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RESUMEN
La proliferacion de cianobacterias en reservorios de agua es un fendémeno muy comuin que
representa un peligro potencial para el medio, para los organismos que lo habitan e incluso
para el humano, debido a que la mayoria de estos afloramientos son toxicos. Se han
utilizado muchas técnicas para la identificacion oportuna de especies de cianobacterias
toxicas, sin embargo, la mayoria resultan costosas, prolongadas y poco confiables. El
objetivo de este trabajo fue caracterizar parcialmente la subunidad ribosomal 16s (ADNTr)
de cianobacterias para determinar su utilidad en la discriminacion de especies y cepas
toxicas, por medio de sus fragmentos variables. Se utilizaron cultivos de cianobacterias
provenientes de cepas comerciales de la Universidad de Texas y de aislamientos silvestres
de México, asociados a intoxicacion y muerte de varios animales silvestres y cultivados, e
incluso irritacion en humanos. Se probaron varios métodos de disrupcion celular y
extraccion de ADN genomico (ADNg). Para la obtencion de los fragmentos de ADNr se
utilizé el protocolo reportado por Niibel y colaboradores en 1997, en el cual se amplifica
ADNg mediante PCR con iniciadores especificos para la subunidad 16s de cianobacterias.
Se obtuvieron 19 secuencias, 11 de las cuales provenian de cepas comerciales y 8 de
aislamientos silvestres. El analisis BLAST demostré porcentajes de homologias del 92 al
99% de las secuencias con las especies mas cercanas, asi como las proporciones de
identidad y coincidencias, corroborando las especies de referencia (cepas de la UTEX) e
identificando las especies silvestres. Mediante el paquete DNAMAN® se obtuvo la
secuencia consenso, el alineamiento y un dendograma de homologias de todas las
secuencias, donde se observan fragmentos variables y conservados, confirmando que

existen segmentos utiles para la discriminaciéon de géneros, especies e incluso cepas.
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Mediante andlisis de homologia, las especies filamentosas se asociaron en 4 grupos
diferentes, correspondientes a los géneros Schizothrix, Anabaena, Nodularia 'y
Geitlerinema. La tUnica especie unicelular (Synechococcus) se encontrd aislada de los
demas grupos, compartiendo un 86% de homologia. El género Schizothrix no habia sido
reportado en el GenBank, por lo que las secuencias obtenidas son las primeras, debido a
que se cuenta con 2 cepas de referencia de la UTEX y una cepa de origen silvestre,
reportada como toxica en la localidad de muestreo. Dentro del género Anabaena se
identificaron 2 especies diferentes, A. flos-aquae y A. variabilis, reafirmando la utilidad de
las herramientas moleculares para discriminar no s6lo géneros, sino también especies de
cianobacterias. Cabe mencionar que 3 cultivos de origen silvestre, asociados a eventos
toxicos (4. Variabilis CIBNOR 23, Synechococcus sp CIBNOR 42 y Geitlerinema sp
CIBNOR 29) que no habian sido identificados correctamente con técnicas clasicas
(microscopia y morfometria), presentaron diversos fragmentos variables al confrontarlas
cada una con sus homologas de referencia, por lo que se concluye que con esta técnica es
posible identificar especies de una manera mas confiable e incluso diferenciar cepas dentro
de una misma especie. Finalmente se concluye que este trabajo marca la pauta para
establecer planes de monitoreo de especies de cianobacterias toxicas en reservorios de
agua, de una manera mas confiable y rapida con la posible creacion en el futuro de sondas
genéticas especie-especificas y mapas biogeograficos de dichas especies.

Palabras clave: cianobacterias, 16s, ADNr.

Dra. Norma Y. Hernandez Saavedra
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ABSTRACT
Cyanobacterial blooms in water reservoirs are a very common phenomenon and represent
potential danger to the environment, many organisms, and even to human health because
more than 50% of those blooms are toxic. There are many techniques for identifying toxic
cyanobacteria. Most of them are expensive, time consuming, and frequently not reliable.
The purpose of this study was the partial characterization of the ribosomal subunit 16s
(rDNA) of cyanobacteria to prove its efficacy for identifying toxic genera and species of
cyanobacteria with the variable fragments. Toxic strains of cyanobacteria obtained from the
University of Texas (UTEX) and wild isolates from Mexico, associated with intoxication
and death of some organisms and human diseases, were cultured until single alga cultures
were obtained. Several methods that cause cell disruption and genomic DNA extraction
(gDNA) were assayed. The protocol reported in Niibel et al. (1997) was followed to get the
rDNA fragments, in which gDNA was amplified through the polymerase chain reaction
(PCR) and specific cyanobacteria primers. The PCR products were purified using a
commercial kit (Concert, GIBCO-BRL®) and sequenced at the Molecular Biology
Laboratory at CIBNOR. Nineteen sequences were obtained, eleven from commercial
strains (UTEX) and eight from wild specimens. BLAST analysis shows the homology
percentage (92% to 99%) between the sequences with the closest species in the GenBank
database, their identities proportion, and the number of matches, which corroborated the
reference species (UTEX) and identified the wild ones. DNAMAN® software helped to get
the consensus sequence and align all sequences, which showed the variable and
conservative fragments, thereby confirming the hypothesis that there are several fractions

on rDNA useful for identifying genera, species and even strains of cyanobacteria. The



filamentous species were grouped in 4 different placed on the homology tree,
corresponding to the genera Schizothrix, Anabaena, Nodularia, and Geitlerinema.
Unicellular species (Synechococcus) was located in a different group, sharing 86% of the
homology with the other species. The genus Schizothrix had not been reported in the
GenBank database. The sequences obtained here, are the first report. In this study, two
reference strains (UTEX) and one wild strain were used. The last one is associated to
disease and death in several aquatic species in the sampling locality. Two different species
were identified within the genera Anabaena (A. flos-aquae and A. variabilis), confirming
that this technique is suitable to discriminate between cyanobacteria species. Three wild
strains (CIBNOR 23A, A. variabilis, CIBNOR 42, Synechococcus sp. and CIBNOR 29A,
Geitlerinema sp.), associated with toxic events and incorrectly identified by classic
techniques (microscopy and morphometry), showed several variable fragments when
compared with the respective homologues in the GenBank database and reference strains.
This technique is useful for reliable identification on strains of the same species. Finally,
this study proposes novel techniques in monitoring programs for the opportune, faster, and
more reliable identification of toxic cyanobacteria in water reservoirs and the chance to
eventually design species-specific genetic probes and biogeographic maps.

Key words: cyanobacteria, 16s, rDNA.

Dra. Norma Y. Hernandez Saavedra
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1. Introduccion

1.1 Generalidades
Las cianobacterias conforman un grupo muy heterogéneo de organismos fotosintéticos
procariontes, que incluyen especies autotrofas, heterotrofas facultativas, unicelulares,
coloniales, filamentosas, terrestres, acuaticas, planctonicas, benténicas, halotolerantes y
termofilicas (Rheineimer, 1980; Dawes, 1981; Whitton y Potts, 2000). Ademas de
sintetizar clorofila a, las cianobacterias producen el fotopigmento ficocianina (que les
confiere su peculiar color), por lo que también son denominadas algas verde-azules
(Whitton y Potts, 2000). Dado que la tunica limitante para el crecimiento de las
cianobacterias es la humedad, pueden habitar tanto en ambientes terrestres y acuaticos, asi
como en ambientes extremos hipersalinos, ventanas hidrotermales, geisers, hielo y aunque
su abundancia y diversidad es mayor en medios alcalinos, se han encontrado especies en
lugares con un pH de 4.0 (Dawes, 1981; Whitton y Potts, 2000).
El grupo surgi6 en la Era Proterozodica (2500-579 Ma), hace aproximadamente 2500 Ma;
este periodo es conocido por muchos geodlogos y geoquimicos como la “Era de las
Cianobacterias” teniendo en cuenta que son los organismos mas abundantes en el registro
fosil (Whitton y Potts, 2000). Las estructuras conocidas como “Estromatolitos” datan de esa
Era y fueron formadas por especies de cianobacterias filamentosas que persisten ain hasta
nuestros dias (Dawes, 1981; Whitton y Potts, 2000).

1.2 Taxonomia
A lo largo de los afios se han suscitado muchas controversias relacionadas con la correcta
clasificacion de las cianobacterias. Desde principios del siglo XIX, cuando se empezo6 a
desarrollar el Sistema Taxonomico, las cianobacterias fueron consideradas parte de la

3

“flora” u organismos “vegetales”, clasificandolas principalmente por sus caracteristicas



morfoldgicas, logrando asi crear manuales muy completos y detallados que incluyen cerca
de 2000 especies diferentes (Dawes, 1981; Whitton y Potts, 2000). En la década de los 70’s
el grupo de R.Y. Stanier propuso clasificarlas bajo el Coédigo Internacional de
Nomenclatura de Bacterias (CINB), que ademas de la morfologia considera caracteristicas
bioquimicas y de estructura celular (Stanier ef al, 1978). A pesar de los esfuerzos hechos
para unificar criterios, ain en nuestros dias existen discrepancias entre botéanicos,
bacteridlogos y ecologos (Dawes, 1981; Whitton y Potts, 2000). Existen sinonimias,
omision de géneros y dudas en algunas especies, dependiendo de la clave taxondmica que
se consulte. En la Tabla I se presenta un resumen de los 6rdenes, familias y algunos géneros
del phylum Cianobacteria (incluidos en el presente estudio), de acuerdo a la clasificacion
presentada por el National Center of Biotechnology Information (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi), a excepcion del Género
Schizothrix, que se tomd de Premazzi y Volterra (1993), Skulberg ef al. (1993) y Carpenter
y Carmichael (1995). Estos autores incluyen a Schizothrix dentro del 6rden Nostocales, en
la familia Oscillatorieacea, mientras que la clasificacion de la NCBI considera a la familia
Oscillatoreacea como un 6rden aparte y éste género no esta incluido. Cabe mencionar que a
pesar de la pugna de los bacteridlogos por separar a las cianobacterias del Reino Plantae y
colocarlas en el Reino Monera, el método de identificacion y clasificacion de los botanicos
sigue siendo importante y muy utilizado para muestras en campo o de origen silvestre,
debido a que muchos criterios utilizados el CINB requieren del cultivo de las especies, y las
cianobacterias son dificiles de cultivar, ademéas de que pueden cambiar algunas de sus
caracteristicas morfométricas si se logran mantener en laboratorio (Dawes, 1981; Whitton y

Potts, 2000).



Tabla I. Clasificacion del Phylum Cyanobacteria (Division Cyanophyta).

Orden/Familia Género Orden/Familia Género
Chroococcales Aphanocapsa Oscillatoriales Schizothrix *
Aphanotece Geitlerinema
Chamaesiphon Oscillatoria
Chroococcus Planktothrix
Cyanobacterium Pseudoanabaena
Cyanobium Spirulina
Cyanothece
Dactylococcopsis Pleurocapsales Chroococcidiopsis
Gloeobacter Dermocapsa
Gloeocapsa
Gloeothece Prochlorophytes
Halothece Prochloraceae
Merispormedia Prochlorococcaceae
Microcystis Prochlorothrichaceae
Synechococcus
Synechocystis Stigonematales Chlorogloeopsis
Thermosynechococcus Fischerella
Hapalosiphon
Nostocales Mastigocladus
Microchaetaceae Umezakia
Nostocaceae Anabaena
Nodularia
Nostoc
Rivulariaceae Calothrix
Gloeotrichia
Scytonemataceae Scytonema

Tomado de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi
* Tomado de Premazzi y Volterra, 1993; Skulberg ef al., 1993; Carpenter y Carmichael, 1995
Ordenes en negritas

1.3 Ecologia, fisiologia y reproduccion
Por ser un grupo ubicuo y cosmopolita, las cianobacterias presentan una gran variedad de
roles ecologicos que van desde la produccion de O, y transformacion de energia en material
organico por la fotosintesis (y por lo tanto la conformacion del primer nivel de la cadena
trofica), hasta roles especificos clave en ambientes muy variados como la fijacion de
nitrégeno, simbiosis con hongos, plantas y animales, formacion de sedimentos y

microhabitats, enriquecimiento de suelos, formacién de crecimientos masivos o “blooms”,



que pueden ser toxicos, inhibitorios o producir alteraciones nocivas en el ambiente
(Prescott, 1968; Rheinheimer, 1980; Dawes, 1981).
Uno de los aspectos fisiologicos mas interesantes de algunas especies de cianobacterias, es
la habilidad para fijar nitrogeno atmosférico, ya que ademas de las bacterias, no existe otro
grupo con esta capacidad (Dawes, 1981; Whitton y Potts, 2000); lo anterior es
especialmente importante en cianobacterias terrestres, ya que incrementan la produccion de
plantas y enriquecen los suelos. La funcién de fijacion de nitrégeno se lleva a cabo en
células especializadas llamadas heterocistos, las cuales se distinguen de las demads por
poseer una pared celular gruesa y nddulos protéicos (cianoficina) que las conectan con las
c¢lulas adyacentes. Este evento puede llevarse a cabo en medios oxigenados, sin embargo,
se desarrolla mas ampliamente en ambientes micro-oxigénicos, confiriendo a las
cianobacterias ventajas para colonizar y sobrevivir en ambientes donde para muchos
organismos es imposible (Prescott, 1968; Dawes, 1981; Whitton y Potts, 2000).
La reproduccién de las cianobacterias puede suceder de varias maneras, ya sea por simple
fragmentacion (derivado de un filamento o separacion de una colonia), por division celular
(fisidén binaria), intercalar o apical (en el caso de los filamentos), o por la produccion de
células especializadas (endosporas, exosporas, acinetos). En este ultimo caso, las esporas
pueden formar “quistes” muy resistentes que permiten la sobrevivencia de las
cianobacterias a pesar de cambios repentinos en el medio o en ambientes hostiles (Prescott,
1968; Dawes, 1981; Whitton y Potts, 2000).

1.4 Proliferaciones Daiinas (HAB's)
Las proliferaciones dafiinas (también llamadas HAB's por sus siglas en inglés: Harmful

Algal Blooms) son poblaciones densas de microalgas (Figura 1) que pueden estar



conformadas por una sola especie o una mezcla de varias (Figura 1A). Algunas veces las
especies son capaces de producir sustancias toxicas y provocar intoxicaciones severas o
muerte. Sin embargo, aunque las especies formadoras del blooms no produzcan toxinas, la
mayoria de las veces provocan dafios indirectos en el medio y en los organismos que lo
habitan, ya sea por la biomasa o por caracteristicas inherentes a su morfologia (estructuras
ornamentales de diatomeas y dinoflagelados, capas gruesas de filamentos o mucilago de
cianobacterias, Figuras 1B y 1C), por lo que en los ultimos afos el interés cientifico en

estos eventos se ha incrementado alrededor del mundo.

Figura 1. Proliferacion de cianobacterias toxicas (HAB's). A) micrografia de un bloom de Microcystis,
Anabaena 'y Synechococcus en Tlahuac, México (aumento 400 veces); B) crecimiento de Anabaenopsis en el
Lago Bedetti, Santa Fe, Argentina; C) crecimiento de cianobacterias en un estanque de agua potable en
Dundee, Escocia. Foto de W.W. Carmichael, Wright State University (B y C tomadas de http://www-
cyanosite.bio.purdue.edu).

La proliferacion de cianobacterias en cuerpos de agua naturales y artificiales, generalmente
eutrofizados, es un fendomeno comun (Rouhiainen et al., 1995; Willame y Hoffmann, 1999)
y representa un peligro potencial para organismos silvestres, domésticos, cultivados e
incluso para el humano (Carmichael y Falconer, 1993; Carmichael, 1995; Hallegraef et al.,
1995; Rouhiainen et al., 1995; Codd, 1998; Rudi et al., 1998; Druvietis y Rodinov, 2001),

debido a que mas del 50% de estas proliferaciones son toxicas (Whitten y Potts, 2000;



Roset et al, 2001). Aunado a lo anterior, puede mencionarse que muchas de las
proliferaciones de cianobacterias no tdéxicas producen un impacto significativo en los
ambientes acuaticos, especialmente de agua dulce, debido a que afectan la calidad del agua
(olor, sabor y apariencia) y, en muchas ocasiones, producen dafios en los organismos
(moluscos, crustaceos y peces) al adherirse a sus branquias impidiendo el intercambio de
O, (Whitten y Potts, 2000).
1.5 Cianotoxinas

Muchas especies de cianobacterias producen toxinas muy potentes tales como las
hepatotoxinas, neurotoxinas y citotoxinas (Carmichael y Falconer, 1993; Carmichael, 1995;
Hallegraef et al., 1995; Rouhiainen et al., 1995; Codd, 1998; Rudi et al., 1998; Roset et al.,
2001). En la mayoria de los casos las toxinas de cianobacterias son metabolitos secundarios
relacionados con la formacion de fotopigmentos, crecimiento, reproduccion o metabolismo
basico, los cuales se van acumulando en el citoplasma, por lo que la cantidad de toxina
producida es directamente proporcional a la biomasa (Carmichael, 1995; Neilan et al.,
2000; Robillot et al., 2000). Cuando las condiciones ambientales son desfavorables las
cianobacterias mueren, razon por la cual se puede producir lisis celular y por lo tanto liberar
las toxinas al medio (Roset ef al., 2001). De este modo, el peligro potencial de intoxicacién
se prolonga mas alla de la duracion del bloom.

