UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE CIENCIAS
SISTEMATICA

Taxonomia integrativa de Blennothrix ganeshii
(Cyanobacteria/]Cyanoprokaryota) de la region central de México

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:

DOCTORA EN CIENCIAS

PRESENTA:

YENNY PAOLA BELTRAN MAGOS

TUTOR PRINCIPAL: DR.JAVIER CARMONA JIMENEZ
FACULTAD DE CIENCIAS

COMITE TUTOR: DRA. GLORIA VILACLARA FATJO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA

DRA. GUILLERMINA ALCARAZ ZUBELDIA
FACULTAD DE CIENCIAS

MEXICO, D.F. JUNIO, 2014.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE CIENCIAS
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

VAIVERSDAD NACJONAL OFICIO FCIE/DEP/119/14

AVEN"M4A DE ASUNTO: Oficio de Jurado
MEXICO

Dr. Isidro Avila Martinez
Director General de Administracion Escolar, UNAM
Presente 1

Me permito informar a usted que en la reunion ordinaria del Comité Académico del Posgrado en
Ciencias Bioldgicas, celebrada el dia 15 de abril de 2013, se aprobd el siguiente jurado para el
examen de grado de DOCTORA EN CIENCIAS del (la) alumno (a) BELTRAN MAGOS YENNY PAOLA con
numero de cuenta 97536828 con la tesis titulada: “Taxonomia integrativa de Blennothrix ganeshii
(Cyanobacteria/Cyanoprokaryota) de la regién central de México”, realizada bajo la direccion del (la)
DR. JAVIER CARMONA JIMENEZ:

Presidente: DR. GUSTAVO ALBERTO MONTEJANO ZURITA
Vocal: DR. ENRIQUE ARTURO CANTORAL URIZA
Secretario: DRA. GLORIA VILACLARA FATJO

Suplente: DRA. PATRICIA GUEVARA FEFER

Suplente DRA. GUILLERMINA ALCARAZ ZUBELDIA

De acuerdo con lo anterior, el(a) alumno(a) se acogi¢ a la nueva normatividad, con base en el articulo QUINTO
TRANSITORIO en apegd a lo establecido en el Articulo 31 del Reglamento General de Estudios de Posgrado (9
octubre de 2006).

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

Atentamente )
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cd. Universitaria, D.F. a 13 de febrero de 2014.

Dra. Maria del Coro Arizmendi Arriaga DIVISION DE ESTUDIOS
Coordinadora del Programa DE POSGRADO

MCAA/MJFM/ASR/grf*



AGRADECIMIENTOS

Al Posgrado en Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional Autonoma de Mexico.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por la beca otorgada para
realizar mis estudios de posgrado, con numero de registro 175787 Asimismo, por los
recursos brindados a través del programa “Apoyos integrales para la formacion de doctores
en ciencias” con los cuales fue posible realizar la estancia de investigacion a la Universidad

Carl von Ossietzky en Oldenburg, Alemania.

A mi tutor principal el Dr. Javier Carmona Jiménez por confiar en mi, por apoyarme
siempre, por alentarme a seguir adelante, por compartir su conocimiento, por sus consejos,
por lograr que nuestros ambiente de trabajo fuera inmejorable, pero sobre todo por su

amistad.

Al comité tutor integrado por la Dra. Gloria Vilaclara Fatjo y la Dra. Guillermina Alcaraz

Zubeldia por haber confiado en mi, los consejos y el &nimo que me brindaron.



AGRADECIMIENTOS A TITULO PERSONAL

Al Comité Académico del Posgrado en Ciencias Bioldgicas por darme la oportunidad de

concluir mis estudios de posgrado.

A los miembros del jurado conformado por la Dra. Patricia Guevara Fefer, el Dr. Gustavo
Alberto Montejano Zurita y el Dr. Enrique Arturo Cantoral Uriza por sus comentarios y

recomendaciones para mejorar el trabajo de tesis.

Al Hidrobidlogo Fermin Sergio Castillo Sandoval del laboratorio de Biogeoquimica
Acuatica del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia, UNAM por su apoyo en la

determinacién de nutrimentos.

A la Dra. Maria Aurora Armienta, la 1.Q. Alejandra Aguayo Rios, la Q.F.B. Nora Elia
Ceniceros B. y la Q.F.B. Olvia Cruz R. del Laboratorio de Quimica Analitica del Instituto

de Geofisica, UNAM por su colaboracion en la caracterizacion de iones mayores.

A la M. en C. Leticia Bafios Lopez del Instituto de Investigaciones en Materiales, UNAM

por su ayuda en la determinacién de los minerales por medio de difraccion de rayos X.

A la Dra. Elvira Perona Urizar de la Universidad Autbnoma de Madrid, Espafia por su

ayuda en el montaje de la evaluacion de la toxicidad en Artemia salina.

A la M. en C. Beatriz Zlfiiga Ruiz por su apoyo en el montaje del método para realizar el

estudio de actividad disuasoria.

A la Dra. Josefina Herrera Santoyo y la Q.A. Veronica Mufidz Ocotero por su ayuda en la

determinacion de la presencia de los principales grupos de metabolitos secundarios.



A la Dra. Katarzyna A. Palinska de la Universidad Carl von Ossietzky en Oldenburg,
Alemania por su apoyo en la implementacion de técnicas moleculares y el analisis ultra-

estructural realizado durante la estancia doctoral en dicha institucion.

A la Dra. Miriam Guadalupe Bojorge Garcia por su asesoria en la utilizacion de paquetes

estadisticos.

A la Dra. Itzel Becerra Absalon por su valiosa ayuda para llevar a cabo el analisis de

secuencias genéticas Yy la elaboracion del analisis filogenético.

A la Dra. Miriam Guadalupe Bojorge Garcia, M. en C. Mariana Cartajena Alcantara, M. en
C. Rocio Ramirez Rodriguez, M. en C. Ximena Ramirez Lynn y al M. en Arquitectura

Octavio Faustino Ruiz por su apoyo en el trabajo de campo.

A la Facultad de Quimica, UNAM por la donacion de cepas de Escherichia coli y Bacillus
subtillis empleadas en el estudio de actividad bactericida y por la realizacion del estudio de

actividad antiinflamatoria utilizando el modelo de edema auricular inducido por TPA.

A mis padres por su apoyo incondicional, por su amor y sus consejos.



INDICE

Pagina
1. Resumen 1
2. Abstract 3
3. Introduccion 5
4. Capitulo 1. Caracterizacion fisicoquimica 21
4.1. Introduccion 21
4.2. Preguntas e hipotesis 23
4.3. Objetivos 24
4.4. Material y método 24
4.5. Resultados 29
4.6. Discusion 40
5. Capitulo I1. Evaluacion de la actividad bioldgica 44
5.1. Introduccion 44
5.2. Hipdtesis 48
5.3. Objetivos 49
5.4. Material y método 49
5.4.1. Determinacion de la presencia de los principales grupos
de metabolitos secundarios 49

Obtencion de los extractos 49



Elaboracion de reacciones coloridas
Terpenos
Flavonoides
Glicosidos

Alcaloides

Elaboracion de perfiles cromatogréaficos

5.4.2. Actividad bactericida

Determinacién de la concentraciéon minima inhibitoria

5.4.3. Actividad citotdxica

Obtencidn del extracto

Evaluacién de la toxicidad

5.4.4. Actividad antiinflamatoria

Obtencidn de los extractos

Evaluacién de la actividad antiinflamatoria

5.4.5. Actividad disuasoria
Obtencién de los extractos
Evaluacion del indice anti-apetitivo

5.5. Resultados

5.5.1. Determinacion de la presencia de los principales

grupos de metabolitos secundarios

50

50

51

51

51

52

52

52

53

53

54

56

56

56

58

58

58

59

59



5.5.2. Actividad bactericida
5.5.3. Actividad citotoxica
5.5.4. Actividad antiinflamatoria
5.5.5. Actividad disuasoria

5.6. Discusion

5.6.1. Determinacion de la presencia de los principales
grupos de metabolitos secundarios

5.6.2. Actividad bactericida
5.6.3. Actividad citotoxica
5.6.4. Actividad antiinflamatoria

5.6.5. Actividad disuasoria

6. Capitulo I11. Caracterizacion morfologica, morfométrica, genotipica y
ultra-estructural

6.1. Introduccion

6.2. Hipdtesis

6.3. Objetivos

6.4. Material y método
6.4.1. Colecta y aislamiento
6.4.2. ldentificacion y caracterizacién morfolégica y morfométrica
6.4.3. Analisis molecular

Extraccion de ADN

61

62

64

65

67

67

68

68

69

70

71

71

72

73

73

73

74

74

74



Amplificacién y analisis de secuencias
6.4.4. Analisis ultra-estructural
6.5. Resultados
6.5.1. Caracterizacion morfoldgica y morfométrica
6.5.2. Analisis genotipico
6.5.3. Analisis ultra-estructural

6.6. Discusion

7. Conclusiones

8. Literatura citada

9. Apéndice I: Glosario

10. Apéndice II: Articulo  requisito

75

77

78

78

81

84

88

92

96

108

115

Beltran-Magos Y., J. Carmona, G. Vilaclara y M. Boorge-Garcia. 2013. Calcification of the

filamentous cyanobacterium Blennothrix ganeshii in calcareous tropical streams of central

region of Mexico. Hidrobioldgica 23(1):9-19.



LISTA DE FIGURAS Y TABLAS

FIGURAS

Fig. 1. Ubicacion de los sitios de estudio, con presencia de poblaciones de agua dulce del

género Blennothrix, en la region central de México.

Fig. 2. Analisis de componentes principales de la composicién quimica de los sitios de

estudio con y sin crecimientos de Blennothrix.

Fig. 3. Diagramas idnicos del promedio de cationes y aniones presentes en cada localidad,

asi como el promedio de la velocidad de corriente; durante las distintas épocas de colecta.
Fig. 4. Calcificacion en Blennothrix.

Fig. 5. Andlisis de componentes principales de la velocidad y la morfometria de las

poblaciones de Blennothrix evaluadas.

Fig. 6. Microdilucion en placa de 96 pozos para determinar la concentracion minima
inhibitoria de los diferentes extractos de Blennothrix.

Fig. 7. Promedio y error estandar de los discos foliares impregnados con los diferentes
extractos [(a) hexano, (b) acetato de etilo y (c) metanol]; correspondientes a las poblaciones

de Manantiales y Micos.

Fig. 8. Arbol filogenético que muestra las relaciones entre las poblaciones estudiadas del
género Blennothrix y Cyanoprokaryota del mismo orden (Oscillatoriales), basado en el
analisis de secuencias del gen 16S rRNA, con Gloeobacter violaceus como grupo funcional

externo.



Fig. 9. Detalles ultra-estructurales de los patrones de perforacion en los crecimientos de

Blennothrix.

Fig. 10. Detalles ultra-estructurales de los patrones de perforacién en los crecimientos de

Blennothrix.

Fig. 11. Detalles ultra-estructurales del patrdn tilacoidal en los crecimientos de Blennothrix.

TABLAS

Tabla 1. Caracteristicas climaticas, fisicas y quimicas de los sitios de estudio.

Tabla 2. Composicion quimica de los sitios de estudio.

Tabla 3. Porcentaje de materia organica y carbonatos registrado para cada poblacion de

Blennothrix perteneciente a los cuatro sitios de estudio, en diferentes épocas de colecta.

Tabla 4. Porcentaje de especimenes mineraldgicos encontrados sobre la vaina de

Blennothrix, perteneciente a los cuatro sitios de estudio en diferentes épocas de colecta.

Tabla 5. Metabolitos secundarios de la familia Oscillatoriaceae.

Tabla 6. Metabolitos secundarios de Blennothrix.

Tabla 7. Representacion de los resultados de TLC de los extractos de Blennothrix, bajo luz
UV y visible

Tabla 8. MIC de los extractos de Blennothrix, obtenidos con hexano, acetato de etilo y

metanol, frente a Escherichia coli y Bacillus subtilis.



Tabla 9. Relacion entre la concentracion del extracto y las muertes de Artemia salina
después de 24 horas.

Tabla 10. Relacion entre la concentracion del extracto y las muertes de Artemia salina
después de 48 horas.

Tabla 11. Porcentaje de inhibicién obtenido a partir de las pruebas de actividad
antiinflamatoria realizadas en ratones.

Tabla 12. Indice anti-apetitivo [(Dc-Dt)/Dc] x 100% =+ error estdndar (n = 10) de las larvas
de S. frugiperda de las poblaciones de Los Manantiales y Micos.

Tabla 13. Primers utilizados para la amplificacion y secuenciacién de las subunidades 16S
rARN.

Tabla 14. Caracteristicas de las poblaciones de agua dulce del género Blennothrix de Nepal

(Watanabe y Komarek 1989, Komarek 1998) y la regidn central de México.

Tabla 15. Matriz de similitud de 16 cepas de Cyanoprocaryota, comparando 37 secuencias

parciales de nucledtidos del gen 16S rRNA.



1. RESUMEN

Estudios anteriores han evidenciado a Blennothrix como un género con una amplia
variacion morfométrica y tolerancia a un amplio espectro de condiciones microambientales,
por tanto, resulta importante incorporar analisis moleculares, que en conjuncién con la
informacidén ambiental y en cuanto a actividad bioldgica, permitan confirmar si se trata de
poblaciones que corresponden a una sola especie con una gran plasticidad morfoldgica,
morfométrica y ecoldgica o bien se trata de especies cripticas, es decir, poblaciones que han
sido identificadas bajo el mismo nombre utilizando criterios fenéticos y han resultado ser
diferentes a nivel molecular. La taxonomia integrativa fue aplicada a poblaciones del
género Blennothrix para evaluar si la identificacion de la especie realizada por medio de
caracteres fenotipicos, en realidad corresponde a organismos con requerimientos

ecologicos, perfil de metabolitos secundarios, genotipo y ultra-estructura semejantes.

De acuerdo con los datos registrados en este estudio, podemos concluir que la
presencia de Blennothrix se ve favorecida por la combinacion de ciertas caracteristicas
fisicoquimicas (alta concentracion ionica, abundancia de bicarbonato y sulfatos, baja
profundidad y PAR, asi como baja a media velocidad de corriente) y que las poblaciones
estudiadas no solo presentan una importante calcificacion sino que ademas tanto la
composicion como la apariencia de la misma son similares en todas ellas. Tanto la
determinacion de los metabolitos secundarios por medio de reacciones coloridas como los
perfiles cromatograficos coinciden en la presencia de terpenos y flavonoides en los
extractos de Blennothrix. Los resultados obtenidos mediante la actividad bactericida
indicaron diferencias dependiendo del extracto utilizado presentando una actividad mas
pronunciada frente a B. subtilis (bacteria Gram-positiva) que frente a E. coli (bacteria
Gram-negativa). La actividad citotdxica de Artemia salina frente al extracto de clorofila a
de Blennothrix fue positiva. Los extractos de Blennothrix no mostraron propiedades
antiinflamatorias importantes, de tal manera que no se presenta una inhibicién significativa
del edema auricular agudo inducido por TPA. Cada poblacion mostré una actividad
disuasoria distinta. Ademas, se observo que el indice anti-apetitivo disminuye conforme
aumenta la concentracion de los extractos, llegando en la mayoria de los casos a ser

considerados como extractos no activos o bien fagoestimulantes.



La clasificacion basada en la morfologia corresponde con lo anteriormente descrito para la
especie Blennothrix ganeshii, mientras que la variacion registrada en algunas caracteristicas
morfométricas podria suponer una sola especie pléstica. Sin embargo, el analisis de las
secuencias del gen 16S rRNA no es congruente con dicha identificacion morfologica y
morfomeétrica e indica que la poblacion de Los Manantiales es genéticamente distinta del
resto de las poblaciones estudiadas. Estos resultados destacan que las especies de
Blennothrix no pueden ser claramente identificadas con base en su morfologia y
morfométria por si sola. La necesidad de llevar a cabo una plena identificacion a nivel
especifico no solo nos lleva a buscar nuevos caracteres sino también a seleccionar aquellos
que son importantes taxonémicamente hablando y a considerar metodologias que sean
factibles de realizar. La taxonomia de las Cyanoprokaryota debe ser reevaluada y es claro
que solo el enfoque integrativo que combine aspectos ecofisioldgicos, quimiotaxonémicos,
moleculares, ultra-estructurales, etc. nos permitira llevar a cabo la identificacion de

especies confusas.



2. ABSTRACT

Previous studies have shown Blennothrix as a genus with a wide morphometric variation
and tolerance to a wide range of microenvironmental conditions, therefore, it is important
to incorporate molecular analysis, in conjunction with environmental information and
biological activity, to confirm whether these are populations that correspond to a single
species with great morphological, morphometric and ecological plasticity or it is a cryptic
species, populations that have been identified under the same name using phenetic criteria
and have proved to be different at the molecular level. Integrative taxonomy was applied to
populations of the genus Blennothrix to assess whether the identification of the species by
means of phenotypic characters, actually corresponds to organisms with ecological
requirements, secondary metabolites profile, genotype and similar ultra-structure.

According to the data recorded in this study, we can conclude that the presence of
Blennothrix is favored by the combination of certain physicochemical characteristics (high
ionic content, abundance of bicarbonate and sulfates, shallow depth and photosynthetic
active radiation, as well as low to medium current velocity) and the populations studied not
only exhibit significant calcification but also both the composition and the appearance of it
are similar in all of them. Both the determination of secondary metabolites by colorful
reactions and chromatographic profiles coincide in the presence of flavonoids and terpenes
in Blennothrix extracts. Different bactericidal activity was found depending on the extract
used, with a high activity against B. subtilis (Gram-positive) than E. coli (Gram-negative).
Cytotoxic activity of Blennothrix chlorophyll a extract against Artemia salina was positive.
Blennothrix extracts (hexanic, metanolic and ethyl acetate) did not showed important anti-
inflammatory properties, so that it does not present significant inhibition of acute ear edema
induced by TPA. Each population showed a distinct deterrent activity. Furthermore, it was
observed that the anti- appetitive index decreases as the concentration of the extracts
increases, becoming in most cases to be considered as no active extracts or

phagostimulants.

Classification based on morphology, as described previously, corresponds to the
species Blennothrix ganeshii, while the variation recorded in some morphometric

characteristics could correspond to a single plastic species. However, sequence analysis of
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the 16S rRNA gene is not consistent with such morphological and morphometric
identification and indicates that the population of Los Manantiales is genetically distinct
from other populations studied. These results highlight that Blennothrix species cannot be
clearly identified based on their morphology and morphometry alone. The need to conduct
an accurate identification at specific level not only leads us to seek new characters but also
to select those that are important taxonomically speaking and considers methodologies that
are feasible to implement. Cyanoprokaryota taxonomy should be reassessed and it is clear
that only the integrative approach combining ecophysiological, chemotaxonomic,
molecular, ultra-structural aspects, etc. allow us to carry out the identification of confused

species.



3. INTRODUCCION

De acuerdo con Komarek y Anagnostidis (2005), se considera una especie de
Cyanoprokaryota al grupo de poblaciones que: (i) comparten el mismo genotipo, (ii) esta
caracterizado por rasgos fenotipicos estables (definibles y reconocibles, con distintos
limites de variacion), y (iii) tiene aproximadamente las mismas demandas ecoldgicas. Estos
caracteres deben ocurrir repetidamente (en el tiempo) en varias localidades con las mismas
condiciones ecoldgicas. Pero, ¢hasta qué punto esa variacion representa a una especie y no

otra?

Las especies son un proceso, No un evento estatico, un continuum sin limites en el
que se presentan cambios determinados por la informacion genética, cambios debidos a la
interaccion con el ambiente y cambios ocasionados por la relaciébn con algin otro
organismo. Son entidades que no s6lo presentan diferentes manifestaciones dependiendo de
su estado de desarrollo (célula de resistencia, juvenil, adulto) y del ambiente que habitan
(costa, zona intermareal, lagos, rios, desiertos, etc.); sino que tienen manifestaciones
desconocidas aun por los expertos, y manifestaciones por venir, en potencia, que emergeran
siempre y cuando las condiciones las hagan emerger (Gold-Morgan y Gonzélez-Gonzalez

1998).

La amplia variacion morfoldgica y morfométrica registrada tanto en poblaciones
naturales como en cultivo, complica enormemente la correcta identificacion de las

Cyanoprokaryota (Komarek y Anagnostidis 2005). Las dimensiones celulares y los planos



de division, caracteres taxondmicos importantes en la determinacion de Cyanoprokaryota
unicelulares, pueden cambiar tan drasticamente debido al cambio en las condiciones
ambientales, que llega a ser dificil o hasta imposible una identificacion confiable de la
especie (Palinska et al. 1996). De acuerdo con Casamatta et al. (2003), poblaciones que han
sido identificadas mediante rasgos morfoldgicos y morfométricos como Phormidium retzii,
muestran bajos valores de similitud (<95%) a nivel molecular, lo cual implica que no

pertenecen a la misma especie.

Dada la problematica en cuanto a la amplia variabilidad de muchos caracteres
empleados para determinar especies, los taxonomos deben, en principio, (i) buscar las
diferentes manifestaciones propias de la especie y de las etapas y condiciones bajo las
cuales se manifiesta diferencialmente (Gold-Morgan y Gonzalez-Gonzélez 1998).
Comunmente, la variacion morfoldgica en diferentes tipos de Cyanoprokaryota aun no es
conocida y usualmente esta desestimada (Koméarek y Anagnostidis 2005). Por tanto, es
necesario el llevar a cabo estudios de la variacion potencial bajo diferentes condiciones.
Asimismo, resulta importante el (ii) analizar y evaluar los caracteres diagnosticos, (iii)
comparar las especies problema con la especie tipo y/o especies de otras regiones y (iv)

buscar nuevos criterios de clasificacion (Montejano-Zurita 1998).

Cualquier caracter que revele parte de la variabilidad de una especie es util y debe
ser considerado. Sin embargo, la eleccion arbitraria de caracteres, es una situacion que debe
evitarse. Los estudios muestran que los caracteres tienen distinto valor y por tanto su
asignacion debe realizarse tomando en consideracion categorias taxondmicas particulares

(Vandamme et al. 1996).



Para conocer la variacion morfoldgica y morfométrica capaz de ser expresada por una
especie, es necesario hacer una evaluacion temporal y espacial de la misma. Debe realizarse
un registro de la variacién de los caracteres de material proveniente del mismo sitio en
diferentes épocas del afio, asi como de poblaciones identificadas como la misma especie
ubicadas en distintas regiones. Asimismo es importante el comparar esta informacion con la
existente para la especie tipo. La implementacion de cultivos también resulta una
herramienta importante para conocer la variacion originada por ciertos factores
ambientales. Sin embargo, debe de tomarse en consideracion que el mantenimiento de
ciertas cepas, bajo largos periodos de tiempo, en condiciones controladas de laboratorio, en
ocasiones origina morfotipos distintos de la poblacion original (Komarek y Anagnostidis
2005). Algunas cepas pueden alterar algunos rasgos importantes, como la forma de la
colonia, o perder estructuras (vesiculas de gas), lo cual, a final de cuentas, complica su

identificacion (Rajaniemi et al. 2005).

Estimaciones llevadas a cabo por Komarek y Anagnostidis (1989) en Castenholz y
Norris (2005) revelan que méas del 50% de las cepas de colecciones han sido mal
identificadas, por lo cual la busqueda de nuevos criterios de clasificacion resulta
imprescindible. El sistema tradicional de las Cyanoprokaryota estaba basado
principalmente en rasgos morfoldgicos (Geitler 1932, Hollerbach et al. 1953, Desikachary
1959, Starmach 1966, etc.). No obstante, la taxonomia de las Cyanoprokaryota ha
cambiado sustancialmente en las ultimas décadas del siglo XX. Estudios ultraestructurales
y particularmente la utilizacion de herramientas moleculares han introducido nuevos
criterios de clasificacion que han modificado el antiguo sistema. La familia

Oscillatoriaceae, dentro de la cual figura el género Blennothrix, ha sido reorganizada por
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Anagnostidis y Komarek (1988) y Komarek y Anagnostidis (2005) con base en el
conocimiento de secuencias moleculares; no obstante la taxonomia fenotipica continta y
continuara siendo importante en la identificacion a nivel especifico. De acuerdo con
Palinska y Krumbein (1998) los métodos moleculares deben ser utilizados paralelamente o
como suplemento de la caracterizacion fenotipica, pero nunca deben reemplazarla. De no
ser asi, los datos moleculares més precisos y quizd més confiables producirian resultados

confusos respecto a la presencia de ciertos generos y especies en la naturaleza.

