabla S 5. Secuencias de los taxones filogenéticos relacionados con el género Nostoc.
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Con este alineamiento se calculdé el parentesco entre las secuencias con tres
métodos: de méxima posibilidad (Tamura & Nei, 1993), de méaxima parsimonia
(Goloboff et al., 2008), y por ultimo de unién de vecinos (Swofford, 2003);
obteniéndose un arbol como producto de cada proceso.

Para calcular la evolucion molecular entre estas secuencias, estos arboles fueron
escalados en Fig Tree v. 1.4.3 (Rambaut, 2009) y en su edicion se incluyen los tipos
de los 16 géneros que conforman el complejo de Nostoc-like (Tabla S6).

Con esta informacion y la ayuda de un unico fésil (Myxococcoides sp.;Taylor et al.,

2009) se calculé un reloj molecular que considera una taza de substituciéon
geomeétrica en su evolucién molecular.
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Tabla S 6. Cddigo de colores para cada uno de los tipos correspondientes al complejo Nostoc-
like, ocupados en los arbol editados utilizados para el reloj molecular.

NCBIan Cepa Nombre cientifico Descriptor Afo

al. AY577536 EV1-KK1 Nostoc commune Vaucher ex Rehdkovd et Johansen 2807
bl. AY577534 JT2-VF2  Mojavia pulchra Rehdkova et Johansen 2007
cl- AJ638451 NIVACYA_817 Desmonostoc muscorum (Agardh ex Bornet et Flahaukt) Hrouzek et Ventura 2013
dl- KJ84331@  CENA39@ Halotia branconii Genuario et al. 2015
e:l.. KY483996 MCC_3177 Aliinostoc morphoplasticum Bagchi et al. 2017
KX638483 CCIBT 3307 Komarekiella atlantica Hentschke Johansen et Sant Anna 2017
MH598844 CHAB 5781 Compactonostoc shennongjiaensis Cai et Li 2019
MHO36167 BHU1-PS Desikacharya nostocoides Saraf Singh et al. 2019
MH918062 CHAB 5843 Minunostoc cylindricum Cai et Li 2019
MT@44190 COIe©P88998 Parakomarekiella sesnadensis F.Soares Vramos et A.Portugal 2020
MN381942 CHABS88@ Purpureonostoc tibeticum (Cai et Li) Cai et Li 2020

|| MN4GRO69 CHABS84@ Violetonostoc minutum Cai et Li 2020
m:L- MH497065 ZH1(3) _PS Pseudoaliinostoc sol1i (Saraf Singh et al.) Lee Ki et Lee 2021
MW326972 CENA67  Amazonocrinis nigriterrae Oliveira et al. 2021
MW326977  CENA590@ Atlanticothrix silvestris Oliveira et al. 2021
NR_172569 CENA369 Dendronalium phyllospericum Oliveira et al. 2021

S.3 Andlisis de evidencia total. Para este andlisis fueron considerados 121
taxones: 40 registros fueron descritos por sus caracteres morfométricos continuos
y discretos (Tabla S2), ademas de su secuencia a ARNr 16S (Tabla S4); 80 registros
Gnicamente por sus 19 caracteres homélogos (Tabla S3); y un registro Gnicamente
por su secuencia a ARNr 16S (AY218833/UTEX 584 / Nostoc commune; Fiore et
al., 2005).

Por demas, se calculo el Indice de Diversidad de Shannon-Weaver (H") (Ortiz-
Burgos, 2016) entre las especies que componen la Nostoc-like taxa (Tabla S4);
considerandose a los géneros como la riqueza, y el nUmero de especies como su
abundancia. Este modelo (Fig. S1) busca aproximarse matematicamente a €l orden
en la clasificacion estadistica de un conjunto de géneros; también se calculd
(Apéndice B) para la familia Nostocaceae (Hauer & Komarek, 2022) y Pinaceae
(Banki et al., 2022).
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Figura S1. Histograma del numero de especies en los géneros que conforman la Nostoc-
like taxa (Tabla S4). N=41, H =2.39