Las cianotoxinas, por su naturaleza tan heterogénea, pueden tener un efecto inmediato en
muchos organismos bajo exposiciones agudas, desde irritacion de la piel hasta alteraciones
a nivel neuromuscular, bloqueo de los canales de sodio e inhibicién enzimatica y de sintesis
protéica (Anderson et al., 1993; Gosh et al., 1995; MacKintosh et al., 1995; Khan et al.,

1996, Kotak et al., 1996, Zambrano et al., 1996; Roset et al., 2001). Adicionalmente se han



reportado anomalias por exposicion cronica, tal como dafos a nivel gastrointestinal,
inmunosupresion y promocién de tumores (Gosh et al., 1995; Khan et al., 1996; Bury et al.,
1998; Fernandez et al, 1998; Landsberg, 1996; Landsberg y Shumway, 1998; Pérez-
Linares, 2001; Pérez-Linares ef al., 2003). Las cianotoxinas mds importantes por el tiempo
de accion, por los dafios que causan y por su toxicidad son las hepatotoxinas microcistina y
nodularina, y las neurotoxinas anatoxina y saxitoxina.

Las hepatotoxinas son péptidos ciclicos (Figura 2A y 2B) que danan la composicion celular
del higado provocando hemorragias internas severas, ademds de deterioro en el sistema
gastrointestinal (Carmichael, 1995; Gosh et al., 1995; MacKintosh et al., 1995; Khan et al.,
1996; Pérez-Linares et al., 2003), llegando a producir tumores bajo exposicidon cronica
(Fernandez et al., 1998; Landsberg, 1996). Los géneros que han sido reportados como
productores de hepatotoxinas son: Microcystis, Anabaena, Nodularia, Cilindrospermopsis.
Oscillatoria y Aphanizomenon (Carmichael, 1995; Whitton y Potts, 2000; Roset et al.,
2001). Por otro lado, las anatoxinas son quimicamente aminas secundarias, analogas a la
cocaina y a la acetilcolina (Figura 2C). La acetilcolina es degradada por la enzima
acetilcolinesterasa para evitar una sobre estimulacion, sin embargo, como esta enzima no
puede degradar las neurotoxinas, éstas bloquean la transmision post-sinaptica, provocando
fatiga, paralisis, convulsiones y paro respiratorio (Carmichael, 1995; Whitton y Potts,
2000). Los géneros que producen neurotoxinas son: Anabaena, Aphanizomenon 'y
Oscillatoria (Carmichael, 1995; Whitton y Potts, 2000; Roset ef al., 2001). El otro grupo
de neurotoxinas producidas por las cianobacterias es el de las saxitoxinas (Figura 2D),
también llamadas PSP (de sus siglas en inglés Paralytic Shellfish Poisons), y son una

familia de alcaloides de la que se han descrito mas de 19 analogos. Estas toxinas tienen la



capacidad de bloquear especificamente el canal de sodio en las membranas celulares, dando
como resultado la despolarizacion de las células y, por consiguiente, impidiendo la
transmision del impulso nervioso. Entre los géneros productores de saxitoxina estan

Anabaena 'y Lyngbya (Carmichael, 2001; Legrand et al., 2001).

Figura 2. Estructura quimica de algunas cianotoxinas. A) la microcistina es un heptapéptido ciclico en donde
X y Y representan el aminoacido L variable en las posiciones 2 y 4 de la molécula; B) la nodularina es un
pentapéptido ciclico. En ambas hepatotoxinas el Adda es el componente clave para la toxicidad; C) la
anatoxina-o. es un amina alcalina secundaria analoga a la acetilcolina; D) la saxitoxina es un alcaloide
conocido también como PSP (de sus siglas en inglés Paralytic Shellfish Poisons).



Existen otros tipos de cianotoxinas llamadas citotoxinas, las cuales no son altamente letales
pero pueden causar dafios significativos en la integridad celular, en la piel, en el sistema
respiratorio y en los ojos (Lightner et al., 1978; Carmichael, 1995; Cortés-Altamirano y
Licea-Duran, 1999; Whitton y Potts, 2000). Entre los géneros que producen citotoxinas
estan: Lyngbya, Schizothrix 'y Scytonema (Nagle y Paul, 1999; Whitton y Potts, 2000).
1.6 Estrategias de mitigacion

En los ultimos afios las proliferaciones de cianobacterias se han observado con mas
frecuencia, y algunos investigadores sugieren que este hecho esta relacionado con
fendmenos climaticos como el calentamiento global, ENSO (EIl Nifio/Southern Oscillation),
estacionalidades, etc., que proporcionan los factores ideales para su crecimiento
(temperatura, pH, nutrimentos, luminosidad, etc.), o bien debido a impactos antropogénicos
como transporte de especies por redes, barcos o desarrollos urbanos que cambian la
geografia original del paisaje, exceso de desagiie causando un incremento de desechos
organicos, o una combinaciéon de ambos (Hallegraeff, 1993; Williams et al., 1997a;
Landsberg y Shumway, 1998; Druvietis y Rodinov, 2001; Garnett et al., 2000; Jones, 2000;
Pereira et al., 2001). Para mitigar y/o evitar el crecimiento de cianobacterias e
intoxicaciones por cianotoxinas se han disefiado muchas estrategias (tratamientos quimicos
como cloro y ozono, cuarentenas, desecacion, filtros, aireacion, empaquetamiento al vacio,
exposicion a rayos U.V., etc.), sin embargo, las cianobacterias pueden resistir estos
tratamientos en forma de quistes o tapetes gruesos.

Ademads, algunos de estos tratamientos resultan muy costosos al ser aplicados
indiscriminadamente, otros requieren de largos periodos de tiempo o bien afectan las

caracteristicas organolépticas del agua o de los organismos para consumo humano, por lo
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que resultan ineficaces y poco rentables (Falconer, 1993; Hallegraeff et al., 1995; Williams
et al., 1997a; Amorim y Vasconcelos, 1999; Jones, 2000).
1.7 Deteccion de toxinas y técnicas analiticas
Es imposible determinar cuando un bloom de cianobacterias es toxico solo por su
apariencia (Whitton y Potts, 2000), y aun identificando las especies no se puede tener la
certeza de su toxicidad debido a que hay cepas, dentro de una misma especie, que no son
toxicas (Rouhiainen et al., 1995; Niibel et al., 1997; Fergusson et al., 2001; Roset et al.,
2001). Por lo anterior se han disefiado varios métodos para diagnosticar la presencia de
toxinas en los blooms, el tipo de toxinas, su tiempo de accion, los dafos que puede causar y
la dosis letal. Uno de los primeros métodos implementados fue la correlacion con la
concentracion de Clorofila a por medio de espectrofotometria y el recuento microscopico
(Roset et al., 2001), ya que son faciles y rapidos, sin embargo, no precisan la naturaleza
toxica del bloom (Quilliam et al., 2001).
1.7.1 Bioensayos en raton, crustaceos y células

A la fecha el bioensayo en raton es el método estandar para establecer la dosis letal (LDsy),
sintomas y efectos de florecimientos algales en cuerpos de agua (Premazzi y Volterra,
1993; Ramirez, 1998; Whitton y Potts, 2000). En ésta técnica normalmente se utilizan
ratones albinos machos, a los cuales intraperitonealmente se le inyectan dosis de 0.1-1 mL
de la solucion de ensayo, la cual se prepara con agua o solucion fisioldgica partiendo de un
lisado de las células problema o un extracto de la muestra. Los organismos se mantienen en
vigilancia, tomando el tiempo que tardan en presentar un comportamiento anormal como
convulsiones, ptialismo, disnea, diarrea, aletargamiento, etc., hasta su muerte, en caso de

suceder. La dosis utilizada en la que mueren la mitad de los organismos bajo estudio se le
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conoce como Dosis Letal 50 (LDsg) y en algunos casos ocurre de 10-15 minutos después
de haber inyectado a los ratones (Ramirez, 1998; Whitton y Potts, 2000; Roset et al., 2001).
Generalmente se realizan necropsias para observar dafios evidentes en drganos blanco
como el higado, intestinos, cerebro, rifidn, bazo y pulmones. Adicionalmente se pueden
realizar estudios de acumulacion de las toxinas en el organismo, y generalmente se utilizan
el higado, el rifidén y los intestinos (Ramirez, 1998; Saker y Eaglesham, 1999; Roset et al.,
2001). Por otra parte, también se han montado ensayos con Artemia, Daphnia y otros
organismos del zooplancton (Smith, 1996; Williams et al., 1997b), sometiéndolos a
exposiciones directas con diferentes diluciones de la muestra y, aunque son rapidos y mas
baratos, han mostrado ser menos confiables debido a que no es posible detectar el 6rgano
blanco y en algunas ocasiones los dafios causados (Whitton y Potts, 2000; Roset et al.,
2001). Los ensayos en hepatocitos de rata y fibroblastos han presentado una buena
correlacion con el bioensayo en raton, sin embargo, pueden resultar en falsos positivos o
falsos negativos, lo cual enmascara los verdaderos resultados (Khan et al., 1996; Roset et
al., 2001). A través de los métodos mencionados anteriormente se puede conocer la
naturaleza toxica de la muestra, sin embargo, no es posible discriminar entre los diferentes
tipos de toxinas considerando unicamente los signos y dafios causados, con excepcion de
los métodos que utilizan cultivos de células que, de manera gruesa, pueden discriminar
entre algunas de las toxinas.
1.7.2 Analisis enzimaticos y técnicas inmunoldgicas

La utilizacion de técnicas enzimaticas ha permitido demostrar los efectos toxicos de las
hepatotoxinas, debido a que inhiben especificamente la actividad de las protein-fosfatasas 1

y 2A. Aunque en afios recientes estas técnicas han sido mejoradas con procedimientos
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colorimétricos y marcaje radiactivo (la sensibilidad es muy grande, detectan nanogramos de
toxina), su uso no se ha generalizado debido a que solo pueden aplicarse al grupo de
toxinas que inhiben las enzimas y, por otro lado, no discriminan entre los distintos tipos de
cianotoxinas (Gosh et al., 1995; MacKintosh et al., 1995; Robillot et al., 2000; Roset et al.,
2001; Quilliam ef al., 2001). El efecto de las anatoxinas en la enzima acetilcolinesterasa ya
ha sido mencionado con anterioridad, y esto ha permitido el desarrollo de métodos con
bases similares a las descritas para las hepatotoxinas (Whitton y Potts, 2000).

Finalmente, con el desarrollo de los inmunoensayos (ELISA), los anticuerpos
(monoclonales y/o policlonales) contra algunas cianotoxinas, han proporcionado ensayos
sensibles y exitosos para la identificacion de nodularinas y microcistinas (LR, RR, YR);
estos anticuerpos no han mostrado tener reacciones cruzadas con extractos de péptidos
toxicos de otras cianobacterias (Whitton y Potts, 2000; Roset et al., 2001).

1.7.3 Analisis cromatograficos y espectrometria de masas

La cromatografia ha sido utilizada para aislar, caracterizar y cuantificar toxinas.
Inicialmente la cromatografia en capa fina se utilizd para purificar hepatotoxinas, sin
embargo, carece de sensibilidad y especificidad (Nagle y Paul, 1999; Whitton y Potts,
2000). Actualmente, uno de los procedimientos mas sensibles para la identificacion de
toxinas es la cromatografia liquida de alta resolucion o HPLC (Pereira ef al., 2001; Whitton
y Potts, 2000; Roset et al., 2001), que consiste basicamente en una bomba de flujo, un
sistema de inyeccion, una columna de cromatografia (con una matriz), el sistema de
deteccion (UV o fluorescencia) y un programa que permite el analisis de los resultados.
Este sistema ha proporcionado mejores resultados mediante la integracion de detectores de

espectro de masas y de espectro de masas por aspersion y bombardeo de iones (Ochoa y



13

Sierra, 1998; Quilliam et al., 2001), lo que ha permitido el desarrollo de andlisis mas
rapidos, faciles y sensibles, para corroborar de manera indirecta la presencia de
cianobacterias en la biomasa, mediante la determinacién de sus toxinas (Robillot et al.,
2000; Whitton y Potts, 2000; Li et al., 2001; Quilliam et al., 2001).
1.8 Técnicas de identificacion y deteccion de especies toxicas

Continuamente se han tratado de identificar las especies de cianobacterias toxicas de
manera oportuna y asi evitar crecimientos exagerados. Sin embargo, las técnicas clasicas
comunmente utilizadas, tienen serias limitantes debido a que se basan principalmente en
caracteristicas morfométricas (como ramificaciones y tamano de tricomas, tamafio y forma
de células, presencia, forma y tamafio de heterocistos y/o acinetos, etc.) que pueden variar
dependiendo de muchos factores del medio como son la luz, temperatura, pH, salinidad,
nutrientes, oxigeno disuelto, etc (Pomati et al., 2000; Garcia-Pichel et al., 2001).

Por otro lado, la mayoria de las especies de cianobacterias son dificiles o virtualmente
imposibles de crecer en el laboratorio, por lo que se estima que menos del 5% de las
especies de cianobacterias estan actualmente disponibles (Gonzalez-Gil ef al., 1999), lo que
es fundamental para realizar pruebas de toxicidad (Rouhiainen et al., 1995; Barker et al.,
2000). Algunas veces se han reportado cambios significativos en las especies que se han
cultivado bajo condiciones inadecuadas o durante ciertos estadios de desarrollo, y consisten
basicamente en modificaciones en algunas caracteristicas morfologicas importantes para su
identificacion (Niibel et al., 1997; Gonzalez-Gil et al., 1999; Whitton y Potts, 2000). Por
ejemplo, las especies formadoras de heterocistos deben cultivarse en medios con niveles
bajos o ausentes de nitrégeno, y algunas otras especies que desarrollan ramificaciones

falsas o pelos multicelulares requieren de niveles de fosforo considerablemente mas altos
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que los que se registran en campo (Whitton y Potts, 2000). Adicionalmente, las técnicas
clasicas no permiten diferenciar cepas toxicas de las que no lo son (Rouhiainen et al., 1995;
Niibel et al., 1997; Fergusson et al., 2001; Roset et al., 2001).

Recientemente se han disefiado métodos reproducibles y mas confiables para el monitoreo
de cianobacterias en cuerpos de agua (basados en herramientas moleculares como la
caracterizacion de 4cidos nucleicos, hibridacion, PCR, secuenciacion, etc.) para la
identificacion de especies e incluso de cepas toxicas, proporcionando resultados mas
precisos y especificos (Neilan ef al., 1994; Rouhiainen ef al., 1995; Medlin, 1997; Niibel et

al., 1997; Rudi et al., 1998; Pomati et al., 2000; Whitton y Potts, 2000; Roset ef al., 2001).

2. Antecedentes

En las ultimas dos décadas se han reportado en muchos paises, intoxicaciones y muerte de
organismos de importancia comercial (moluscos, crusticeos, peces, ganado), relacionados
con proliferaciones de cianobacterias. Algunos de estos reportes incluyen problemas
asociados a la salud publica y pérdidas humanas (Lightner et al., 1978; Lightner, 1983;
Lambert et al., 1994; Karunasagar et al., 1997; Codd, 1998; Lirés et al, 1998; Cortés-
Altamirano y Licea-Duran, 1999; Saker y Eaglesham, 1999; Willame y Hoffmann, 1999; Li
etal.,2001).

En México no existen muchos reportes donde se vinculen problemas directos con
proliferaciones de cianobacterias (ver Tabla II). Sin embargo, en los ultimos afios se ha
puesto mayor atenciéon a este hecho, asociando anomalias reproductivas y fisiologicas,
intoxicacion y muerte de camarones cultivados (Cortés-Altamirano et al., 1997; Cortés-

Altamirano y Licea-Duran, 1999; Pérez-Linares, 2001; Pérez-Linares ef al., 2003; Alonso-
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Rodriguez y Pdez-Osuna, 2003), intoxicacion y muerte de aves (Sierra-Beltran et al., 2000)
e incluso irritacion de vias respiratorias y piel de personas que estuvieron en contacto con el
bloom o con organismos expuestos a la proliferacion de cianobacterias (Cortés-Altamirano
y Licea-Duran, 1999; Alonso-Rodriguez y Paez-Osuna, 2003). Cabe mencionar que el
esfuerzo realizado por Lopez-Cortés y colaboradores (1990 y 1999) ha permitido conocer la
sucesion de especies, crecimiento, identificacion y existencia de géneros potencialmente
dafiinos en estanques de cultivo de camaréon y en sedimentos intermareales en Baja
California Sur, ademas de estudios morfologicos y bioquimicos importantes para la
identificacion y caracterizacion de especies de cianobacterias en la Peninsula de Baja
California (Lopez-Cortés y Tovar, 1992; Maya et al., 2002). Estos trabajos han dado pauta
para conocer la necesidad de métodos mas modernos para la identificacion de
cianobacterias en el noroeste mexicano (Lopez-Cortés et al., 2001) y dado que los
problemas con cianobacterias toxicas estan tomando interés en todo el mundo por su
impacto econdmico, ecoldgico y en salud publica, es necesario tomar medidas rapidas y
confiables para su prevencion.