Los miembros de agua dulce del género Blennothrix han sido divididos en ocho
especies por medio de la evaluacion de algunos caracteres morfoldgicos (coloracion, tipo
de crecimiento del talo, forma de la vaina, nimero de tricomas por filamento y presencia de
caliptra) y morfométricos (didmetro del filamento, anchura del tricoma, espesor de la vaina
y largo celular) (Watanabe y Komarek 1989, Komarek 1998). Sin embargo, estudios
previos realizados en B. ganeshii, muestran que algunos de los rasgos morfolégicos y
morfométricos, tales como la coloracion, el nimero de tricomas por filamento, la anchura
del tricoma y el largo celular, resultan ser inestables y variables (Carmona et al. 2005,
Beltran et al. 2005). Los crecimientos pertenecientes a varios sitios en México presentan
una coloracidn violeta-café, contraria a la coloracion azul-verde reportada para poblaciones
de B. ganeshii de otras partes del mundo. En general, s6lo un tricoma se encuentra presente
en cada filamento, lo cual semeja a especies del genero Lyngbya; y las dimensiones de
anchura del tricoma y largo celular extienden su diagnosis. A pesar de lo anterior, las ocho
poblaciones registradas por Carmona et al. (2005) son reconocidas como una sola especie
plastica; en la cual podria verse reflejado el efecto del cambio en ciertos factores

ambientales. No obstante, resulta importante la elaboracion de cultivos, estudios de su
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ecologia, fisiologia, asi como analisis moleculares que indiquen separacion genética y no

necesariamente variacion ecofenotipica.

Entre las causas de variacion morfoldgica en especies algales se encuentra la
mutacién y la recombinacion genética. El término mutacion se refiere al cambio ocurrido
en el ADN, en un locus particular, de un organismo. Dicho término es utilizado libremente
para incluir mutaciones puntuales que involucran el cambio de un solo gen, asi como
cambios en el cromosoma (Snustad et al. 1997). Las mutaciones proveen de nueva
variabilidad genética a los individuos de una poblacién. La recombinacion genética se
refiere a la produccién de nuevas combinaciones de genes, no encontradas en los padres,
mediante el entrecruzamiento de crométidas en cromosomas homdlogos (Ville 1992,
Lehninger 1970). La recombinacion es un rasgo esencial de la reproduccion sexual.
Durante la meiosis, cuando los cromosomas se retnen e intercambian su informacion,
existe una posibilidad de crear nuevas combinaciones de alelos. La recombinacion genética
constituye una fuente de polimorfismo genético. Esta se refiere a la existencia de dos o0 mas
organismos fenotipicamente diferentes dentro de la misma especie debido a la presencia de
mas de un alelo para un locus dado (Ville 1992). Un gen es considerado polimorfico si al

menos dos alelos del mismo gen son mantenidos en una poblacion (Lehninger 1970).

Tanto la mutacién como la recombinacion génica proveen de nueva variabilidad y la
seleccion natural o artificial preserva las combinaciones génicas mejor adaptadas para las
condiciones ambientales existentes. Algunas de ellas benefician al organismo

incrementando su supervivencia o0 habilidad reproductiva. Con el tiempo, tales



combinaciones se esperaria que se dispersaran entre la poblacion y se convirtieran en

rasgos estandar de la estructura genética de la especie (Snustad et al. 1997).

En organismos eucariontes, que presentan un ciclo de vida sexual, la recombinacion
se asume como el principal factor que determina la variacion genética. Sin embargo, en
organismos procariontes, como las Cyanoprokaryota, las vias de variacion morfoldgica se
ven modificadas. Los organismos que se reproducen asexualmente son considerados clones
puesto que en ellos la constitucion genética del progenitor y sus descendientes es la misma.
No obstante, en Cyanoprokaryota ha sido registrada variacion clonal, es decir, la ocurrencia

de diferencias entre individuos (Snustad et al. 1997) que surge a través de diversas fuentes.

La mutacion en Cyanoprokaryota presenta tasas muy bajas (Castenholz y Norris
2005). Algunos estudios demuestran que a pesar de la aplicacién de agentes mutagénicos a
cepas de Cyanoprokaryota, éstas generan muy pocos mutantes con deficiencias
fotosintéticas (Castenholz 1992). Asimismo, ha sido observado que las Cyanoprokaryota
presentan un alto grado de poliploidia, que enmascara las mutaciones e impide que éstas se
fijen. Situacion muy distinta a lo que sucede en el caso de organismos eucariontes
asexuales haploides en donde una mutacidn, recesiva 0 dominante, s seguro que se exprese
inmediatamente (Castenholz y Norris 2005). Otra fuente de variacién en las
Cyanoprokaryota es la transferencia génica lateral (por sus siglas en inglés, LGT, lateral
gene transfer) la cual resulta ser muy poco frecuente, al menos en la naturaleza. La
transferencia de fragmentos cortos de ADN en algunos cultivos de Cyanoprokaryota
unicelulares, tales como Synechococcus sp. y Synechocystis sp. ha sido registrada por

Castenholz (1992). Castenholz y Norris (2005) opinan que debido a la existencia de muy
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poca evidencia de LGT en genes de Cyanoprokaryota, se cree que ésta se encuentra

concentrada en una clase de genes que no son candidatos de analisis filogenético.

En la actualidad, la mayoria de la evidencia de intercambio genético en
Cyanoprokaryota se ha registrado para formas plancténicas que carecen de vainas
(Castenholz y Norris 2005). Se ha asumido que la transformacidn es el principal método de
adquisicién genética en las Cyanoprokaryota, aunque la transduccion por medio de
cianofagos es absolutamente concebible. Posiblemente, alguna barrera fisica, como la
presencia de gruesas paredes y vainas extracelulares, las cuales estan presentes en muchos
tipos de Cyanoprokaryota impidan la transferencia genética. Si esto fuera cierto, las
poblaciones de Cyanoprokaryota que se encuentran altamente compactadas, como aquellas
capaces de desarrollar crecimientos en forma de matas, contarian con las condiciones
ideales para el intercambio de genes. Asimismo, se ha propuesto que ciertas restricciones
enziméaticas o sistemas de reparacion del ADN podrian representar algunos de los

impedimentos de intercambio genético (Castenholz y Norris 2005).

Las Cyanoprokaryota tienen eficientes sistemas de reparacion de alteraciones en el
ADN. Se cree que tales algas se desarrollaron bajo condiciones de alta incidencia luminica
(incluyendo luz ultravioleta B+C) y otros agentes dafinos para el ADN (radicales
oxigénicos); por tanto habria de esperarse que cuenten con eficientes sistemas de reparacion
del ADN (Castenholz 1992). De acuerdo con Komarek y Anagnostidis (2005), la excelente
habilidad de las Cyanoprokaryota de aclimatarse a un amplio intervalo de condiciones
ambientales estd basada en sus sofisticadas estrategias de adaptacion. Similar a lo que

ocurre en otros organismos, una situacion repentina de estrés origina primero el fracaso de
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muchas funciones celulares y el cese del crecimiento. Sin embargo, posteriormente le sigue
un periodo de aclimatacién en donde los procesos celulares son reajustados o bien nuevas
proteinas son inducidas para hacer frente a las nuevas condiciones. Este proceso, aunado al
intercambio extracelular de material genético tanto a nivel intra e interpoblacional,
explicaria el éxito evolutivo de las Cyanoprokaryota. El intercambio horizontal de material
genético permite explicar la amplia plasticidad morfolégica y ecologica de las
Cyanoprokaryota actuales. La plasticidad morfoldgica o fenotipica se refiere a las
diferencias en la expresion de los rasgos o caracteristicas entre los individuos de una
poblacion y es controlada tanto por los genes como por los factores ambientales que

modifican la expresion de los mismos (Snustad et al. 1997).

La identificacion de Cyanoprokaryota, por tanto, no es un asunto sencillo. En paises
con una alta reputacién ficoldgica (Europa, Norte América e India) muchas descripciones
de taxa han resultado pertenecer al intervalo de variacion de otras especies o bien
representan ecotipos, condiciones o estados de desarrollo de una especie ya conocida
(Anagnostidis y Komarek 1985). Frecuentemente se piensa que los ecotipos, poblaciones
de organismos que ocupan el mismo nicho ecoldgico y utilizan los mismos recursos, son
similares genéticamente. No obstante, estudios realizados por Castenholz y Norris (2005),
plantean la necesidad de llevar a cabo analisis de las secuencias de multiples locus para la
diferenciacion de ecotipos. Utilizando fragmentos de las secuencias de 16S rARN,
pertenecientes a tres cepas del género Prochlorococcus, ellos demuestran que cada una
difiere en menos de un 3%. Sin embargo, cuando son comparados los genomas completos

de todas las cepas, éstas difieren significativamente. Este ejemplo muestra como dos
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ecotipos que parecen relacionados tan cercanamente a primera vista, presentan diferencias

de una magnitud considerable por medio de técnicas gendmicas.

Drouet pretendi6 resolver la problematica en cuanto a la variacién morfoldgica en
Cyanoprokaryota, reduciendo significativamente el nimero de géneros existentes. Postuld
que las Cyanoprokaryota son altamente polimorficas, y presentan muy pocas
discontinuidades entre ellas; de tal manera que las diferencias morfoldgicas manifiestas son
simples variaciones fenotipicas reversibles del mismo genotipo, originadas por respuestas a
cambios en el ambiente (Font-Quer 1985, Anagnostidis y Koméarek 1985, Castenholz
1992). Las especies segun Drouet representan un cluster polimorfico de “ecofenos”
agrupados en unos pocos géneros. Esta vision no corresponde a la diversidad reconocible
tanto en la naturaleza como en cultivos y ha probado ser incorrecta y genéticamente
confusa, puesto que actualmente se conoce que en su clasificacion separé formas que se
encuentran estrechamente relacionadas (Desikachary 1959, Komérek y Anagnostidis 2005).
De acuerdo a estudios realizados por Palinska et al. (1996), la gran diversidad morfoldgica
observada en la naturaleza y (parcialmente) en cultivos no necesariamente refleja
diversidad genética. Por lo cual, es posible que hayan sido descritos mas ecofenos que

especies genéticamente distintas de las que realmente existen.

Con base en lo anterior, es posible discernir que el establecimiento de ecotipos y
ecofenos en Cyanoprokaryota, no resuelve la problematica en cuanto a la delimitacion de
especies. Sin embargo, es importante el reconocer que existen manifestaciones de distintas

situaciones o condiciones ambientales, independientemente de cOmo éstas sean nombradas.
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La informacion disponible hasta el momento sugiere que el uso combinado de la
caracterizacion fenotipica tradicional y la identificacion genotipica son més significativos
que el uso individual de solo una de estas aproximaciones. De acuerdo con Castenholz
(1992) se ha demostrado que fenotipos muy similares presentan relaciones distantes en
términos de filogenia. Mientras que Komérek (2003), en Castenholz y Norris (2005) cita
varios ejemplos de clusters de morfoespecies que son sustentadas por secuencias de 16S
rARN similares (en los géneros Microcystis y Planktothrix) pero que tienen diferente
ecofisiologia. Lo cual sugiere que estos ecotipos deben estar relacionados a segmentos del
genoma que no son vislumbradas por medio de la secuenciacion del 16S rARN. En muchos
casos ahora es entendido que el conocimiento de las secuencias de 16S rARN por si solo
constituye una informacion insuficiente como base para explicar variantes fenotipicas
(Palinska et al. 1996); por lo cual es preferible el llevar a cabo, adicionalmente, el analisis

de las secuencias de otros genes ademas del 16S rARN (Nubel et al. 1997).

La problematica en la identificacion de miembros de las Cyanoprokaryota
pertenecientes al orden Oscillatoriales, al cual pertenece el género Blennothrix, surge
principalmente por dos razones: i) Los criterios taxonomicos tradicionales fueron
establecidos hace mas de 100 afios y la mayoria de los géneros fueron definidos por medio
de caracteres inestables, particularmente, en base a la presencia de vainas y ramas falsas.
Estudios experimentales recientes asi como afios de observaciones en la naturaleza han
disputado la validez de estos caracteres, por tanto debe ser examinada la problematica en
cuanto al valor de cada caracter. ii) La variacion de los caracteres no esté clara. La mayoria
de las especies ha sido descrita con muestras provenientes del campo, sin embargo, este

material s6lo presenta un limitado intervalo de variacion. Por otro lado, cuando las cepas
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son estudiadas en cultivos, éstas muestran una amplia variabilidad de estados, incluyendo

aquellos que raramente ocurren en la naturaleza (Anagnostidis y Komarek 1985).

Los factores bidticos y abidticos juegan un papel fundamental en la presencia,
abundancia, permanencia y distribucion de las especies. Su evaluacion nos brinda
informacion acerca de sus requerimientos fisiologicos, su capacidad de variacion tanto
morfologica como morfométrica, sus limites de tolerancia, su ubicacion en determinados
ambientes y/o zonas geogréaficas particulares, asi como los mecanismos a traves de los
cuales las Cyanoprokaryota han logrado ocupar una gran diversidad de ambientes, en

ocasiones extremos, y subsistir a través del tiempo.

Las Cyanoprokaryota son organismos que estan presentes en la tierra desde hace
mas de tres mil millones de afios (Lee 1980). Su gran variedad de estrategias metabdlicas y
estructurales les ha permitido tolerar un amplio espectro de condiciones ambientales, tales
como sequia, frio, salinidad, limitacion de nutrientes, foto-oxidacion, anaerobiosis, etc. y
les permite vivir en toda clase de ambientes desde manantiales termales, regiones polares,
desiertos, océanos, lagos, rios, suelos y establecer relaciones simbidticas con organismos

como hongos y plantas, entre otros.

Un gran numero de Cyanoprokaryota son capaces de regular su posicion en la
columna de agua gracias a las vacuolas de gas que se encuentran en su interior, las cuales
les permiten cambiar su posicion dependiendo de la variacion en las condiciones
ambientales. Por otro lado, las algas bénticas, que permanecen adheridas al sustrato,

requieren desarrollar cambios a nivel metabdlico para sobrevivir en un ambiente con
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drésticas fluctuaciones en cuanto a iluminacién, pH y concentraciones de oxigeno (Sinha
2003). Una estrategia es la capacidad de cambiar de fotosintesis oxigénica a anoxigénica, es
decir, el pasar de manejarse con ambos fotosistemas (I y Il) a utilizar Gnicamente el
primero, utilizando sulfuro de hidrégeno (H,S) y no agua como donador de electrones. Otro
ejemplo es su habilidad de fijar nitrogeno atmosférico (N,) a través de ceélulas
especializadas conocidas como heterocitos, cuando las proporciones de nitrégeno en el

medio son muy bajas (Darley 1982, Rai y Gaur 2001).

Otro rasgo unico de las Cyanoprokaryota es su habilidad de adaptarse tanto a la
calidad como cantidad de luz. En ambientes que presentan iluminacion muy baja, las algas
que se encuentran fijas al sustrato han desarrollado mecanismos que les permiten subsistir
en ellos. Mediante el movimiento de deslizamiento, los filamentos se dirigen hacia la
superficie del sedimento, previniendo de esta manera su sedimentacién. Un gran nimero de
Cyanoprokaryota tiene la habilidad de variar su proporcion de ficobiliproteinas
(ficocianina/ficoeritrina) para maximizar la absorcion de luz azul-verde que domina en
ambientes con poca luz. De tal manera que las células que crecen en luz verde (540 nm)
presentan mayores concentraciones de ficoeritrina (pico de absorbancia 540-565 nm)
mientras que células que crecen en luz roja (640 nm) tendran mayores proporciones de
ficocianina (pico de absorbancia 610-640 nm). Este fendmeno es conocido como
adaptacion cromatica complementaria (Darley 1982). El incremento en el nimero o tamafio
de los centros de reaccion también les confieren ventajas adaptativas (Sinha 2003).
Mientras tanto, las algas que habitan ambientes con iluminaciones muy elevadas se
protegen de la foto-oxidacion adoptando una 0 mas de las siguientes estrategias: (i) la

produccion de pigmentos protectores tales como la Scytonemina o carotenoides, (ii)

16



cambiando de posicion en la columna de agua, a través de la migracion hacia sitios con
menor exposicion a la luz y/o (iii) teniendo mecanismos de reparacion tales como la

fotoreactivacion (Sinha 2003).

Otro factor que afecta el desarrollo de las Cyanoprokaryota es la temperatura, la
cual tiene un mayor impacto estacional y latitudinal que debido a las fluctuaciones de la
misma durante el dia (Norton 1981, Darley 1982). Sin embargo, las Cyanoprokaryota son
capaces de sintetizar nuevos grupos de proteinas que las protegen contra cambios bruscos

de temperatura (Sinha 2003).

La mayoria de las Cyanoprokaryota macroscopicas responden a la tension originada
por el efecto del flujo del agua. De acuerdo con Sheath y Hambrook (1988) la forma del
talo influye en la capacidad para soportar el estrés de rompimiento del agua; y son los
filamentos las estructuras que mejor resisten flujos elevados, debido a que su flexibilidad
reduce el arrastre (Sinha 2003). No obstante, velocidades de corriente demasiados altas,
inevitablemente, provocan el rompimiento de los mismos (Rai y Gaur 2001). Las fuerzas
hidrodindmicas también pueden verse reducidas por la secrecién de mucilago, la cual
incrementa la viscosidad localmente y favorece el flujo laminar en vez de la turbulencia

(Sinha 2003, Beltran et al. 2005).

Ciertas estrategias, les permiten competir y contrarrestar el efecto de varios
organismos, entre los que se encuentran herbivoros, bacterias, hongos y otras algas, sobre
las Cyanoprokaryota: (i) creciendo en sitios con bajas densidades de éstos, (ii) retardando

su crecimiento hasta que su abundancia sea baja, (iii) modificando su forma de crecimiento,
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(iv) o aumentando sus tasas de crecimiento (Pan y Lowe 1994). No obstante, en el caso de
organismos sesiles como las Cyanoprokaryota bénticas, la necesidad de implementar
ciertos mecanismos de defensa resulta imperiosa. En ocasiones, varios mecanismos
defensivos pueden estar funcionando simultaneamente. Las defensas mdltiples parecen
actuar conjuntamente para reducir la habilidad de los organismos de adaptarse a las

defensas de las algas (McClintock y Baker 2001).

Las Cyanoprokaryota son capaces de producir una gran variedad de compuestos,
que colectivamente se conocen como metabolitos secundarios. Dichas sustancias son muy
diversas tanto en su estructura quimica como en su funcion fisiologica, incluyendo
compuestos: antivirales, antifungicos, antibacteriales, cierto tipo de regulacion en el
crecimiento de las plantas, algicidas e inhibidores de enzimas (Flint y Moreland 1946, Starr
et al. 1962, Welch 1962, DeCaire et al. 1979; 1997, Mason et al. 1982, Canell et al. 1987,
Bloor y England 1989, Gromov et al. 1991, Sveshnikov et al. 1997, Skulberg 2000, Issa
1999). El tipo de metabolito secundario y su concentracion varia dentro y entre individuos
de una poblacién, por la edad de los mismos y entre poblaciones de Cyanoprokaryota

(McClintock y Baker 2001).

Los resultados de los trabajos mencionados anteriormente sugieren que el utilizar
solamente caracteres fenotipicos para describir y nombrar taxa no es mas una basqueda
legitima. Actualmente es bien conocido que las Cyanoprokaryota que poseen una
morfologia y fisiologia similar pueden ser muy diferentes genéticamente, y que
Cyanoprokaryota con la misma genética pueden ser muy distintas en términos ecoldgicos

y/o fisioldgicos (Castenholz y Norris 2005). Es necesario, por tanto, el implementar una
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taxonomia polifasica con el fin de determinar especies y llevar a cabo una clasificacion y
definicion de grupos filogenéticamente coherentes (Komérek 1994, Palinska et al. 1996,
Vandamme et al. 1996, Castenholz y Norris 2005, Komarek y Anagnostidis 2005,

Komarek 2010, Komarek 2011, Strunecky et al. 2011).

El término taxonomia polifésica fue acufiado en 1970 por Colwell, tiene como
objetivo el revisar eficientemente los limites de la variacion y diversidad en diferentes
grupos de organismos, incluyendo el registro de todos los datos disponibles; y es utilizado
actualmente para la determinacion de los organismos a nivel especifico (Anagnostidis y
Komarek 1985, Vandamme et al. 1996, Nlbel et al. 1997). Este tipo de aproximacion ha
sido exitosamente aplicada en el estudio de Cyanoprokaryota, llegandose a establecer, en
ocasiones, nuevas especies (Abed et al. 2002, Lopez-Cortés et al. 2001) con base en el
reconocimiento de caracteres inestables y variables, asi como de la evaluacion de caracteres
que anteriormente no eran considerados. Recientemente la comunidad ficologica ha
utilizado el término taxonomia integrativa para describir un método de reclasificacion de la
diversidad algal, el cual se basa en una caracterizacion genotipica molecular, combinada
con una evaluacion bioquimica, morfoldgica, fisioldgica, citoldgica, ecofisioldgica y ultra-
estructural que muestre ser consistente con la informacion filogenética. Dicho término se

basa en el enfoque polifasico el cual ha sido utilizado principalmente en plantas.

Estudios anteriores han evidenciado a Blennothrix como un género con una amplia
variacion morfométrica y tolerancia a un amplio espectro de condiciones microambientales
(Beltran-Magos 2002, Beltran-Magos 2005, Carmona et al. 2005), por tanto, resulta

importante incorporar analisis moleculares, que en conjuncion con la informacion
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ambiental y en cuanto a actividad bioldgica, permitan confirmar si se trata de poblaciones
que corresponden a una sola especie con una gran plasticidad morfolégica, morfométrica y
ecoldgica o bien se trata de especies cripticas, es decir, poblaciones que han sido
identificadas bajo el mismo nombre utilizando criterios fenéticos y han resultado ser

diferentes a nivel molecular (Casamatta et al. 2003).

La taxonomia integrativa serd aplicada a poblaciones del género Blennothrix para
evaluar si la identificacion de la especie realizada por medio de caracteres fenotipicos, en
realidad corresponde a organismos con requerimientos ecoldgicos, perfil de metabolitos

secundarios, genotipo y ultra-estructura semejantes.
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4. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA

4.1. INTRODUCCION

Los factores bioticos y abidticos juegan un papel fundamental en la presencia, abundancia,
permanencia y distribucion de las especies. Su evaluacion nos brinda informacion acerca de
sus requerimientos fisioldgicos, su capacidad de variacion -tanto morfolégica como
morfomeétrica-, sus limites de tolerancia, su ubicacién en determinados ambientes y/o zonas
geograficas particulares, asi como los mecanismos a través de los cuales las
Cyanoprokaryota han logrado ocupar una gran diversidad de ambientes -en ocasiones

extremos- y subsistir a través del tiempo.

Este trabajo busca conocer las condiciones fisicoquimicas presentes en el medio
donde se desarrolla el alga, y la respuesta de poblaciones de Blennothrix a los cambios
estacionales, por medio del registro de la proporcion de materia organica, carbonatos y
diversidad de especimenes mineralogicos presentes sobre la misma. Por ejemplo, las
sustancias poliméricas extracelulares (EPS, por sus siglas en inglés, Extracellular
Polymeric Substances), ampliamente producida por Blennothrix, son importantes, ya que
proveen sitios de nucleacion para la precipitacion de sales y facilitan la adhesion de

sedimento (Riding 2000).

La depositacion de sales es un fendbmeno comdn en muchas Cyanoprokaryotas
(Riding 2000, Pentecost 2005, Turner y Jones 2005). Los minerales originados a través de

una mineralizacién bioldégicamente inducida (BIM, por sus siglas en inglés, Biologically
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Induced Mineralization), generalmente presentan una nucleacién y un crecimiento extra e
intercelular como resultado de varios procesos metabolicos -tales como la absorcion de CO,
y/o HCOj3; durante la fotosintesis por parte de las Cyanoprokaryota, asi como la
amonificacion, desnitrificacion y reduccion de sulfatos por parte de otras bacterias (Riding
2000, Couradeau et al. 2012). Los exopolimeros tienen distinta composicion, dependiendo
de la biologia del organismo y las condiciones ambientales, pero comunmente se
encuentran dominados por polisacaridos cargados negativamente (Decho 1990, Turner y
Jones 2005). Aunque muchas Cyanoprokaryota tienen procesos metabolicos que favorecen
la formacion de carbonato de calcio, generalmente es necesario que Se presenten
condiciones ambientales particulares para que ocurra la precipitacion (Merz-Preip y Riding
1999). Esta calcificacion facultativa y dependiente de las condiciones ambientales refleja el
estado de saturacion del ambiente acuatico, asi como las actividades metabdlicas de las

Cyanoprokaryota.
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4.2. PREGUNTAS E HIPOTESIS

¢Cual es el factor o factores que inducen el crecimiento de Blennothrix en condiciones
ambientales relativamente parecidas? Solo algunos de los componentes de la composicién
quimica del agua de las localidades (segun diversos autores, podrian ser: dureza del agua —
Necchi 2004 y Beltran-Magos 2005-, conductividad y sulfatos —Beltran-Magos 2005-)

limitan la presencia de crecimientos de Blennothrix.