Ya que, al procesarse el total de la evidencia, a través de TNT (Goloboff et al., 2016)
entre dos hipoétesis filogenéticas distintas (Wenzel, 2002): (1ro) un analisis que
considera a Compactonostoc shennongjiaensis como taxa ancestral (Fig. S9), por
ser esta especie a partir de la cual se describen las distancias de evolucién
molecular mas largas entre nuestras historias evolutivas (Figs. S6, S7 y S8); y (2do)
una hipétesis evolutiva que considera a Dendronalium phyllospherycum como taxa
ancestral (Fig. S10), por ser esta especie aquella cual tiene una secuencia mas
conservada en tres hipotesis de evolucion molecular que escalan su distancia total
en un espacio geométrico con un centro (Figs. S6, S7 y S8). Las clasificaciones
(Figs. S9 y S10) resultan en patrones de ordenacion de distribucion afin (Figs. S11
y S12) a la representada por la Nostoc-like taxa (Fig. S1).
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S.4 Morfometria de las cianobacterias nostocoides. La distribucion de los
caracteres continuos (0-4) de los datos contenidos en las tablas S2 y S3 se organizo
en la Fig. S2; en A se indican los volumenes relativos (0-2), mientras que B
corresponde a las proporciones de los volumenes (3 y 4).

En la Fig. S2A se observa que las células vegetativas de las especies de Nostoc
promedian un volumen relativo de 113.36 um?, la mediana de los datos es de 80
um3, el intervalo entre cuartiles va de 49 a 129 uym?, pero la varianza esperada de
los datos va de 5 a 243 ym3, ademas existen casos atipicos (10: Nostoc caeruleum,
Nostoc kihlmanii, Nostoc insulare, Nostoc ellipsosporum, Nostoc crassisporum,
Nostoc microscopicum, Nostoc symbioticum, Mojavia pulchra, Nostoc willey y
Nostoc desertorum) que alcanzan los 642 um3; los heterocitos, un volumen
promedio de 206.66 um3, la mediana de los datos es de 167.5 ym?3, el intervalo entre
cuartiles va de 84.25 a 276.75 ym3, pero la varianza esperada de los datos va de 3
a 520 ym3, aparte de que existen casos atipicos (5: Nostoc microscopicum, Nostoc
ellipsosporum, Nostoc zetterstedtii, Nostoc letestui y Nostoc bicalyptratum) que
alcanzan los 1010 uym?; mientras que los acinetos, un volumen promedio de 401.780
ums3, la mediana de los datos es de 245 um3, el intervalo entre cuartiles va de 149 a
193 um?3, pero la varianza esperada de los datos va de 26 a 1006 um3, y existen
casos atipicos (7: Nostoc bicalyptratum, Nostoc ellipsosporum, Nostoc citrosporum,
Nostoc alatosporum, Nostoc crassisporum, Nostoc fonticola y Nostoc willei) que
alcanzan los 1940 ym?®. En la Fig. S2B se observa que los heterocitos promedian
tener 2.50 veces el volumen de la célula vegetativa, la mediana es el 1.83, el
intervalo entre cuartiles va de 1.15 a 2.77, pero la varianza esperada de los datos
va del 0.19 al 5.10, ademas de que existen casos atipicos (9: Nostoc fuscescens,
Nostoc minutum, Nostoc sphaerosporum, Nostoc wichmannii, Nostoc cavernicola,
Nostoc zetterstedtii, Nostoc disciforme, Nostoc antarticum y Nostoc bicalyptratum)
gue alcanzan 18.70; mientras que los acinetos promedian ser 4.69 veces el volumen
de la célula vegetativa, la mediana es el 3.43, en el intervalo entre cuartiles va de
2.35 a 6.72, pero la varianza esperada de los datos va del 0.31 al 10.88, y que
existen casos atipicos (3: Nostoc minutissimum, Nostoc bicalyptratum y Nostoc
repandum) que alcanzan 19.87.
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Figura S2. Gréficos de Caja y bigotes de el volumen relativo de las Células Vegetativas, los
Heterocitos y los Acinetos (A) y sus proporciones (B) entre las especies de Nostoc enlistadas
en las tablas S2 y S3.

Este andlisis cuantitativo de los aspectos morfométricos de las células de Nostoc
ayuda a ilustrar como, aun cuando los heterocitos y acinetos tienden a ser mas
grandes que las células vegetativas, esta no es una regla que se comparta entre las
especies (Fig. S2B); mientras que representa algo novedoso para la ciencia, ya que
anteriormente solo se ha observado la distribucion de las medidas del largo y el
ancho de las células vegetativas, heterocitos y acinetos (Potts, 2002; Rajaniemi et
al., 2005). Sin embargo, es importante destacar la naturaleza especulativa de este
analisis al recordarse que se basa en la aproximaciéon de un volumen ‘relativo’ que
podria, o no, corresponder a las medidas exactas de las células en las especies
mencionadas.