En varios paises como Australia, Italia, Irlanda y Tailandia, debido al constante crecimiento
de cianobacterias toxicas como Anabaena circinalis, Microcystis aeruginosa, Planktothrix
sp y Cylindrospermopsis raciborskii, asociadas a problemas de salud humana y animal (ver
Tabla II), se han aplicado con éxito sondas especie-especificas para discriminar especies y
cepas toxicas en aislamientos poliespecificos (Fergusson ef al., 2001; Baker et al., 2001;
Beltran y Neilan, 2000; Pomati et al., 2000; Saint et al., 2000; Li et al., 2001).

También se han utilizado sondas moleculares para relacionar las variaciones morfologicas y

toxicologicas de Nodularia, Aphanizomenon y Anabaena en cuerpos de agua de varios
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paises, encontrando diferencias genéticas significativas, ademas de diferencias
morfoldgicas y de produccion de toxinas (Bolch et al., 1999; Barker et al., 2000; Beltran y
Neilan, 2000). Baker y colaboradores (2001) demostraron que, mediante las secuencias de
ADN de cianobacterias, se pueden evidenciar cepas genotipicamente diferentes de un solo
morfotipo provenientes del mismo bloom, facilitando la tarea en estudios de campo.

Con respecto a marcadores moleculares, la caracterizacion de algunas regiones de la
subunidad ribosomal 16s (ADNr) ha resultado ser una herramienta muy versatil para
identificar cianobacterias (Niibel et al., 1999; Pomati, ef al., 2000), debido a que presenta
una gran cantidad de fragmentos variables que permiten discriminar entre especies e
incluso cepas (Van de Peer ef al., 1996; Niibel ef al., 1997). Esto ha permitido conocer las
relaciones evolutivas de varios grupos (Neilan ef al., 2000; Garcia-Pichel et al., 2001;
Turner et al., 2001; Litvaitis, 2002), identificar oportunamente la presencia de especies
toxicas formadoras de blooms (Rudi ef al., 1998; Dyble y Paerl, 2000; Fergusson et al.,
2001), y diferenciar cepas con roles ecologicos diferentes como el habitat, formacion de
sedimentos, fijacion de nitrégeno y la capacidad de producir toxinas (Beltran y Neilan,
2000; Dyble y Paerl, 2000; Garcia-Pichel et al., 2001; Moffit et al., 2001; Turner et al.,
2001).

En México las herramientas moleculares han sido utilizadas para caracterizar comunidades
de cianobacterias desde un punto de vista ecologico, estudiando la riqueza especifica,
identificando los diferentes morfotipos y conociendo sus relaciones filogenéticas (Niibel et
al., 1999; Lopez-Cortés et al., 2001). Sin embargo, debido a que es reciente el interés por el
impacto de las proliferaciones de cianobacterias toxicas, aun no existen suficientes trabajos

relacionados con técnicas moleculares y la toxicidad de ciertas especies de cianobacterias.
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Tabla II. Eventos toxicos mas sobresalientes en todo el mundo relacionados con proliferaciones de
cianobacterias y sus toxinas. Se incluye el aflo en que suscitd el evento, una breve descripcion de los dafos
causados, la localidad, las especies involucradas y la referencia.

Evento (afio) Localidad Especies Referencia
Envenenamiento en Palm Island, Australia Cylindrospermopsis Saker y Eaglesham, 1999
humanos (1980) raciborskii

Intoxicacion y muerte de
animales domésticos e
intoxicacion en humanos
(1989-1990)

Variacion en talla y peso,
estrés y muerte en
camarones cultivados.
Irritacion en piel y vias
respiratorias en humanos
(1991)

Cambios en olor, sabor y
aspecto del agua e
intoxicaciones en ganado
(1995)

126 personas intoxicadas
y 55 muertos por
presencia de microcistina
en hemodialisis (1996)
Intoxicaciones en
humanos y muerte en
organismos cultivados

(1997)

Hemorragias y promocion

de tumores en higado de
animales silvestres
(1990-1999)
Intoxicacion y muerte

aves (1999)

Nueva Zelanda, Alemania

Varios lagos en Inglaterra Microcystis aeruginosa 'y

y Escocia Oscillatoria

Sinaloa, México S. calcicola, A. elenkenii,
O. lemnitica y A.

aequalis

San Roque Dam, M. aeruginosa, A. flos-

Argentina aquae y A. circinalis

Caruaru, Brasil M. aeruginosa

India Schzothrix sp, Lingbya sp

y Synechococcus sp

Lagunas de Australia,

Nodularia sp
y E.U.A.

Tlahuac, México M. aeruginosa,y

A. variabilis

Codd y Beattie, 1991 en
Whitton y Potts, 2000

Cortés-Altamirano y

Licea-Duran, 1999

Scarafia et al., 1995

Codd, 1998
Harada y Tsuji, 1998
Liet al, 2001

Williams et al., 1997b

Karunasagar et al., 1997

Moffit et al., 2001

Sierra-Beltran et al., 2000
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3. Justificacion

A pesar de que se han establecido criterios para la identificacion de cianobacterias, éstos
aun son inconsistentes y presentan problemas, debido a que mediante ellos, no se puede
conocer la estabilidad morfologica de las comunidades silvestres, dando como resultado
identificaciones erréneas, sinonimias y confusiones (Medlin; 1997; Gonzalez-Gil et al.,
1999). Por eso, el uso de herramientas moleculares como la caracterizacion de acidos
nucleicos, provee resultados mas sensibles y especificos (Neilan et al., 1994; Rouhiainen et
al., 1995; Medlin; 1997; Niibel et al., 1997; Rudi et al., 1998), permitiendo la deteccion
oportuna e identificacion precisa de especies dafinas para monitorear la distribucion y la
expansion de especies potencialmente formadoras de blooms (Rudi et al., 1998; Dyble y
Paerl, 2000; Fergusson et al., 2001), asi como la discriminacion entre cepas toxicas de las
no toxicas, dentro de una misma especie (Van de Peer et al., 1996; Niibel et al., 1997;
Roset et al., 2001). Estas técnicas ademas de ser mas confiables son rapidas ya que, dentro
de una muestra polialgal, se pueden identificar las especies toxicas, permitiendo actuar de
inmediato, durante e incluso antes de la proliferacion de un bloom téxico (Baker et al.,
2001).

Por otro lado, desde 1997 la Organizacion Mundial de la Salud estableci6 como valor
provisional de referencia 1 pg/litro como nivel maximo aceptable de microcistina-LR en
agua potable (WHO, 1998). En la Union Europea existen criterios para conocer el “estado
ecoldgico” del agua potable, entre ellos se considera el conocer los taxa de fitoplancton
presentes (Roset et al., 2001). En paises como Gran Bretafia existen leyes que regulan la
cantidad maxima permisible de ficotoxinas, incluyendo las cianotoxinas en el agua para

consumo humano (UK Environment Agency, 1998), y en otros como Australia, Irlanda,
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Italia y Finlandia se regula la presencia de cianotoxinas en organismos para consumo
humano (Scoging, 1998; Jones, 2000). En México ain no se han establecido los niveles
maximos de cianotoxinas permitidos en agua potable y productos de exportacion e
importacion. Debido al contexto politico-social que estd viviendo el pais, es necesario
comenzar esta tarea, no s6lo para evitar intoxicaciéon y muerte de organismos silvestres y
cultivados (ademas de los impactos en la salud publica), si no también para poder competir
econdmicamente con paises que ya tienen leyes sobre este rubro como la Union Europea y
los Estados Unidos de América.

Mediante el uso de herramientas moleculares serd mdas confiable, rapida y facil la
determinacion de especies de cianobacterias toxicas y potencialmente tdxicas en cuerpos de
agua naturales y artificiales, antes de que se presente una proliferacion daiiina. Ademas, se
podran disefar mapas biogeograficos de especies de cianobacterias toxicas y sus relaciones
con el medio, de tal forma que, mediante programas de monitoreo constante, se podra

predecir su crecimiento.

4. Hipotesis
La subunidad ribosomal 16s (ADNr) de cianobacterias presenta algunos fragmentos
variables que permiten su diferenciacion a nivel género, asi como la discriminacién de

especies y/o cepas.



20

5. Objetivo General

Caracterizar secuencias parciales de la subunidad ribosomal 16s (ADNr) de algunas cepas
de cianobacterias toxicas y de especies silvestres asociadas a eventos toxicos, para buscar
fragmentos variables que puedan utilizarse en la discriminacion entre géneros, especies y
cepas.

5.1 Objetivos Especificos

1. Aislar especies de cianobacterias provenientes de cultivos polialgales silvestres
asociados a eventos toxicos, hasta obtener cultivos monoalgales.

2. Estandarizar métodos de lisis celular y extraccion de ADN gendémico (ADNg) para
cianobacterias.

3. Amplificar fragmentos de la subunidad ribosomal 16s (ADNr) de cianobacterias
mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (Polymerase Chain Reaction,
PCR), utilizando iniciadores (oligos o primers) especificos.

4. Obtener las secuencias parciales de la subunidad ribosomal 16s de especies de
cianobacterias toxicas de coleccion y de especies silvestres provenientes de
aislamientos naturales asociados a eventos toxicos.

5. Analizar las secuencias obtenidas mediante los paquetes DNAMAN® y BLAST
(NCBI) para detectar los fragmentos variables y conservados de las secuencias

parciales del gen 16s para conocer el porcentaje de homologia con otras especies.
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6. Materiales y Métodos
6.1 Organismos utilizados
Se utilizaron 38 cultivos de cianobacterias: 14 monoalgales y 24 polialgales, 11 de origen
marino y 27 de agua dulce (Tabla III). Los cultivos de referencia fueron obtenidos de la
Coleccion del Laboratorio de Botanica de la Universidad de Texas (UTEX). Estas cepas
fueron consideradas toxicas después de haber realizado bioensayos en raton. Otros cultivos
fueron aislados de eventos naturales, reportandose intoxicacion, diferentes dafos y muerte
en camarones cultivados, peces y aves migratorias (Cortés-Altamirano ef al., 1997; Sierra-
Beltran y Cortés-Altamirano, 2000; Sierra-Beltran et al., 2000; Pérez-Linares, 2001; Pérez-
Linares et al., 2003) ademds de irritacion en la piel en humanos (Cortés-Altamirano y
Licea-Duran, 1999).
6.2 Técnica de Cultivo

Para el cultivo de las cianobacterias se prepar6 medio ASN I (Sigma-Aldrich, Co.),
agregando 20 mL del concentrado del medio mas 12 uL de vitamina Bj; en 1000 mL de
agua de mar filtrada (35 %, filtros de diatomita y expuesta a rayos UV) y esterilizada en un
autoclave (120°C, 60 1b, 20 min) para las especies marinas, y para las especies de agua
dulce se utiliz6 agua destilada estéril. Posteriormente se inocularon 25 mL de medio con 5
mL de cada aislamiento o cepa y se mantuvieron a 21°C, iluminados por una lampara de
halégeno (62.5 pEi, 3200 lux) con un filtro verde-azul de papel celofan (para evitar el
blanqueamiento) con ciclos de luz/oscuridad 12/12. Después de 6 a 8 semanas del cultivo
(dependiendo de su tasa de crecimiento), las células se cosecharon, y se inocularon
nuevamente en medio fresco para mantener los stocks. La cosecha se realizo mediante

centrifugacion (4000xg/20 min/4°C), y la biomasa se mantuvo congelada a —20°C hasta su
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uso. Los aislamientos polialgales fueron sembrados en placas con medio ASN I sélido
(1.5% agar) para aislar las distintas especies que conformaban los cultivos y conseguir
aislamientos monoalgales, siguiendo el protocolo de cultivo antes mencionado.

6.3 Bacterias
Para conocer la carga bacteriana de los cultivos de cianobacterias se prepararon placas con
medio LB solido utilizando 20 g de LB deshidratado (Sigma-Aldrich Co.) y 15 gr de agar
(GIBCO-BRL") por cada 1000 mL de agua destilada. El medio se esterilizé en autoclave
vaciandose 15 mL en cada placa. Una vez que el medio se solidificd se sembré 1 mL de
cada cultivo de cianobacterias en dos placas: la primera se incub6 a 37°C y la segunda a
21°C durante 24 h. En ambos casos y en todos los procedimientos subsecuentes las
incubaciones de los cultivos bacterianos se realizaron en ausencia de luz.
Una vez transcurrido el tiempo de incubacion las bacterias se clasificaron de acuerdo a su
morfologia colonial (color, textura, forma, etc.), ssmbrandose por separado en placas con
medio LB, incubandose a 37°C durante 24 h. Posteriormente, de cada cultivo bacteriano se
pico una colonia aislada que se transfiri6 a un tubo estéril de 15 mL con 5 mL de medio LB

liquido, dejandolos incubar en agitacion (225 rpm) a 37°C durante 24 h.



Tabla III. Cultivos de cianobacterias del Laboratorio de Genética Molecular, CIBNOR.
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No. Fecha Procedencia Especie (s) Origen * Tipode Toéxico
Cultivo **

1 1999 UTEX 1935 Schizothrix calcicola FW M +
2 1999 UTEX 1444 Anabaena flos-aquae FW M +
3 1999 UTEX 2092 Nodularia spumigena FW M +
4 1999 UTEX 1935 S. calcicola FW M +
5 1999 UTEX 2092 N. spumigena FW M +
6 1999 UTEX 1813 S. calcicola FW M +
7 1999 UTEX 2383 A. flos-aquae FW M +
8 1999 UTEX 1444 A. flos-aquae FW M +
9 1999 UTEX 2383 A. flos-aquae FW M +
10 1999 UTEX 2092 N. spumigena FW M +
11 1999 UTEX 1444 A. flos-aquae FwW M +
12 1999 UTEX 1936 S. calcicola FW M +
13 1999 UTEX 1444 A. flos-aquae FW M +
14 1999 UTEX 1936 S. calcicola FW M +
15 2000 Mazatlan (hotel) M. aeruginosal/S. calcicola (?) M P +
16 1999 UTEX 2383 A. flos-aquae FW M +
17 1999 UTEX 2388 M. aeruginosa FW M +
18 2000 Tlahuac centro 4 M. aeruginosa/filamentos/Spyrulina FW P +
19 2000  Tahuac periferia 3 Anabaena sp/filamentos FW P +
20 2000 Tlahuac centro 2 M. aeruginosa/filamentos/Spyrulina FW P +
21 2000 Tlahuac centro M. aeruginosalS. calcicola/filamentos FW P +
22 2000 Tlahuac centro M. aeruginosalS. calcicola/filamentos FW P +
23 2000 Tlahuac periferia A. negroviridis (?7)/ filamentos FW P +
24 2000  Tlahuac periferia 4 Schizothrix sp/filamentos FWwW P +
25 2000 Mazatlan (estero) Especies filamentosas M P +
26 2000 CIBNOR Especies filamentosas M P

27 2000 CIBNOR Especies filamentosas M P

28 2000 CIBNOR Especies filamentosas M P

29 2000 Mazatlan (estero) S. calcicola (?)/filamentos M P +
30 2000 CIBNOR Especies filamentosas M P

31 2000 CIBNOR Especies filamentosas M P

32 2000 CIBNOR Especies filamentosas M P

34 1996 Cabo San Lucas Planktothrix agardiia (7) M M +
38 1996 Nayarit Especies filamentosas FwW P

39 1996 Nayarit Especies filamentosas FwW P

40 1996 Nayarit Especies filamentosas FW P

41 2000 Mazatlan (hotel) M. aeruginosa M M +
42 2000 Mazatlan (hotel) M. aeruginosa FW M +

* Origen FW= Agua Dulce, M= Marinos

**Tipo de Cultivo M= Monoalgales, P= Polialgales.
(?) especies sin corroborar
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6.4 Lisis y Extraccion de ADN gen6mico
Se ensayaron varios métodos para causar lisis y extraer ADN gendémico (ADNg) de
cianobacterias: 1) shock térmico (ciclos de congelamiento-descongelamiento con nitrogeno
liquido y bafio a 42°C), 2) disrupcion mecanica con perlas de vidrio, 3) agente comercial
DNAzol (GIBCO-BRL"), 4) fenol-cloroformo y 5) una combinacién de ellos. En el caso de
las bacterias se utilizé el protocolo de fenol-cloroformo; en todos los ensayos se realizaron
electroforesis (70V, 1.5h) en geles de agarosa-TBE (TBE 10X Tris 108 gr./ H;BOs 55
gr/EDTA 0.5 M pH 8.0 20 mL en 1000 mL de agua destilada) al 0.8% para observar el
rendimiento y la calidad del ADN extraido. La concentracion y pureza de los extractos de
ADN se determiné mediante espectrofotometria (Spectrophotometer Beckman, DU 640%)
leyendo la absorbancia a 260 y 280 nm. Finalmente se prepararon soluciones madre
(stocks) de ADNg de 100 ng/uL; las muestras se preservaron en alicuotas de 1 uL a —20°C
hasta su utilizacion.
6.5 Amplificacion por PCR

Para las reacciones de amplificacion de fragmentos de ADNr a partir de ADNg, tanto de
cianobacterias como de bacterias, se siguié el protocolo recomendado por Neilan et al
(1994) y Niibel et al. (1997), en el cual, por medio de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) e iniciadores (oligos o primers) especificos para cianobacterias, se
amplifican fragmentos de ~400 y ~700 pb provenientes de la subunidad ribosomal 16s. Los
primers se sintetizaron en el Instituto de Biotecnologia de la Universidad Auténoma de
Meéxico (http://www.ibt.unam.mx/sintesis). En la Tabla IV se resumen las caracteristicas

generales de los primers utilizados.