La composicion y apariencia de las precipitaciones de sales extracelulares en las
Cyanoprokaryota que las presentan, varian segun la especie. Se mencionan composiciones
de calcita (Pentecost 1978, Emeis et al. 1987, Reddy 1988, Kleiner 1990, Merz-Preip y
Riding 1999, Rainey y Jones 2009), carbonato de magnesio (Krumbein y Giele 1979),
aragonito o hidromagnesita (Couradeau et al. 2012); asimismo, se mencionan apariencias
amorfas (Rainey y Jones 2009) o con formas muy definidas (en panal —Pentecost 1978-,
aguja —Krumbein y Giele 1979-, romboedral —Pentecost 1978, Rainey y Jones 2009-,
trigonal -Rainey y Jones 2009-, biterminal -Rainey y Jones 2009-, esféricos -Couradeau et
al. 2012-). Por tal motivo, el presente estudio pretende responder la siguiente pregunta:
¢Cudl serd la composicion y apariencia de las sales extracelulares precipitadas en
Blennothrix? Con base en la quimica reportada (Beltran-Magos 2005), en Blennothrix se
espera: 1) que las sales precipitadas extracelularmente sean principalmente de calcita, y 2)

que la apariencia dominante sea de tipo amorfo.
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4.3. OBJETIVOS

i.  Caracterizar la composicion fisicoquimica del agua de las localidades con presencia
de Blennothrix.
ii.  Analizar la variacion espacio-temporal de los parametros fisicoquimicos de los
sitios con presencia de crecimientos de Blennothrix.
iii. Evaluar el efecto de la quimica del agua sobre la precipitacion de sales
extracelulares en Blennothrix.
iv. Caracterizar la composicion y apariencia de especimenes mineral6gicos

precipitados sobre la vaina de Blennothrix.

4.4, MATERIAL Y METODO

De las cinco localidades con presencia de poblaciones de Blennothrix, “Los Manantiales”
se ubica en el estado de Morelos y forma parte de la cuenca del rio Balsas; “Tambaque,
Micos y Puente de Dios” se encuentran en el estado de San Luis Potosi y “Tzindejéh” en

Hidalgo; estas cuatro Gltimas pertenecen a la cuenca del rio Panuco (Fig. 1).

El agua de las localidades se analizé en cinco ocasiones, de octubre 2003 a mayo
2005, en los momentos mas contrastantes del afio (pos lluvias -después de lluvias-, asi
como secas en época fria y caliente), que corresponden a los meses de noviembre, enero-
febrero y mayo. Con el objeto de comparar la composicion fisicoquimica del agua, se
incluyeron dos sitios ubicados en el estado de San Luis Potosi (cuenca del rio Panuco),

donde no existe el registro de poblaciones de Blennothrix (Santa Anita y Xilitla) (Fig. 1).
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Se midieron in situ los siguientes pardmetros fisicos y quimicos: temperatura, pH vy
conductividad especifica (Kzs, corregida a 25°C) con el conductimetro marca Conductronic
PC-18; oxigeno disuelto (OD) con el oximetro YSI-85, y porcentaje de saturacion de
oxigeno (calculado a partir de los datos de OD, considerando altitud, temperatura y
ausencia de salinidad en el agua, Wetzel y Likens 1991); velocidad de corriente y radiacion
fotosintéticamente activa (PAR, por sus siglas en inglés, Photosynthetic Active Radiation)
fueron medidas tan cerca al crecimiento algal (2.5-18 cm) como fue posible, utilizando
respectivamente un medidor de velocidad de corriente Swoffer 2100 y un medidor de
cuantos marca Li-Cor LI-1000 con un sensor plano subacuatico (PAR); la profundidad fue
evaluada con el flexometro, mientras que el tipo de substrato se calculé por medio de

estimacion visual (Necchi 1997), con un visor de 175 cm?.

La colecta de agua se realizo siguiendo las técnicas de ASTM (1989) y APHA (1998).
Las muestras para el andlisis de nutrimentos fueron filtradas in situ con membrana de
nitrocelulosa de 0.22 y 0.45 um (Millipore, U.S.A.), y fijadas con una gota de cloroformo;
se transportaron al laboratorio, conservandolas en congelacion, para su posterior analisis
dentro de los siguientes 30 dias. Los nutrimentos evaluados fueron: fosforo reactivo soluble
(FRS; tedricamente, en su mayoria ortofosfatos, P-PO,> -Fuentes y Massol-Deyé 2002-) a
través del método de reduccion del acido molibdofosforico a fosfomolibdeno azul (0.05-4
mM L™ de intervalo de concentracion); nitrégeno como nitritos (N-NO, por medio del
método de diazotizacién con sulfamida, -0.1-20 mM L™ de intervalo de concentracion-);
nitrégeno como nitratos (N-NO3", con el método de reduccién por cadmio y analizando

nitritos -0.1-20 mM L™ de intervalo de concentracion-), nitrégeno como amonio (N-NH,"
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por la reaccion de Berthelot azul de endofenol -0.2-20 mM L™ de intervalo de
concentracion-) y silice como SiO, (por la conversion del &cido silicico a acido j-
silicomolibdico y su reduccién a molibdeno azul, -0.02-140 mM L™ de intervalo de
concentracion-) (ASTM 1989). La determinacion se realizd con el analizador de flujo
segmentado (Skalar Sanplus System), por el Hidrobidlogo Fermin Sergio Castillo
Sandoval, del laboratorio de Biogeoquimica Acuatica del Instituto de Ciencias del Mar y

Limnologia, UNAM.

Las muestras para la determinacion de aniones, salinidad y pH fueron mantenidas en
frio y obscuridad, mientras que las muestras para el analisis de cationes fueron preservadas
con gotas de acido nitrico al 40% hasta alcanzar un pH de 2 a 3. La determinacion de
carbonatos se realiz6 mediante el método de titulacion con &cido sulfdrico 0.2 N, los
cloruros por medio del método de electrodo selectivo, la dureza con el método titulométrico
de EDTA vy el sodio y potasio por medio del método espectofotométrico de absorcién
atbmica (APHA 1998). La caracterizacion de iones mayores fue realizada por la 1.Q.
Alejandra Aguayo Rios y las Q.F.B. Nora Elia Ceniceros B. y Q.F.B. Olivia Cruz R. del

Laboratorio de Quimica Analitica del Instituto de Geofisica, UNAM.,

Con el fin de conocer las diferencias en cuanto a la composicion fisicoquimica de los
sitios de estudio, asi como en la morfometria de las poblaciones se realizaron diagramas
ionicos de Maucha (Maucha 1932), Analisis de Componentes Principales (PCA, por sus
siglas en inglés, Principal Component Analysis) y pruebas de ANOVA mediante el paquete

estadistico MVSP version 3.0 y el programa Statistica versién 6.0.
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Se tomaron muestras de Blennothrix pertenecientes a cuatro localidades de estudio (excepto
Tzindejéh, por contar con poca muestra algal), durante distintas épocas del afio, para
conocer la cantidad de carbonatos presentes en la muestra, asi como para llevar a cabo el
andlisis de difraccion de rayos X (XRD, por sus siglas en inglés, X-ray Diffraction
Analysis). In situ, los crecimientos fueron limpiados lo mas posible de cualquier otra alga,
resto de planta y/o sustrato, y transportados al laboratorio en frascos con agua de la
localidad a temperatura ambiente. La cantidad de carbonato presente en las muestras fue
evaluada por el método de pérdida por ignicion (LOI, por sus siglas en inglés, Loss On
Ignition method) (550°C durante 4 h, Heiri et al. 2001, Boyle 2004). La morfologia de la
calcificacion y su composicion mineral fueron determinadas mediante microscopia Optica
(BX51, Olympus Corporation, Tokyo, Japan), microscopia electrénica de barrido (SEM,
por sus siglas en inglés, Scanning Electron Microscopy) (JSM-6380LV, Jeol, Tokio, Japan)
y espectroscopia de dispersion de energia de rayos X (EDXS, por sus siglas en inglés,
Electron Dispersal X-ray Spectroscopy) (Oxford instruments, Osfordshire, UK) por el M.
Rafael Quintanar Zufiiga de la Facultad de Estudios Superiores lIztacala. La mineralogia fue
confirmada por medio de XRD utilizando un difractometro de polvos Broker D8-advance
(radiacion de CuK, monocromador de grafito, Bruker AXS, Wisconsin, USA) por la M. en
C. Leticia Bafios Lopez del Instituto de Investigaciones en Materiales. Las muestras fueron
secadas en la estufa (105°C durante 24 h) (Heiri et al. 2001, Boyle 2004) y molidas a polvo
fino en mortero de agata; el analisis se realizé con el software Diffplus Bs y la base de

datos del Centro Internacional de Datos de Difraccion (ICDD).

El indice de saturacion con respecto a la calcita fue calculado de la siguiente manera:

(SI), SI = pH — pH;, donde pH es el pH registrado y pHs es el pH calculado si éste se
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encuentra en equilibrio con el CaCOs en las concentraciones existentes de Ca’* y HCOs5

(ASTM 1989).
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\ 10 k
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Fig. 1. Ubicacion de los sitios de estudio, con presencia de poblaciones de agua dulce del
género Blennothrix, en la region central de México (e). 1) Los Manantiales, 2) Tambaque,
3) Micos, 4) Puente de Dios, 5) Tzindejéh. Ubicacién de los sitios sin presencia de

poblaciones de Blennothrix ( ). 6) Santa Anita, 7) Xilitla.
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4.5. RESULTADOS

Las condiciones observadas en los rios con presencia de Blennothrix son las siguientes:
baja profundidad, de 3 a 28 cm; moderada a alta velocidad de corriente, entre 13y 63 cm s’

1. aguas siempre por encima de los 20°C, calidas (23-31°C), dulces a escasamente salinas

(conductividades especificas, de 604 a1740 uS cm™- y sélidos disueltos totales, entre 0.4 y
4 g I''- relativamente altos); valores de oxigeno disuelto entre 7.3 y 84 mg I?,
aproximadamente correspondientes al 100% de saturacion (96-108%); con pH neutro a
ligeramente basico (7.3-7.8); media a relativamente altas concentraciones ionicas, entre 13
y 48 meq I, con elevadas alcalinidades totales, entre 166 y 239 mg I* de CaCOs y
dominancia ionica de SO, /HCO3; y Ca""/Mg"™ (excepto en el sitio 6, que presentd una
dominancia de Na‘/Ca'™) y diferentes tipos de sustrato (limo, arena, arcilla, grava, canto
rodado, roca y sustrato artificial); los segmentos del rio fueron sombreados o parcialmente
sombreados (11-85 umol fotén m™?s™). Todas las poblaciones fueron colectadas en rios de

aguas duras (150-1083 mg I de CaCOs) (Tablas 1y 2).

La prueba de ANOVA mostré diferencias significativas entre sitios (F=10.5638,
p=0.00). Tanto el Analisis de Componentes Principales (PCA, por sus siglas en inglés,
Principal Component Analysis) como los diagramas ionicos indican la formacion de tres
grupos, con base en la composicion quimica del agua de las localidades: el primer grupo
estd formado por cinco sitios (1.Manantiales, 2. Tambaque, 3.Micos, 4.Puente de Dios y
6.Santa Anita), el segundo por el sitio 5.Tzindejéh y el tercero por el sitio 7.Xilitla. Los dos
ejes principales del PCA absorbieron un 92% del total de la variacion (61% y 31% en los

ejes 1y 2, respectivamente) (Figs 2,3).
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En distintas fechas de colecta se encontraron variaciones en la concentracion idnica en los
sitios 2 y 4, presentandose una mayor concentracion ionica durante las épocas de secas y
una menor concentracién durante lluvias y pos lluvias. EI ANOVA indic6 que existen

diferencias significativas (p> 0.05) entre estaciones en ambos sitios.

El PCA de las caracteristicas mayormente fisicas (profundidad, velocidad de
corriente, PAR, temperatura del agua, OD-%SO, tipo de substrato) de los sitios de estudio y
la morfometria de Blennothrix revelaron que la velocidad de corriente tiene relacién con la
agrupacioén de los sitios y las dimensiones de las poblaciones, en cuanto al longitud y
didmetro del filamento, diametro del tricoma y espesor de la vaina, presentdndose mayores
dimensiones a velocidades de corriente bajas (Fig. 3). Los dos ejes principales del PCA

absorbieron un 90% del total de la variacion (70% y 20% en los dos primeros ejes).

Las poblaciones de Blennothrix estuvieron presentes en todas las épocas de colecta
y en todos los sitios examinados, excepto los sitios 6 y 7, donde ésta nunca fue observada.
Todas las poblaciones estudiadas presentaron precipitacion de carbonato alrededor de la
vaina (Tabla 3). Algunas variantes en cuanto a la precipitacion de carbonato se encontraron
entre poblaciones de diferentes sitios; los sitios 1 y 4 presentaron una mayor proporcién de
carbonato, independientemente de la época de colecta (31 y 36%, respectivamente),

mientras que los sitios 2 y 3 tuvieron una baja precipitacion (13 y 16%, respectivamente).

La calcificacion se presenta como una densa incrustacion alrededor de la vaina,
creando tubos micriticos (inducidos metabolicamente, pero dependientes del ambiente —

Merz-Preify y Riding 1999), tipicamente de 10 a 25 um de espesor, que encierran los
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filamentos de Blennothrix (Figs 4A, C). Los tubos calcéreos alrededor de los filamentos se
encuentran separados unos de otros. La region distal de los mismos permanece sin
calcificar y, por tanto en algunos casos, los tricomas son visibles (Fig. 4E). Los cristales de
calcita presentan una forma de tipo romboedro con superficies triangulares y una
disposicion irregular (Figs 4C-D), formando los ya conocidos “arcos goticos” (Rainey y

Jones 2009).

El anélisis de difraccion de rayos X mostré que existe un alto nimero de minerales
(carbonatos, Oxidos Y silicatos) depositados sobre la vaina de Blennothrix (Tabla 4). Los
sitios 1 y 2 presentaron méas minerales (8 y 11, respectivamente) que los sitios 3 y 4, con
cinco minerales cada uno. Se observé una variacion temporal de los minerales precipitados
en todos los sitios de colecta; sin embargo, no se encontré ninguna correlacion entre los
materiales de arrastre depositados en la vaina (arcillas, feldespatos, cuarzo y micas) y el
flujo de corriente. EI mineral predominante en todos los sitios muestreados fue calcita,
siendo los sitios 1, 3 y 4 los que presentaron la mayor proporcién, con 95, 81 y 88%,
respectivamente. Se registr una variacion temporal de minerales precipitados alrededor de
la vaina en todos los sitios de estudio. Asimismo, se observé que existe una mayor
calcificacion durante la época de secas, cuando los valores de saturacion de calcita fueron

mayores.
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Sitio y ubicacion Altitud Clima® Precipitacion ~ Temperatura del Oxigeno Saturacion PAR Profundidad  Velocidad de  Sustrato

[msnm] [mm afio™] agua disuelto de [umol fotén [cm] corriente

[°C] [mg 1] oxigeno m?s7] [cms™]
[%]

Sitio 1
Manantiales 800 A wp (W) 800-1000 26-30 7.2-7.9 107 18-276 2-8 14-27 L, A, Ar
18°55 N 29+1 7.5+0.4 85+108 6+2 20+4
96° 00" W
Sitio 2
Tambaque 150 (A) C (m) (w) 1500 23-24 7.6-8.4 96 13-69 19-60 10-48 A G,C
21°41°'N 23+1 8.1+0.4 34+25 28+19 27+12 R
99° 02" W
Sitio 3
Micos 120 (A) C (m) (w) 1500 20-27 8.1-8.8 100 3-14 4-13 10-51 LAG
22°05" N 23+2 8.4+0.3 11+5 10+3 21+16 C,R
99° 09" W
Sitio 4
Puente de Dios 450 (A) C (m) (w) 1500 23-27 7.0-8.2 104 4-245 1-3 0-29 L, A, Ar,
21°55"N 25+2 7.8+0.7 73+116 3+2 13+14 G,C,R
99° 24" W
Sitio 5
Tzindejéh 796 Bsikw 3-66 30-32 7.0-7.5 108 7-35 12-30 16-119 S
19° 49N 31+1 7.3+0.2 18+12 23+7 63+47
100° 40" W
Sitio 6
Santa Anita 160 (A) C (m) (w) 24-25 24-25 5.0-6.2 68 100 93-115 R
21°58" N 24+1 5.6+0.8 106+11
99° 11" W
Sitio 7
Xilitla 465 (A) C (m) (w) 18 18-23 8.4 97 30 0 G
21°23'N 20+2
98° 58" W

Tabla 1. Caracteristicas climaticas, fisicas y quimicas de los sitios de estudio. Los valores
representan minimo, maximo, promedio + desviacion estandar. Abreviaciones: m s.n.m.,
metros sobre el nivel medio del mar; OD, oxigeno disuelto; PAR: radiacion
fotosintéticamente activa, por sus siglas en inglés Photosynthetically Active Radiation.
Sustratos: L: limo, A: arena, Ar: arcilla, G: grava, C: canto rodado, R: roca, S: sustrato
artificial. ® = Segun Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica (1985), --- =
dato no registrado.
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Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4 Sitio 5 Sitio 6 Sitio 7
Manantiales Tambaque Micos Puentede  Tzindejéh Santa Xilitla
Dios Anita
pH 7.1-7.7 7.3-1.7 7.0-7.8 7.3-7.8 7.3-79 6.7-7.1 7.5-8
7.5+0.2 7.5+0.1 7.3+0.4 7.7+0.2 7.840.2 6.9+0.1 7.8+0.2
Kas 1703-1778 674-2360 701-948 571-3000 586-617 1032-1209 73-400
[uS cm’l] 1740431 1423+643 810+109 15624937 604+10 1138+77 250+134
Sélidos  disueltos 1-7 0.4-13 0.4-12 0.6-13 0.4 0.8-1 0.1-23
totales [g I''] 3+2 3+5 3+5 4+5 0.4+0.01 0.9+0.06 6+11.6
Alcalinidad total 230-250 178-220 121-234 97-204 173-180 251-277 36-142
como CaCO; 239+8 196+16 166+45 171+42 175+3 262+10 114+51
HCO3 225-305 197-245 148-286 118-286 202-219 191-338 44-159
269+37 229+21 196+57 207+64 210+6 284+66 129+56
COs™ 0-31 0-14 0-11 0-20 0-6 0-9 0-10
11+15 5+7 3+5 9+9 2+2 2+5 5+4
Cr 12-28 4-6 5-10 5-47 4-48 2-3 2-4
16+7 4+1 7+2 29+17 4+16 3+0.4 2+1
SO4” 735-907 223-806 196-361 270-829 65-68 358-465 0-3
859+70 4714234 294+67 588+269 66+1 406+45 1+2
SiO, 47-52 1-10 2-9 3-16 60-80 8-11 8-15
49+2 7+4 8+3 10+5 71+7 10+1 11+3
Dureza total como 1040-1105 381-1089 399-582 501-1077 147-153 687-750 48-149
CaCO; 1083+28 725+264 476+80 828+272 150+2 730+29 123+50
Dureza de Ca como 772-824 301-837 307-464 386-781 88-94 571-623 48-148
CaCO; 802+21 575+198 369+66 592+172 90+2 601+22 115+45
Dureza de Mg como 268-299 80-252 88-135 115-351 58-63 115-141 0-20
CaCO; 280+13 150+71 108+18 237+103 60+2 129+13 8+9
Ca™ 309-330 121-335 123-186 155-313 35-38 229-250 19-59
321+8 230+79 148+26 237+69 36+1 241+9 46+18
Mg*™ 65-73 20-61 22-33 28-85 14-15 28-34 0-5
68+3 36+17 26+4 57+25 14+0.4 31+3 242
Na* 35-53 4-15 9-19 22-55 68-73 7-10 3-7
47+7 10+4 13+4 41+14 71+2 8+1 5+2
K* 6-7 0.6-2 1-2 2-5 9 1 0.3-0.8
6+0.4 1+0.4 2+0.2 4+1 9+0.08 1+0.08 0.5+0.2
SRP 0.01-0.03 0.007-0.02 0.005-0.01 0.007-0.02  0.0009-0.8  0.007-0.02 0.008-0.01
0.02+0.008 0.01+0.003 0.01+0.003 0.01+0.005 0.3+0.3 0.01+0.004  0.009+0.003
N-NO3 0.03-237 69-344 73-196 104-195 40-1049 170-239 91-114
174+98 178+107 143+49 151+35 434+376 195+31 144+79
N-NO, 0.001-0.006 0-0.02 0.001-0.02 0.0005-0.007 0.002-0.05 0.001-0.01 0.005-0.01
0.004+0.002 0.005+0.008 0.007+0.01 0.002+0.002 0.02+0.02 0.003+0.004 0.004+0.006
N-NH,* 0.01-0.5 0.01-0.04 0.02-0.06 0.01-0.04 0.02-0.04 0.02-0.04 0.01-0.03
0.1+0.2 0.02+0.01 0.04+0.01 0.02+0.007 1+2 0.02+0.01 0.02+0.008
DIN 0.04-237 68-344 73-196 103-195 40-1051 170-239 91-261
174+98 178+107 143+49 151435 435+377 195+31 144+79
Concentracion 48 30 20 36 13 29 5
idnica
Dominancia idnica S04~ >HCO3" S04~ >HCO03" S04~ >HCO03" S04~ >HCO3" HCO3" S04~ >HCO3" HCO3"
>Cl >C0O3™ >CO3™ >CI' >CO3™ >CI' >CO3™ >CI >S04” >CI >CO3™ >CI >CO3™>CI
Ca**>Mg"* >Na* Ca**>Mg** Ca**>Mg** Ca**>Mg™* >CO3" Ca**>Mg™ >S04%
>K* >Na* >K* >Na* >K* >Na*>K* Na*>Ca*™* >Na*>K* Ca**>Na*
>Mg++>K+ >Mg++>K+
indice de saturacion 0.6 0.7 0.8 1.3 0.4 0.3 0.2

de calcita

Tabla 2. Composicion quimica de los sitios de estudio. Los valores representan minimo, maximo,
promedio y desviacion estandar. Las unidades estan expresadas en mg 1™, excepto donde se indica
otra unidad. Abreviaciones: Ky (conductividad especifica estandarizada a 25°C), Fésforo
Reactivo Soluble (SRP, por su siglas en inglés, Soluble Reactive Phosphorous), Nitrogeno
Inorgénico Disuelto (DIN, por su siglas en inglés, Dissolved Inorganic Nitrogen).
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Fig. 2. Andlisis de componentes principales de la composicion quimica de los sitios de
estudio con y sin crecimientos de Blennothrix.
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Fig. 3. Diagramas iénicos del promedio de cationes y aniones presentes en cada localidad,
asi como el promedio de la velocidad de corriente (v.c.); durante las distintas epocas de
colecta). a) Anatomia del diagrama ionico de Maucha, b) Sitios con presencia de
crecimientos de Blennothrix, c) Sitios sin crecimientos de Blennothrix. En el rectangulo
rojo se encuentran los sitios con composicidn quimica semejante.