Por otro lado, debido a que los caracteres discretos (5-18) no pueden ser analizados
uno por uno de manera grafica, se optd por calcularse su clasificacién, en conjunto
con los caracteres continuos, a través de un algoritmo de Méaxima Parsimonia
(Kaufman & Rousseeuw, 2005). Este tipo de analisis son usados tradicionalmente
para clasificar grupos en base a el parentesco demostrado por sus secuencias de
ADN (Mishra et al., 2021).

De esta manera: en la Fig. S3 se observa la clasificacion de las especies que
abarcan 16 géneros del complejo Nostoc-like (Tabla S2); después, en la Fig. S4 la
de las especies citadas para Europa y otras regiones (Tabla S3); por ultimo, en la
Fig. S5 la del total de las especies que se enlistan en la Tabla S2 y S3.
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Mojavia pulchra Komarekiella atlantica Parak ekiella densis rinis nigriterrae
Desmonostoc muscorum Compactonostoc shennongjiaensis Purpureonostoc tibeticum Atlanticothrix silvestris
Halotia branconii Desikacharya nostocoides Violetonostoc minutum Dendronalium phyllospericum

Figura S3. Analisis de Maxima Parsimonia (Goloboff, et al. 2008) de la Matriz de caracteres
morfométricos de la Nostoc-like taxa (Tabla S2). ElI dendrograma tiene una longitud de 63.479
cambios entre los caracteres y sus estados partiendo de Compactonostoc shennongjiaensis, un
indice de Consistencia de 0.701 y un indice de Retencién de 0.423.

A grandes rasgos, asi es posible observar como las especies de 16 géneros del
complejo Nostoc-like (Tabla S4) no forman unidades morfométricas consistentes
con lo esperado si se analizan genéticamente (Mishra et al., 2021); ya que las
especies de todos los géneros se distribuyen heterogéneamente entre los grupos
(Fig. S3).
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Desmonostoc muscorum Compactonostoc shennongjiaensis Purpureonostoc tibeticum Atlanticothrix silvestris

Nostoc commune Aliinostoc morphoplasticum Minunostoc cylindricum Pseudoaliinostoc soli
Mojavia pulchra Komarekiella atlantica Parak ekiella densis rinis nigriterrae
Halotia branconii Desikacharya nostocoides Violetonostoc minutum Dendronalium phyllospericum

Figura S4. Analisis de Maxima Parsimonia de la Matriz de caracteres morfométricos de las
especies de Nostoc (Tabla S3) en la Flora de agua dulce de Europa Central (Komarek, 2013).
El dendrograma tiene una longitud de 138.083 cambios entre los caracteres y sus estados
partiendo de Compactonostoc shennongjiaensis, un indice de Consistencia de 0.246 y un indice
de Retencién de 0.379.

No obstante, el calculo del indice de Consistencia y el indice de Retencion nos
permite realizar la prueba de ‘homologia’ de Patterson (1982), ya que ‘la similitud
morfologica dificilmente prueba una hipétesis de homologia, pero justifica la
evaluacion de su consistencia interna’.
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Desmonostoc muscorum Compactonostoc shennongjiaensis Purpureonostoc tibeticum Atlanticothrix silvestris

Nostoc commune Aliinostoc morphoplasticum Minunostoc cylindricum ! Pseudoaliinostoc soli
Mojavia pulchra Komarekiella atlantica Parak ekiella densis rinis nigriterrae
Halotia branconii Desikacharya nostocoides Violetonostoc minutum Dendronalium phyllospericum

Figura S5. Andlisis de Maxima Parsimonia de la Matriz de caracteres morfométricos de la
Nostoc-like taxa y las especies de Nostoc en la flora de agua dulce de Europa central (Tabla S2
+ Tabla S3) tratando a los caracteres continuos como tal. El arbol tiene una longitud de 176.594
cambios entre los caracteres y sus estados partiendo de Compactonostoc shennongjiaensis, un
indice de Consistencia de 0.247 y un indice de Retencion de 0.552.