Tabla IV. Caracteristicas generales de los primers especificos para cianobacterias.
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Primer” Secuencia Sitio blanco”
CYAI106F 5’-CGG-ACG-GGT-GAG-TAA-CGC-GTG-A-3’ 106-127
CYA359F 5’-GGG-GAA-TYT-TCC-GCA-ATG-GG-3"° 359-378

CYAT78IR-I 5’-GAC-TAC-TGG-GGT-ATC-TAA-TCC-CAT-T-3’ 781-805
CYAT78IR-II 5’-GAC-TAC-AGG-GGT-ATC-TAA-TCC-CTT-T-3’ 781-805

“Clave del oligo donde la orientacion F(forward) y R (reverse) estd en relacion al ARNr.
°Numerados de acuerdo a los nucledtidos del ARNr de E. coli.
°Y= degeneracion de nucledtidos C/T

Brevemente, la mezcla de reaccion contenia 1 pl. de ADNg [100 ng/ pL], 2 pL de una

mezclas de primer forward y reverse [0.1 nmol/uL cada uno], 5 uL de buffer PCR 10X, 1

pL de dNTP’s (10 mM), 40.8 uL de agua milli-Q estéril y 1U de Taq Polimerasa (0.2 pL);

al final se adicionaron ~20uL de aceite mineral. Las reacciones de amplificacion se

realizaron en un termociclador Techne (Cyclogene®) de acuerdo al programa citado en la

Tabla V. Para observar el rendimiento, el tamafio y calidad de los amplicones obtenidos se

realizaron electroforesis (70V, 2h) en geles de agarosa-TBE al 1%.

Tabla V. Programa utilizado para la amplificacion de fragmentos de ADNr de cianobacterias mediante PCR.

Paso Temperatura Tiempo Ciclos
Pre-Desnaturalizacion 95°C 5 min 1
Desnaturalizacion 94°C 1 min
Alineamiento 50°C 1 min 30
Extension 72°C 2 min

Extension final 72°C 10 min
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6.6 Purificacion de Productos de PCR para secuenciacion
Los productos de PCR obtenidos se purificaron con el Kit comercial Concert (GIBCO-
BRL®) para eliminar dNTP’s y otras moléculas que interfirieren en el proceso de
secuenciacion. Brevemente, a las reacciones de amplificacion se les adiciond solucion de
ligacion en una proporcion 4:1 (v/v solucion de ligacidn:reaccion de PCR) y se mezclo
suavemente con la pipeta. Esta mezcla se pasé a un cartucho preparado con una matriz de
silica que se introdujo en un tubo colector. El sistema se centrifugd durante 1 minuto a
12,000xg desechandose el filtrado. Posteriormente se adicionaron 700 puL de buffer de
lavado (NaCl, EDTA, Tris-HCl y etanol) y se centrifugd durante 1 minuto a 12,000xg, se
desecho el filtrado y se centrifugd nuevamente para remover todos los remanentes de
buffer. Finalmente se colocd el cartucho en un tubo colector nuevo de 1.5 mL y se
adicionaron 50 pL de buffer TE (10 mM Tris pH 7.6, 1 mM EDTA, pH 8.0) previamente
calentado a 65-70°C. Se incubo6 durante 1 minuto a temperatura ambiente y se centrifugo6 a
12,000xg durante 2 minutos. La muestra se mantuvo a -20°C hasta su uso.
6.7 Secuenciacion

Los productos de PCR purificados (fragmentos de ~700 pb) fueron secuenciados en el
Laboratorio de Biologia Molecular del CIBNOR. Las muestras se prepararon en tubos de
200 puL, conteniendo ~70 ng de templado (~10 ng por cada 100pb), 3.5 pmol/uL del oligo
(forward o reverse, Tabla 1V), aforando a un volumen final de 12 pL con H,O milli-Q
estéril. Brevemente, el proceso de secuenciacion consiste basicamente de tres partes.
Durante la primera parte las muestras se someten a una amplificacion por PCR utilizando el
reactivo Big Dye V2° (Applied Biosystems, Foster City, CA) que consiste

fundamentalmente de bases marcadas con fluorescencia. Durante la segunda fase los
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productos de amplificacion se purifican mediante columnas Centri-Sep® (Appl. Biosys.), en
buffer TSR® (Appl. Biosys.) para mantener la cadena de ADN abierta. Finalmente las
muestras marcadas, purificadas y preparadas para secuenciar se cargan en un equipo ABI
310 PRISM Genetic Analyzer® (Appl. Biosys.), que consiste en un sistema de electroforesis
en una columna capilar, un detector de fluorescencia y un sistema de registro en el que se
almacenan los datos en forma de cromatogramas o archivos de texto.
6.8 Analisis de secuencias

Para visualizar los cromatogramas se utiliz6 el programa Chromas, con el cual se
verificaron las posibles lecturas erroneas y omisiones. Las secuencias crudas se analizaron
mediante el programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast/) para su comparacién con secuencias publicadas en el
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), verificando su identidad asi como las especies
mas relacionadas, su porcentaje de homologia, cantidad de bases similares, etc.

Una vez que se confirmaron las secuencias, se utilizo el programa DNAMAN® para
obtener la secuencia consenso, ensamblando las secuencias “forward” y “reverse”, para el
analisis de alineamiento y determinar, de esta forma, las regiones conservadas y variables,

ademas de la construccion de un dendograma de homologias de las especies analizadas.

7. Resultados

7.1 Cultivos
La Figura 3 muestra algunas de las especies de cianobacterias estudiadas. Las micrografias
se tomaron con un aumento de 40X con un microscopio optico (Nikon Optiphot-2° con

ocular 10X) y el software Snappy Photo Delux®. De los cultivos de origen silvestre se



28

obtuvieron 8 cultivos monoalgales (Tabla VI), debido a que solo una o dos especies
dominaban el cultivo s6lido mientras que las demas morian, de esta forma se aislé una sola
especie por placa. Por otro lado, para especies de Chrococcales, como Microcystis, no se

obtuvo un crecimiento exitoso en medio solido, por lo que en la mayoria de las placas no

fue posible recuperar esas especies.

Figura 3. Micrografias (40X) de algunos de los cultivos monoalgales de cianobacterias del Laboratorio de
Genética Molecular, CIBNOR y de la UTEX. A) Cultivo 1 Schizothrix calcicola (UTEX 1935); B) Cultivo 2
Anabaena flos-aquae (UTEX 1444); C) Cultivo 3 Nodularia spumigena (UTEX 2092); D) Cultivo 23
Anabaena variabilis (Tlahuac); E) Cultivo 25 Geitlerinema sp. (CIBNOR); F) Cultivo 42 Synechococcus sp.
(Mazatlan).

7.2 Bacterias
Las placas sembradas con cultivos de cianobacterias que se incubaron a 21°C (temperatura
en la que se mantienen los cultivos de cianobacterias) no presentaron crecimiento
bacteriano, mientras que las que se incubaron a 37°C presentaron de cero hasta un maximo

de 2 colonias bacterianas diferentes por placa. Se aislaron un total de 41 colonias
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bacterianas provenientes de los cultivos de cianobacterias, sin embargo, solo se presentaron
en total 7 morfotipos diferentes en total.
7.3 Extraccion de ADN genomico
7.3.1 ADN genomico de cianobacterias

Con la mayoria de las técnicas utilizadas para causar lisis y extraer ADNg se obtuvieron
bajos rendimientos de ADN y baja calidad, sin embargo, con el protocolo estdndar de fenol-
cloroformo, usando perlas de vidrio para provocar lisis, se obtuvo el mejor rendimiento y
calidad de ADN (Figura 4), por lo que se opt6 por el uso de éste método. Cabe mencionar
que al parecer el ADNg de cianobacterias (en especial de las especies S. calcicola y M.
aeruginosa) es muy fragil y puede degradarse después de cierto tiempo si se mantiene
resuspendido en buffer TE a —20°C (Figura 5), ademas de que las lecturas en el
espectrofotdmetro presentan baja pureza, a pesar de tener altos rendimientos. Por lo anterior
las muestras de ADNg se mantuvieron precipitadas en etanol absoluto a —20°C hasta su
utilizacion, ademas de resuspenderlas posteriormente en agua milli-Q en lugar de TE, para
evitar su degradacion temprana e interferencia de sustancias en la lectura en el
espectrofotometro. Se extrajo ADNg de 25 cultivos monoalgales de cianobacterias, tanto
comerciales como de origen natural, algunas provenientes de agua dulce y otras de agua

salobre o marina. Sin embargo, mediante PCR, solo fue posible amplificar 19 (Tabla VI).
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Tabla VI. Cultivos monoalgales de cianobacterias del Laboratorio de Genética Molecular, CIBNOR,
utilizados para la amplificacion del 16s ADNr.

No. de Cultivo Procedencia Especie aislada

1 UTEX 1935 Schizothrix calcicola

2 UTEX 1444 Anabaena flos-aquae

3 UTEX 2092 Nodularia spumigena

4 UTEX 1935 S. calcicola

5 UTEX 2092 N. spumigena

7 UTEX 2383 A. flos-aquae

8 UTEX 1444 A. flos-aquae

9 UTEX 2383 A. flos-aquae

10 UTEX 2092 N. spumigena

11 UTEX 1444 A. flos-aquae

13 UTEX 1444 A. flos-aquae
15-A Mazatlan (hotel) S. calcicola ?
23-A Tlahuac periferia A. negroviridis ?
25-A Mazatlan (estero) Especie filamentosa ?
29-A Mazatlan (estero) S. calcicola ?
30-A CIBNOR Especie filamentosa ?
31-A CIBNOR Especie filamentosa ?

34 Cabo San Lucas Planktothrix agardiia ?

42 Mazatlan (hotel) M. aeruginosa ?

(?) especies sin corroborar

P
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Figura 4. Gel agarosa-TBE al 0.8% mostrando bandas de ADN gendémico de cianobacterias (carriles 1, 4-12)
obtenido con el protocolo estandar de fenol-cloroformo y perlas de vidrio. En los carriles 2 y 3 la extraccion
fue en baja cantidad (tincion Et-Br).
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Figura 5. Gel agarosa-TBE al 0.8% donde se observan algunas muestras de ADNg parcialmente degradado
principalmente de S. calcicola (carriles 1,4, 7,9y 10 gel Ay 1 gel B) y Synechococcus sp. (4y 5 gel B). Los
demas carriles corresponden a ADNg de N. spumigena (3 y 8 gel A) y Anabaena flos-aquae (2, 5y 6, gel A).
WM = marcador molecular 1Kb (Life Technologies). Técnica de tincion Et-Br.

7.3.2 ADN genomico de bacterias
Mediante el protocolo de fenol-cloroformo y causando la disrupcion celular con perlas de
vidrio se obtuvo ADNg de buena calidad y en cantidad, a partir de las colonias bacterianas

aisladas de los cultivos de cianobacterias (Figura 6).

1b 1c 2a 2¢ 3c 4a 5¢ 7b 8b 9c 9f 10¢'10f Wl 1]:0126,.],3614C_1-4PEC166&024624g390 39d 39¢ 42¢
.

Figura 6. Gel agarosa-TBE al 0.8% mostrando bandas de ADN genomico de bacterias asociadas a los
cultivos de cianobacterias. EIl ADN fue obtenido mediante el protocolo estandar de fenol-cloroformo y perlas
de vidrio. Numero = cultivo de cianobacteria y Letra = tipo de colonia bacteriana. Técnica de tincion Et-Br.
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7.4 Amplificacion por PCR
7.4.1 Amplificacion de ADN de cianobacterias

Mediante la reaccion en cadena de la polimerasa se observé que con las dos mezcla de los
oligos CYAI06F/CYAT781R-1 y CYAI106F/CYA781R-II (Tabla IV), que amplifican
fragmentos de ~700 pb se logran mejores resultados ya que los amplicones obtenidos
presentaron alta calidad y cantidad en todas las especies ensayadas, en especial con la
primera mezcla (Figura 7A). Por otro lado, con la mezcla de los oligos
CYA359F/CYAT781R-I (que amplifican fragmentos de ~400 pb) se obtuvieron amplicones
de baja calidad (Figura 7B, carriles inferiores), o bien no hubo amplificacion al utilizar la
mezcla de los oligos CYA359F/CYA781R-II (Figura 7B carriles superiores). Por lo que
solo se utilizaron los oligos CYA106F/CYA781R-I.

C+
8§ 9101112

No amplicones  wm
—

SSNNNee <« s

1 6 7 C-C- C+ WM

Figura 7. Geles agarosa-TBE al 1% para observar el rendimiento y calidad de los amplicones obtenidos
mediante PCR. A) Utilizando las mezclas de los oligos CYA106F/CYA70IR-I (carriles 1-7) y
CYA106F/CYA701R-II (carriles 8-12), que amplifican fragmentos de ~700 pb; B) Utilizando los oligos que
amplifican fragmentos de ~400 pb, con la mezcla CYA359F/CYA701R-II no se obtuvieron amplicones (parte
superior, carriles 1-7) y con la mezcla CYA359F/CYA701R-I se obtuvieron amplicones de baja calidad y
cantidad (parte inferior, carriles 1-7). WM = marcador 1Kb (Life Technologies). Técnica de tincion Et-Br.
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7.4.2 Amplificacion de ADN de bacterias
Dada la dificultad de eliminar la carga bacteriana de los cultivos de cianobacterias, ya que
tratamientos con antibidticos pueden repercutir en la integridad de las cianobacterias y
probablemente sea una relacion simbidtica, se optd por eliminar la posibilidad de
interferencia de la carga genética bacteriana al probar los oligos disefiados para amplificar
regiones especificas del ADN de cianobacterias (gen 16s) usando como templado ADNg
bacteriano. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 8, en donde se confirma que
los oligos utilizados no amplifican ADN de bacterias bajo las mismas condiciones de

ensayo que en cianobacterias.

No amplicones

Figura 8. Gel de agarosa-TBE al 1% donde se confirma que los oligos disefiados para amplificar ADN de
cianobacterias no amplifican ADN de las bacterias asociadas a los cultivos. WM = marcador molecular 1 Kb
(Life Techonolgies). Técnica de tincion Et-Br.

7.5 Secuenciacion
Se secuenciaron productos de PCR de 19 cultivos de cianobacterias en ambas direcciones
(forward y reverse) usando los primers CYA106F y CYA781R-I, obteniéndose secuencias
entre 557 pb 'y 616 pb con lectura confiable (ver Apéndice I), después de haberse analizado
detalladamente con el programa Chromas. Estas secuencias se confrontaron con las

reportadas previamente en las bases de datos mundiales a través del programa BLAST



34

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), disponible en linea. Los resultados obtenidos se muestran

en la Tabla VII, donde se presentan las 19 especies analizadas, la especie mas cercana a

cada una (de acuerdo al anélisis BLAST), asi como el porcentaje de homologia encontrado,

el numero de bases que coinciden y la clave de acceso en el GenBank del organismo

correspondiente.

Tabla VII. Resultados del analisis de homologia BLAST de las secuencias de nucleotidos obtenidas de las
especies consideradas en este estudio.