35



Sitio y fecha Materia organica Carbonatos

(%) (%)

1.Manantiales

11.ii.04 48 52

28.v.04 91 9

18.xi.04 87 33
2. Tambaque

31.i.04 72 28

15.v.04 89 11

05.xi.04 98 2
3.Micos

01.ii.04 84 16

15.v.04 88 12

06.xi.04 78 22
4 Puente de Dios

31.i.04 52 48

14.v.04 60 40

07.xi.04 80 20

Tabla 3. Porcentaje de materia organica y carbonatos registrado para cada poblacion de
Blennothrix perteneciente a los cuatro sitios de estudio, en diferentes épocas de colecta.
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Fig. 4. Calcificacion en Blennothrix. (A) Vista en microscopia optica de un segmento de
filamento incrustado; la barra de escala representa 30 um. (B-F) Vista en microscopia
electronica de barrido. (B) Proceso de nucleacion en donde se observan particulas esféricas
de carbonato de calcio amorfo (flecha); barra de escala = 1 um, (C) Filamentos sin
calcificacioén (lado izquierdo) y agrupacién de tridngulos de calcita en un filamento
abundantemente calcificado (lado derecho); barra de escala = 20 um. El area rectangular se
encuentra ampliada en (D). (D) Cristales de calcita triangulares; barra de escala = 10 pm.
(E) Vista de la seccién transversal de un filamento abundantemente calcificado con cristales
de calcita; barra de escala = 20 um. (F) Calcificacion rota, mostrando el interior de un
tricoma; barra de escala = 50 um. Imagenes realizadas por el M. Rafael Quintanar Zufiga
de la Facultad de Estudios Superiores lztacala.
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Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4
Clase Grupo Mineral 28.v.04 18.xi.04 | 31.i.04 15v.04 5xi.04 | 15v.04 6.xi.04 | 14.v.04 7.xi.04
Carbonatos Calcita Calcita 97 93 25 49 18 71 90 90 86
Oxidos Hematita ~ Hematita 1
Silicatos Arcilla Paligorsquita 2
Silicatos Arcilla Clinocloro 2
Silicatos Arcilla Haloisita 25
Silicatos Arcilla Montmorillonita 24 16 15
Silicatos Feldespato Albita 2 7 5
Silicatos Feldespato Anortita 3
Silicatos Feldespato Microclina 8 2
Silicatos Cuarzo Cuarzo 1 34 27 23 11 2 5 8
Silicatos Cuarzo Tridimita 1
Silicatos Cuarzo Cristobalita 1 10
Silicatos Mica Muscovita 8 3 3 6
Silicatos Mica Eastonita 8
Silicatos Anfibola  Ricterita 12
Silicatos Zeolita Laumontita 6

Tabla 4. Porcentaje de especimenes mineralégicos encontrados sobre la vaina de Blennothrix, perteneciente a los cuatro sitios de
estudio en diferentes épocas de colecta. Los valores estan expresados en porcentaje.
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Fig. 5. Andlisis de componentes principales de la velocidad y la morfometria de las
poblaciones de Blennothrix evaluadas. Abreviaturas: lar cel, largo celular; dia tri, diametro
del tricoma; dia fil, diametro del filamento; esp vai, espesor de la vaina; lar fil, largo del
filamento.
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4.6. DISCUSION

De los resultados obtenidos a partir del analisis quimico del agua, se tiene que todos los
sitios con crecimientos de Blennothrix presentan condiciones quimicas similares, excepto el
sitio 5, en el cual se registré una menor concentracion iénica y de sulfatos. Cabe hacer notar
que en este sitio se registraron las menores dimensiones en cuanto a caracteres

morfomeétricos.

Altas concentraciones de SO4> se presentaron en el agua de los sitios 1, 2, 3y 4,
resultado de una disolucion de los depositos de yeso presentes en la region (Consejo de
Recursos Minerales 1992, 1993, 2000). De acuerdo con Carmona et al. (2005), los sulfatos
son un componente esencial de la vaina de Blennothrix y algunas otras Cyanoprokaryota. El
analisis muestra que los iones de Ca™, HCOs. y Mg"™ son iones prevalecientes en los rios
de estudio, tal como se esperaria para aguas que se encuentran en contacto con rocas calizas
y dolomitas, respectivamente (Consejo de Recursos Minerales 1992, 1993, 2000;
Ferrusquia-Villafranca 1998). Se encontraron bajas concentraciones de Na*, K"y CI en las
localidades de estudio. Composiciones quimicas similares han sido descritas en manantiales
termales con presencia de carbonato en Canada y en lagos crater mexicanos (Armienta et

al. 2008, Rainey y Jones 2009).

El nutriente mas abundante presente en el agua de todos los sitios de estudio es el

nitrégeno como nitrato. Las concentraciones de FSR observadas son bajas debido a la

presencia de altas concentraciones de Ca®*. Esta condicién ha sido observada en sistemas
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carsticos similares (Reddy 1988) debido a la coprecipitacion de FSR con el carbonato de

calcio (Kleiner 1990).

El analisis quimico del agua reveld que los sélidos disueltos totales, conductividad,
alcalinidad total, dureza total, concentracion io6nica, SO,~, HCO3 y Mg"™, explican la

presencia de Blennothrix y el agrupamiento de los sitios.

Los factores fisicoquimicos de los rios con presencia de Blennothrix fueron muy
similares a los presentes en el sitio 6, excepto por la velocidad de corriente y la
profundidad. La ausencia de poblaciones de Blennothrix en este sitio y la reduccion de las
dimensiones de la poblacién del sitio 5, podrian estar explicadas por la alta velocidad de
corriente registrada en ambos sitios. Beltran-Magos et al. (2005) reportaron una correlacion
negativa entre la velocidad de corriente y la longitud y didametro del filamento, y el
diametro del tricoma. Esta relacion también ha sido observada en algunas poblaciones de
Cyanoprokaryota filamentosas de ambientes continentales, tales como Phormidium tenue
(Menghini) Gomont, P. retzii Gomont y Schizothrix fasciculata (Nageli) Gomont (Necchi

1997).

La ausencia de poblaciones de Blennothrix en Xilitla parece deberse a una distinta
composicion quimica del agua: baja concentracion ionica, bicarbonatos y sulfatos,
considerando que éste Gltimo constituye un componente esencial para la formacion de la
vaina en Blennothrix (Figs 2,3). Carmona et al. (2005) reportaron una fuerte tincion de la
vaina con el colorante azul-alciano, evidencia de la presencia de polisacaridos sulfatados en

la vaina de Blennothrix.
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Las variaciones estacionales en la concentracion ionica de los sitios 2 y 4 podrian indicar
un efecto de dilucion; sin embargo, esta variacion no se ve reflejada en la proporcion de
carbonatos precipitados sobre Blennothrix. La formacion de minerales en Blennothrix
podria estar explicada por la reduccion de CO, en el medio externo debido a la actividad
fotosintética. Debido a que el agua se encuentra sobresaturada con respecto al carbonato de
calcio, la reduccion induce la mineralizacion e incrementa los valores de pH, alcalinidad y
los iones de COs%, por tanto, promueve principalmente la precipitacion de calcita. Las
sustancias poliméricas extracelulares excretadas por las células favorecen la incrustacion de
carbonato de calcio, ya que proveen de una superficie ideal para la absorcion de iones y
nucleacion mineral (Emeis et al. 1987, Braissant et al. 2003, Dittrich y Sibler 2010). Los
exopolisacaridos poseen la habilidad de concentrar cationes de Ca®* de las soluciones,
debido a la carga superficial negativa que ocurre en ciertas Cyanoprokaryota (Pleurocapsa
sp., Plectonema sp. y Scytonema sp.) (Golubi¢ 1973, Merz-Preip y Riding 1999, Riding
2000, Frankel y Bazylinski 2003, Pentecost 2005) y, posiblemente, lo mismo ocurre en
Blennothrix. Pentecost (1978) y Konhauser (2007) propusieron que las especies de
Cyanoprokaryota que producen vainas o exopolisacaridos, generalmente precipitan mas

carbonato de calcio que aquellas especies sin tales estructuras.

Merz-Preif y Riding (1999) reportaron que la precipitacion de carbonato de calcio
en rios de agua dulce llega a ser mas conspicua cuando, en promedio, el indice de
sobresaturacion anual excede el valor de 0.75. Sin embargo, las poblaciones de Blennothrix
presentaron la formacion de minerales extracelulares, a pesar de los relativamente bajos

valores de saturacion registrados en ciertas estaciones, particularmente en la época calida
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lluviosa. La nucleacion puede verse mermada por el efecto de la remocion de minerales

debido al efecto mecéanico de la velocidad de corriente.

De acuerdo con los datos registrados en este estudio, podemos concluir que la
presencia de Blennothrix se ve favorecida por la combinacion de ciertas caracteristicas
fisicoquimicas (alta concentracion ionica, abundancia de bicarbonato y sulfatos, baja
profundidad y PAR, asi como baja a media velocidad de corriente) y que las poblaciones
estudiadas no solo presentan una importante calcificacion sino que ademas tanto la

composicion como la apariencia de la misma son similares en todas ellas.

La presente investigacion muestra la importancia del estudio de las variaciones
fisicoquimicas estacionales en ambientes alcalinos de agua dulce y los procesos de
calcificacién en las Cyanoprokaryota tanto para entender su funcionamiento como su

prevalencia en rios tropicales.

43



5. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA

5.1. INTRODUCCION

Las Cyanoprokaryota son un grupo antiguo de organismos procariontes capaces de llevar a
cabo la fotosintesis. Su gran variedad de estrategias les ha permitido tolerar un amplio
espectro de condiciones ambientales, tales como: sequia, frio, salinidad, limitacion de
nutrientes, foto-oxidacion, anaerobiosis, etcétera y les permite estar ampliamente
distribuidas en habitats que van desde ambientes acuaticos (océanos, lagos y rios) a
ambientes terrestres y habitats extremos como aguas termales, aguas hipersalinas, desiertos
y regiones polares, asi como a establecer relaciones simbidticas con organismos como
hongos y plantas (Whitton y Potts 2000, Shweta 2011). El éxito evolutivo que han tenido
las Cyanoprokaryota para ocupar diversos ambientes, incluidos los ambientes extremos,
esta relacionado con una serie de caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y reproductivas
unicas en el grupo; entre las que destacan: la presencia de un mucilago extracelular que
aisla a las células vegetativas y establece un gradiente en relacion con su entorno, la
formacion de pigmentos accesorios y su adaptacion cromatica los cuales resuelven tanto la
deficiencia como los cambios en la intensidad luminosa, y la activacion del metabolismo
secundario (i.e. la presencia de cianotoxinas) que les permite competir y evitar la
depredacion y/o herbivoria en los sistemas acuaticos. Ademas de la rutas del metabolismo
primario que son similares en todos los organismos (azucares, aminoacidos, acidos grasos,
nucleotidos, etcétera), las algas pueden presentar otras rutas metabolicas que llevan a la
formacion de otros compuestos que generalmente son propios y especificos de cada grupo

de algas, a nivel de especie, género o familia. Estas rutas constituyen el metabolismo
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secundario y los productos derivados de ellas se conocen como metabolitos secundarios
(Smith 1976). La biosintesis de estos compuestos suele estar restringida a estadios

especificos de desarrollo, asi como a diferentes partes de las algas y a las estacionalidad.

Durante las Ultimas dos décadas, los metabolitos secundarios producidos por las
Cyanoprokaryota han atraido la atencion de los investigadores, debido principalmente a tres
razones: (i) la intensa toxicidad de las toxinas producidas por varias especies formadoras de
blooms en sistemas de agua dulce y su efecto dafiino en la salud de animales y humanos,
(ii) el uso potencial terapéutico de los mismos vy (iii) la informacion sobre las interacciones
de los organismos dentro de sus comunidades (Schlegel et al. 1999, Pérez y Vargas 2007,
Shweta 2011). Otra de las aplicaciones que tienen los metabolitos secundarios es que
pueden ser utilizados como caracteres quimicos que coadyuvan en el estudio de trabajos
taxondmicos, siendo utilizados en el rea de la boténica conocida como quimiotaxonomia.
La quimiotaxonomia incorpora a la taxonomia los principios y procedimientos implicados
en la elaboracion de datos quimicos. Basicamente estudia la variabilidad de los compuestos
quimicos, en particular de los metabolitos secundarios (terpenos, flavonoides, glicésidos,
alcaloides, etcétera), con el fin de que puedan ser ubicados como una herramienta mas en la
clasificacion. Esta ciencia es una fuente de caracteres confiables para el estudio de la

filogenia de los grupos de plantas en cuestion (Harborne y Turner 1984).

El metabolismo secundario de las Cyanoprokaryota incluye una variedad de
compuestos que presentan actividad antibacteriana, anticoagulante, antimicotica,
antiinflamatoria, antifertilidad, antipaltdica, antiprotozoarios, antituberculosa, antiviral,

antitumoral, hipoglicémica, citotoxica y algicida (Schlegel et al. 1999, Skulberg 2000,
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Gross 2003, Martinez-Flores 2007, Pérez-Gutiérrez et al. 2008, Shweta 2011).
Quimicamente, estos compuestos representan una amplia gama de farmacos, incluyendo
alcaloides y alcaloides de indol, policétidos y terpenos (Grewe y Pulz 2012). Méas de 800
compuestos metabdlicos secundarios que pertenecen a varias clases de sustancias, incluidos
inhibidores de enzimas, inhibidores de la fotosintesis, antimitoticos, antimicrobianos e
iInmunosupresores; han sido aislados, clasificados y nombrados sobre la base de su
estructura quimica, el método de bioensayo y sus blancos toxicoldgicos (Shweta 2011).

De acuerdo con Grewe y Pulz (2012) las Cyanoprokaryota han demostrado ser uno, si no es
que la fuente mas rica de metabolitos bioactivos. El grupo principal que contribuye a la
rigueza quimica de metabolitos secundarios de las Cyanoprokaryota (773 metabolitos
reportados en 2011) es predominantemente las Oscillatoriales (58% de los metabolitos
reportados), seguido por las Nostocales (32%) y Chroococcales (10%). Los metabolitos de
las Pleurocapsales, rara vez han sido reportados, aunque se han detectado los genes
biosintéticos necesarios para la fabricacion de péptidos no-ribosomales. Mientras que el
grupo marino mas importante que contribuye a esta riqueza quimica son también las
Oscillatoriales y esta dominada por el género Lyngbya (43% de todos los metabolitos de

Cyanoprokaryota, 336 compuestos) (Choi et al. 2012).

De acuerdo con Shimizu 1996, Kaebernick y Neilan 2001 y Cortés-Altamirano y

Sierra-Beltran 2008, la familia Oscillatoriaceae a la cual pertenece Blennothrix es

particularmente rica en metabolitos secundarios (Tabla 5).
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Especie Naturaleza Toxinas Efecto
guimica
Lyngbya wollei Farlow  Alcaloide carbamato Saxitoxinas Paralizante de mariscos

ex Gomont

Oscillatoria cf.
limnetica

O. erythraeae (Ehr. Ex
Gomont) Geitler
(=Trichodesmium

erythraeum)

O. thiebautii (Gomont
ex Gomont) Geitler
(=Trichodesmium
thiebautii)

O. nigro-viridis
Thwaites ex Gomont

O. rubescens De
Candolle

O. morigeotii

Oscillatoria sp. y
Lyngbya sp.

Schizothrix calcicola
(Ag.) Gomont

Alcaloide

Heptapéptido ciclico

Heptapéptido ciclico

Heptapéptido ciclico

Alcaloide carbamato

Alcaloides y éster de
guanidina metil-
fosfato

Heptapéptido ciclico
y ésteres de
guanidina metil-
fosfato

(goniautoxina
decarbamoil 2y 3,
PSP)

Acidos
hexadecenoicos
delta-7 y delta-9

Microcistinas

Dermatotoxinas

Compuestos
hepatotdxicos y
dermatotoxinas

PSP

Compuestos
neurotoxicos
(anatoxina-a 'y
saxitoxinas)
Dermotoxinas
(aplisiatoxinas y
lyngbyatoxina-a)

Dermatotoxinas

(lyngbyatoxin-a y

aplisiatoxinas)

Afectan el crecimiento
de bacterias
heterotroficas gram-
positivas y gram-
negativas

Anoxia y dafio en las
agallas de los peces

Dermatitis, ampollas y
necrosis en mamiferos;
potente promotor de
tumores

Inhibicion de las
proteinas fosfatasas (PP1
y PP2A)

Paralizante de mariscos

Dermatitis, ampollas y
necrosis en mamiferos;
potente promotor de
tumores

Agentes inflamatorios,
irritantes
gastrointestinales

Tabla 5. Metabolitos secundarios de la familia Oscillatoriaceae.
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Entre los trabajos descritos para el género se encuentra la caracterizaciéon de lyngbiastatinas
1y 3y los &cidos tumondicos A y D-1 presentes en la especie marina Blennothrix
cantharidosmum (Clark et al. 2008). No obstante debido a problemas en la identificacion
entre Blennothrix, Schizothrix, y Lyngbya es posible que el &cido tumonoico en realidad
pertenezca a la asociacion Lyngbya/B. cantharidosmum. Asi como, la evaluacion de la
actividad hipoglucemiante y bactericida de Blennothrix ganeshii (Martinez-Flores 2007,

Pérez-Gutiérrez et al. 2008).

El presente estudio busca determinar la presencia de los principales grupos de
metabolitos secundarios presentes en extractos organicos de Blennothrix, con el propoésito
de establecer comparaciones entre poblaciones ubicadas en distintas localidades y al mismo
tiempo obtener informacién acerca de su actividad bioldgica que permita comprender su
amplia distribucion, permanencia, abundancia y estabilidad en rios tropicales de la region

central de México.

5.2. HIPOTESIS

La composicion y actividad biolégica de los metabolitos secundarios en las
Cyanoprocaryota varia segun el género y especie de que se trate. ;Cudl serd la composicion
de metabolitos secundarios en Blennothrix? ¢Habra diferencias en cuanto a la composicion
y actividad bioldgica de los metabolitos secundarios de poblaciones de Blennothrix

ubicadas en distintos sitios de estudio?
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5.3. OBJETIVOS

i. Determinar la presencia de los principales grupos de metabolitos secundarios
presentes en los extractos organicos de Blennothrix por medio de reacciones

coloridas y perfiles cromatogréaficos.

ii.  Caracterizar la actividad biologica de los metabolitos secundarios de Blennothrix a
través de la elaboracion de cuatro ensayos biologicos de actividad: bactericida,

citotoxica, antiinflamatoria y disuasoria.

5.4. MATERIAL Y METODO

5.4.1. Determinacion de la presencia de los principales grupos de metabolitos

secundarios

Obtencion de los extractos

Los crecimientos de Blennothrix de la localidad de Los Manantiales fueron transportados al
laboratorio en frascos de polietileno con la menor cantidad de agua posible,
aproximadamente a 4°C. Las muestras fueron lavadas con agua destilada y fue removido
todo material extrafio, planta o animal, antes de su subsecuente uso en las pruebas. El
material fue deshidratado en una liofilizadora (HETO FD3), las muestras del liofilizado
fueron suspendidas en un volumen conocido de disolvente. Se emplearon tres distintos
disolventes con distinta polaridad (hexano, acetato de etilo y metanol) con el fin de extraer

la mayor cantidad posible de compuestos. Posteriormente se elimind el disolvente del
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extracto mediante una destilacion a presion reducida en un rota vapor. Enseguida se

trasvasaron en matraces con sus etiquetas correspondientes.

Elaboracion de reacciones coloridas

Terpenos

Los extractos se caracterizaron determinando la presencia de los principales grupos de
metabolitos secundarios (flavonoides, terpenos, glicosidos y alcaloides) mediante
reacciones coloridas y de precipitacion (Dominguez 1985, Fransworth 1966). Se determind
la presencia de terpenos mediante la prueba de Liebermann-Burchard (Dominguez 1985),
prueba general en la que a partir de los colores obtenidos se identifica el tipo de compuesto
presente en el extracto. La intensidad del color depende finalmente de una serie de
condiciones, como el tiempo transcurrido entre el inicio de la prueba y la lectura del

resultado.

Primero se elaboro el reactivo mezclando el mismo volumen de anhidrido acético y
de cloroformo, y por cada mililitro de cloroformo se le agregd a esta mezcla una gota de

acido sulfurico concentrado.

Por otro lado se llevaron a sequedad las muestras de los extractos y una vez secas se
disolvieron en cloroformo. Enseguida las muestras se colocaron en un bafio de hielo y a
cada una se le agregd 1 ml del reactivo de Liebermann-Burchard. EI cambio de coloracion a

verde-azul o rojiza indica la presencia de terpenos-esteroides.
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Flavonoides

Para determinar la presencia de flavonoides se utilizo la prueba de Shinoda. Esta prueba
consiste en agregar a los extractos secos y redisueltos en metanol un trozo de limadura de
magnesio y dos gotas de acido clorhhidrico concentrado (Guevara 1988). La prueba es

positiva si la solucidn vira a color verde o naranja.

Glicosidos

Para la deteccién de glicosidos se utilizd la prueba de Mélisch la cual permite detectar la
existencia de enlaces hemiacetalicos. A los extractos secos y redisueltos en etanol se les
agregaron dos gotas de una solucion etandlica de a-naftol al 5% y 1 ml de &cido sulfarico
concentrado. El acido se afiadio por las paredes del tubo para evitar una reaccion violenta y
permitir la aparicion de un anillo en la interfase. La prueba fue considerada positiva si el

anillo formado presentd una coloracion violeta.

Alcaloides

La presencia de alcaloides se determiné mediante las reacciones de acido silicotlngstico.
Se le agregé a los extractos secos y redisueltos 1 ml de acido clorhidrico al 1%,
posteriormente se agregd una gota de acido clorhidrico concentrado y dos gotas del reactivo
de acido silicotingstico. La prueba es positiva si se forma un precipitado de color amarillo

paja, mientras que la ausencia de precipitados es indicativa de que no hay alcaloides.
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Elaboracién de perfiles cromatogréaficos

Para la resolucién de los perfiles cromatograficos se empled cromatografia en capa fina
(TLC, por sus siglas en inglés, Thin Layer Chromatography). Se emplearon placas de
silica gel 60F254 (MERCK) de 250 um de espesor CHCI3:CH3OH:H,0 (80:18:2) como fase
estacionaria y como fase mdvil se usaron las mezclas de hexano:acetato de etilo (9:1) y
hexano: acetona (6:3) con un indicador de fluorescencia UV 254 nm en soporte de vidrio.
Una vez desarrollados los perfiles, se visualizaron los componentes de los extractos bajo
luz visible y ultravioleta y posteriormente fueron reveladas con anisaldehido para

evidenciar terpenos y 2-aminoetil difenilborato (RPN) para flavonoides.

La velocidad de flujo (Rf, relacion existente entre la distancia recorrida por el
compuesto y la recorrida por el disolvente en el mismo tiempo) fue calculada con la
siguiente formula: Rf = di/dt, en donde: Rf=velocidad de flujo, di=distancia de la muestra

desde el origen y dt=distancia del eluyente desde el origen.

5.4.2. Actividad bactericida

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria

Por el método de microdilucion en placa de 96 pozos se determiné la concentracion minima
inhibitoria (MIC, por sus siglas en inglés, Minimum Inhibitory Concentration) de los
diferentes extractos obtenidos de Blennothrix, frente a Escherichia coli ATCC 6051 y
Bacillus subtillis ATCC 6633 (cepas donadas por la Facultad de Quimica, UNAM). Los
extractos de Blennothrix fueron obtenidos con el mismo procedimiento realizado en la

secciéon 3.4.1. La MIC es definida como la concentracion minima del extracto, capaz de
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inhibir el crecimiento visible de cada microorganismo (Nostro et al. 2000). El in6culo de
bacteria fue preparado de un medio de cultivo (caldo nutritivo) de 24 h, la suspensién fue
ajustada al estandar 0,5 M de la curva de McFarland (lo que corresponde a
aproximadamente 1,5 X 10° UFC/ml). El caldo nutritivo se usé como control negativo del
crecimiento bacteriano y como control positivo el caldo nutritivo més el inéculo. El
farmaco de referencia fue ampicilina anhidra (Sigma) a partir de una concentracion de 0.8
ug/ul se obtienen 4 diluciones (Factor de dilucion 2). La prueba se realiz6 por triplicado de
todas las muestras y controles, el periodo de incubacion fue de 24 h a 37°C. Se probaron

ocho concentraciones de cada extracto (0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16 y 32 ug/ul) y cinco del

control de inhibicion del crecimiento bacteriano (0.05, 0.1, 0.2, 0.4 y 0.8 pg/ul).

Después de incubar 24 h a 37°C se procedid a identificar las concentraciones no
inhibitorias del crecimiento bacteriano afiadiendo a cada pozo sal de tetrazolio al 2% (TTC,
por sus siglas en inglés, 2, 3, 5-Triphenyl-2H-tetrazolium chloride), la cual fue reducida por

el metabolismo bacteriano transformandolo en formazan, cuya coloracion es rojiza.

5.4.3. Actividad citotdxica

Obtencion del extracto

Se colectaron crecimientos de Blennothrix provenientes de la localidad de Los Manantiales
a los cuales les fue retirada la mayor cantidad de agua posible y se transportaron en frascos
de polietileno, a 4°C. La preparacion del extracto de clorofila a se realiz6 homogeneizando

la muestra de Blennothrix con 5 ml de acetona al 90%. El tubo de centrifuga con la muestra
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fue colocado en obscuridad y refrigeracién (4°C) durante 24 horas. El extracto fue
centrifugado durante 15 min a 5000 rpm y le fue retirado el sobrenadante, el cual fue
guardado en obscuridad y refrigeracion. Se realiz6 una segunda extraccion de toxina de las
mismas muestras afiadiendo 3-5 ml de acetona y se repitié el procedimiento anterior.
Ambas extracciones se juntaron y sus volumenes fueron sumados. La medida de la
concentracion de clorofila a fue evaluada por medio de espectrofotometria a una
absorbancia de 665 y 750 nm (Jeffrey y Humprey 1975, Wyman y Fay 1986). El extracto
de clorofila fue evaporado utilizando un rota vapor (60-80°C). Las toxinas se conservaron
en congelacion y obscuridad, para evitar su fotodegradacion, hasta que fue realizado el

ensayo en medio salino fresco, resuspendiendo en un volumen final de 1.35 ml.