De esta manera, las senales filogenéticas demuestran que la ‘homologia’ entre las
Nostoc-like especies puede deberse a que se trata de: un caso de ‘paralelismo’ (Fig.
S3); uno de ‘homoeosis’ (Fig. S4); o uno de ‘homonomia’ (Fig S5).
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Cabe resaltar que, debido a su escasa complejidad morfoldgica los distintos taxones
bacterianos han sido ignorados para el desarrollo de hipétesis basadas en sus
patrones morfométricos (Stackebrandt, 2006); aun cuando, debido a su naturaleza
cianobacteriana, las especies de Nostoc pueden prestarse para este tipo de
estudios (Potts, 1997). El analisis de la parsimonia morfométrica entre una
homologia de cianobacterias puede llegar a complementar y/o contrastar hipotesis
filogeneticas (Naef, 1972; Goethe, 2009). Ademas, el monitoreo sistematico en el
ciclo de vida de las cepas de especies de Nostoc podria resultar en hipotesis
filogenéticas consistentes con la teoria de la recapitulacion de Heackel (Mateo et
al., 2011; Heackel, 2018).

S.5 Filogenética entre las cianobacterias nostocoides. En las Figs. S6, S7 y
S8 - (Méxima Posibilidad), (Maxima Parsimonia), y (Unidbn de Vecinos), se
observaron distancias totales de 2.222, 1.103 y 1.316 cambios de base,
respectivamente. Las cuales, posteriormente a ser escaladas, se aproximaron a +
0.313, £ 0.272 y £ 0.282 cambios por sitio.

(@] [ ]

Desmonostoc muscorum Compactonostoc shennongjiaensis Purpureonostoc tibeticum Atlanticothrix silvestris

Nostoc commune Aliinostoc morphoplasticum Minunostoc cylindricum Pseudoaliinostoc soli
Mojavia pulchra Komarekiella atlantica Parak ekiella densis A rinis nigriterrae
Halotia branconii Desikacharya nostocoides Violetonostoc minutum Dendronalium phyllospericum

Figura S6. Maxima Posibilidad, calculada por el método de Tamura & Nei (1993), entre las
secuencias ARNr 16S de la Nostoc-like taxa (Tabla S2). La historia evolutiva tiene una distancia
de 2.222 cambios de bases, + 0.313 cambios por sitio (= 1.565 Ga).
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Nostoc commune Aliinostoc morphoplasticum Minunostoc cylindricum Pseudoaliinostoc soli
Mojavia pulchra Komarekiella atlantica Parak ekiella densis rinis nigriterrae
Desmonostoc muscorum Compactonostoc shennongjiaensis Purpureonostoc tibeticum Atlanticothrix silvestris
Halotia branconii Desikacharya nostocoides Violetonostoc minutum Dendronalium phyllospericum

Figura S7. Consenso estricto (Nelsen) de la Maxima Parsimonia (2 arboles), calculado segun
los protocolos de TNT (Goloboff et al., 2008), entre las secuencias ARNr 16S de la Nostoc-like
taxa (Tabla S2). La historia evolutiva tiene una distancia de 1.103 cambios de bases, + 0.272
cambios por sitio (= 1.361 Ga).

Nostoc commune Aliinostoc morphoplasticum Minunostoc cylindricum Pseudoaliinostoc soli
Mojavia pulchra Komarekiella atlantica Parak ekiella densis Ar rinis nigriterrae
Desmonostoc muscorum Compactonostoc shennongjiaensis Purpureonostoc tibeticum Atlanticothrix silvestris
Halotia branconii Desikacharya nostocoides Violetonostoc minutum Dendronalium phyllospericum

Figura S8. Unién de vecinos, calculado segun los algoritmos de PAUP (Swofford, 2003), entre
las secuencias ARNr 16S de la Nostoc-like taxa (Tabla S2). La historia evolutiva tiene una
distancia de 1.316 cambios de bases, + 0.282 cambios por sitio (= 1.409 Ga).
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Tomando en cuenta que se estima un radio de substitucion por sitio del 0.05, cada
250 Ma, en la secuencia a ARNr 16S de las bacterias (Ochman et al., 1999), a través
de un reloj molecular extremadamente relajado (un fésil), se calcula que la
divergencia entre las secuencias a ARNr 16S de las Nostoc-like especies (Tabla S4)
ocurrié en el Mesoproterozoico (= 1,445 Ma). Esto es al menos 898 Ma antes que
los Myxococcoides encontrados en la Formacion Tamengo (Bolivia) fueran
depositados (Gaucher et al., 2003). Sin embargo, existe evidencia de filamentos a
manera de cuentas desde el paleoarqueano (= 3,465 Ma) (Archaeotichion septatum;
Schopf, 1993).