No."  Procedencia Especie Especie mas cercana No.Acc.” ID¢ Hom.*
LPP-group
1 UTEX 1935 Schizothrix calcicola MBIC10087 gene for ~ AB058225  576/585 98%
4 UTEX 1935 S. calcicola 16s rRNA, partial
15 Mazatlan S. calcicola (?) sequence
2 UTEX 1444  Anabaena flos-aquae Anabaena variabilis
8 UTEX 1444 A. flos-aquae strain NIES23 16s AF247593  577/584 98%
11 UTEX 1444 A. flos-aquae ribosomal RNA gene,
13 UTEX 1444 A. flos-aquae partial sequence
Nodularia spumigena
3 UTEX 2092  Nodularia spumigena strain UTEX-B2092 AF268022  578/587 98%
5 UTEX 2092 N. spumigena 16s ribosomal RNA
10 UTEX 2092 N. spumigena gene, partial
sequence
Anabaena flos-aquae
7 UTEX 2383 A. flos-aquae strain NIER-10002 AY074799  563/568 99%
9 UTEX 2383 A. flos-aquae 16s ribosomal RNA
gene,partial sequence
Anabaena variabilis
23 Tlahuac per. A. negroviridis (?) NIES23 16s AF247593  582/612 95%
ribosomal RNA gene,
partial sequence
25 Mazatlan Especie filamentosa Geitlerinema sp. PCC
30 CIBNOR Especie filamentosa 7105 small subunit AF132780  592/595 99%
31 CIBNOR Especie filamentosa  ribosomal RNA gene,
34 C.S. Lucas P. agardiia (7) partial sequence
Geitlerinema sp.
29 Mazatlan S. calcicola (?) PCC9452 16s MSU96442  496/508 97%
ribosomal RNA gene,
partial sequence
Synechococcus sp.
42 Mazatlan M. aeruginosa (?) IR11 16s ribosomal AF448079  552/599 92%

RNA gene, partial
sequence

? Numero clave de los cultivos de cianobacterias del Laboratorio de Genética Molecular, CIBNOR.
®Ntmero de Acceso de la informacion de la especie en el GenBank.
“Proporcion de identidades encontradas en el BLAST solicitada/base de datos.
¢ Porcentaje de homologia de acuerdo a la proporcion encontrada.
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Las 19 muestras se agruparon en 6 especies diferentes dentro de 5 géneros, con un
porcentaje de homologias entre el 92 y 99%. La mayoria tuvo pocas no coincidencias
(mismatches) con las secuencias reportadas con anterioridad y coincidieron en la mayor
parte de la secuencia (% de identidad). Solamente 6 especies presentaron un nimero de
mismatches sensiblemente mayor (Cultivos 1, 4, 15, 23, 29 y 42).

7.6 Analisis de secuencias

Después de haber ensamblado ambas secuencias (forward y reverse) de cada una de las 19
muestras, usando el programa DNAMAN?®, se obtuvo el alineamiento de las secuencias
consenso y se pudieron observar los fragmentos conservados y los variables (Tablas VIII y
IX) entre las especies analizadas. En el Anexo II se muestran los alineamientos, sombreado
con diferentes tonos, el porcentaje de homologia entre las secencias (negro 100%, gris 75%
y blanco <50%). Se pueden observar algunas zonas variables que diferencian los distintos
géneros estudiados, otras las especies e incluso en el caso de las especies de Anabaena
variabilis 'y Geitlerinema sp (cultivos CIBNOR 23 y CIBNOR 29 respectivamente), se
pueden observar fragmentos que discriminan cepas dentro de la misma especie. Las Tablas
VIII y IX muestran algunos ejemplos de sitios en la secuencia de las especies estudiadas,
donde se pueden observar diferencias importantes que distinguen los 5 géneros
caracterizados y algunos fragmentos para discriminar especies e incluso cepas.

Tabla VIII. Algunos ejemplos de sitios en las secuencias de la subunidad ribosomal 16s (ADNr) de
cianobacterias toxicas donde se encuentran fragmentos variables que distinguen a los 5 géneros estudiados.

Género Secuencia Sitio blanco* Secuencia Sitio blanco*
Schizothrix TTTATC ACTGCA
Anabaena CACTGT AGCAAG
Nodularia CTATGT ~405 AACCTA ~428
Geitlerinema CATTTC GCCGAG
Synechococcus CGATTC TCCAGG

*Basado en la numeracion obtenida por el alineamiento (Apéndice II)
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Tabla IX. Algunos ejemplos de sitios en las secuencias de la subunidad ribosomal 16s (ADNr) de las
especies Anabaena variavilis y Geitlerinema sp donde se encuentran fragmentos variables que pueden ayudar
a la discriminacion de cepas, dentro de una misma especie.

Especies Secuencia Sitio blanco* Secuencia Sitio blanco*
A. variavilis ATTTATTGCCTAGAG TGTGGTAAGAGCG
(2,8,11y13) ~50 ~93
A. variavilis GCTTGCCGCCTGAGA GGGTGTAAGAGAC
(23)
Geitlerinema sp AAACTGCT TCGGAAA
(25,30,31y34) ~10 ~440
Geitlerinema sp GGGCGGTT GTGGACC
(29)

*Basado en la numeracion obtenida por el alineamiento (Apéndice II)

En la Figura 7 se muestra el dendograma de homologias obtenido del analisis de las
secuencias, observandose que las especies filamentosas se dividieron en 4 grupos diferentes
pertenecientes a los géneros Schizothrix, Anabaena, Nodularia y Geitlerinema. Por otro
lado, el unico género unicelular (Synechococcus) se agrupo aparte de las anteriores,

compartiendo un 86% con las demas.
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100% 95% 90% 85%
L | | J
1 Scalcicola UTEX 100%
4 Scalcicola UTEX 100%
15 Scalcicola M azt
2 Avariabilis UTEX 100%
8 A variabilis UTEX 100%
0,
11 Avariabilis UTEX ~ |L00%
13 Avariabilis UTEX 99%
7 Aflos-aquae UTEX 86%
1040 % 959 -
9 Aflos-aquae UTEX
23 Avariabilis Tlah — 939
3 Nspumigena UTEX 100%
5 Nspumigena UTEX [100%

10 Nspumigena UTEX

i i 86%
31 Geitlerinema CIB 100% ()

34 Geitlerinema CSL 100%

25 Geitlerinema M azt 100%

949
30 Geitlerinema CIB &

89%

29 Geitlerinema M azt

42 Synecho M azt

Figura 9. Dendograma de homologias entre las 19 especies de cianobacterias cultivadas en el Laboratorio de Genética
Molecular, CIBNOR. Con una linea de corte a un nivel de homologia al 94% se observan 5 grupos principales,
representados por los géneros Schizothrix, Anabaena, Nodularia, Gleiterinema 'y Synechococcus.
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8. Discusion

En los ultimos afios se ha tomado mayor interés en las proliferaciones de cianobacterias, las
cuales han sido mas frecuentes debido a cambios importantes en el medio (Hallegraeft,
1993; Landsberg y Shumway, 1998) favoreciendo su crecimiento excesivo, tanto de manera
uniespecifica como poliesepecifica (Whitton y Potts, 2000). En el presente trabajo se
pudieron aislar algunas de las especies que se encontraban en cultivos poliespecificos,
provenientes de muestras de eventos naturales (Tabla III). Sin embargo, solamente una de
las especies, en cada caso, dominaba y sobrevivia en medio sélido desplazando a las demas
y logrando su aislamiento. Como se mencionod en la introduccidn, las cianobacterias han
sido muy dificiles de cultivar, existiendo muy pocos cultivos axénicos disponibles y
algunos otros de manera unialgal (Gonzalez-Gil ef al., 1999). Una de las maneras efectivas
reportadas para aislar especies de microalgas provenientes de muestras polialgales es la
siembra en placa con medio s6lido y aunque es lenta (debido a que los organismos crecen a
una tasa mas baja), ha demostrado proveer un aislamiento seguro (Allen, 1973; Prescott,
1968; Bolch y Blackburn, 1996). A pesar de lo anterior, en este trabajo se obtuvo un bajo
nimero de especies aisladas (incluyendo las filamentosas), debido a las asociaciones que se
forman entre ellas, entrelazando los filamentos embebidos en una matriz mucilaginosa
(constituida por mucopolisacaridos y proteinas), dificultando su separacion individual
(Prescott, 1968; Dawes, 1981; Whitton y Potts, 2000). Ademas, muy probablemente, dichas
especies han desarrollado relaciones simbidticas, como es comun, impidiéndoles crecer de
manera independiente (Prescott, 1968; Dawes, 1981). Por otra parte, las especies
unicelulares morian a los pocos dias de haberse sembrado en medio s6lido, aun formando

colonias, mientras que las filamentosas crecieron exitosamente. Lo anterior se debe a la
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gruesa funda que recubre los tricomas, debido a que esta les confiere tolerancia a ambientes
variados y extremos, a la exposiciéon a rayos U.V., abrasion por erosion, asi como la
resistencia a desecacion (Prescott, 1968; Garcia-Pichel et al., 2001), mientras que las
especies unicelulares se protegen y se mantienen unidas con una secrecion extracelular de
mucoproteinas la cual, aparentemente, es menos resistente a la desecacion que la funda de
las filamentosas, provocando que las especies unicelulares no pudieran sobrevivir y/o
separarse de las otras especies del cultivo. Otra posible explicacion al bajo rendimiento
obtenido en el aislamiento de las especies de cianobacterias, es la simbiosis puede existir
entre algunas especies con varios organismos (bacterias, hongos, microalgas, otras
cianobacterias, etc.) cuya supervivencia y crecimiento exitoso dependen de la coexistencia
de ambos en el medio y sus interacciones metabodlicas (Prescott, 1968; Niibel et al., 1997;
Whitton y Potts, 2000). Lo anterior dificulta su aislamiento individual, es un
procedimiento que consume mucho tiempo e impide su crecimiento monoalgal exitoso en
laboratorio (Fitzsimons y Smith, 1984 en Niibel et al, 1997; Whitton y Potts, 2000).
Adicionalmente las concentraciones de nutrientes en el medio solido se mantuvieron
estables y como se describié anteriormente, el exceso o falta de algun nutriente puede
resultar en condiciones inhibitorias en cultivos monoalgales de cianobacterias (Pomati et
al., 2000; Whitton y Potts, 2000; Garcia-Pichel et al/, 2001). Por todo lo anterior, es
recomendable seguir realizando ensayos que nos permitan conocer los requerimientos
basicos necesarios para el mantenimiento de cianobacterias en laboratorio y estandarizar
algunas técnicas para su crecimiento exitoso, tanto en medios liquidos como s6lidos, ya que

de ello depende la cantidad de biomasa obtenida para eventuales investigaciones como
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toxicidad (bioensayos en raton, extraccion de toxinas, etc), produccion de pigmentos, O,
polisacéridos, y caracterizacion de acidos nucleicos (extraccion de ADNg), entre otros.

Por otro lado la mayoria de los cultivos presentaron bacterias asociadas (incluyendo las
cepas de origen comercial), ya que se ha comprobado que muchas cianobacterias requieren
de estos organismos para un mejor crecimiento, debido a que utilizan algunos nutrientes y
metabolitos secundarios que proveen las bacterias (Niibel et al., 1997; Yin et al., 1997;
Whitton y Potts, 2000). De cualquier modo se comprob6 que éstas bacterias no crecen a la
temperatura en que se mantuvieron los cultivos de cianobacterias (21°C) por lo que no se
incrementa su biomasa en el medio; ademés se corrobord que los primers utilizados no
amplifican ADNg bacteriano (Fig. 8). Otro punto importante de aclarar es que Yin et al.
(1997) ya habian demostrado que no existe correlacion entre la toxicidad o la produccion de
toxinas en cianobacterias con la carga bacteriana presente en los cultivos, ya que durante
algunos afios se atribuy6 esta capacidad en las cianobacterias a la presencia obligada de
bacterias en blooms toxicos.

Con respecto a la extraccion de ADN genomico, a pesar de ensayar varios métodos,
probados con anterioridad en células vegetales, animales, e incluso con resultados exitosos
en algunas cianobacterias (Niibel ef al., 1997), en este caso no fueron eficientes, debido a lo
dificil que resulta la eliminacion de la funda gruesa en las especies filamentosas, o bien la
disgregacion del mucus que rodea a las especies unicelulares. Estos recubrimientos
extracelulares dificultan la disrupcion mecénica de las células y la extraccion de acidos
nucleicos (Garcia-Pichel ef al., 2001). Para obtener mejores resultados en la extraccion de
ADN de cianobacterias es recomendable usar métodos no muy agresivos de disrupcion

celular, debido a que el ADN puede sufrir dafos que reducen la calidad y cantidad de ADN
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obtenido. Ademads es conveniente disefiar tratamientos previos para eliminar al maximo la
funda o mucus que recubre las células (Niibel ez al., 1997; Whitton y Potts, 2000; Wu et al.,
2000; Garcia-Pichel et al., 2001). Estos tratamientos pueden ser fisicos, como exposicion
del material biologico a temperaturas altas (~70°C) en bafio maria durante algunos minutos
para provocar la desnaturalizacion de los mucopolisacaridos, o bien quimicos como
exposicion a algunos solventes y altas concentraciones de sales (cloroformo-alcohol
isoamilico en una proporcioén 24:1; isopropanol, NaCl, KCI), los cuales eliminan en su
mayor parte la funda o la matriz de mucilago y otros contaminates, sin alterar la integridad
de las células y/o acidos nucleicos (Doyle y Doyle, 1987; Wu et al., 2000).

Otra observacion importante de mencionar es que el ADNg una vez extraido, presenta
inestabilidad en periodos de tiempo cortos (dias), percibiéndose su degradacion si se
mantenia en buffer TE o agua milli-Q a una temperatura de —20°C (Fig. 5), por lo que es
recomendable mantenerlo precipitado en etanol absoluto y conservarlo a una temperatura
de -20°C hasta su utilizacion. Con esta medida se consigui6 en este estudio la estabilidad
del ADNg por un tiempo prolongado, asi como un mejor rendimiento en la amplificacion.
Los primers utilizados fueron disefiados para amplificar regiones de la subunidad ribosomal
16s de cianobacterias, alineando todas las secuencias de cianobacterias reportadas hasta esa
fecha en el Proyecto de Base de datos Ribosomales o RDP de sus siglas en inglés (Maidak
et al., 1997), tomando como referencia la secuencia completa de la subunidad ribosomal
16s de Escherichia coli (Brosius ef al., 1981) debido a que se han reportado altas tasas de
sustitucion de nucledtidos y, por consiguiente, variabilidad en esa zona del genoma (Van
der Peer ef al., 1996). En general, los genes de ARNr se consideran mas conservados en

funcién y estructura que los genes que codifican proteinas (Tamarin, 1996; Twyman,1999;
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Niibel et al., 1997; Neilan, 2002), ademas de que presentan una gran tasa de sustitucion
atribuida a diferencias locales en necesidades funcionales y estructurales (Van de Peer et
al., 1996). La variabilidad o conservacion de nucleotidos en una secuencia tiene
implicaciones importantes. Los fragmentos variables sirven, entre otras cosas, como una
herramienta para discriminar especies mediante el desarrollo de sondas especie-especificas
o primers especificos para PCR (Van de Peer ef al., 1996; Niibel et al., 1997). Por otro
lado, las regiones conservadas en los genes por lo general estan relacionados con funciones
especificas en el organismo (Twyman,1999) y pueden ayudar al desarrollo de
oligonucleotidos para usarse como iniciadores en la amplificacion del mismo gen en otros
organismos (Van de Peer ef al., 1996; Bolch et al., 1999) y/o conocer sus relaciones y
origen filogenéticos (Barker ef al., 2000; Lopez-Cortés ef al., 2001; Litvaitis, 2002; Neilan,
2002). En varios estudios se ha corroborado que algunas regiones de la subunidad
ribosomal 16s (ARNr) de cianobacterias son herramientas muy versatiles para identificar y
discriminar especies y cepas del mismo aislamiento u oriegen (Niibel ef al., 1997; Niibel et
al., 1999; Pomati, et al., 2000), ademas de que estas secuencias son independientes de
condiciones de crecimiento o de cultivo, y pueden ser recuperadas de pequenas cantidades
de ADNg extraido de cultivos de laboratorio o de muestras silvestres (Neilan et al., 1994;
Niibel et al., 1997; Twyman,1999).