Evaluacién de la toxicidad

La evaluacion de la toxicidad de los extractos provenientes de dichos crecimientos se llevd
a cabo utilizando nauplios de Artemia salina, por medio del calculo de la concentracion
media letal (LCso, por sus siglas en inglés, median lethal concentration,), originada por la
incorporacion del extracto en agua con un volumen conocido de organismos. Para la
realizacion de los bioensayos fueron necesarios cultivos de Artemia salina de 48 horas de
edad. Artemia salina se cultiva en medio salino (33 gl™ de sal marina en agua destilada),
siempre en medio fresco, a partir de quistes comerciales, con 1 gota de anticloro, en

aireacion, a 28°C de temperatura, luz constante y fotoperiodo 16 luz: 8 obscuridad.
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El bioensayo se realizd en placas multipocillo por triplicado. A continuaciéon se

esquematiza la forma en que fue llenada la placa multipocillo:

Fila Toxina Medio salino ul con artemias Volumen.total
(ul) (ul) del pocillo

A 300 300

° 20 180 100 300

¢ 40 160 100 300

D 75 125 100 200

E 125 75 100 300

F 175 o5 100 200

G 200 100 300

H 300 300
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En las filas A y H fue puesto medio salino fresco para mantener un grado de humedad en
la placa durante el ensayo. La fila G corresponde al blanco o control de artemias. A cada
pocillo le fueron afiadidos 10 nauplios de artemias capturadas en 100 ul de solucién salina.
Las placas fueron cerradas con papel parafilm y colocadas en camaras de cultivo a una
temperatura (25°C) y luz constante, y fotoperiodo 16:8 horas. Transcurridas 24 y 48 horas
fueron contadas las artemias muertas. Utilizando el nimero de nauplios de artemias
muertas en cada una de las concentraciones de toxina analizadas, se realizé una
representacion grafica para calcular el valor de la concentracion media letal mediante
extrapolacion, el cual se refiere a la concentracion estimada a la cual se produjo la muerte

en el 50 % de la poblacion.

5.4.4. Actividad antiinflamatoria

Obtencion de los extractos

Varias muestras de la poblacién de B. ganeshii de Los Manantiales, Morelos fueron
recolectadas en frascos de polietileno y conservadas a una temperatura de 4°C, sin agua.
Posteriormente las muestras fueron sometidas al mismo procedimiento realizado para llevar
a cabo el bioensayo de actividad bactericida, utilizando los siguientes disolventes hexano,

acetato de etilo y metanol.

Evaluacioén de la actividad antiinflamatoria
Para evaluar la actividad antiinflamatoria se utiliz6 el modelo de edema auricular inducido
por TPA (13-acetato de 12-tetradecanoilforbol) (Rao et al. 1993, Paya et al. 1996). Se

emplearon ratones machos de la cepa CDI (25-30 g). Los animales (n= 3) se colocaron en
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cajas de acrilico transparente a una temperatura entre 24-26°C, fotoperiodo de 12 h
luz/obscuridad y con libre acceso al agua y alimento. Bajo anestesia general con
pentobarbital sédico I.P. (3.5 mg Kg™ via intraperitoneal), en la superficie interna y externa
de la oreja derecha, fueron aplicados 10 ul de una solucion etandlica de TPA (0.25 mg ml°
1). Diez minutos después, en la misma oreja se aplicaron 20 pl de la solucién metanélica
del compuesto (20 mg ml™). La oreja izquierda recibié solamente los vehiculos (10 ul de
etanol y 20 ul de metanol). Cuatro horas después los animales fueron anestesiados con éter,
sacrificados por dislocacion cervical y se tom6 una muestra de 7 mm de diametro de ambas
orejas. La diferencia en peso entre la muestra de la oreja derecha y la izquierda representa
el edema de cada ratén. EI mismo procedimiento fue seguido para elaborar ensayos

utilizando hexano y acetato de etilo como vehiculos.

El porcentaje de inhibicién del edema para cada grupo fue calculado con la
siguiente férmula: % de inhibicion= (C-E/C) x 100, en donde: C= edema promedio del

grupo tratado con TPA, E= edema promedio del grupo tratado con TPA y extracto.
Los resultados obtenidos se analizaron mediante pruebas de t de Student y los

valores de p < 0.05 (*) y p < 0.01 (**) se consideraron como diferencia significativa con

respecto al control.
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5.4.5. Actividad disuasoria

Obtencidn de los extractos

Crecimientos de Blennothrix pertenecientes a dos sitios de colecta, Manantiales (Morelos) y
Micos (San Luis Potosi), fueron colectados y transportados al laboratorio para su posterior
andlisis (4 °C, sin agua). La muestra fue liofilizada con el fin de elaborar extractos con
diferentes solventes (hexano, acetato de etilo y metanol), siguiendo el procedimiento

descrito en la seccion 4.4.1.

Evaluacién del indice anti-apetitivo

Un total de nueve extractos con distintas concentraciones (500, 1000 y 2000 ppm) fueron
elaborados utilizando acetona como vehiculo. Quince réplicas de discos foliares hechos a
base de lechuga organica (5 cm de diametro) fueron colocados en cajas Petri e impregnados
con 200 ul de extracto. Una vez que la acetona se evapord, un total de tres larvas, de tercer
estadio, de la especie Spodoptera frugiperda (con ayuno de 3 horas) fueron colocadas en
cada una de las cajas. EI mismo nimero de cajas con discos foliares sin extracto, fueron
impregnadas unicamente con 200 ul de acetona y se utilizaron como control. Todos los

tratamientos fueron incubados a 25°C con una humedad de 60% durante 24 horas.

Los discos foliares fueron escaneados, en escala de grises, como imagen en formato
JPG para posteriormente ser analizados con ayuda del programa SigmaScan Pro (version
5.0). La medicion del &rea consumida fue evaluada por medio de un umbral de intensidad
de tal manera que fueron consideradas tanto las raspaduras (tonalidad gris claro) como las

hendiduras (tonalidad negra) originadas por las larvas.
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El indice anti apetitivo para cada tratamiento fue calculado de acuerdo con Bentley et al.
(1984) mediante la ecuacion: 1A = (Dc-Dt/Dc) x 100, en donde: 1A= indice anti apetitivo,
Dc = ingestién en discos testigo (mm?) y Dt = ingestién en discos tratados (mm?). Si
IA=100, existe una disuasion total de la alimentacion; 1A>25, los extractos se pueden
considerar activos; IA<25, los extractos se pueden considerar no activos; IA<0, los

extractos se pueden considerar fagoestimulantes.

5.5. RESULTADOS

5.5.1. Determinacion de la presencia de los principales grupos de metabolitos
secundarios
Los resultados sobre la deteccion de los principales grupos de metabolitos secundarios en

Blennothrix se resumen en la Tabla 6.

Extracto Terpenos flavonoides Glicosidos Alcaloides

Hexanico + - - -
Acetdnico - + - -
Metandlico - - - -

Tabla 6. Metabolitos secundarios de Blennothrix. + positiva, - negativa.
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Los resultados muestran que en los extractos de Blennothrix se detectaron terpenos y

flavonoides, pero ningun glicésido ni alcaloide. En la tabla 7 se muestran las placas

corridas con las fases mdviles adecuadas para cada extracto. El analisis de cromatografia de

capa fina confirmo la presencia de terpenos en los extractos hexanicos y flavonoides en los

extractos de acetato de etilo y metanol.

Extracto Hexano Acetato de etilo Metanol

Fase Movil Hex:AcOEt (9:1) Hex:Acetona (6:3) Hex:Acetona (6:3)
2 corridas 1 corrida 1 corrida

Perfil

Cromatogréfico

Tabla 7. Representacion de los resultados de TLC de los extractos de Blennothrix, bajo luz

UV y visible

60



5.5.2. Actividad bactericida

Fue determinada la actividad bactericida y la concentracion minima inhibitoria (MIC, por
sus siglas en inglés, Minimum inhibitory concentration) de los extractos de Blennothrix.
Todos los extractos obtenidos con hexano, acetato y metanol mostraron actividad frente a
Escherichia coli y Bacillus subtilis. Los valores de MIC de los extractos frente a E. coli
fluctuaron entre 2 y 4 ug/ul, mostrando una actividad méaxima con el extracto de acetato de
etilo; mientras que la concentracion minima inhibitoria de los tres extractos (hexano,

acetato de etilo y metanol) frente a B. subtilis fue la misma (Fig. 5, Tabla 8).

E.coli (Réplicas) B. subtilis  (Réplicas)

no/ul 1 2 3 123 123 123 123 123
- o ol &

0.25

Hexano AcOEt  MeOH Ctrl. Hexano AcOEt  MeOH Ctrl

Fig. 6. Microdilucion en placa de 96 pozos para determinar la concentracion minima
inhibitoria de los diferentes extractos de Blennothrix. En el ultimo carril, se muestran los
tres primeros pozos como controles positivos del crecimiento bacteriano, los cinco restantes
corresponden a las cinco concentraciones de ampicilina.
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Escherichia coli

Bacillus subtilis

Muestras g g
jrs 7/
Hexano 4 2
Acetato de etilo 2 2
Metanol 4 2
E:Aor?gi%lnina) 0.1 0.05

Tabla 8. MIC de los extractos de Blennothrix, obtenidos con hexano, acetato de etilo y
metanol, frente a Escherichia coli y Bacillus subtilis.

5.5.3. Actividad citotdxica
En este estudio se evalud el efecto citotdxico del extracto de clorofila a de Blennothrix
sobre Artemia salina. En las tablas 9 y 10 se muestra el efecto citotdxico sobre A. salina

después de 24 y 48 horas.

La LCso estimada fue de 44,19 mg/ml la cual se encuentra en el rango de valores
reportados en la literatura para ensayos agudos en invertebrados acuéticos, (0,067-59,9
mg/L). La toxicidad aguda es la habilidad de un quimico de provocar efectos adversos
relativamente pronto. "Relativamente pronto” se define usualmente como un periodo de
minutos, horas (hasta 24) o dias (hasta cerca de dos semanas) pero rara vez mas alla de ese

tiempo (ILO-UNEP-WHO 1988).
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Concentracion 175 125 75 40 20 Control
(ul)

Réplica 1 8 7 3 3 0 1
Reéplica 2 9 8 1 2 0 0
Replica 3 10 6 3 2 0 0
% de muertes 90 70 23.3 23.3 0 3.3

Tabla 9. Relacion entre la concentracion del extracto y las muertes de Artemia salina
después de 24 horas.
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Concentracion 175 125 75 40 20 Control
(ul)

Reéplica 1 10 6 3 3 0 2

Réplica 2 8 10 1 2 1 2

Réplica 3 9 7 5 2 0 3

% de muertes 90 76.6 30 23.3 3.3 23.3

Tabla 10. Relacion entre la concentracion del extracto y las muertes de Artemia salina

después de 48 horas.

5.5.4. Actividad antiinflamatoria

Las pruebas de actividad antiinflamatoria realizadas en ratones muestran que los extractos

de Blennothrix realizados con diferentes solventes tienen un bajo porcentaje de inhibicion

(promedio=11.4-15.6) en comparacion con el porcentaje obtenido en los ensayos con

ratones tratados con indometacina (antiinflamatorio) (Tabla 11).
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Muestra Dosis (mg/oreja) Edema (mg) Inhibicion (%)

Control 0.4 15.53+0.13
Blennothrix_M 0.4 13.30+1.11 14.38
Blennothrix_H 0.4 12.83+0.46 11.49

Blennothrix_AE 0.4 12.23+0.88 15.63
Indometacina® 0.4 2.27 86.02

Tabla 11. Porcentaje de inhibicién obtenido a partir de las pruebas de actividad
antiinflamatoria realizadas en ratones. Vehiculos: H, hexano; AE, acetato de etilo y M,
metanol. ® n=6 animales.

5.5.5. Actividad disuasoria
Este dltimo estudio fue realizado en poblaciones pertenecientes a dos localidades distintas
(Manantiales y Micos) con el fin de determinar si ambas presentan actividad disuasoria

frente a las larvas de Spodoptera frugiperda.

No fueron encontradas diferencias significativas entre las distintas concentraciones
de los discos impregnados con los extractos de metanol y acetato de etilo. Mientras que con
el extracto de hexano, se observo que a mayores concentraciones del mismo, mayor es el

consumo por parte de las larvas (Fig. 6).

Los indices de actividad disuasoria de los extractos elaborados con hexano, acetato
de etilo y metanol ponen de manifiesto la existencia de compuestos en Blennothrix que
afectan significativamente el comportamiento de alimentacion de las larvas de S. frugiperda

(Tabla 12).
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Manantiales Micos

800 800
600 - 600 -
400 - 400 -
200 - I I E 200 - I
0 - T T T 0 - T T T
a control 500 ppm 1000 ppm 2000 ppm control 500 ppm 1000 ppm 2000 ppm
800 800
600 - 600 -
400 + 400 -
200 - I I 200 -
0 - T T T 0 - T T T
b control 500 ppm 1000 ppm 2000 ppm control 500 ppm 1000 ppm 2000 ppm
500 500
400 400
300 300 -
200 - 200 -
100 - I E 100 -
c control 500 ppm 1000 ppm 2000 ppm control 500 ppm 1000 ppm2000 ppm

Fig. 7. Promedio y error estandar de los discos foliares impregnados con los diferentes
extractos [(a) hexano, (b) acetato de etilo y (c) metanol]; correspondientes a las poblaciones
de Manantiales y Micos.
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Manantiales Micos

Concentracion hexano acetato de metanol Hexano acetato de metanol
etilo etilo
500 ppm 49 25 52 21 22 28
1000 ppm 38 18 3 19 10 -11
2000 ppm 35 10 -7 13 -14 -14

Tabla 12. Indice anti apetitivo [(Dc-Dt)/Dc] x 100% = error estandar (n = 10) de las larvas
de S. frugiperda de las poblaciones de Los Manantiales y Micos.

5.6. DISCUSION

5.6.1. Determinacion de la presencia de los principales grupos de metabolitos
secundarios

La presencia de compuestos de origen terpénico y flavonoide sugiere un analisis exhaustivo
a fin de determinar las diferencias entre las poblaciones y posteriormente realizar un

estudio biodirigido.

Tanto la determinacion de los metabolitos secundarios por medio de reacciones
coloridas como los perfiles cromatograficos coinciden en la presencia de terpenos y

flavonoides en los extractos de Blennothrix.
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5.6.2. Actividad bactericida

Los resultados obtenidos en este estudio indican diferencias en la actividad bactericida
dependiendo del extracto de Blennothrix utilizado. Esta actividad fue méas pronunciada
frente a B. subtilis (bacteria Gram-positiva) que frente a E. coli (bacteria Gram-negativa).
De acuerdo con Nostro et al. (2000) la sensibilidad entre bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas puede explicarse a las diferencias morfoldgicas entre estos microorganismos, en
donde las bacterias Gram-negativas poseen una membrana fosfolipidica externa que soporta
los componentes estructurales lipopolisacaridos. Esto hace que la pared celular sea
impermeable a los solutos lipofilicos, mientras que las porinas constituyen una barrera
selectiva a los solutos hidrofilicos con un limite de exclusion de aproximadamente 600 Da.
Por tanto, las bacterias Gram-positivas podrian ser mas susceptibles a los extractos puesto
que éstas cuentan solamente con una pared externa de peptidoglicano, la cual no es una

barrera permeable tan efectiva.

La informacion obtenida mediante la prueba de actividad bactericida coincide con
los estudios previos realizados con Blennothrix ganeshii, en donde se observo que la cepa
de Escherichia coli ATCC 25922 present6 una inhibicidn en su crecimiento con el extracto

de hexano, a las siguientes concentraciones: 10, 16 y 32 ug/ml (Martinez-Flores 2007).

5.6.3. Actividad citotéxica
La actividad citotoxica del extracto de clorofila se estudi6 mediante un bioensayo en
Artemia salina. El extracto de clorofila a mostr6 efectos citotéxicos desde una

concentracion de 40 ul y fue aumentando hasta alcanzar un porcentaje de muertes del 90%
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a una concentracion de 175 ul. En esta prueba solo fue posible hacer uso de los resultados
del primer dia (24 horas) ya que el porcentaje de muertes en el control después de 48 horas

fue mayor del 10%, por lo que los resultados son invalidos.

Con los resultados obtenidos se corrobora la sensibilidad de los invertebrados
acuaticos (Artemia salina) frente al extracto de clorofila a de Blennothrix. Las muertes de
A. salina en los pocillos control posiblemente se deban a que dichos organismos no
contaban con los nutrientes o el oxigeno suficiente que requiere su metabolismo y por lo
tanto la utilizacion de modelos para la evaluacion citotoxica cobra importancia en futuros

trabajos.

5.6.4. Actividad antiinflamatoria

Se evaluo la actividad antiinflamatoria de extractos obtenidos a partir de muestra liofilizada
de Blennothrix con un método extensamente utilizado para evaluar sustancias
antiinflamatorias, el edema auricular inducido por TPA. El proceso inflamatorio
desencadenado por la aplicacion topica del TPA se debe a la activacion de la proteina
cinasa C (PKC) dérmica, la cual inicia la respuesta antiinflamatoria. Los extractos de B.
ganeshii no mostraron propiedades antiinflamatorias importantes, de tal manera que no se
presenta una inhibicién significativa del edema auricular agudo inducido por TPA. Esto
puede corroborarse con la inhibicion presentada por la indometacina en la misma dosis
(promedio=86). No obstante, la evaluacion de dicha actividad debe considerar etapas de

recolecta distintas.
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5.6.5. Actividad disuasoria

Fue evaluada la actividad disuasoria mediante un ensayo de no preferencia, el cual permite
determinar el potencial de los compuestos para suprimir la actividad alimenticia de un
organismo en situaciones de no eleccion. Cada poblacién mostrd una actividad disuasoria
distinta. Los tres extractos de la poblacion de Los Manantiales presentaron actividad
disuasoria a una concentracion de 500 ppm. El extracto hexanico perteneciente a la misma
poblacion, fue el Unico en presentar actividad disuasoria con las tres concentraciones del
mismo, lo que sugiere el andlisis de dicho extracto a fin de determinar el tipo de compuesto
responsable de la actividad que se encuentra dentro del tipo de compuestos terpénicos.
Ademas, puede observarse que el indice anti-apetitivo disminuye conforme aumenta la
concentracion de los extractos, llegando en la mayoria de los casos a ser considerados como
extractos no activos o bien fagoestimulantes. Esta situacion puede deberse a que
frecuentemente los metabolitos secundarios se encuentran asociados con glucésidos, los
cuales favorecen su consumo. Por tal motivo resulta importante el realizar diversas pruebas
que nos permitan conocer: a) si a pesar de que las larvas comen los discos foliares
impregnados con los extractos, éstos no les afectan morfolégica y/o reproductivamente.
Para lo cual se requiere de incorporar los extractos en la dieta y revisar periédicamente si
las larvas presentan alguna modificacion en el desarrollo y comportamiento; b) si los
metabolitos presentes en Blennothrix se encuentran asociados a glucosidos y si es de esta
manera, separar la aglicona (region sin glucosa) de los glucosidos y volver a realizar
pruebas anti apetitivas con el extracto de aglicona; c) el tipo de metabolitos secundarios
presentes en los crecimientos, por medio de una separacion cromatografica. Mientras que el
extracto metanodlico de la poblacion de Micos fue el Unico en presentar una actividad

disuasoria a una concentracion de 500 ppm.
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6. CARACTERIZAQION MORFOLOGICA, MORFOMETRICA,
GENOTIPICAY ULTRA-ESTRUCTURAL

6.1. INTRODUCCION

En afios recientes se han desarrollado un gran numero de técnicas bioquimicas y
moleculares con fines taxondémicos (Komarek 2006, 2010). Las nuevas tecnologias de
acidos nucleicos, especialmente la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas
en inglés, Polimerase Chain Reaction) ha avanzado a tal grado que ahora es posible
amplificar y secuenciar genes y otras regiones conservativas a partir de una sola célula
(Palinska et al. 1996). El esquema mas reconocido para representar a la filogenia de
Cyanoprokaryota consiste en la comparacion de secuencias de 16S RNA ribosomal
(Giovanni et al. 1988, Wilmotte 1994, Wilmotte et al. 1994 en Palinska et al. 1996, Gutell
et al. 1994, Olsen et al. 1991 y Woese 1987 en Vandamme et al. 1996, Rudi et al. 1997) ya
que éste se encuentra presente en todas las bacterias, es funcionalmente constante y

altamente conservativo (Vandamme et al. 1996).

De acuerdo con Komarek y Anagnostidis (2005) los arboles evolutivos obtenidos a
partir de la secuenciacion del 16S rRNA, muestran una gran coincidencia con los taxa de
Cyanoprokaryota a nivel genérico, particularmente si los caracteres morfoldgicos han sido
reevaluados y se ha incluido la caracterizacion de los rasgos ultra-estructurales. Sin
embargo, las secuencias del gen 16S no muestran una separacion considerable en relaciones

filogenéticas muy cercanas, como por ejemplo, especies del mismo género.
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Los estudios ultra-estructurales estuvieron enfocados en los patrones de perforacion en la
pared de peptidoglicano, los cuales bajo la influencia de los factores ambientales no
presentan cambio en la estructura tipo (Palinska y Krumbein 2000, Palinska et al. 1998).
Asimismo fue evaluado el sistema tilacoidal el cual ha sido utilizado como un caracter con
potencial taxondmico debido a que esta acorde con los clados filogenéticos (Komarek

2010, 2011).

El presente estudio busca evaluar si la identificacion de la especie realizada por
medio de caracteres fenotipicos, en realidad corresponde a organismos con el mismo

genotipo y caracteristicas ultra-estructurales.

6.2. HIPOTESIS

Frecuentemente, poblaciones que han sido identificadas como la misma especie a partir de
su evaluacién fenotipica, presentan el mismo genotipo. Con base en lo anterior, se espera
que las cinco poblaciones de Blennothrix evaluadas en el presente estudio pertenezcan a

una sola especie y no se encuentre cripticidad.
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6.3. OBJETIVOS

I. Determinar si las poblaciones pertenecientes a distintas zonas de estudio
corresponden a una sola especie, por medio de la comparacion de su morfologia,
morfometria y secuencias de 16S RNA ribosomal.

ii. Evaluar la importancia de los rasgos ultra-estructurales a partir de la
caracterizacion de los patrones de perforacion en la pared de peptidoglicano y la

disposicion de los tilacoides.

6.4. MATERIAL Y METODO

6.4.1. Colectay aislamiento

Fueron colectadas un total de cinco poblaciones (Manantiales, Tambaque, Micos, Puente de
Dios, Tzindejéh) pertenecientes al género Blennothrix, distribuidas en la region central de
México. Los crecimientos se trasladaron al laboratorio en bolsas con agua de la localidad, a
temperatura ambiente. Se realizaron lavados por agitacion para eliminar cualquier resto de
sedimento u otro objeto de los filamentos y posteriormente, se introdujeron durante una
hora en una solucion de dioxido de germanio para eliminar las diatomeas epifitas a su
vaina. Se realizaron varios aislamientos del material por medio de resiembras, para obtener
cultivos unialgales, los cuales fueron mantenidos en tubos de cultivo con medio liquido
BG-11 (Stanier et al. 1971) bajo condiciones controladas (Temperatura: 25°C, radiacion
fotosintéticamente activa (PAR): 5 pmol fotones m? s, fotoperiodo: 16h luz: 8h

obscuridad).
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6.4.2. ldentificacion y caracterizacion morfolégica y morfométrica

Todas las poblaciones fueron sometidas a analisis microscopico para llevar a cabo la
identificacion y caracterizacion morfoldgica antes de la extraccion de ADN vy la elaboracién

de analisis filogenéticos. Esta informacion aseguro la uniformidad fenotipica del material.

Los estudios de microscopia de luz incluyeron la evaluacion de los siguientes
caracteres: didametro del filamento, longitud, forma de las células y grado de constricciones
en las uniones de las células. La medicion de las caracteristicas morfométricas se llevd a
cabo con el anélisis de imagenes fotograficas y en réplicas de 20; mismas que nos
permitieron tener una documentacion grafica de los crecimientos. Los estudios de
microscopia de luz fueron llevados a cabo con un microscopio Olympus BX51 equipado

con un sistema fotomicrografico SC35.

6.4.3. Analisis molecular

El analisis molecular se enfocd en la secuenciacion de nucle6tidos en regiones
conservativas del 16S RNA ribosomal. Este método ha sido aplicado con éxito en cultivos

puros de Cyanoprokaryota.