S.6 Taxonomia del complejo Nostoc-like. En la Figs. S9 y S10 (Méxima
Parsimonia) se observaron distancias morfométricas de 209.774y 204.674 cambios
en los estados de caracter, y distancias moleculares de 1.096 cambios por base
(ambos). Es decir, = 29.630 cambios de caracter mas que la clasificacion
morfométrica que cuenta el mismo numero de especies (Fig. S5), ademas de *
0.451 cambios por base menos que las historias evolutivas utilizadas para el calculo
del reloj molecular (Figs. S6, S7 y S8).

Anteriormente, Rehakova et al. (2007) reportaron un Andlisis de Evidencia Total que
difiere del aqui reportado tanto en su arreglo de caracteres (solo discretos) como en
las especies descritas por el mismo, ya que ellos incluyen especies distintas a una
morfologia nostocoide; ademas de ignorar los taxones descritos posteriormente
(Mishra et al., 2021) que no habian sido comparados por el total de su evidencia.
Con todo, la topologia de las clasificaciones aqui reportadas (Figs. 9 y 10) afirma la
posicion de Mojavia pulchra y Nostoc lichenoides, pero difieren en la naturaleza
monofilética de las Desmonostoc,

Por otro lado, el calculo del Indice de Shannon-Weaver ayuda a atisbar la
incertidumbre en la cual se recae en una clasificacion de las cianobacterias
nostocoides. Obsérvese como entre las especies y los géneros que conforman la
Nostoc-like taxa existe una incertidumbre del 2.39 (Fig. S1), la cual corresponde a
la cuantificada por nuestras clasificaciones (Figs. S11y S12) y difiere a la calculada
para la familia Nostocaceae (Apéndice Bl) y Pinaceae (Apéndice BIl). Confirmando
asi que probablemente la homologia entre las especies se trate de una similitud por
convergencia (homonomia) o una similitud por un multiple paralelismo (homoeosis)
(Patterson, 1982).
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Figura S9. Andlisis de evidencia total de las cianobacterias nostocoides (Tabla S4 + Tabla S2 N
Tabla S3). El arbol tiene una longitud morfométrica de 209.774 cambios entre los caracteres y sus
estados, un indice de Consistencia de 0.225 y un indice de Retencion de 0.373; la secuencia de
ARN 16S una distancia de 1.096 cambios por base. La distancia total partiendo de Compactonostoc
shennongjiaensis es de 1471.774 cambios. Las agrupaciones coloreadas representan los 16
géneros que conforman la Nostoc-like taxa (Tabla S4), las agrupaciones grises consideran algunas

especies que incluyen valores en su secuencia y las agrupaciones oscuras aquellas que solo se
soportan morfometricamente.
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Figura S10. Andlisis de evidencia total de las cianobacterias nostocoides (Tabla S4 + Tabla S2 N
Tabla S3). El arbol tiene una longitud morfométrica de 204.674 cambios entre los caracteres y sus
estados, un indice de Consistencia de 0.236 y un indice de Retencion de 0.390; y la secuencia de
ARN 16S una distancia de 1.096 cambios por base. La distancia total partiendo de Dendronalium
phyllospherycum es de 1472.674 cambios. Las agrupaciones coloreadas representan los 16 géneros
que conforman la Nostoc-like taxa (Tabla S4), las agrupaciones grises consideran algunas especies
que incluyen valores en su secuencia, las agrupaciones oscuras aquellas que solo se soportan
morfometricamente, y la agrupacion blanca a aquellas especies que son excluidas de la homologia.
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Figura S11. Histograma de frecuencias que ilustra la diversidad taxonémica esperada
considerando la abundancia especifica entre la estimacion de 21 clados; ilustrados en él
Andlisis de evidencia total que parte de Compactonostoc shennongjiaensis (Fig. S9). N =
122, H =2.52.
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Figura S12. Histograma de frecuencias que ilustra la diversidad taxonémica esperada
considerando la abundancia especifica entre la estimacion de 18 clados; ilustrados en él
Analisis de evidencia total que parte de Dendronalium phyllospherycum (Fig. S10),
ignorando las especies que son excluidas de la homologia. N = 80, H" = 2.65.