Niibel y sus colaboradores en 1997, disefiaron algunos oligos para amplificar esta region
del genoma, mencionando que el primer CYA106F coincidi6 con varios reportes hechos en
el GenBank, relacionados con la subunidad ribosomal 16s de procariontes no relacionados
con el Phylum Cyanobacteria, muchos de esos datos no contenian el sitio blanco del primer

reverso (CYA781IR-I y II, Tabla IV), ademds de que no coincidian en muchos de los
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nucleodtidos (un error de cada tres nucledtidos), concluyendo que no recomendaban este
primer para andlisis de comunidades microbianas. Sin embargo, en este trabajo se
observaron diferentes resultados, en gran medida debido al avance que se ha suscitado
desde entonces, en materia de herramientas moleculares y por consiguiente al crecimiento
de la base de datos del GenBank y del RDP. El uso del primer CYA106F junto con el
CYAT781-I mostraron coincidencias muy precisas en las secuencias de las especies
estudiadas comparandolas con las de referencia y las que se habian reportado anteriormente
(Figura 9), con pocos emparejamientos erroneos e incluso coincidiendo con la misma cepa,
como es el caso de Nodularia spumigena de UTEX B2092 (Tabla VII). Al construir el
dendograma de homologias (Figura 9) se corrobor6 la confiabilidad de los resultados,
agrupandose las especies filamentosas en 4 grupos pertenecientes a los géneros Schizothrix,
Anabaena, Nodularia y Geilterinema, separadas de la uUnica especie unicelular
Synechococcus, la cual compartia solo el 86% de homologia con el resto. Estos resultados
son coherentes con las relaciones filogenéticas reportadas previamente, utilizando
secuencias de ADNr 16s (Lopez-Cortés et al., 2001; Litvaitis, 2002; Neilan, 2002). Por otro
lado, se pudieron diferenciar dos especies del género Anabaena (A. variabilis y A. flos-
aquae, Tabla VII), distinguiendo inclusive una cepa silvestre de las otras especies de
referencia (CIBNOR 23A. A. variabilis, Tlahuac), la cual no habia sido identificada
correctamente (A. megroviridis, Tabla III) utilizando técnicas clasicas (microscopia y
morfometria). Esta cepa fue reportada como asociada a intoxicaciéon y muerte de aves
migratorias, dentro de un bloom polialgal (Sierra-Beltran et al., 2000). Aunado a lo
anterior, probablemente existen dos especies diferentes dentro del género Geitlerinema, ya

que la cepa CIBNOR 29A (Tabla VI), que proveniente de un estero en Mazatlan, presenta
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muchas regiones variables al compararla con los otros 4 cultivos del mismo género, 3 de
ellas de diferentes localidades (cepas CIBNOR 30A, 31A y 34) pero una del mismo origen
(cepa CIBNOR 25A, Mazatlan estero). Todas las cepas del género comparten un porcentaje
de homologia y coincidencias de nucle6tidos muy altos (Tabla VII y Apéndice II). Algo
que es importante mencionar es que este género no habia sido previamente relacionado con
eventos toxicos y, en este trabajo se cuenta con un cultivo (cepa CIBNOR 34) relacionado
con intoxicacion y muerte de peces en Cabo San Lucas, México (reporte no publicado). Lo
anterior no significa que la especie sea toxica per se, sin embargo, es importante tomar en
cuenta la relacion ecologica que puede vincular esta especie con otras especies toxicas
formadoras de blooms. Adicionalmente, se han reportado varios eventos dafiinos causados
por cianobacterias no toxicas, los cuales al crecer de manera desmedida, y formar en la
superficie una gruesa capa constituida por millones de filamentos o por una espesa matriz
mucilaginosa, obstruyen el paso de la luz en los cuerpos de agua, causando alteraciones y
muerte en los organismos que lo habitan (Whitton y Potts, 2000). También se ha reportado
muerte de zooplancton al perder motilidad, muerte en crustaceos y peces por la obstruccion
de branquias dificultando el intercambio de O,, y dafios en 6rganos filtradores de muchos
organismos debido a la adherencia de los filamentos o el mucus a éstos Organos
(Carmichael y Falconer, 1993; Zambrano y Canelo, 1996; Karunasagar y Karunasagar,
1997; Codd, 1998; Whitton y Potts, 2000). Es importante mencionar lo anterior debido a
que las proliferaciones de cianobacterias pueden impactar de muchas formas la salud del
ecosistema sin estar necesariamente relacionadas con produccion de toxinas (Whitton y

Potts, 2000).
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En el caso de las secuencias de Schizothrix calcicola, las coincidencias de nucleotidos y la
proporcion de identidades fueron menores (Tabla VII) debido a que no existen reportes
previos de este género en el GenBank. Sin embargo, tanto las especies de referencia de
agua dulce, como la silvestre del estero en Mazatlan (cepas CIBNOR 1, 4 y 15A, Tabla III),
tuvieron un porcentaje de homologia muy alto entre si (Apéndice II) coincidiendo en parte
con una especie filamentosa perteneciente al Orden Oscillatoriales (Tabla VII). Estas
secuencias son los primeros reportes del género en el GenBank para este género. Ademas,
no hubo diferencias entre las especies de agua dulce y la cepa salobre; esta especie ha sido
reportada como toxica (Lighner et al., 1978; Lighner, 1983; Premazzi y Volterra, 1993;
Whitton y Potts, 2000) y ha sido asociada a intoxicacion y muerte de camarones cultivados
e irritacion en humanos en afloramientos poliespecificos, en la misma regiéon donde fue
colectada la muestra silvestre (Cortés-Altamirano y Licea-Durdn, 1999). Finalmente, el
bloom del que se aislo la cepa CIBNOR 15 fue vinculada con muerte en peces (datos no
publicados).

El género Synechococcus (Gnica especie unicelular incluida en los resultados) presentd la
mas baja proporcion de identidades con la cepa de referencia del GenBank (Tabla VII),
pero por su origen silvestre, el nimero de fragmentos variables que presenta (Apéndice 1),
haberse reportado como toxica en la misma region donde se colectd (Cortés-Altamirano y
Licea-Duran, 1999) y haber sido aislada de un bloom donde se reportd6 muerte en peces
(datos no publicados), representa un resultado importante ya que también habia sido
identificada de manera errébnea mediante técnicas cldsicas (Tabla III) y nos proporciona
informacion valiosa para el disefio eventual de sondas especie-especificas y la creacion de

mapas biogeograficos de especies de cianobacterias toxicas de la region Noroeste de
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Meéxico. Con todo lo anterior, se puede concluir que el primer CYA106F junto con el
CYAT78I1R-I es efectivo para identificar de manera confiable especies de cianobacterias y
discriminarlas a nivel género, especie e incluso cepas, tanto de origen marino como de agua
dulce.

Por otro lado, el primer CYA359F reportado por Niibel y sus colaboradores (1997) como el
mas adecuado para la discriminacién a nivel género, especie y cepas en cianobacterias,
ademads de estudios de microbiota en comunidades polialgales, resultdé en amplificaciones
con bajo rendimiento y en la mayoria de los casos no hubo amplificacion. Este primer
contiene una degeneracion de nucledtidos C/T, ademas de que los primers CYA781R-1y II
presentan algunas sustituciones en nucledtidos entre si, que proveen de una mayor
probabilidad de amplificar el genotipo en cianobacterias (Niibel et al., 1997). Debido a
estas caracteristicas que distinguen ambos primers forward, probablemente tengan
diferentes requerimientos para una amplificacion mas efectiva, como por ejemplo, el
aumento de la temperatura de alineamiento en el PCR, para proveer un mejor apareamiento
de las bases del primer con el fragmento blanco del templado o bien evitar un alineamiento
no especifico del primer con fragmentos no deseados del ADNg. Adicionalmente se han
reportado algunos cambios y pasos extra en la amplificacion por PCR para cianobacterias,
como un paso intermedio de 1 minuto a 80°C entre la primera desnaturalizacion (5 min a
94°C, Tabla V) y los 30 ciclos subsiguientes (Niibel et al., 1997; Lopez-Cortés et al.,
2001), variaciones en el tiempo y la temperatura de alineamiento, asi como el nimero de
ciclos (Neilan et al., 1994; Rudi et al., 1998; Moffitt ef al., 2001), todo esto para mejorar la
especificidad de los primers durante la amplificacion. Estas alternativas podrian dar como

resultado la obtencion de amplicones de mejor calidad en las muestras estudiadas. Por otro
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lado, es interesante mencionar que todas las secuencias obtenidas en este estudio poseian la
sustitucion T en el fragmento correspondiente al primer CYA359F (Tabla IV), no
encontrando ni una sola con sustitucion C. Niibel y colaboradores (1997) mencionan que
aproximadamente el 50% de los genotipos de cianobacterias poseen la sustitucion T y el
otro 50% la C. Lo anterior puede dar indicios de la futura utilizacion de esta herramienta
para crear mapas biogeograficos debido a que, hasta la fecha, solo se han reportado
secuencias con sustitucion T para esta region, comparando estos resultados con los datos
obtenidos por Lopez-Cortés y colaboradores (2001).

Haciendo el alineamiento de las secuencias obtenidas con la secuencia completa del ADNr
16s de E. coli (Brosius et al., 1981) se pudo identificar el fragmento amplificado, que inicia
aproximadamente del nucleotido 1664 hasta el 2290 (datos no presentados). Basdndose en
la numeracién anterior y con el analisis de alineamiento en el DNAMAN® es posible
identificar fragmentos variables para el disefio de sondas género-especificas y especie-
especificas. En la Tabla VIII se muestran algunos ejemplos, donde a partir de los
nucleotidos 2069 y 2092 (~405 y 428, Apéndice II) existen fragmentos variables que
distinguen a los 5 géneros caracterizados: Schizothrix, Anabaena, Nodularia, Geitlerinema
y Synechococccus. Con estas variaciones en la secuencia del 16s ADNr se podran disefiar
primers especificos o sondas genero-especificas que ayudaran a la discriminacion de estos
géneros. Por otro lado, para el disefio de sondas especie-especificas se pueden dar dos
ejemplos con varios fragmentos ttiles (Tabla IX). En la secuencia de la muestra silvestre de
Geitlerinema (Cultivo 29) hay fragmentos que comienzan a partir de los nucledtidos 1674 y
1704 (~10 y 40, Tabla IX y Apéndice II) los cuales distinguen esta especie de los otros

géneros e incluso de las otras especies de Geitlerinema, ademas de que entre los
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nucledtidos 2092 y 2139 (~427-475, Apéndice II), hay fragmentos particulares de esta
cepa. El segundo ejemplo es el de Anabaena variabilis (CIBNOR 23A) en el que, a partir
de los nucledtidos 1714 y 1757 (~50 y 93, Tabla IX y Apéndice II) existen varias
sustituciones de nucleotidos y fragmentos que la distinguen de las demds cepas de A.
variabilis. Este ultimo ejemplo asi como el de Synechococcus sp. y Schizothrix calcicola
(de origen silvestre) pueden interpretarse como herramientas que ayudardn a la
identificacion confiable de cepas de cianobacterias toxicas o asociadas a eventos de
toxicidad. Aunque esta region del ADNr 16s no ha sido relacionada con la capacidad toxica
de las cianobacterias, las fracciones variables que distinguen cepas toxicas de las que no lo
son proveen una herramienta muy 1til en este aspecto.

A pesar de que los resultados obtenidos presentan avances hacia la discriminacion de
géneros, especies y cepas de cianobacterias, este método ain resulta costoso para aplicarlo
a los monitoreos rutinarios en cuerpos de agua naturales y artificiales, para un posible
diagnodstico de la presencia de cianobacterias toxicas. Es importante tomar medidas mas
concretas a futuro, como el disefio de sondas especie-especificas y primers especificos para
PCR. Sin embargo, estos datos pueden ser el comienzo de la creacion de mapas
biogeograficos de especies de cianobacterias toxicas en el Noroeste de México. Es
importante tomar en cuenta que las especies de cianobacterias cambian muchas
caracteristicas morfologicas al someterlas a condiciones de laboratorio, lo cual puede
interpretarse también al nivel bioquimico, fisiologico y molecular (expresion de algunos
genes), no manifestdndolas en medios ricos en nutrientes (Whitton y Potts, 2000). Por lo
tanto, se debe tener cuidado en la interpretacion de los datos obtenidos para aplicarlos en

campo, ya que en estas situaciones los organismos estdn creciendo bajo condiciones
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limitantes de nutrientes y con presiones ambientales que no se pueden controlar en
laboratorio, lo cual se puede traducir en diferentes resultados a nivel fisiologico comparado
con cepas de laboratorio.

Whitton y Potts (2000) mencionan que el uso de herramientas moleculares para la
identificacion de cianobacterias no solucionara todos los problemas, y cuestionan cudnto
podran ayudar en la confirmacion de los taxa reconocidos actualmente.
Desafortunadamente los arboles filogenéticos publicados muestran similitudes entre cepas
basados en fragmentos particulares del genoma y frecuentemente se han utilizado cepas
cuyos nombres genéricos y especificos son dudosos. Esto restringe el valor de tales
resultados, comparando relaciones evolutivas con relaciones taxondmicas sugeridas por

técnicas clasicas.

9. Conclusiones

Como conclusion del trabajo se puede decir que los oligos CYA106F y CYA781R-I son
utiles para la amplificacion de fragmentos del ADNr 16s. La secuencia parcial de esta
fraccion del ADNr presenta variaciones importantes para la discriminacion de géneros,
especies y cepas de cianobacterias toxicas y no toxicas. Ademas, es una herramienta
importante para la identificacion confiable de los taxa, provee informacion para el eventual
disefio de sondas género-especificas, especie-especificas y oligos para PCR, los cuales
podran ser utilizados en el futuro para establecer planes de monitoreo de especies de
cianobacterias potencialmente dafiinas en reservorios de agua.

Estos resultados también marcan la pauta para crear mapas biogeograficos de especies
toxicas para la region Noroeste del pais. Finalmente, es importante mencionar que las
herramientas moleculares no resolveran todos los problemas que existen en cuanto a la
identificacion confiable de cianobacterias, pero ayudaran en la unificacion de criterios en el

futuro.
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Es recomendable combinar las ventajas que proporcionan estas técnicas con las
metodologias clasicas (microscopia) para un consenso mas rapido y so6lido, ademas de los
ensayos en raton, cromatografia, inmunoensayos, etc., para el caso de especies toxicas,
consiguiendo resultados integrales que coadyuven al monitoreo y manejo de cuerpos de

agua naturales y artificiales.
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APENDICE I

Secuencias finales obtenidas para cada uno de las especies caracterizadas.

Secuencia: 1Scal UTEX 1935
No. de Registro: AY271841
Especie: Schizothrix calcicola
Regién: 16s ADNr
Lugar y fecha de colecta: Cultivo 1. UTEX 1935
No. de Organismos: 1
Lugar y fecha de secuenciacion: Laboratorio de Biologia Molecular, CIBNOR. La Paz,
B.C.S. Enero, 2003.
No. de bases: 599
Orientacioén: (-)

61

121
181
241
301
361
421
481
541

GACAACCGTT
CTGAGGATGA
ATCAGTAGCT
CTACGGGAGG
GCGTGGGGGA
GTACCTGAGG
CAAGCGTTAT
TTAAAGACTG
GGGTAGAGGG
GCGAAGGCGC

GGAAACGACG
ACTCGCGTCT
GGTCTGAGAG
CAGCAGTGGG
GGAATGTCTG
AATCAGCATC
CCGGAATTAT
CAGCTTAACT
AATTCCCAGT
TCTACTGGGC

Secuencia: 2Avar UTEX 1444
Especie: Anabaena variabilis
No. de Registro: AY271842
Regidén: 16s ADNr
Lugar y fecha de colecta: Cultivo 2. UTEX 1444
No. de Organismos: 1
Lugar y fecha de secuenciacion: Laboratorio de Biologia Molecular, CIBNOR. La Paz,
B.C.S. Enero, 2003.
No. de bases: 615
Orientacioén: (-)

61

121
181
241
301
361
421
481
541
601

GAATCTAGCT
AAGGTGAAAG
AGAGCGCACC
TGAGACACGG
AGCCTGACGG
CAGGGAATAA
CCGCGGTAAT
GTGGCACTGT
ACAGAGCTAG
GATCAGGAAG
GAAAGCTAGG

CTAGGTCGGG
ATTTATTGCC
AAGGCGACGA
CCCAGACTCC
AGCAATACCG
GAAAGTGAAG
ACGGAGGATG
AAGTCTGCTG
AGTACGTTCG
AACACCGGTG
GGAGC

GCTAATACCG
GATTAGCTAG
GATGATCAGC
GAATTTTCCG
TGGATTGTAA
GGCTAACTCC
TGGGCGTAAA
GTGGGCGAGC
GTAGCGGTGA
CACAACTGAC

GACAACCACT
TAGAGATGAG
TCAGTAGCTG
TACGGGAGGC
CGTGAGGGAG
GTACCTGAGG
CAAGCGTTAT
TTAAAGAGCA
GGGCAGAGGG
GCGAAAGCGC

CATATGGCGA
TTGGTGAAGT
CACACTGGGA
CAATGGGGGC
ACCCCTTTTC
GTGCCAGCAG
GCGTCCGTAG
GGTGGAAACT
AATGCGTAGA
GCTGAGGGAC

GGAAACGGTG
CTCGCGTCTG
GTCTGAGAGG
AGCAGTGGGG
GAAGGCTCTT
AATAAGCATC
CCGGAATGAT
AGGCTCAACC
AATTCCTGGT
TCTGCTAGGC

GAGCTAAAAG
AAAGGTTTAC
CTGAGACACG
AACCCTGACG
TCAGGGAAGA
CCGCGGTAAG
GCGGTTTATC
GATTAACTAG
TATTGGGAAG
GAAAGCTAGG

GCTAATACCG
ATTAGCTAGT
ATGATCAGCC
AATTTTCCGC
GGGTTGTAAA
GGCTAACTCC
TGGGCGTAAA
TTGTAAAGGC
GTAGCGGTGA
CGTAACTGAC

63

CTTAATGTGC
CAAGGCGACG
GCCCAGACTC
GAGCAACGCC
AGATCTGACG
ACGGAGGATG
AAGTCTGTCG
AGTGTGGTAG
AACACCAGTG
GGAGCTTGC

GATGTGCCGA
TGGTGTGGTA
ACACTGGGAC
AATGGGCGAA
CCTCTTTTCT
GTGCCAGCAG
GCGTCCGCAG
AGTGGAAACT
AATGCGTAGA
ACTGAGGGAC



Secuencia: 3Nspu UTEX B2092
Especie: Nondularia spumigena
No. de Registro: AY271843
Regidén: 16s ADNr
Lugar y fecha de colecta: Cultivo 3. UTEX B2092
No. de Organismos: 1
Lugar y fecha de secuenciacion: Laboratorio de Biologia Molecular, CIBNOR. La Paz,
B.C.S. Enero, 2003.
No. de bases: 615
Orientacioén: (-)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