Extraccion de ADN

El analisis se enfocO en la secuenciacion de nucleoGtidos en regiones conservativas de la
subunidad 16S rARN. Muestras de Cyanoprokaryota (2 g) fueron suspendidas en 800 ul de

TESC (100 mM Tris, 100 mM EDTA, 100 mM NacCl, 2% bromuro de cetiltrimetilamonio
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(CTAB), pH 8.0). Para asegurar el rompimiento de las células, las muestras fueron
sometidas a cinco ciclos de congelamiento (-195 °C) y descongelamiento (65 °C). Después
de la adicion de proteinasa K [20 ug/ul], las muestras fueron incubadas a 50 °C durante
toda la noche. Los tubos fueron centrifugados a 10,000 r.p.m. por cinco minutos y los
sobrenadantes se extrajeron con fenol (900 ul), fenol/cloroformo (450 wl/450 ul) y
cloroformo (900 nl). E1 ADN “concentrado” fue precipitado de la fase acuosa con 0.6
volumenes de isopropanol, lavado con etanol al 70%, secado en el desecador, y almacenado

con 100 pl de buffer TE (10 mM Tris, ImM EDTA, pH 8.0). Se elaboré una “muestra

diluida” a partir de la dilucién de 1 pl del ADN “concentrado” en 99 ul de agua destilada

estéril.

Amplificacion y andlisis de secuencias

La amplificacion del gen 16S rARN se llevo a cabo en una termocicladora Express Hybaid
mediante el siguiente procedimiento: después de un paso de desnaturalizacién inicial (5 min
a 94 °C), siguieron 10 ciclos de incubacidn, cada uno consistente de 45 seg a 94 °C, 1 min a
55°C y 2 min a 68 °C, 25 ciclos que consistieron de 45 sega 92 °C, 1 mina55°Cy 2 mina
68 °C y un ciclo de 9 min a 86 °C. La presencia de productos del PCR fue detectada por
medio de la electroforesis en geles de agarosa (1.5%). Los productos obtenidos a partir de
la amplificacion fueron purificados con el kit de purificacion para PCR (QIAGEN GMBH
Dusseldorf, Alemania), siguiendo las indicaciones del fabricante. Las secuencias de los
primers utilizados para la amplificacion se muestran en la Tabla 13 (Forward: 01Wilmotte,

CYAI106F, 322, 359F; Reverse: PLG2.1, CYAT781R, 373, 1494R).
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Primer Secuencia (5"-3") Region Referencias

secuenciada

Forward
01Wilmotte AGAGTTTGATCC TGG CTC AG 16S rARN Wilmotte et al. (1993)
CYA106F CGG ACG GGT GAG TAACGC GTG A 16S rARN Nibel et al. (1997),
Li et al. (2001)
322 TGTACACACCGCCCGTC 16S rARN Iteman et al. (2000)
359F GGG GAATYT TCC GCA ATG GG 16S rARN Nibel et al. (1997)
Reverse
PLG2.1 CTTCTGCAGGCGAGTTGCAGC 16S rARN Nadeau et al. (2001)
CYAT781R GACTACTGG GGT ATCTAATCCCATT 16S rARN Nibel et al. (1997)
373 CTA ACC ACCTGA GCT AAT 16S rARN Wilmotte et al. (1993)
1494R GGY TACCTTGTTACGACTT 16S rARN Pomati et al. (2004)

Tabla 13. Primers utilizados para la amplificacion y secuenciacion de las subunidades 16S
rARN.

Los productos de la amplificacion fueron purificados con un Kit GeneClean 11l (Bio 101
Systems, La Jolla, CA, USA) y posteriormente un total de 54 muestras fueron secuenciadas
bidireccionalmente por un laboratorio comercial. Los fragmentos fueron ensamblados

utilizando el software Bioedit version 7.0.9.0 (Hall 1999).

Los taxa utilizados en el analisis de las secuencias 16S rRNA incluyeron un total de
37 OTUs del GenBank, las cuales incluyen 5 secuencias del mismo género de la region
central de México. En este andlisis fue utilizado a Gleobacter violaceaus como grupo
externo. Las secuencias fueron alineadas utilizando el programa Clustal W (Higgins et al.

1994).

76



El arbol fue construido utilizando los analisis de parsimonia y maxima similitud en los
programas TNT (Goloboff et al. 2008) y Mega version 5 (Tamura et al. 2011). El analisis
de Parsimonia fue desarrollado utilizando una busqueda heuristica combinando métodos
sectoriales, ratchet, drift y fusion de arboles; todos los arboles generados fueron retenidos.
Fue utilizado un bootstrap de 1000 réplicas. Los datos de las matrices no informativas

fueron eliminados con WinClada (Nixon 2002).

Los mejores modelos para el analisis de maxima semejanza fueron encontrados con
el programa Mega version 5. Dicho analisis fue desarrollado utilizando el parametro con

distribucion gamma y sitios evolutivamente invariables para el 16S rRNA —Kimura 2-.

6.4.4. Analisis ultra-estructural

Algunos especimenes pertenecientes a cada una de las poblaciones evaluadas fueron sujetos
a estudios ultra-estructurales utilizando microscopia electrénica de transmision (TEM, por
sus siglas en inglés, Transmission Electron Microscopy) con el fin de evaluar el patrén de

perforacion en la pared de peptidoglicano y el sistema tilacoidal del género Blennothrix.

Las muestras para el analisis en el TEM fueron preparadas y embebidas de acuerdo
al procedimiento de Surosz y Palinska (2004). Los cultivos se lavaron dos veces en tampén
de fosfato de sodio (PB, por sus siglas en inglés, Phosphate buffer) 0,1 M (pH 7,5). La
fijacion se realizo con 3% de glutaraldehido en PB y posteriormente las células se fijaron
con 2% de tetroxido de osmio en PB. La deshidratacion se realizo a través de una serie de

soluciones de etanol-agua empezando con 10% de etanol y terminando con dos lavados en
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etanol puro, las células fueron embebidas finalemente en Epon (Spurr 1969). Las secciones
cortadas con cuchillas de diamante fueron post-tefiidos con sales de uranilo y examinados

con un microscopio electronico de transmision Zeiss EM 109.

6.5. RESULTADOS

6.5.1. Caracterizacién morfoldgica y morfométrica

Las caracteristicas morfoldgicas de las cinco poblaciones evaluadas pueden resumirse de la
siguiente manera: matas macroscopicas de color azul-verde o violeta-café, compuestas de
filamentos con crecimiento isopolar y ramificaciones falsas dispersas de tipo
Coleodesmium. Los filamentos se observan, en ocasiones con longitudes superiores a 10
cm, con orientacion mas o menos paralela. Las células presentan un contenido granular
homogéneo y las células apicales estan achatadas y ligeramente redondeadas, en ocasiones
con una pared celular un poco méas gruesa que las demas, sin caliptra, pero ocasionalmente
con remanentes de las paredes de las células necridiales. Las vainas son firmes, incoloras
usualmente lameladas, ciertas zonas con lamelacién transversal debido a la constriccion del
eje longitudinal, particularmente en el apice de las vainas. La lamelacion en la superficie
externa de la vaina estd caracterizada por varias capas paralelas que desprenden capas
sencillas y acumulan pequefias particulas de detritus. Las paredes de la vaina llegan a variar
notablemente en cuanto a su grosor y, en ocasiones, presenta calcificacion en la superficie.
La formacion de hormogonios se inicia con el desarrollo de una o varias células necridiales,

en el extremo o a lo largo de todo el tricoma. Cada hormogonio forma su propia vaina
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dentro de la vaina madre y crece paralelo al tricoma original, posteriormente se libera por

uno de los extremos del filamento o bien se desarrollan formando ramificaciones falsas.

Con base en la revision morfolégica y morfométrica. Se observo que las
poblaciones presentan dimensiones mayores a lo anteriormente descrito para esta especie,
excepto la poblacion ubicada en Tzindejéh la cual presentd las menores dimensiones en

cuanto a anchura del tricoma, didmetro del filamento y anchura de la vaina (Tabla 14).
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Poblacion Talo Longitud  Anchuradel  Color del NUmero de Diametro Espesorde  Formadela  Longitud
del tricoma tricoma tricomas en del la vaina vaina celular
fiamento un filamento
(cm) filamento
Especie tipo
B. ganeshii  Fasciculado 6.0 32-40 Azul-verde 1-4 46-100 -10(12) Firme, 1.3-4.0
Nepal delimitada
Poblaciones mexicanas
1.BALE s/n  Fasciculado 2.0-15.0 38.0-46.4  Violeta-café 1-3 50.7-67.4 4.5-9.6 Firme, 2.5-4.3
Manantiales y matas 5.3+2.7 42.0+2.5 58.9+4.7 6.6+1.3 lamelada 3.4+0.4
2.PA3874 Fasciculado 1.5-7.5 37.5-47.0  Violeta-café 1-2 52.5-67.5 4.0-9.5 Firme, 3.0-6.7
Tambaque 41+1.6 40.6+2.5 57.9+4.3 6.4+1.3 lamelada 4.1+0.8
3. PA3887 Fasciculado 0.4-5.5 38.0-48.1  Violeta-café 1-2 53.2-68.4 3.8-8.1 Firme, 2.2-3.8
Micos y matas 2.2+1.1 44.1+2.8 59.1+4.1 5.7+1.2 lamelada 3.0+0.5
4 PA3780 Fasciculado 1.0-75 36.2-45.7  Violeta-café 1-2 56.5-75.0 5.0-11.0 Firme, 2.7-5.0
Puente de y matas 3.3+15 42.1+2.7 62.6+6.2 7.3+1.6 lamelada 3.6+0.5
Dios
5.PA4209 Fasciculado 0.4-3.0 22.3-43.9 Azul-verde 1-2 32.4-57.1 1.2-4.3 Firme, 2.4-4.8
Tzindejéh 1.9+0.8 35.1+4.9 43.3+6.0 2.7+0.7 lamelada 3.6+0.9

Tabla 14. Caracteristicas de las poblaciones de agua dulce del género Blennothrix de Nepal (Watanabe y Koméarek 1989, Komarek
1998) y la region central de México. Las medidas estan dadas en micrometros (excepto donde se indica) y representan el intervalo,
media y desviacién estandar (n=20).
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6.5.2. Anélisis genotipico

El analisis de parsimonia usando las secuencias del 16S rRNA resulté en 45 arboles con
una longitud de las ramas (L) de 1051, un indice de consistencia (Ci) de 52 y un indice de
retencion (Ri) de 72. El arbol consenso presentd los siguientes valores: L= 1066, Ci= 52 y
Ri= 71. Las secuencias de las cinco poblaciones de Blennothrix pertenecientes a la region
central de México se agruparon en dos clados bien soportados (81 y 56%) junto a dos

clones del mismo género (97%) (Fig. 7).

El andlisis de similitud revela que existe un 99% de identidad entre Blennothrix de
la localidad de Los Manantiales y las poblaciones de Tambaque, Micos y Puente de Dios; y
un 96% con la poblacion de Tzindejéh. El resto de los taxa tuvieron un 95% de similitud o
bien se encontraron por debajo de este porcentaje con respecto a las cinco poblaciones

pertenecientes a la region central de México (Tabla 15).
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Gleobacter violaceus PCC 7421/NC_005125

Nodosolinea nodulosa UTEX2910/EF 122600

Phormidium animale dr727/JQ56479

Oscillatoriaceae cyanobacterium VUW13/GQ451421

Schizothrix sp. PNG5-22/EU445293

Oscillatoriaceae cyanobacterium CCMEE315/AM398797

ﬂ: Acaryochloris marina CRS/KC576806

: Acaryochloris marina MBIC11017/NR_074407

40 - —— Phormidium sp. LS803/DQ235809

99 —— Phormidium sp. DVL1103b/DQ235811

Phormidium sp. DVL1003c/DQ235810

55 Phormidium sp. LS703d/DQ235808

ﬂ: Blennothrix sp. AQS cloneD/EU586735
Blennothrix sp. AQS cloneA/EU586734

Blennothrix sp. Manantiales

Blennothrix sp. Tambaque

Blennothrix sp. Micos

Blennothrix sp. Puente de Dios

Blennothrix sp. Tzindejéh

Lyngbya majuscula AF368300

Geitlerinema sp. CCALA 138/EU196626

2l { Phormidium setchellianum CCALA144/JN230343m

Phormidium autumnale CCALA816/JQ712642

{ Microcoleus vaginatus CCALA757/JQ712632
Phormidium autumnale CCALA145/JN230340

— Hydrocoleum cantharidosmum GC/GU238277

Hydrocoleum brebissonii HL(L0571047)/GU238280

{ Hydrocoleum majus M5/GU238273
Hydrocoleum majus RU2007/GQ251526

Blennothrix sp. PNG05-4/EU253968

—— Hydrocoleum glutinosum M34/GU238272

Oscillatoriaceae cyanobacterium PNG4-22-06.2.2/JX43646

Hydrocoleum glutinosum M2/GU238270

—— Hydrocoleum glutinosum M31/GU238271

Trichodesmium hildebrandtii 11_1994/AF091322

i‘: Hydrocoleum glutinosum M21/GU238269
Hydrocoleum glutinosum M17/GU238276
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Fig. 8. Arbol filogenético que muestra las relaciones entre las poblaciones estudiadas del
género Blennothrix y Cyanoprokaryota del mismo orden (Oscillatoriales), basado en el
analisis de secuencias del gen 16S rRNA, con Gloeobacter violaceus como grupo funcional
externo.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 | 13| 14 15
1 Blennothrix sp. Manantiales -
2 Blennothrix sp. Tambaque 99 -
3 Blennothrix sp. Micos 99 99 -
4 Blennothrix sp. Puente de Dios 99 | 99 | 99 -
5 Blennothrix sp. Tzindejéh 96 97 97 97 -
6 Blennothrix sp. PNG05_4 90 90 90 90 90 -
7 Blennothrix sp. AQS clone D 95 94 94 94 94 90 -
8 Blennothrix sp.AQS Clone A 95 94 94 94 94 90 | 100 -
9 Hydrocoleum glutinosum M2 91 91 91 91 91 97 90 90 -
10 Oscillatoriaceae cyanobacterium VUW13 92 92 92 92 92 99 90 90 91 -
11 Schizothrix sp. PNG5-22 91 90 90 90 90 91 89 89 91 91 -
12 Phormidium sp. LS803 93 92 92 92 92 89 92 92 89 89 94 -
13 Phormidium sp. DVL1103b 92 | 92 | 92 | 92 | 92 | 89 | 92 | 92 | 89 | 89 | 94 | 92 | -
14 Phormidium sp. DVL1003c 93 92 92 92 92 89 92 92 89 89 94 92 | 89 -
15 Phormidium sp. LS703d 93 92 92 92 92 89 92 92 89 89 94 92 [ 89| 90 -
16 Lyngbya majuscula 91 | 91 | 91 | 90 | 90 | 91 | 91 | 91 | 89 | 89 | 91 91 |90 | 91 | 90

Tabla 15. Matriz de similitud de 16 cepas de Cyanoprocaryota, comparando 37 secuencias parciales de nucleétidos del gen 16S rRNA
[NUumero de acceso de las cepas: (1-5) No se encuentran en el Gen Bank, (6) EU253968, (7) EU586735, (8) EU586734, (9)

GU238270, (10) GQ451421, (11) EU445293, (12) DQ235809, (13) DQ235811, (14) DQ235810, (15) DQ235808, (16) AF368300].
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6.5.3. Analisis ultra-estructural
Las investigaciones realizadas muestran que los crecimientos del género Blennothrix
pertenecientes a los cinco sitios de estudio presentan una regularidad en cuanto al patron de

perforacion de las paredes de peptidoglicano y la orientacion de las membranas tilacoidales.

La pared de peptidoglicano en todas las poblaciones evaluadas presenta dos
perforaciones en un angulo de 30° con respecto a la pared celular, justo en el septo que
divide las células, en ambos extremos del filamento. Dichas perforaciones comienzan en el
extremo externo de la célula y atraviesan por completo la pared de peptidoglicano.
Asimismo, fueron observados patrones de perforacién intracelulares, es decir, perforaciones

que atraviesan la pared transversal de células adyacentes (Figs 8,9).

En la célula apical y en ocasiones las células adyacentes, los tilacoides se muestran
arreglados en fasciculos que corren paralelamente al eje longitudinal de las células. Sin
embargo, en las células intermedias asi como en los hormogonios, la orientacion de las
membranas tilacoidales se presenta en diferentes direcciones. En la mayoria de los casos el
sistema tilacoidal se encuentra localizado parietalmente en las células intermedias, aunque
en ocasiones los tilacoides solitarios o pequefios fasciculos atraviesan el centro de la célula

(Fig. 10a-e).
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Fig. 9. Detalles ultraestructurales de los patrones de perforacion en los crecimientos de
Blennothrix. a) Manantiales, b) Tambaque, ¢ -f) Micos.
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Fig. 10. Detalles ultraestructurales de los patrones de perforacion en los crecimientos de
Blennothrix. a) Puente de Dios, b-c) Tzindejéh.
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Fig. 11. Detalles ultraestructurales del patron tilacoidal en los crecimientos de Blennothrix.

a) Manantiales, b) Tambaque, c) Micos, d) Puente de Dios, e) Tzindejéh.
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6.6. DISCUSION

Los crecimientos examinados en este estudio han sido identificados tradicionalmente como
Blennothrix ganeshii con base en la revisiobn de sus caracteristicas morfoldgicas,
morfomeétricas y ecoldgicas (Watanabe y Komarek 1989, Komarek 1998, Carmona et al.
2005). No obstante, las siguientes caracteristicas morfométricas extienden la diagnosis de la
especie tipo: longitud del filamento (> 6 cm), anchura del tricoma (>40 um), diametro del
filamento (<46 um) y longitud celular (>4 um). Estudios previos (Beltran et al. 2005) han
evidenciado que las variaciones en algunos rasgos morfométricos (longitud y diametro de
los filamentos, anchura del tricoma, espesor de la vaina y nimero de ramas falsas en un
filamento) se deben a adaptaciones a distintas condiciones microambientales. El efecto de
la velocidad de corriente en cuanto al largo y didametro de los filamentos y la anchura del
tricoma puede ser resumido de la siguiente manera: mayores dimensiones se presentan en
bajas a medias velocidades de corriente (<31 cm s) y dimensiones menores se presentan
en altas velocidades de corriente (> 72 cm s™). Situaciones similares han sido observadas
en varias poblaciones de algas filamentosas, tales como Phormidium tenue (Menghini)
Gomont (Cyanoprokaryota), P. retzii Gomont (Cyanoprokaryota), Schizothrix fasciculata
(Néageli) Gomont (Cyanoprokaryota), Batrachospermum delicatum (Skuja) Necchi et
Entwisle  (Rhodophyceae) (Necchi 1997), Stigeoclonium helveticum  Vischer
(Chlorphyceae) (Branco y Necchi 1998), Compsopogon coeruleus (Rhodophyceae) (Necchi
et al. 1999), Nitella subglomerata A.Braun (Chlorophyceae) (Mcintire 1966, Rott y Pfister
1988, Branco et al. 2001, Vieira y Necchi 2002). Por otro lado, tradicionalmente la
presencia de vainas ha sido utilizada como un caracter diacritico en el sistema de

clasificacion de los géneros de Oscillatoriales. Sin embargo, la habilidad de formar vainas
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el cual es un rasgo comdn en muchos géneros ha probado ser dependiente de las
condiciones ambientales y de cultivo (Palinska et al. 1996, Rippka et al. 1979, Stal y
Krumbein 1985). Beltran et al. (2005) han encontrado que la vaina firme y mucilaginosa de
Blennothrix puede reducir el flujo de corriente y el efecto de rompimiento en los
filamentos, lo cual de acuerdo con Carmona et al. (2004) es muy similar al comportamiento
ocurrido en los filamentos mucilaginosos de Batrachospermaceae (Rhodophyceae). Por
tanto caracteres como la longitud y didmetro de los filamentos, anchura del tricoma y

espesor de la vaina deben ser solo caracteres adicionales en conjunto con otros rasgos.

De acuerdo con Palinska y Krumbein (2000) es bien sabido que ciertos caracteres
ultra-estructurales varian bajo la influencia de factores ambientales y cambios en el ciclo de
vida. Sin embargo, en el caso de los patrones de perforacion -nimero, tamafio y patron de
organizacion han sido estudiados en diferentes estados de desarrollo y bajo diferentes
condiciones de laboratorio- y han demostrado que éstos son estables y similares. Los
resultados obtenidos a partir de la revision de las poblaciones de Blennothrix demuestran
que todas tienen los mismos patrones de perforacion (presencia de dos perforaciones en un

angulo de 30° con respecto a la pared celular y perforaciones intracelulares).

El arreglo tilacoidal mostr6 un patrén homogéneo en las cinco poblaciones
estudiadas. La presencia de tilacoides que rodean la periferia de la célula fue muy
frecuente, los cuales de acuerdo con Palinska y Marquardt (2008) son tipicos de la mayoria
de las Cyanoprokaryota. Los tilacoides se encontraron, en la mayoria de las poblaciones,
formando agrupaciones con una orientacion irregular en las células; no obstante fue

observado que principalmente las células apicales presentaron una disposicion distinta, en
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donde los tilacoides corren paralelos al eje longitudinal de las células. Sin embargo, en
ocasiones el arreglo tilacoidal no puede ser claramente identificado ya que se presentan
transiciones entre ellos. La regularidad en cuanto al patron de perforacion de las paredes de
peptidoglicano y la orientacion de las membranas tilacoidales en las poblaciones de la
region central de México muestra la estabilidad de los mismos lo cual hace posible su uso

en la caracterizacion de taxa.

Practicamente todas las secuencias del género Blennothrix que fueron evaluadas en
este estudio se agruparon en un solo clado bien soportado (97%), lo cual muestra que este
es un género filogenéticamente valido. La presencia de Blennothrix sp. (EU253968) en el
clado de cepas de Hydrocoleum probablemente se debe a una mala identificacion de la

misma o a un problema con la secuenciacion.

La clasificacion basada en la morfologia corresponde con lo anteriormente descrito
para la especie Blennothrix ganeshii, mientras que la variacion registrada en algunas
caracteristicas morfométricas podria suponer una sola especie plastica. Sin embargo, el
andlisis de las secuencias del gen 16S rRNA no es congruente con dicha identificacion
morfolégica y morfométrica e indica que la poblacion de Los Manantiales es genéticamente
distinta del resto de las poblaciones estudiadas. Estos resultados destacan que las especies
de Blennothrix no pueden ser claramente identificadas con base en su morfologia y
morfomeétria por si sola. Las especies cripticas, o grupos de especies cuyas similitudes
morfolégicas enmascaran una variacion genetica significativa entre ellas, han sido
identificadas en otros géneros de Cyanoprokaryota. Por ejemplo, Casamatta et al.(2003)

demostré que Phormidium retzii representa varias especies cripticas y sugiere que la
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especiacion criptica es probable que sea comun entre las Cyanoprokaryota. La homologia
de secuencias entre las cinco poblaciones estudiadas varié de 96 a 99%, lo que tambiéen

podria implicar la presencia de especies cripticas dentro de este grupo de poblaciones.
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7. CONCLUSIONES

En este estudio se han caracterizado cinco poblaciones pertenecientes a dos cuencas
hidroldgicas mediante el anélisis de su morfologia, morfometria, fisicoquimica del agua en
donde habitan, tipo de calcificacion, composicion de metabolitos secundarios, secuencia

genética del 16S rRNA y ultra-estructura (arreglo tilacoidal y patrones de perforacion).

Todas las poblaciones estudiadas han sido identificadas como pertenecientes al
género Blennothrix con base en los siguientes caracteres morfologicos (presencia
obligatoria de vainas con uno a varios tricomas, abertura apical de la vaina, forma discoidal
de las células, division centripeta y en secuencias rapidas, formacion de hormogonios con
la ayuda de células necridiales y filamentos con ramificaciones falsas dispersas de tipo
Coleodesmium) y moleculares, en donde se observa un clado bien soportado con ninguna
inclusion de otro género. La presente investigacion evidencia ademas que las siguientes
caracteristicas son congruentes en todas las poblaciones evaluadas: fisicoquimica del agua,
tipo de calcificacion, composicién de metabolitos secundarios y ultra-estructura. No
obstante éstos no permiten llevar a cabo una identificacién a nivel especifico sino que

deben de ser considerados con nivel jerarquico alto, posiblemente a nivel de familia.