82



APENDICE A
Glosario de los caracteres homologos entre las especies de la Nostoc-like taxa,
con base en los criterios de Novelo (2011) y Komarek (2013)

Acineto: Célula formada directamente por el engrosamiento de la envoltura en una
célula vegetativa y la acumulacion de sustancias de reserva. Puede tener una vaina
mucilaginosa y estan destinados a la resistencia, propagacion y conservacion de las
especies.

Aerotopo: Conjunto de vesiculas intracelulares constituidas de proteinas
permeables a los gases que permiten la flotacién del individuo dentro de la columna
de agua.

Apoheterocitico: Los acinetos comienzan a desarrollarse mas o menos en el medio
entre dos heterocitos distantes y estos surgen sucesivamente en largas filas. En
varias especies todas las células vegetativas en el tricoma cambian a acinetos.

Artrospora: Un tipo de células resistentes que usualmente son morfolégicamente
reconocibles, normalmente mas grandes que las células vegetativas y normalmente
de forma irregular. Difieren de los acinetos al poseer una morfologia mas variable y
menos distintiva.

Célula Vegetativa: Células tipicas en los tricomas, que se dividen por fision binaria
perpendicular u oblicua.

Consistencia: Coherencia entre las particulas de una masa o los elementos de un
conjunto.

Filamento: Tricoma en conjunto a su vaina.

Habito: Habitat donde el espécimen fue encontrado creciendo.

Heterocito: Células especiales que surgen de células vegetativas en distintos
lugares de algunas cianobacterias filamentosas. Usualmente de pared gruesa y

contienen un sistema enzimatico que permite la fijacion de nitrégeno.

Heterocitos intercalares: Cuando los heterocitos se desarrollan a lo largo del
tricoma.

Heterocitos terminales: Cuando los heterocitos se desarrollan en los limites del
tricoma.
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Individuos: Organizacion multicelular que pueden llegar a exhibir los individuos de
Nostoc.

Paraheterocitico: Los acinetos se desarrollan usualmente en solitario o
sucesivamente en filas; estos surgen desde una o varias células vegetativas
fusionadas y usualmente son mas largas que las células vegetativas.

Periderma: Margen firme y periférico del mucilago en el talo del género Nostoc.
Relacion decimal: expresion matemética que es capaz de describir cuando un
heterocito y/o un acineto es volumétricamente mas pequefio o grande que la célula
vegetativa.

Simbiosis: Corresponde a la interaccion entre individuos donde usualmente estos
se benefician.

Talo: Cuerpo vegetativo no diferenciado en un eje caulinar folioso y en raices.
Textura: Tacto de la colonia de Nostoc en su inspeccidn macroscopica.

Tricoma: Conjunto de células organizadas en una fila. Pueden ser Unicas o varias
en un filamento.

Vaina: Capa de mucilago superficial en los tricomas de las especies de Nostoc.

Volumen relativo: Refiere a la ecuacion utilizada para aproximarse a los volimenes
celulares reales que no pudieron ser medidos de una manera mas optima. Asi,
considerandose un poliedro de seis caras, ocho vértices y doce aristas, se procedio
a calcular el volumen en base a la ecuacion:

Volumen (pm?) = largo (um) x ancho (pm) x altura (um)

Tradicionalmente las descripciones taxondmicas se realizan considerandose una
imagen observada en microscopia optica (plana), asi que la altura se aproximé
considerandose igual a el promedio entre el largo y el ancho de la célula:

largo (um) + ancho (um)
2

altura (um) =

Se calcularon distintos volimenes con los extremos y la media de los valores
descritos para el largo y el ancho; obteniéndose asi un volumen inferior (Vi), un
volumen medio (Vm) y un volumen superior (Vs) por especie. Ademas, se calculd el
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promedio para el largo, ancho y altura, calculandose asi un cuarto valor de volumen
(VM). Con esto, el volumen relativo (aquel contenido en tablas) se calculé siguiendo

la ecuacion:

# de especies
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APENDICE B
Diversidad taxondmica entre la Nostoc-like taxa

Volumen relativo (um?)

3Vy +Vi + VitV

6

Histograma de frecuencias que ilustra la diversidad taxonémica de 35 géneros
anotados como Nostocaceae Eichler 1886 en CyanoDB 2.0 (Hauer & Komarek,
2022). N =159, H" = 3.99. El grafico excluye a Anabaena por motivos estéticos.
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Histograma de frecuencias que ilustra la diversidad taxonémica de 11 géneros
anotados como Pinaceae en Catalogue of Life Checklist (Banki et al., 2022). N

=231, H =1.251.
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