GAATCTGGCT
GAGGTGAAAG
AAAGCGCACC
TGAGACACGG
AGCCTGACGG
CAGGGAAGAA
CCGCGGTAAT
GTGGCTATGT
ACAAGGCTAG
TATCAGGAAG
GAAAGCTAGG

TCAGGTCGGG
GCTTGCTGCC
TAGGCGACGA
CCCAGACTCC
AGCAATACCG
AAAAATGACG
ACGGAGGATG
AAGTCTGCTG
AGTGCGTTCG
AACACCAGTG
GGAGC

Secuencia: 4Scal UTEX 1935
Especie: Schizothrix calcicola
No. de Registro: AY271841
Regioén: 16s ADNr
Lugar y fecha de colecta: Cultivo 4. UTEX 1935
No. de Organismos: 1
Lugar y fecha de secuenciacion: Laboratorio de Biologia Molecular, CIBNOR. La Paz,
B.C.S. Enero, 2003.
No. de bases: 599
Orientacion: (-)

61

121
181
241
301
361
421
481
541

GACAACCGTT
CTGAGGATGA
ATCAGTAGCT
CTACGGGAGG
GCGTGGGGGA
GTACCTGAGG
CAAGCGTTAT
TTAAAGACTG
GGGTAGAGGG
GCGAAGGCGC

GGAAACGACG
ACTCGCGTCT
GGTCTGAGAG
CAGCAGTGGG
GGAATGTCTG
AATCAGCATC
CCGGAATTAT
CAGCTTAACT
AATTCCCAGT
TCTACTGGGC

GACAACCACT
TGAAGATGAG
TCAGTAGCTG
TACGGGAGGC
CGTGAGGGAG
GTACCTGAGG
CAAGCGTTAT
TTAAAGAACC
GGGTAGAGGG
GCGAAGGCGC

GCTAATACCG
GATTAGCTAG
GATGATCAGC
GAATTTTCCG
TGGATTGTAA
GGCTAACTCC
TGGGCGTAAA
GTGGGCGAGC
GTAGCGGTGA
CACAACTGAC

GGAAACGGTG
CTCGCGTCTG
GTCTGAGAGG
AGCAGTGGGG
GAAGGCTCTT
AATAAGCATC
CCGGAATGAT
TAGCTTAACT
AATTCCTGGT
TCTACTAGGC

CATATGGCGA
TTGGTGAAGT
CACACTGGGA
CAATGGGGGC
ACCCCTTTTC
GTGCCAGCAG
GCGTCCGTAG
GGTGGAAACT
AATGCGTAGA
GCTGAGGGAC

GCTAATACCG
ATTAGCTAGT
ATGATCAGCC
AATTTTCCGC
GGGTTGTAAA
GGCTAACTCC
TGGGCGTAAA
AGGTAAAAGC
GTAGCGGTGA
CGCAACTGAC

GAGCTAAAAG
AAAGGTTTAC
CTGAGACACG
AACCCTGACG
TCAGGGAAGA
CCGCGGTAAG
GCGGTTTATC
GATTAACTAG
TATTGGGAAG
GAAAGCTAGG

64

GATATGCCGA
AGGTGTGGTA
ACACTGGGAC
AATGGGCGAA
CCTCTTTTCT
GTGCCAGCAG
GGGTCCGCAG
AGTGGAAACT
AATGCGTAGA
ACTGAGGGAC

CTTAATGTGC
CAAGGCGACG
GCCCAGACTC
GAGCAACGCC
AGATCTGACG
ACGGAGGATG
AAGTCTGTCG
AGTGTGGTAG
AACACCAGTG
GGAGCTTGC



Secuencia: 5Nspu UTEX B2092
Especie: Nondularia spumigena
No. de Registro: AY271843

Regidén: 16s ADNr
Lugar y fecha de colecta: Cultivo 5. UTEX B2092
No. de Organismos: 1
Lugar y fecha de secuenciacion: Laboratorio de Biologia Molecular, CIBNOR. La Paz,
B.C.S. Enero, 2003.
No. de bases: 615
Orientacioén: (-)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

GAATCTGGCT
GAGGTGAAAG
AAAGCGCACC
TGAGACACGG
AGCCTGACGG
CAGGGAAGAA
CCGCGGTAAT
GTGGCTATGT
ACAAGGCTAG
TATCAGGAAG
GAAAGCTAGG

TCAGGTCGGG
GCTTGCTGCC
TAGGCGACGA
CCCAGACTCC
AGCAATACCG
AAAAATGACG
ACGGAGGATG
AAGTCTGCTG
AGTGCGTTCG
AACACCAGTG
GGAGC

Secuencia: 7Aflos UTEX 2383
Especie: Anabaena flos-aquae
No. de Registro: AY271844
Regién: 16s ADNr
Lugar y fecha de colecta: Cultivo 7. UTEX 2388
No. de Organismos: 1
Lugar y fecha de secuenciacion: Laboratorio de Biologia Molecular, CIBNOR. La Paz,
B.C.S. Enero, 2003.
No. de bases: 612
Orientacion: (-)

61

121
181
241
301
361
421
481
541
601

GATCTAGCTC
GTGAAAGATT
GCGCACCAAG
GACACGGCCC
CTGACGGAGC
GGAATAAGAA
CGGTAATACG
GCACTGTAAG
GAGCTAGAGT
CAGGAAGAAC
AGCTAGGGGA

TAGGTCGGGG
TATTGCCTAG
GCGACGATCA
AGACTCCTAC
AATACCGCGT
AGTGAAGGTA
GAGGATGCAA
TCTGCTGTTA
ACGTTCGGGG
ACCGGTGGCG
GC

GACAACCACT
TGAAGATGAG
TCAGTAGCTG
TACGGGAGGC
CGTGAGGGAG
GTACCTGAGG
CAAGCGTTAT
TTAAAGAACC
GGGTAGAGGG
GCGAAGGCGC

ACACCCTGGA
AGATGAGCTC
GTAGCTGGTC
GGGAGGCAGC
GAGGGAGGAA
CCTGAGGAAT
GCGTTATCCG
AAGAGCAAGG
CAGAGGGAAT
AAAGCGCTCT

GGAAACGGTG
CTCGCGTCTG
GTCTGAGAGG
AGCAGTGGGG
GAAGGCTCTT
AATAAGCATC
CCGGAATGAT
TAGCTTAACT
AATTCCTGGT
TCTACTAGGC

AACGGTGGCT
GCGTCTGATT
TGAGAGGATG
AGTGGGGAAT
GGCTCTTGGG
AAGCATCGGC
GAATGATTGG
CTCAACCTTG
TCCTGGTGTA
GCTAGGCCGT

GCTAATACCG
ATTAGCTAGT
ATGATCAGCC
AATTTTCCGC
GGGTTGTAAA
GGCTAACTCC
TGGGCGTAAA
AGGTAAAAGC
GTAGCGGTGA
CGCAACTGAC

AATACCGGAT
AGCTAGTTGG
ATCAGCCACA
TTTCCGCAAT
TTGTAAACCT
TAACTCCGTG
GCGTAAAGCG
TAAAGGCAGT
GCGGTGAAAT
AACTGACACT

65

GATATGCCGA
AGGTGTGGTA
ACACTGGGAC
AATGGGCGAA
CCTCTTTTCT
GTGCCAGCAG
GGGTCCGCAG
AGTGGAAACT
AATGCGTAGA
ACTGAGGGAC

GTGCCGAAAG
TGTGGTAAGA
CTGGGACTGA
GGGCGAAAGC
CTTTTCTCAG
CCAGCAGCCG
TCCGCAGGTG
GGAAACTACA
GCGTAGAGAT
GAGGGACGAA



Secuencia: 8Avari UTEX 1444
Especie: Anabaena variabilis
No. de Registro: AY271842
Regidén: 16s ADNr
Lugar y fecha de colecta: Cultivo 8. UTEX 1444
No. de Organismos: 1
Lugar y fecha de secuenciacion: Laboratorio de Biologia Molecular, CIBNOR. La Paz,
B.C.S. Enero, 2003.
No. de bases: 615
Orientacioén: (-)

61

121
181
241
301
361
421
481
541
601

GAATCTAACT
AAGGTGAAAG
AGAGCGCACC
TGAGACACGG
AGCCTGACGG
CAGGGAATAA
CCGCGGTAAT
GTGGCACTGT
ACAGAGCTAG
GATCAGGAAG
GAAAGCTAGG

TTAGGTCGGG
ATTTATTGCC
AAGGCGACGA
CCCAGACTCC
AGCAATACCG
GAAAGTGAAG
ACGGAGGATG
AAGTCTGCTG
AGTACGTTCG
AACACCGGTG
GGAGC

Secuencia: 9Aflos UTEX 2383
Especie: Anabaena flos-aquae
No. de Registro: AY271844
Regién: 16s ADNr
Lugar y fecha de colecta: Cultivo 9. UTEX 2388
No. de Organismos: 1
Lugar y fecha de secuenciacion: Laboratorio de Biologia Molecular, CIBNOR. La Paz,
B.C.S. Enero, 2003.
No. de bases: 612
Orientacion: (-)

61

121
181
241
301
361
421
481
541
601

GATCTAGCTC
GTGAAAGATT
GCGCACCAAG
GACACGGCCC
CTGACGGAGC
GGAATAAGAA
CGGTAATACG
GCACTGTAAG
GAGCTAGAGT
CAGGAAGAAC
AGCTAGGGGA

TAGGTCGGGG
TATTGCCTAG
GCGACGATCA
AGACTCCTAC
AATACCGCGT
AGTGAAGGTA
GAGGATGCAA
TCTGCTGTTA
ACGTTCGGGG
ACCGGTGGCG
GC

GACAACCACT
TAGAGATGAG
TCAGTAGCTG
TACGGGAGGC
CGTGAGGGAG
GTACCTGAGG
CAAGCGTTAT
TTAAAGAGCA
GGGCAGAGGG
GCGAAAGCGC

ACACCCTGGA
AGATGAGCTC
GTAGCTGGTC
GGGAGGCAGC
GAGGGAGGAA
CCTGAGGAAT
GCGTTATCCG
AAGAGCAAGG
CAGAGGGAAT
AAAGCGCTCT

GGAAACGGTG
CTCGCGTCTG
GTCTGAGAGG
AGCAGTGGGG
GAAGGCTCTT
AATAAGCATC
CCGGAATGAT
AGGCTCAACC
AATTCCTGGT
TCTGCTAGGC

AACGGTGGCT
GCGTCTGATT
TGAGAGGATG
AGTGGGGAAT
GGCTCTTGGG
AAGCATCGGC
GAATGATTGG
CTCAACCTTG
TCCTGGTGTA
GCTAGGCCGT

GCTAATACCG
ATTAGCTAGT
ATGATCAGCC
AATTTTCCGC
GGGTTGTAAA
GGCTAACTCC
TGGGCGTAAA
TTGTAAAGGC
GTAGCGGTGA
CGTAACTGAC

AATACCGGAT
AGCTAGTTGG
ATCAGCCACA
TTTCCGCAAT
TTGTAAACCT
TAACTCCGTG
GCGTAAAGCG
TAAAGGCAGT
GCGGTGAAAT
AACTGACACT

66

GATGTGCCGA
TGGTGTGGTA
ACACTGGGAC
AATGGGCGAA
CCTCTTTTCT
GTGCCAGCAG
GCGTCCGCAG
AGTGGAAACT
AATGCGTAGA
ACTGAGGGAC

GTGCCGAAAG
TGTGGTAAGA
CTGGGACTGA
GGGCGAAAGC
CTTTTCTCAG
CCAGCAGCCG
TCCGCAGGTG
GGAAACTACA
GCGTAGAGAT
GAGGGACGAA



Secuencia: 10Nspu UTEX B2092
Especie: Nondularia spumigena
No. de Registro: AY271843
Regidén: 16s ADNr
Lugar y fecha de colecta: Cultivo 10. UTEX B2092
No. de Organismos: 1
Lugar y fecha de secuenciacion: Laboratorio de Biologia Molecular, CIBNOR. La Paz,
B.C.S. Enero, 2003.
No. de bases: 615
Orientacioén: (-)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

GAATCTGGCT
GAGGTGAAAG
AAAGCGCACC
TGAGACACGG
AGCCTGACGG
CAGGGAAGAA
CCGCGGTAAT
GTGGCTATGT
ACAAGGCTAG
TATCAGGAAG
GAAAGCTAGG

TCAGGTCGGG
GCTTGCTGCC
TAGGCGACGA
CCCAGACTCC
AGCAATACCG
AAAAATGACG
ACGGAGGATG
AAGTCTGCTG
AGTGCGTTCG
AACACCAGTG
GGAGC

Secuencia: 11Avari UTEX 1444
Especie: Anabaena variabilis
No. de Registro: AY271842
Regién: 16s ADNr
Lugar y fecha de colecta: Cultivo 11. UTEX 1444
No. de Organismos: 1
Lugar y fecha de secuenciacion: Laboratorio de Biologia Molecular, CIBNOR. La Paz,
B.C.S. Enero, 2003.
No. de bases: 615
Orientacion: (-)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

GAATCTAGCT
AAGGTGAAAG
AGAGCGCACC
TGAGACACGG
AGCCTGACGG
CAGGGAATAA
CCGCGGTAAT
GTGGCACTGT
ACAGAGCTAG
GATCAGGAAG
GAAAGCTAGG

CTAGGTCGGG
ATTTATTGCC
AAGGCGACGA
CCCAGACTCC
AGCAATACCG
GAAAGTGAAG
ACGGAGGATG
AAGTCTGCTG
AGTACGTTCG
AACACCGGTG
GGAGC

GACAACCACT
TGAAGATGAG
TCAGTAGCTG
TACGGGAGGC
CGTGAGGGAG
GTACCTGAGG
CAAGCGTTAT
TTAAAGAACC
GGGTAGAGGG
GCGAAGGCGC

GACAACCACT
TAGAGATGAG
TCAGTAGCTG
TACGGGAGGC
CGTGAGGGAG
GTACCTGAGG
CAAGCGTTAT
TTAAAGAGCA
GGGCAGAGGG
GCGAAAGCGC

GGAAACGGTG
CTCGCGTCTG
GTCTGAGAGG
AGCAGTGGGG
GAAGGCTCTT
AATAAGCATC
CCGGAATGAT
TAGCTTAACT
AATTCCTGGT
TCTACTAGGC

GGAAACGGTG
CTCGCGTCTG
GTCTGAGAGG
AGCAGTGGGG
GAAGGCTCTT
AATAAGCATC
CCGGAATGAT
AGGCTCAACC
AATTCCTGGT
TCTGCTAGGC

GCTAATACCG
ATTAGCTAGT
ATGATCAGCC
AATTTTCCGC
GGGTTGTAAA
GGCTAACTCC
TGGGCGTAAA
AGGTAAAAGC
GTAGCGGTGA
CGCAACTGAC

GCTAATACCG
ATTAGCTAGT
ATGATCAGCC
AATTTTCCGC
GGGTTGTAAA
GGCTAACTCC
TGGGCGTAAA
TTGTAAAGGC
GTAGCGGTGA
CGTAACTGAC

67

GATATGCCGA
AGGTGTGGTA
ACACTGGGAC
AATGGGCGAA
CCTCTTTTCT
GTGCCAGCAG
GGGTCCGCAG
AGTGGAAACT
AATGCGTAGA
ACTGAGGGAC

GATGTGCCGA
TGGTGTGGTA
ACACTGGGAC
AATGGGCGAA
CCTCTTTTCT
GTGCCAGCAG
GCGTCCGCAG
AGTGGAAACT
AATGCGTAGA
ACTGAGGGAC



Secuencia: 13Avari UTEX 1444
Especie: Anabaena variabilis
No. de Registro: AY271842
Regidén: 16s ADNr
Lugar y fecha de colecta: Cultivo 13. UTEX 1444
No. de Organismos: 1
Lugar y fecha de secuenciacion: Laboratorio de Biologia Molecular, CIBNOR. La Paz,
B.C.S. Enero, 2003.
No. de bases: 615
Orientacioén: (-)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