En trabajos previos estas mismas poblaciones han sido consideradas como una sola
especie conocida como Blennothrix ganeshii, con base en la presencia de uno a cuatro
tricomas paralelos por filamento y vaina costrefiida (Carmona et al. 2005, Beltran-Magos et
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al. 2005), a pesar de que algunas caracteristicas morfométricas (longitud y diametro del
filamento, anchura del tricoma, espesor de la vaina, longitud celular y coloracion)
extienden la diagnosis de la especie tipo. De acuerdo con Palinska et al. (1996) la amplia
diversidad morfoldgica observada en las Cyanoprokayota, tanto en la naturaleza como en
cultivos, no necesariamente refleja diversidad genética; lo cual ha sido observado en varias
Oscillatoriales que exhiben plasticidad en respuesta a parametros ambientales tales como:
la velocidad de corriente, radiacion incidente, salinidad, turbidez y el contenido de
nutrientes (Beltran-Magos 2005 y Sharp 2009). No obstante el andlisis de las secuencias
genéticas del 16S rRNA indica que la poblacién de Los Manantiales aparentemente
pertenece a un taxén distinto a aquel formado por el resto de las poblaciones estudiadas.
Esta informacion podria hablarnos de especies cripticas, las cuales de acuerdo con
Casamatta (2003) son poblaciones morfolégicamente similares pero distintas a nivel
molecular. Posiblemente la divergencia genética hallada en el analisis filogenético se deba
a la separacion geografica entre ambas cuencas, entre las cuales se presentan diferencias en
los parametros fisicoquimicos del agua, en particular temperatura, velocidad de corriente y
contenido de iones. Estas diferencias también pueden verse reflejadas en cuanto a la flora
registrada en cada una de las cuencas hidroldgicas, puesto que especies con una gran
distribucion en la cuenca del rio Panuco ( Hyella cf. fontana Huber et Jardin, Phormidium
spp., Homeothrix juliana (Meneghini) Kirchner, Hildenbrandia angolensis West y West,
Compsopogon coeruleus (C. Agardh) Montagne y Thorea hispida (Thore) Desvaux) no han
sido registradas para la cuenca del rio Balsas; y especies frecuentes en ésta tltima (Chara
canescens Loiseleur-Deslongchamps y Vaucheria sp.) no se presentan en la cuenca del

Panuco (Montejano-Zurita et al. 2004, Beltran-Magos et al. 2005). Entre las pocas especies
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afines entre ambas cuencas se encuentran: Chamaecalix swirenkoi (SirSov) Komarek et

Anagnostidis, Terpsinoé musica Ehrenberg, Eunotia sp. y Gomphonema sp.

La presente investigacion representa un trabajo prospectivo realizado en un grupo
reducido de poblaciones, el cual busca reconocer cuales son los caracteres potenciales que
permitan llevar a cabo una identificacion certera de las especies del género Blennothrix. No
obstante, podemos concluir que los caracteres evaluados en las cinco poblaciones del
género Blennothrix pertenecientes a la region central de México no son los indicados para
determinarlas a nivel especifico. Debido a la amplia variacion morfométrica registrada en
las poblaciones estudiadas debe considerarse la necesidad de llevar a cabo estudios sobre la
plasticidad fisioldgica en Blennothrix asi como andlisis moleculares que indiquen su
afinidad o divergencia genética a nivel especifico, para lo cual debe llevarse a cabo el
analisis de la regién espaciadora localizada entre los genes 16S y 23S rARN (por sus siglas
en inglés, ITS, Internal Transcribed Spacer region) 6 la region cpcBA-IGS del gen de la
ficocianina. Asi mismo la identificacion de metabolitos secundarios, y en particular el tipo
de flavonoide, nos podria ayudar a definir poblaciones incluso a nivel especifico, debido

que éstos presentan una enorme variacion estructural (Maridass y Ramesh 2010).

La necesidad de llevar a cabo una plena identificacion a nivel especifico no solo nos
Ileva a buscar nuevos caracteres sino también a seleccionar aquellos que son importantes
taxondmicamente hablando y a considerar metodologias que sean factibles de realizar. La

taxonomia de las Cyanoprokaryota debe ser reevaluada y es claro que solo el enfoque
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integrativo que combine aspectos ecofisioldgicos, quimiotaxonémicos, moleculares, ultra-

estructurales, etc. nos permitira llevar a cabo la identificacion de especies confusas.
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9. GLOSARIO

Adaptacion cromética complementaria.- es una estrategia para maximizar la eficiencia
en la captacion de luz en ambientes donde existe fluctuacion de la misma, a través de
antenas captadoras de luz conocidas como ficobilisomas, las cuales son capaces de capturar
longitudes de onda que son pobremente absorbidas por las clorofilas.

Aglicona.- Es el compuesto sin azucares que queda tras reemplazar por un atomo de
hidrégeno el grupo glicosil de un glucésido.

Agua dura.- es aquella que contiene un alto nivel de minerales, en
particular sales de magnesio y calcio. A veces se da como limite para denominar a un agua
como dura una dureza superior a 120 mg CaCOs/L.

Alcalinidad total.- la alcalinidad del agua se puede definir como una medida de su
capacidad para neutralizar acidos. En general, en las aguas naturales, los compuestos que
mas contribuyen a la alcalinidad son los bicarbonatos, puesto que se forman facilmente por
la accion del dioxido de carbono atmosférico sobre los materiales constitutivos de los
suelos en presencia de agua, a través de la siguiente reaccion:

CO;, + CaCO3 + H, O — Ca" + 2HCOgs

Es decir que las aguas adquieren su alcalinidad por medio de la disolucion de
minerales basicos carbonatados, los que ademas aportan al medio sus cationes mayoritarios,
como Ca**, Mg®*, Na" y K*.

Anoxia.- es la falta casi total del oxigeno en un tejido. Es un estado en que la necesidad
de oxigeno de las células del organismo no es satisfecha.

Aragonito.- El aragonito o aragonitaes una de las formas cristalinas del carbonato de
calcio (CaCQg), junto con la calcita. Puede encontrarse en forma de estalactitas, y también
en la concha de casi todos los moluscos y en el esqueleto de los corales.

Artemia salina.- es una especie de crustaceo branquiopodo del orden Anostraca propia de
aguas salobres continentales, de distribucién cosmopolita.

Bootstrap.- en estadistica, bootstrapping es un método que permite la asignacion de
medidas de precision (definida en términos de sesgo, varianza, intervalos de confianza,
error de prediccion o alguna otra medida de este tipo) a la muestra.

Calcificacion.- recubrimiento de carbonato de calcio (calcita o aragonita).

Calcita.- Es el mineral mas estable que existe de carbonato de calcio, frente a los otros
dos polimorfos con la misma formula quimica aunque distinta estructura cristalina:
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el aragonito y la vaterita. Se usa como sin6nimo de caliza, aunque es incorrecto pues ésta es
una roca mas que un mineral.

Caliptra.- engrosamiento de la pared celular en la cual quedan restos de la pared parental a
manera de anillos.

Caliza.-es unaroca sedimentaria compuesta mayoritariamente por carbonato de
calcio (CaCO3), generalmente calcita, aunque frecuentemente  presenta trazas
de magnesita (MgCOs3) y otros carbonatos.

Célula apical.- relativo al &pice, que se halla en él.

Célula necridial.- zonas de un tricoma donde hay muerte celular.

Cianotoxinas.- son toxinas producidas por Cyanoprokaryotas. Las floraciones de
Cyanorpokaryota pueden producir cianotoxinas en tales concentraciones que pueden ser
venenosas e incluso mortales para animales y humanos. Las cianotoxinas se pueden
acumular también en pescados y mariscos, causando intoxicaciones por su ingesta. Las
diferentes toxinas incluyen potentes neurotoxinas, hepatotoxinas, citotoxinas y endotoxinas.

Clado.- es un grupo formado por un ancestro y todos sus descendientes, una sola “"rama" en
el "arbol de la vida". El ancestro puede ser un individuo, una poblacion o una especie
(extinta o existente).

Cladograma.- es un diagrama que esquematiza la filogenia, o historia evolutiva, mas
probable de un grupo de taxones terminales (los nodos terminales del cladograma). El
cladograma hace algunos supuestos previos de la historia evolutiva del grupo, como que
cada rama de nodo a nodo es una especie (independientemente de la cantidad de cambios
evolutivos que ocurrieron en ese linaje), que la ramificacion es Unicamente dicotomica, que
una especie ancestral al ramificarse en dos da siempre dos especies derivadas y ninguna de
las ramas mantiene los caracteres de la especie ancestral, y que no hay anastomosis de
ramas.

Concentracién media letal (LC50).- Medida estandar de la toxicidad del medio
circundante que matara a la mitad de la poblacion de la muestra de una prueba especifica en
animales, en un periodo determinado.

Desnitrificacidén.- es un proceso metabolico que usa el nitrato como aceptor terminal
de electrones en condiciones anéxicas (ausencia de oxigeno) principalmente. El proceso
de reduccion de nitratos hasta nitrégeno gaseoso ocurre en etapas sucesivas, catalizadas por
sistemas enzimaticos diferentes, apareciendo como productos intermedios nitritos, 0xido
nitrico y 6xido nitroso. La realizan exclusivamente ciertos microorganismos.

Detritus.- material organico particulado, no vivo. Por lo general incluye los cuerpos o
fragmentos de los organismos muertos, asi como material fecal.
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Diagnosis.- es la identificacion de la naturaleza y la causa de un determinado fendomeno.

Diagrama de Maucha.- simbolo que resume los iones mayores presentes en el agua de una
manera que permita la comparacion rapida entre dos muestras de agua. EI simbolo en forma
de estrella de ocho picos presenta las concentraciones anionicas a la izquierda y los cationes
a la derecha. Las concentraciones son convertidas a miliequivalentes por litro, por lo que el
equilibrio de cationes y aniones puede observarse a simple vista. El circulo del fondo
muestra la forma tedrica de una muestra perfectamente equilibrada, en donde cada ion se
encuentra en la misma concentracion.

Disuasorio.- disuasivo, que convence a uno con razones para cambiar de propdsito.

Dolomita.- es un mineral compuesto de carbonato de calcio y magnesio [CaMg(COs3),]. Se
produce una sustitucion por intercambio iénico del calcio por magnesio en la roca caliza
(CaCOg).

Dureza total.- La dureza del agua se expresa normalmente como cantidad equivalente de
carbonato de calcio y se calcula, genéricamente, a partir de la suma de
las concentraciones de calcio y magnesio existentes (miligramos) por cada litro de agua;
que puede expresarse en concentracion de CaCOs.

Edema.- es la acumulacidn de liquido en el espacio intercelular o intersticial, ademas de las
cavidades del organismo. El edema se considera un signo clinico.

Electroforesis.- es una técnica para la separacion de moléculas segin la movilidad de éstas
en un campo eléctrico. Dependiendo de la técnica que se use, la separacién obedece en
distinta medida a la carga eléctrica de las moléculas y a su masa.

Especie criptica.- especie o grupos de especies cuyas similitudes morfoldgicas enmascaran
una variacion genética significativa entre ellas.

Especie plastica.- especie que presenta caracteristicas morfoldgicas y morfométricas
inestables y variables, en la cual podria verse reflejado el efecto del cambio en ciertos
factores ambientales.

Especie tipo.- en taxonomia, el tipo nomenclatural o, simplemente, tipo es un ejemplar de
una especie dada sobre el que se ha realizado la descripcion de la misma y que, de ese
modo, valida la publicacion de un nombre cientifico para dicha especie.

Fagoestimulante.- la sustancia natural de una planta que induce la alimentacion de un
insecto.

Fasciculo.- reunido en haces. Conjunto de elementos.
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Fenotipo.- es cualquier caracteristica 0 rasgo observable de un organismo, como su
morfologia, desarrollo, propiedades bioquimicas, fisiologia y comportamiento.

Filamento.- organismo con células arregladas en hilera. Este nivel de organizacion
presenta gran diversidad en cuanto a su arreglo ya que pueden agruparse en cenobios o
formar pseudoparénquimas.

Filogenia.- es la historia del desarrollo evolutivo de un grupo de organismos.

Flavonoides.- es el término genérico con que se identifica a una serie de metabolitos
secundarios. Cumplen funciones metabolicas importantes en las plantas, algunas funciones
son comunes Yy otras son especificas de algunos taxones. Como ejemplo de funciones
universales, los flavonoides son responsables de la resistencia a la fotooxidacién de la luz
ultravioleta del sol, intervienen en el transporte de la hormona auxina, y se cree que
funcionan como defensa ante el herbivorismo. Una funcion importante cumplida en muchas
plantas es la atraccion de los animales polinizadores, a través del color o el olor que dan a
la planta o a sus flores.

GenBank.- coleccion de todas las secuencias de nucledtidos de acceso publico y su
traduccion en proteinas.

Genotipo.- se refiere a la informacion genética que posee un organismo en particular, en
forma de ADN.

Glucosidos.- son moléculas compuestas por un glucido (generalmente monosacaridos) y
un compuesto no glucidico. Los glucésidos desempefian numerosos papeles importantes en
los organismos vivos. Muchas plantas almacenan los productos quimicos importantes en
forma de glucdsidos inactivos; si estos productos quimicos son necesarios, se hidrolizan en
presencia de agua y una enzima, generando azUcares importantes en el metabolismo de la
planta. Muchos glucosidos de origen vegetal se utilizan como medicamentos.

Grupo externo.- organismos que no se consideran parte del grupo en cuestion.

Heuristico.- se refiere a la experiencia basada en las técnicas para la resolucion de
problemas , el aprendizaje y el descubrimiento que le da una solucién que no se garantiza
que sea Optima.

Homologia.- la relacion que existe entre dos partes organicas diferentes cuando sus
determinantes genéticos tienen el mismo origen evolutivo.

Homoplasia.- es el cambio evolutivo paralelo que hace que dos organismos presenten un
mismo caracter adquirido independientemente

Hormogonio.- segmento de un tricoma flanqueado en ambos lados por discos de
separacién o necridios. Es un mecanismo de propagacion cuando se separa del filamento
que lo contiene.
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Indice de consistencia (Ci).- mide la cantidad de homoplasia en un cladograma. Se calcula
contando el minimo nimero de cambios en un conjunto de datos y dividiéndolo entre el
numero actual de cambios necesarios para el cladograma.

Indice de retencion (Ri).- es una medida de la cantidad de homoplasia pero también mide
qué tan bien las sinapomorfias explican el arbol. Se calcula tomando el producto del
nimero maximo de cambios de un arbol y el nimero de cambios en el arbol dividido por el
producto del nimero maximo de cambios en el arbol y el nimero minimo de cambios en el
conjunto de datos.

Lamelada.- tipo de vaina que presenta mas de una capa homogénea de cubiertas
mucilaginosas.

Liofilizacion.- es un proceso en el que se congela el producto y posteriormente se
introduce en una cAmara de vacio para realizar la separacion del agua por sublimacion. De
esta manera se elimina el agua desde el estado sélido al gaseoso del ambiente sin pasar por
el estado liquido. Para acelerar el proceso se utilizan ciclos de congelacion-sublimacion con
los que se consigue eliminar practicamente la totalidad del agua libre contenida en el
producto original, pero preservando la estructura molecular de la sustancia liofilizada.

Maéaxima parsimonia.- parsimonia normalmente se busca en la construccién de arboles
filogenéticos, y en la explicacion cientifica en general.

Metabolismo secundario.- son aquellos compuestos quimicos sintetizados por las
Cyanoprokaryota que cumplen funciones no esenciales en ellas, de forma que su ausencia
no es fatal para las mismas, ya que no intervienen en su metabolismo primario. Los
metabolitos secundarios intervienen en las interacciones ecoldgicas entre las
Cyanoprokaryota y su ambiente.

Micrémetro.- el micrometro o micraes unaunidad de longitud equivalente a una
millonésima parte de un metro. Su simbolo cientifico es um.

Morfologia.- es una rama de la biologia que trata del estudio de la forma y estructura de los
organismos Y sus caracteristicas estructurales especificas.

Morfometria.- en general, los datos morfométricos tradicionales son mediciones de
tamario.

Mucilago.- es una sustancia espesa y pegajosa, puede ser de textura viscosa, gomosa 0
parecida a una gelatina liquida. Procede de la degradacion de la celulosa y diversas
sustancias pécticas.

Nauplios.- es la primera larva caracteristica de los crustaceos.

Nucleacion.- precipitacion de minerales que comienza en o dentro de la vaina compuesta
de polisacaridos.
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Nucle6tidos.- son moléculas organicas que sirven como los monémeros o subunidades de
ADN vy ARN, estan formadas por la union covalente de un monosacarido de
cinco carbonos (pentosa), una base nitrogenada y un grupo fosfato.

NUmero de acceso.- se refiere al nimero Gnico asignado a cada nueva adquisicion, ya que
esta inscrito en el catalogo del Banco de genes.

OTU.- en filogenia una unidad taxondmica operacional es una definicion operativa de una
especie 0 grupo de especies frecuentemente utilizada cuando sélo se tienen disponibles
datos de la secuencia de ADN.

Peptidoglicano.- también conocido como mureina, es un polimero que consiste en azucares
y aminodcidos que forman una capa similar a una malla fuera de la membrana plasmatica
de las bacterias. La capa de peptidoglicano es sustancialmente mas gruesa en bacterias
Gram-positivas que en las bacterias Gram-negativas.

Procarionte.- en biologia y taxonomia, es el imperio o dominio que incluye
los microorganismos constituidos por células procariotas, es decir, células que presentan
un ADN libre en el citoplasma, ya que no hay nucleo celular.

Quimiotaxonomia.- estudio que incorpora a la taxonomia los principios y procedimientos
implicados en la elaboracion de datos quimicos. Basicamente estudia la variabilidad de los
compuestos quimicos, en particular de los metabolitos secundarios (terpenos, flavonoides,
glicosidos, alcaloides, etcétera), con el fin de que puedan ser ubicados como una
herramienta mas en la clasificacion. Esta ciencia es una fuente de caracteres confiables para
el estudio de la filogenia de los grupos de plantas en cuestion.

Radiacion fotosintéticamente activa (PAR).- la radiacion fotosintéticamente activa
designa el rango espectral (longitud de onda) de radiacion solar, 400 a 700 nanémetros, que
los organismos fotosintéticos son capaces de utilizar en el proceso de fotosintesis.

Ramificacién falsa.- sélo hay desviacion del crecimiento de los filamentos, no hay cambio
en el eje de division celular.

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).- es una metodologia en la cual se amplifica
una sola o unas pocas copias de un trozo de ADN, lo que genera miles de millones de
copias de una secuencia particular.

Rutas metabolicas.- en bioquimica, es una sucesion de reacciones quimicas que conducen
de un sustrato inicial a uno o varios productos finales, a través de una serie de metabolitos
intermediarios.

Secuenciacion.- la secuenciacion de ADN consiste en el proceso que permite determinar el
orden de nucle6tidos de un fragmento de ADN dado.
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Septo.- pared 0 membrana que divide a una cavidad o estructura en dos 0 mas partes.

Simbiosis.- es una forma de interaccion bioldgica que hace referencia a la relacion estrecha
y persistente entre organismos de distintas especies.

Spodoptera  frugiperda.- también conocida como cogollero del maiz, es
una especie de lepidéptero muy conocida en el &mbito agricola por ser una plaga bastante
importante atacando distintos cultivos de importancia econémica.

Taxa.- en biologia, un taxén (plural: taxa) es un grupo de una 0 mas poblaciones de
organismos que forman una unidad. Por lo general, a un taxon se le da un nombre y un
rango, aungue no es un requisito. Definir lo que pertenece o no pertenece a ese grupo
taxonomico es realizado por un taxénomo.

Taxonomia.- es la ciencia que define a los grupos de organismos biol6gicos sobre la base
de caracteristicas comunes y da nombres a estos grupos.

Tilacoides.- son sacos aplanados que forman parte de la estructura de la membrana interna
del cloroplasto, sitio de las reacciones captadoras de luz de lafotosintesisy de
lafotofosforilacion; las pilas de tilacoides forman colectivamente las granas.

Tricoma.- hilera de células vegetativas o reproductoras sin vaina. La vaina mas el tricoma
forman el filamento de las Cyanoprokaryota.

Tubos micriticos.- calcificacion y crecimiento de cristales sobre la vaina resultando en la
formacion de tubos por medio de la incrustacion de minerales presentes en el agua.

Ultra-estructura.- es la estructura detallada de un espécimen bioldgico, tal como una
célula, tejido u dérgano, que se pueden observar por microscopia electrénica. Se refiere en
general al estudio de las estructuras celulares que son demasiado pequefias para ser vistas
con un microscopio optico.

Vaina.- cubierta mucilaginosa que recubre los filamentos de Cyanoprokaryota. Su
consistencia y grosor varia dependiendo del habitat. Mantiene la humedad de las células.

Yeso.- en estado natural la piedra de yeso o yeso crudo, contiene 79,07% de sulfato de
calcio anhidro y 20,93% de agua (CaSO4-2H,0) y es considerado una roca sedimentaria,
incolora o blanca en estado puro, sin embargo, generalmente presenta impurezas que le
confieren variadas coloraciones, entre las que encontramos la arcilla, 6xido de hierro, silice,
caliza, vermiculita, etc.
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ABSTRACT

Geochemical, mineralogical and microbiological data from four freshwater streams in central region of Mexico indicate
the importance of Blennothrix ganeshiimats (Cyanobacteria, Oscillatoriales) in promoting the formation of calcium car-
bonate crystals. The streams were characterized by alkaline waters and relative physicochemical stability during three
seasons (cold dry, warm dry and warm rainy). Calcification took the form of a thick, dense layer of calcium carbonate
crystals surrounding the extracellular polymeric substances produced by B. ganeshii filaments, giving an appearance
of micritic tubes (structures formed by crystallization in the spaces between filaments) along the sheath surfaces. The
precipitate was analyzed using X-ray diffraction and energy dispersal X-ray spectrometry, and the calcite crystal habit
was determined. The photosynthetic activity of cyanobacterial growth and the presence of abundant extracellular
polymeric substances and epiphytic species promote the absorption of ions and mineral nucleation on the surface of
the sediment and contribute to the formation of travertine in tropical regions.

Key words: Blennothrix ganeshii, calcification, cyanobacteria, micritic tubes, tropical streams.

RESUMEN

Los datos geoquimicos, mineral6gicos y microbioldgicos en cuatro rios de agua dulce de la regidn central de México,
ponen de manifiesto la importancia de las matas de Blennothrix ganeshii (Cianobacteria, Oscillatoriales) como promo-
toras de la formacion de cristales de carbonato de calcio. Los rios se caracterizaron por presentar aguas alcalinas y
una relativa estabilidad fisicoquimica durante tres estaciones del afio (seca fria, seca templada y lluviosa templada). La
calcificacion estuvo caracterizada como una densa y gruesa capa de cristales de carbonato de calcio que rodean el
mucilago extracelular producido por los filamentos de B. ganeshii, dando |la apariencia de tubos micriticos (estructuras
formadas por un material cristalizado en las hendiduras existentes entre filamentos) a lo largo de la superficie de la
vaina. El precipitado fue identificado como calcita por su habito cristalino tipico y por anélisis de difraccion de rayos-X
y espectrometria de dispersion de energia de rayos X. La actividad fotosintética de los crecimientos de la cianobac-
teria y la presencia de abundantes sustancias poliméricas extracelulares y especies epifitas promueven la absorcion
de iones y nucleacion de minerales en la superficie del sedimento y contribuyen a la construccion de travertino en
corrientes de regiones tropicales.

Key words: Blennothrix ganeshii, calcificacion, cianobacteria, tubos micriticos, rios tropicales.
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INTRODUCTION

The deposition of calcium salts, generally called calcification, is
a common phenomenon associated with many freshwater bac-
teria (particularly cyanobacteria), small algae, fungi and bryo-
phytes that contribute to the growth of microbial biofilms and
mats (Riding, 2000; Pentecost, 2005; Turner & Jones, 2005). Micro-
bial carbonates are most common in the geologic record in seas
and lakes but at present they are also important in spring, cave
and soil environments. Minerals originated through biologically
induced mineralization (BIM) generally nucleate and grow both
extracellularly and intercellularly as a result of various metabolic
processes, such as photosynthetic uptake of CO, and/or HCO;~
by cyanobacteria, and ammonification, denitrification and sulfate
reduction by other bacteria (Riding, 2000; Couradeau et al,, 2012).
Extracellular polymeric substances (EPS), widely produced by mi-
crobes, are important in providing nucleation sites and facilitating
sediment trapping (Riding, 2000). These exopolymers have diverse
compositions, depending on the biology of the individual organ-
isms and environmental conditions, but are commonly dominated
by negatively charged polysaccharides (Decho, 1990; Turner &
Jones, 2005). Although many cyanobacteria have metabolic pro-
cesses that stimulate calcium carbonate formation, favorable
environmental conditions generally appear to be necessary for
precipitation to occur (Merz-Preil & Riding, 1999). This facultative
and environmentally dependent calcification reflects the satura-
tion state of the ambient water as well as the metabolic activities
of the cyanobacteria.

Blennothrix ganeshii Kiitzing ex Anagnostidis et Komarek is
often a major component of attached lotic communities in sub-
merged (littoral and benthic) habitats and occurs in calcareous
regions of Mexico (Montejano et al., 2000; Beltran-Magos et al.,
2005). This perennial cyanobacterium grows in large mats and is
an important biotic component in its microhabitat (Carmona et al,,
2005). Studies of B. ganeshii have concerned taxonomic and eco-
logical information (Anagnostidis & Komarek, 1988; Valadez-Cruz
et al, 1996; Komarek, 1998; Watanabe & Komarek, 1989; Monteja-
no et al,, 2000; Cantoral & Aboal, 2001; Beltran-Magos et al., 2005;
Carmona et al,, 2005) but studies of calcification processes are
sparse. The purpose of this study is to evaluate the mechanisms
as well as environmental and biological factors involved in B. ga-
neshii calcification in four tropical streams in central Mexico.

MATERIALS AND METHODS

Differences in water chemistry of four freshwater streams with B.
ganeshii populations (Manantiales, Tambaque, Micos and Puente
de Dios) were evaluated by sampling three times over a period
of ten months, from January to November 2004 (Fig. 1). The cli-
matic conditions include an intense summer rainy season (Garcia,
2004). The study period covers three main seasons during the year
in Mexico for regions below 800 m.s.n.m at latitudes of 18-22° N:
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Figure 1. Sampling sites of B. ganeshii populations in central
Mexico. Site 1: Manantiales, Site 2: Tambaque, Site 3: Micos
and Site 4: Puente de Dios.

the cold dry (February), warm dry (May) and warm rainy season
(November). Various physical and chemical parameters were re-
corded in situ at each site. Water temperature, pH and specific
conductivity (standardized to 25 °C, Kys) were measured with a
PC-18 conductivity meter (Conductronic, Puebla, Mexico); dis-
solved oxygen was measured with an oxygen meter YSI-85 (YSI
Incorporated, Ohio, USA); and current velocity and photosyntheti-
cally active radiation (PAR) were measured as close as possible
to the algal growth using a 2100 current velocity meter (Swoffer
Instruments, Washington, USA) and a LI-1000 quantum meter (LI-
COR Biosciences, Nebraska, USA) with a flat subaquatic PAR
sensor. Depth and type of substrate were also recorded for each
site. Oxygen saturation percentage was calculated from dissolved
oxygen data, taking into account altitude and water temperature
(Wetzel & Likens, 1991).

Water samples for nutrient determination were collected in
duplicate. Each sample replicate was filtered in situ with 0.22 pm
pore size membranes (Millipore, Massachusetts, USA), preserved
with a few drops of chloroform and frozen for subsequent labo-
ratory analysis with a San plus segmented-flow analyzer (Skalar
Inc., Georgia, USA), following standard titration. Soluble reactive
phosphorous (theoretically, the majority being orthophosphates,
P-P0,2), N-NO,-, N-NO;~ and N-NH,* were analyzed follow-
ing the techniques described by ASTM (1989) and APHA (1995).
Water samples for determination of anions (HCO;-, CO5>, CI,
S0,4%), total dissolved solids (TDS) and pH were frozen (-20°C)
and preserved in dark conditions, whereas samples for cations
(Ca%, Mg, Na*, K*) were preserved with 40% nitric acid (down
to pH 2-3). Determination of carbonates was carried out using the
titration method, chlorides using the selective electrode method,
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sulfates using the turbidimetric method and Na* and K* using the
spectrophotometric atomic absorption method (APHA, 1995).

Saturation of stream water with respect to calcite was cal-
culated according to the saturation index (S), Sl = pH - pH,, where
pH is the registered pH and pH,is the calculated pH in equilibrium
with CaCO; at the existing concentrations of Ca?* and HCO;
(ASTM, 1989). Populations of B. ganeshiiwere collected for calci-
fication analysis. Maximum differences in carbonate precipitates
on cyanobacteria were observed and analyzed at the end of the
dry season (May) and at the end of the rainy season (November).
Carbonate content of samples was evaluated using the loss-on-
ignition method (550 °C for 4 h; Heiri et al., 2001; Boyle, 2004). Calci-
fication morphology and mineral composition was determined us-
ing a BX51 light microscope (Olympus Corporation, Tokyo, Japan),
a JSM-6380LV scanning electron microscope (SEM; Jeol, Tokio,
Japan) and by INCAx-sight energy-dispersive X-ray spectrosco-
py (EDXS; Oxford instruments, Oxfordshire, UK). Mineralogy was
confirmed by X-ray diffraction (XRD) using a powder diffraction
meter Broker D8-advance (CuK radiation, graphite monochroma-
tor; Bruker AXS, Wisconsin, USA). Samples were oven dried (105
°C for 24 h; Heiri et al, 2001; Boyle, 2004) and ground to a fine
powder; analysis was based on the Diffplus Bs software and the
International Centre for Diffraction Data (ICDD) database. Signifi-
cant differences (p < 0.05) in chemical composition between sites
and seasons were assessed using one-way analysis of variance
(ANOVA), followed by a Scheffé test. Relationships hetween cal-
cification and physicochemical parameters were evaluated with
redundancy analysis (RDA). Statistical analyses were performed
with the programs SPSS ver.12 (Levesque, 2006) and XLSTAT ver.
7.5 (XLSTAT, 2004).

RESULTS

Water conditions. Blennothrix ganeshii populations from central
Mexico are present under particular chemical and physical con-
ditions: alkaline waters (2.7-4.8 eq ') dominated by S0,2/HCO5
and CaZ*/MgZ*, warm temperature (23-29 °C), shallow depth (3-28
cm), moderate current velocity (13-27 cm s7), high percentage
of oxygen saturation (96-107%) and different types of substrata
(lime, sand, clay, gravel, boulder or rock). Stream segments were
shaded or partly shaded (11-85 pymol photons m2 s'; Tables 1
and 2).

Seasonal variations in temperature, pH, total alkalinities and
concentration of Ca%* are shown in Figs. 2A-D. The highest tem-
peratures were recorded at site 1 throughout the sampling period.
The pH of stream water varied over a small range of values (7.0-
7.9), generally with a slight increase during the warm dry season,
except for site 1. Total alkalinities showed no differences during
the seasons at site 1. At sites 2, 3 and 4, lower values were de-
tected during the warm season. Variations in CaZ* and ionic con-
centration between sampling dates were noted at sites 2, 3 and 4,
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with higher concentrations during dry seasons and lower during
rainy seasons, showing a seasonal dilution process. Virtually no
variation in CaZ* ions was detected at site 1 during the sampling
period.

ANOQVA showed significant differences in chemical compo-
sition between sites (F = 5.8, p = 0.001-0.02). Scheffé test results
indicated the presence of two groups (p < 0.05): one containing
sites 1,2 and 4, and the other containing site 3. No significant dif-
ferences (p < 0.05) were found in chemical composition among
seasons from different sampling years at all sites.

Saturation of stream water with respect to calcite. Seasonal
changes in the saturation index of calcite (SI) are presented in
Fig. 2E. Stream water was generally supersaturated with respect
to calcite (SI > 0). Sl values at site 3 were negative in the warm
rainy season when sampling took place soon after heavy rains.
Average annual supersaturation index values of calcite were be-
tween 0.25 and 0.85.

Calcification. All studied populations were characterized by cal-
cium carbonate precipitation around the sheaths and were found
in shallow water conditions, even when substantial parts of the
mat were outside the water column, facilitating evaporation pro-
cesses and cementation of minerals. Variability in precipitation
was found between populations at different sites. Samples from
sites 1 and 4 had the highest mean carbonate precipitation re-
gardless of sampling season (31 and 36%, respectively), whereas
populations from sites 2 and 3 showed the lowest precipitation
(13 and 16%, respectively). The eigenvalues of the first two RDA
axes were high (RDAT1, 0.66 and RDA2, 0.33) when compared with
subsequent axes, and they accounted for 99% of the variance in
carbonate precipitation (Fig. 3). Both axes accounted for 99% of
the variance in the relationship between carbonate precipitation
at the four sites and environmental variables. The results of the
permutation tests revealed the statistical significance (p < 0.05)
of the effects of current velocity and N-NO,™ at sites 2 and 3; total
alkalinity, K5, S0,%, CaZ*, Mg, temperature, P-P0,%~ and Sl at
site 1, and pH and SI at site 4. No differences in total alkalinity
among the seasons at site 1 were associated with the direction of
the distribution pattern of carbonate precipitation.

Calcification occurred as dense, thick encrustation around
the sheaths, creating micritic (metabolically induced, but envi-
ronmentally dependent) tubes typically 10-25 pm thick enclosing
B. ganeshii filaments (Figs. 4A, C). The calcareous tubes around
the filaments were separate from each other. Distal ends of the
filaments remained uncalcified, and allowing trichomes to be vis-
ible (Fig. 4E). Calcite crystals displayed a rhombohedral form with
triangular surfaces and irregular disposition (Figs. 4C-D), forming
the “gothic arch crystals” described by Rainey and Jones (2009).
Scanning-electron-microscopic examination of the initial precipi-
tate nucleation indicates the presence of calcium carbonate par-
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Table 1. Chemical composition measured at the study sites of the rivers of the portion central of Mexico. Values expressed in mg |-, unless
otherwise stated. Values represent minimum, maximum, and average + standard deviation (n =5 for each site).

Site 1 Site 2 Site 3 Site 4
pH 71.2-1.8 1.3-1.7 7.0-7.9 74-78
7.5+0.2 7.5+0.1 7.3+0.4 1.7+0.2
K52 1703-1778 674-2360 701-948 571-3000
[pS cm™] 1740+31 1423+643 810+109 1562+937
DS 1512-1635 464-1647 493-770 508-2320
1594+48 1139+492 621+127 1289+739
Total alkalinity 4.7-5 3.6-4.4 24-33 1.9-3.7
[megl] 4.8+0.1 3.8+0.4 2.7+0.4 3+0.9
HCO5~ 225-305 197-245 148-286 118-286
269+37 229+21 196+57 207+64
€0 0-32 0-14 0-11 0-20
11+15 5+7 3+5 9+9
Cl- 12-28 4-6 5-10 5-47
16+7 4+1 7+2 25+18
S0, 735-907 223-806 196-361 270-829
859+70 4714234 294+67 588+269
Ca2 309-330 121-335 123-186 155-313
322+8 231+79 148+26 237+69
Mg?* 65-73 20-61 22-33 28-85
68+3 36+17 26+4 58+25
Na* 35-53 4-15 9-19 22-55
4747 11+4 13+4 41+14
K+ 6-7 06-2 1-2 2-5
6+0.4 1+0.4 2+0.2 441
P-PO2-2 0.01-0.03 0.007-0.02 0.005-0.01 0.007-0.02
0.02+0.008 0.01+0.003 0.01+0.003 0.01+0.005
N-NO3~ 0.03-237 69-344 73-196 104-195
174+98 178+107 143+49 151+35
N-NO,~ 0.001-0.006 0-0.02 0.001-0.02 0.0005-0.007
0.004+0.002 0.005+0.008 0.007+0.01 0.003+0.003
N-NH,* 0.03-0.5 0.02-0.04 0.02-0.06 0.01-0.04
0.1+0.2 0.03+0.01 0.04+0.01 0.02+0.008
IC 46-49 17-44 18-23 23-59
[meq 1] 48+1 30+10 20+2 36+15
lonic $0,Z >HCO;~ > Cl->C052 S0,2>HCO; >C0;2 >Cl- SO0,4 >HCO; >C0;%2 >Cl- S04% >HCO; > C04% > CI
dominance Ca2* > Mg? > Na* > K* Ca% > Mg? > Na* > K* Ca2* > Mg? > Na* > K* Ca2* > Mg? > Na* > K*
Sl 0.55-1.11 0.45-0.71 —0.28-0.74 0.08-1.0
0.85+0.2 0.62+0.1 0.25+0.4 0.73+0.4

aAhbreviations: K5 = specific conductance standardized at 25 °C, TDS = Total Dissolved Solids, IC = lonic concentration, P-P0,%~ = Soluble Reactive Phos-

phorous, Sl = Calcium Saturation Index.

ticles with diameters that range from several tenths of a microm-
eter to as much as 1 micrometer on the polysaccharide sheath
(Fig. 4B). EDXS of these precipitates showed they contained a
lower CaZ* percentage than the fully formed calcite crystals (Fig.
5A-B). Inclusions contained CaZ* as a major element. Around the

sheaths, the calcite coating was enlarged (up to five times the di-
ameter of the trichome) mainly by the addition of calcite crystals,
which grouped themselves in cylindrical tubes (Fig. 4F).

X-ray diffraction showed a high number of minerals (car-
bonates, silicates and oxides) deposited on B. ganeshii sheaths

Hidrobioldgica
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Table 2. Climatic and physical factors at the study sites on central Mexico. Values represent minimum, maximum, and average + standard

deviation; n = 5 at each site.

Site and Altitude  Climateb Water Depth Current PAR® Substrated Dissolved Oxygen
location [mas.l]? temperature  [cm] velocity [umol Oxygen Saturation
[°C] [ecms™]  photons [mg "] [%]
m2s]
Site 1 800 A wg (w) 26-29 5-10 14-26 18-276 LS, C 7.2-18 107
Manantiales 29+1 6+2 20+4 85+108 15+0.4
18°55°N
96° 00" W
Site 2 150 (A)C(m)(w) 23-24 11-60 11-41 13-69 S,G,B,R 7.6-8.4 96
Tambaque 23+1 28+19 27+12 34425 8.1+0.4
21°41°N
99° 02" W
Site 3 120 (A)C(m)(w) 20-27 7-13 3-43 3-14 LS, G B,R 8.1-8.8 100
Micos 2342 10+3 21+16 1145 8.4+0.3
22°05"N
99°09" W
Site 4 450 (A)C(m)(w) 23-27 2-7 0-30 4-245 L, S, CG,B,R 7-8.2 104
Puente de Dios 25+2 3+2 13+14 73+116 7.8+0.7
21°55"N
99° 24" W

@ Meters above sea level

b Climate: (A)C(m)(w), Semicalid humid with abundant spring rains, mean annual precipitation 1500 mm; Awg(w), Calid humid with summer rains, mean annual
precipitation 800-1000 mm; Bs;kw, Semicalid dry with summer rains, mean annual precipitation 503 mm (INEGI, 1985, 1992; SPP, 1981).

¢ Photosynthetically active radiation
4 Substrate: B = boulder, C = clay, G = gravel, L = lime, R = rock, S = sand.

(Table 3). XRD analyses indicated that calcite was the only phase
of CaCO0; present in readily detectable amounts at all sites. Sites
1, 3 and 4 had the highest proportion of calcite (average = 95, 81
and 88%, respectively). A temporal variation in precipitate miner-
als around the sheaths was recorded in all sampling sites. A com-
parison among seasons showed that major calcification occurred
in the dry season, when higher Sl values were found, except in
site 3, which had a negative Sl value.

DISCUSSION

The formation of travertine in tropical streams of the central re-
gion of Mexico evidently is stimulated by calcite supersaturation
in the water. In particular, B. ganeshiipopulations occurred under
conditions of alkaline water and the presence of abundant EPS
and ephyphitic species that promote the absorption of ions and
mineral nucleation.

High S$0,% concentrations occurred in the water at all sam-
pling sites, resulting from solution of underlying gypsum deposits
(Consejo de Recursos Minerales 1992, 1993, 2000). According to
Carmona et al. (2005) sulfates are an essential component of B.
ganeshii sheaths as well as of several other cyanobacteria. Our
analysis shows that CaZ, HCO5~ and Mg?* are the prevailing ions
in the studied streams, as would be expected for water in con-
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tact with limestone and dolomite (Consejo de Recursos Minerales
1992, 1993, 2000; Ferrusquia-Villafranca, 1998). Na*, K* and CI- are
present in low concentrations at the studied localities. Similar
water composition has been described in thermal carbonate
spring deposits in Canada and Mexican maar-crater lakes (Vila-
clara et al, 1993; Armienta et al., 2008; Rainey & Jones, 2009). The
most abundant nutrient in water from all sampling sites is nitrogen
as nitrate. Phosphate concentrations at all sites are low due to
the presence of high concentrations of CaZ*. This condition has
been observed in similar karstic systems elsewhere (Reddy, 1988)
due to the co-precipitation of phosphates with calcium carbonate
(Klginer, 1990).

Mineral formation in B. ganeshii could be explained by the
reduction of CO, in the water due to photosynthetic activity. As
the water in which these cyanobacteria live is supersaturated
with respect to calcium carbonate, CO, reduction induces miner-
alization and increases in pH values, alkalinity and C05>ion con-
centration, thus principally promoting calcite precipitation. EPS
excreted by cyanobacterial cells favor calcium carbonate en-
crustation by providing an ideal surface for the adsorption of ions
and mineral nucleation (Emeis et al., 1987; Braissant et al., 2003,
Dittrich & Sibler, 2010). EPS possess the ability to concentrate
Ca?* cations from solution due to the net-negative surface charge
that occurs on several cyanobacteria, including Pleurocapsa sp.,
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Figure 2A-E. Seasonal changes in temperature (A), pH (B), total alkalinity (C), Ca%* concentrations (D) and saturation index of

calcite (E) in the sampled streams in central Mexico.

Plectonema sp. and Scytonema sp. (Golubi¢, 1973; Merz-Prei &
Riding, 1999; Riding, 2000; Frankel & Bazylinski, 2003; Pentecost,
2005); possibly the same phenomenon occurs in B. ganeshii. Pen-
tecost (1978) and Konhauser (2007) proposed that cyanobacterial
species that produce sheaths or EPS generally precipitate more
calcium carbonate than those species without such structures.

Merz-Preif3 and Riding (1999) report that calcium carbonate
precipitation in freshwater streams becomes conspicuous where
average annual supersaturation index values exceed 0.75. How-
ever, all B. ganeshii populations showed extracellular mineral for-
mation, although relatively lower values were measured in several
seasons, particularly in the warm rainy season. Nucleation can be
disadvantaged by the mechanical removal of minerals related to
high flow velocity.

The evaporation processes occurring on exposed surfaces
of benthic mats could explain the plentiful calcification. Accord-
ing to Schneider and Le Campion-Alsumard (1999), boundary lay-

ers are the mostimportant environments for cyanobacterial activ-
ity during the formation of carbonates.

The Blennothrix ganeshii calcification process involves two
main phases: first, the formation of a solid nucleus from dissolved
ionsand second, the addition of ions to the nucleus to form crystals
of calcium carbonate. During the first phase, ions are positioned
over the sheath or epiphytic species and resist rapid dissolution
with a posterior crystalline phase. According to Merz-PreiR and
Riding (1999), Schneider and Le Campion-Alsumard (1999), Pedley
(2009), Pedley et al. (2009) and Rainey and Jones (2009) microbes
do not contribute to the establishment of elevated supersatura-
tion states but passively serve as substrates upon which calcite
precipitates. Filaments of B. ganeshii were used as substrate by
several cyanobacteria, diatoms and epiphytic species of red al-
gae present throughout the entire study, including Chamaesiphon
confervicola A. Braun, Chamaecalyx swirenkoi (Sirsov) Komarek
et Anagnostidis, Stichosiphon sansibaricus (Hieronymus) Drouet
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Figure 3. Redundancy analysis (RDA) biplot of the carbonate precipitation and physicochemical parameters of four sites on riv-

ers in central Mexico.

et Daily, Xenococcus bicudoi Montejano, Gold et Komarek, X.
willei Gardner, Cocconeis placentula Ehrenberg var. placentula,
Gomphonema gracile Ehrenberg, Surirella linearis W. Smith, Syn-
edra ulna (Nitzsch) Ehrenberg var. ulna, Terpsinoé musica Ehren-
berg, Audouinella meiospora (Skuja) Garbary and Compsopogon
coeruleus (C. Agardh) Montagne. Several of them have been re-
ported in similar tropical and alkaline environments (Golubic, 1973;
Prins & Elzenga, 1989; Freytet & Verrecchia, 1998; Merz-Preil &
Riding, 1999; Beltran-Magos et al., 2005). According to Emeis et
al. (1987), epiphytic diatoms excrete mucilage enriched in aspar-
tic acid as a response to high Ca%* concentrations. The mucilage
traps micrite particles that are suspended in the water, which
then act as crystal seeds for inorganic calcite precipitation. The
second phase includes the precipitation mainly of calcium car-
bonate ions and the formation of micritic tubes of calcite miner-
als that enclose sheaths. Pentecost (1978), Tavera and Komarek
(1996), Freytet and Verrecchia (1998), Schneider and Le Campion-
Alsumard (1999) and Pentecost (2005) reported this type of calci-
fication is the most common on travertine surfaces, and similar
trends have been observed in several filamentous cyanobacteria:
Tapinothrix janthina (Bornet et Flahault) Bohunické et Johansen
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(H. janthina Bornet et Flahault), Lyngbya aerugineo-caerulea Go-
mont, Microcoleous vaginatus Gomont ex Gomont, Phormidium
incrustatum (Nageli) Gomont ex Gomont, Plectonema gloeophilus
Borzi, P. gracillimum Zopf ex Hansgirg, P. phormidioides Hansgirg
ex Forti, Rivularia haematites (De Candolle) Agardh ex Bornet et
Flahault, R. varians Qbenliineschloss, Schizothrix calcicola Go-
mont and Scytonema myochrous (Dillwyn) C.A. Agardh ex Bornet
et Flahault. The extracellular biomineralization reported in these
species and the intracellular calcification in a cyanobacterium
belonging to Gloeobacterales confirm the importance of cellular
control and physicochemical parameters on the formation and
morphology of different types of travertine (Tavera & Komarek,
1996; Couradeau et al., 2012).

Cyanobacterial mats of B. ganeshiiin the central region of
Mexico create ideal conditions for biologically induced mineral-
ization of calcite and have presumably played a significant role
in the development of these natural calcium carbonate environ-
ments. This facultative but environmentally dependent calcifi-
cation reflects the saturation state of the water, as well as the
oxic sediment role of B. ganeshii sheaths. The present investiga-
tion also highlights the significance of the study of physical and
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Figure 4A-F. Calcification in B. ganeshii. (A) Light-microscopy view of an encrusted filament segment; the scale bar represents
30 um.(B) SEM view of nucleation of spherical particles of amorphous calcium carbonate (arrow); the scale bar represents 1 pm.
(C) SEM views of without encrustation (left side) and a cluster of calcite triangles on a heavily encrusted filament (right side).
The rectangular area is enlarged in (D). The scale bar represents 20 um. (D) SEM view of lamellar triangular plan view of calcite
crystals; the scale bar represents 10 pm. (E) SEM view of cross-section of a heavily encrusted filament with calcite crystals; the
scale bar represents 20 ym. (F) SEM view of broken encrustation showing the trichome in the interior; the scale bar represents

50 pm.
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Figure 5A-B. Electron dispersive X-ray spectroscopy of B. ga-
neshiifilaments: (A) nucleation and (B) calcite crystals.

chemical seasonal variations in freshwater alkaline streams and
the calcification processes of cyanobacteria so as to understand
their functioning and prevalence in tropical streams.

ACKNOWLEDGMENTS

The authors are indebted to H. Sergio Castillo Sandoval (ICMyL-
UNAM) for nutrient analysis; to Q. F. B. Nora Elia Ceniceros B., .
Q. Alejandra Aguayo Rios and Q. F. B. Olivia Cruz R. (IGeof-UNAM)
for carrying out mayor ion analysis; to M. C. Leticia Bafos Lopez
(IIM-UNAM) for X-ray diffraction analysis and to Dr. Rafael Quin-
tanar (FES lztacala-UNAM) for SEM and EDXS. Special thanks are
given to Posgrado en Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional
Auténoma de México. This paper constitutes a partial fulfillment
of the Graduate Program in Biological Sciences of the National

Hidrobioldgica



Calcification of Blennothrix ganeshiiin tropical streams

17

Table 3. Minerals deposited on B. ganeshii sheaths from sites 1 through 4 of rivers of the central portion of Mexico. Values are expressed

as percentage of total minerals present.

Site 1 Site 2 Site 3 Site 4
Class Group Mineral 28.v.042  18xi.04  15.v.04 5.xi.04 15.v.04 6.xi.04 14.v.04 7.xi.04
carbonates  calcite calcite 97 93 49 18 n 90 90 86
silicates clays palygorskite 2
silicates clays clinochlore 2
silicates clays halloysite 25
silicates clays montmorillonite 16 15
silicates feldspars albite 2 5
silicates feldspars anorthite 3
silicates feldspars microcline 8 2
silicates quartz quartz 1 27 23 " 2 5 8
silicates quartz tridymite 1
silicates quartz cristobalite 1
silicates micas muscovite 8 3 3 6
silicates micas eastonite 8
silicates ~ amphibole richterite 12
silicates zeolites laumontite 6
oxides hematite hematite 1

@ Sampling dates.
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