GAATCTAGCT
AAGGTGAAAG
AGAGCGCACC
TGAGACACGG
AGCCTGACGG
CAGGGAATAA
CCGCGGTAAT
GTGGCACTGT
ACAGAGCTAG
GATCAGGAAG
GAAAGCTAGG

CTAGGTCGGG
ATTTATTGCC
AAGGCGACGA
CCCAGACTCC
AGCAATACCG
GAAAGTGAAG
ACGGAGGATG
AAGTCTGCTG
AGTACGTTCG
AACACCGGTG
GGAGC

Secuencia: 15Scal Mazt
Especie: Schizothrix calcicola, CIBNOR 15
No. de Registro: AY274615
Regidén: 16s ADNr
Lugar y fecha de colecta: Cultivo 15. Estero en Mazatlan, Sinaloa (México), 1999.
No. de Organismos: 1
Lugar y fecha de secuenciacion: Laboratorio de Biologia Molecular, CIBNOR. La Paz,
B.C.S. Enero, 2003.
No. de bases: 599
Orientacioén: (-)

61

121
181
241
301
361
421
481
541

GACAACCGTT
CTGAGGATGA
ATCAGTAGCT
CTACGGGAGG
GCGTGGGGGA
GTACCTGAGG
CAAGCGTTAT
TTAAAGACTG
GGGTAGAGGG
GCGAAGGCGC

GGAAACGACG
ACTCGCGTCT
GGTCTGAGAG
CAGCAGTGGG
GGAATGTCTG
AATCAGCATC
CCGGAATTAT
CAGCTTAACT
AATTCCCAGT
TCTACTGGGC

GACAACCACT
TAGAGATGAG
TCAGTAGCTG
TACGGGAGGC
CGTGAGGGAG
GTACCTGAGG
CAAGCGTTAT
TTAAAGAGCA
GGGCAGAGGG
GCGAAAGCGC

GCTAATACCG
GATTAGCTAG
GATGATCAGC
GAATTTTCCG
TGGATTGTAA
GGCTAACTCC
TGGGCGTAAA
GTGGGCGAGC
GTAGCGGTGA
CACAACTGAC

GGAAACGGTG
CTCGCGTCTG
GTCTGAGAGG
AGCAGTGGGG
GAAGGCTCTT
AATAAGCATC
CCGGAATGAT
AGGCTCAACC
AATTCCTGGT
TCTGCTAGGC

CATATGGCGA
TTGGTGAAGT
CACACTGGGA
CAATGGGGGC
ACCCCTTTTC
GTGCCAGCAG
GCGTCCGTAG
GGTGGAAACT
AATGCGTAGA
GCTGAGGGAC

GCTAATACCG
ATTAGCTAGT
ATGATCAGCC
AATTTTCCGC
GGGTTGTAAA
GGCTAACTCC
TGGGCGTAAA
TTGTAAAGGC
GTAGCGGTGA
CGTAACTGAC

GAGCTAAAAG
AAAGGTTTAC
CTGAGACACG
AACCCTGACG
TCAGGGAAGA
CCGCGGTAAG
GCGGTTTATC
GATTAACTAG
TATTGGGAAG
GAAAGCTAGG

68

GATGTGCCGA
TGGTGTGGTA
ACACTGGGAC
AATGGGCGAA
CCTCTTTTCT
GTGCCAGCAG
GCGTCCGCAG
AGTGGAAACT
AATGCGTAGA
ACTGAGGGAC

CTTAATGTGC
CAAGGCGACG
GCCCAGACTC
GAGCAACGCC
AGATCTGACG
ACGGAGGATG
AAGTCTGTCG
AGTGTGGTAG
AACACCAGTG
GGAGCTTGC



Secuencia: 23Avari Tlah
Especie: Anabaena variabilis, CIBNOR 23
No. de Registro: AY274616
Regidén: 16s ADNr
Lugar y fecha de colecta: Cultivo 23. Laguna de Tlahuac, Ciudad de México. 1999.
No. de Organismos: 1
Lugar y fecha de secuenciacion: Laboratorio de Biologia Molecular, CIBNOR. La Paz,
B.C.S. Enero, 2003.
No. de bases: 615
Orientacioén: (-)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

GAATCTACAT
GAGGTGAAAG
AGAGACCACC
TGACACACGG
AGCCTGACGG
CAGGGAACAA
CCGCGGTAAT
GTGGCACTGT
ACAGAGCTAG
GATCAGGAAG
GAAAGCTAGG

TCAGGTCGGG
GCTTGCCGCC
AAGGCGACGA
CCCAGACTCC
AGCAATACCG
GAAAGTGACG
ACGGAGGATG
AAGTCTGCTG
AGTACGTTCG
AACACCGGTG
GG

Secuencia: 25Geit Mazt
Especie: Geitlerinema sp., CIBNOR 25A
No. de Registro: AY274617
Regidén: 16s ADNr
Lugar y fecha de colecta: Cultivo 25-A. Estanque en hotel en Mazatlan, Sinaloa
(México). 1999.
No. de Organismos: 1
Lugar y fecha de secuenciacion: Laboratorio de Biologia Molecular, CIBNOR. La Paz,
B.C.S. Enero, 2003.
No. de bases: 609
Orientacioén: (-)

61

121
181
241
301
361
421
481
541
601

CTGCCTCGAG
GAAAAGAAAT
TTACCAAGGC
CACGGCCCAG
GACGGAGCAA
AAGAAGAACT
TAATACGGAG
TTTCAAGTCT
CTAGAGGTCG
GAAGAACACC
AGGGGCTCC

AGGGGGATAA
TTGCCTTGAG
GACGATCGGT
ACTCCTACGG
CGCCGCGTGG
GACGGTACCT
GAGGCAAGCG
GCTGTCAAAG
GTAGGGGCAG
GGTGGCGAAA

GACAACCACT
TGAGAATGAG
TCAGTAGCTG
TACGGGAGGC
CGTGAGGGAG
GTACCTGAGG
CAAGCGTTAT
TCAAAGAGCA
GGGCATAAGG
GCGAAAGCGT

CAGCGGGAAA
AGGGGCTCGC
AGCTGGTCTG
GAGGCAGCAG
GGGAAGAAGG
GAGGAATCAG
TTATCCGGAA
GCCGAGGCTC
AGGGAATTCC
GCGCTCTGCT

GGAAACGGTG
CTCGCGTCTG
GTCTGAGAGG
ACCAGCGGGG
GAAGGCTCTT
AATAAGCATC
CCGGAATGAT
AGGCTCAACC
AATTCCTGGT
TCTGCTAGGC

CTGCTGCTAA
GTCCGATTAG
AGAGGATGAG
TGGGGAATTT
CCTTTGGGTT
CCTCGGCTAA
TTATTGGGCG
AACTTCGGAA
CAGTGTAGCG
GGGCCGAACC

GCTAATACCG
ATTAGCTAGT
ATGATCAGCC
AATTTTCCGC
GGGTTGTAAA
GGCTAACTCC
TGGGCGTAAA
TTGTAAAGGC
GTAGCGGTGA
CTGTACTGAC

TACCCCATAT
CTAGTTGGTG
CAGCCACACT
TCCGCAATGG
GTAAACTCCT
CTCCGTGCCA
TAAAGCGTTC
AGGCAGTGGA
GTGAAATGCG
TGACGCTGAC

69

GATGTGCCGA
TGGGGGTGTA
ACACTGGGAC
AATGGGCGAA
CCTCTTTTCT
GTGCCAGCAG
GGGTCCGCAG
AGTGGAAACT
AATGCGTAGA
ACTGAGGGAC

GCCGAAAGGT
AGGTAAGAGC
GGGACTGAGA
GCGAAAGCCT
TTTCTCAGGG
GCAGCCGCGG
GTAGGCGGCG
AACTGAAAAG
TAGATATTGG
GGACGAAAGT



Secuencia: 29Geit Mazt
Especie: Geitlerinema sp., CIBNOR 29A
No. de Registro: AY274618
Regidén: 16s ADNr
Lugar y fecha de colecta: Cultivo 29-A. Estanque de hotel en Mazatlan, Sinaloa
(México). 1999.
No. de Organismos: 1

Lugar y fecha de secuenciacion:

B.C.S. Enero, 2003.
No. de bases: 577
Orientacioén: (-)

61

121
181
241
301
361
421
481
541

GGGGGGCGGT
GCTCGCGTCC
GGTCTGAGAG
CAGCAGTGGG
AGAAGGCCTT
AATCAGCCTC
CCGGAATTAT
CGGCTCAACT
AATTCCCAGT
TCTACTGCCC

TGCTAATACC
GATTAGCTAG
GATGAGCAGC
GAATTTTCCG
TGGGTTGTAA
GGCTAACTCC
TGGGCGTAAA
GTGGACCGGC
GTAGCGGTGA
CCCCCCT

Secuencia: 30Geit CIB
Especie: Geitlerinema sp., CIBNOR 30A
No. de Registro: AY274619
Regidén: 16s ADNr
Lugar y fecha de colecta: Cultivo 30-A. Estanque de cultivo supralitoral en el CIBNOR,
La Paz, B.C.S. (México). 1999.
No. de Organismos: 1

Lugar y fecha de secuenciacion:

B.C.S. Enero, 2003.
No. de bases: 586
Orientacioén: (-)

61

121
181
241
301
361
421
481
541

CGGGAAACTG
GGCTCGCGTC
TGGTCTGAGA
GCAGCAGTGG
AAGAAGGCCT
GAATCAGCCT
TCCGGAATTA
GAGGCTCAAC
GAATTCCCAG
CTCTGCTGGG

CTGCTAATAC
CGATTAGCTA
GGATGAGCAG
GGAATTTTCC
TTGGGTTGTA
CGGCTAACTC
TTGGGCGTAA
TTCGGAAAGG
TGTAGCGGTG
CCGAACCTGA

70

Laboratorio de Biologia Molecular, CIBNOR. La Paz,

CCATATGCCG
TTGGTGAGGT
CACACTGGGA
CAATGGGCGA
ACTCCTTTTC
GTGCCAGCAG
GCGTTCGTAG
AGTGGAAACT
AATGCGTAGA

AAAGGCGAAA
AAGAGCTTAC
CTGAGACACG
AAGCCTGACG
TCAGGGAAGA
CCGCGGTAAT
GCGGCATTTC
GGTGAGCTGG
TGTTGGGACG

AGAAATTTGC
CAAGGCGACG
GCCCAGACTC
GAGCAACGCC
AGCACTGACG
ACGGAGGAGG
AAGTCTGCTG
AGGTCGGTAG
CCCCCCGGTA

CTTGAGAGGG
ATCGGTAGCT
CTACGGGAGG
GCGTGGGGGA
GTACCTGAGG
CAAGCGTTAT
TCAAAGGCCG
GGGCAGAGGG
ACGAAGGCGC

Laboratorio de Biologia Molecular, CIBNOR. La Paz,

CCCATATGCC
GTTGGTGAGG
CCACACTGGG
GCAATGGGCG
AACTCCTTTT
CGTGCCAGCA
AGCGTTCGTA
CAGTGGAAAC
AAATGCGTAG
CGCTGACGGA

GAAAGGTGAA
TAAGAGCTTA
ACTGAGACAC
AAAGCCTGAC
CTCAGGGAAG
GCCGCGGTAA
GGCGGCGTTT
TGAAAAGCTA
ATATTGGGAA
CGAAAGTAGG

AAGAAATTTG
CCAAGGCGAC
GGCCCAGACT
GGAGCAACGC
AAGAACTGAC
TACGGAGGAG
CAAGTCTGCT
GAGGTCGGTA
GAACACCGGT
GGCTCC

CCTTGAGAGG
GATCGGTAGC
CCTACGGGAG
CGCGTGGGGG
GGTACCTGAG
GCAAGCGTTA
GTCAAAGGCC
GGGGCAGAGG
GGCGAAAGCG



Secuencia: 31Geit CIB
Especie: Geitlerinema sp., CIBNOR 31A
No. de Registro: AY274620
Regidén: 16s ADNr
Lugar y fecha de colecta: Cultivo 31-A. Estanque de cultivo supralitoral en el CIBNOR,
La Paz, B.C.S. (México). 1999.
No. de Organismos: 1

Lugar y fecha de secuenciacion: Laboratorio de Biologia Molecular, CIBNOR. La Paz,
B.C.S. Enero, 2003.
No. de bases: 610
Orientacioén: (-)

61

121
181
241
301
361
421
481
541
601

CTGCCTCGAG
TGAAAAGAAA
CTTACCAAGG
ACACGGCCCA
TGACGGAGCA
GAAGAAGAAC
GTAATACGGA
GTTTCAAGTC
GCTAGAGGTC
GGAAGAACAC
TAGGGGCTCC

GAGGGGGATA
TTTGCCTTGA
CGACGATCGG
GACTCCTACG
ACGCCGCGTG
TGACGGTACC
GGAGGCAAGC
TGCTGTCAAA
GGTAGGGGCA
CGGTGGCGAA

Secuencia: 34Geit CSL
Especie: Geitlerinema sp., CIBNOR 34
No. de Registro: AY274621
Regién: 16s ADNr
Lugar y fecha de colecta: Cultivo 34. Estero en Cabo San Lucas, B.C.S. (México). 1996.
No. de Organismos: 1
Lugar y fecha de secuenciacion: Laboratorio de Biologia Molecular, CIBNOR. La Paz,
B.C.S. Enero, 2003.
No. de bases: 613
Orientacion: (-)

61

121
181
241
301
361
421
481
541
601

GACCTGCCTC
AGGTGAAAAG
GAGCTTACCA
GAGACACGGC
GCCTGACGGA
AGGGAAGAAG
GCGGTAATAC
GGCGTTTCAA
AAAGCTAGAG
TTGGGAAGAA
AAGTAGGGGC

GAGGAGGGGG
AAATTTGCCT
AGGCGACGAT
CCAGACTCCT
GCAACGCCGC
AACTGACGGT
GGAGGAGGCA
GTCTGCTGTC
GTCGGTAGGG
CACCGGTGGC
TCC

ACAGCGGGAA
GAGGGGCTCG
TAGCTGGTCT
GGAGGCAGCA
GGGGAAGAAG
TGAGGAATCA
GTTATCCGGA
GGCCGAGGCT
GAGGGAATTC
AGCGCTCTGC

ATAACAGCGG
TGAGAGGGGC
CGGTAGCTGG
ACGGGAGGCA
GTGGGGGAAG
ACCTGAGGAA
AGCGTTATCC
AAAGGCCGAG
GCAGAGGGAA
GAAAGCGCTC

ACTGCTGCTA
CGTCCGATTA
GAGAGGATGA
GTGGGGAATT
GCCTTTGGGT
GCCTCGGCTA
ATTATTGGGC
CAACTTCGGA
CCAGTGTAGC
TGGGCCGAAC

GAAACTGCTG
TCGCGTCCGA
TCTGAGAGGA
GCAGTGGGGA
AAGGCCTTTG
TCAGCCTCGG
GGAATTATTG
GCTCAACTTC
TTCCCAGTGT
TGCTGGGCCG

ATACCCCATA
GCTAGTTGGT
GCAGCCACAC
TTCCGCAATG
TGTAAACTCC
ACTCCGTGCC
GTAAAGCGTT
AAGGCAGTGG
GGTGAAATGC
CTGACGCTGA

CTAATACCCC
TTAGCTAGTT
TGAGCAGCCA
ATTTTCCGCA
GGTTGTAAAC
CTAACTCCGT
GGCGTAAAGC
GGAAAGGCAG
AGCGGTGAAA
AACCTGACGC

71

TGCCGAAAGG
GAGGTAAGAG
TGGGACTGAG
GGCGAAAGCC
TTTTCTCAGG
AGCAGCCGCG
CGTAGGCGGC
AAACTGAAAA
GTAGATATTG
CGGACGAAAG

ATATGCCGAA
GGTGAGGTAA
CACTGGGACT
ATGGGCGAAA
TCCTTTTCTC
GCCAGCAGCC
GTTCGTAGGC
TGGAAACTGA
TGCGTAGATA
TGACGGACGA



Secuencia: 42Synech Mazt
Especie: Synechococcus sp., CIBNOR 42
No. de Registro: AY274622
Regidén: 16s ADNr
Lugar y fecha de colecta: Cultivo 42. Estero en Mazatlan, Sinaloa (México). 1999.
No. de Organismos: 1
Lugar y fecha de secuenciacion: Laboratorio de Biologia Molecular, CIBNOR. La Paz,
B.C.S. Enero, 2003.
No. de bases: 616
Orientacioén: (-)

61

121
181
241
301
361
421
481
541
601

GATCTAGCTT
GGGTGAAATG
TAAGAGCTCA
ACTGAGACAC
AAAGCCTGAC
GTGAGGGAAG
GCCGCGGTAA
GGTGGCGATT
TGGATTGCTA
ATATCGGGAA
CGAAAGCTAG

TAGGAGGGGG
GTTTATTCCG
CCAAGGCAAC
GGCCCAGACT
GGAGCAATAC
AAGATCTGAC
GACGGAGGAG
CAAGTCTGCT
GAGTACGGTA
GAACACCAGT
GGGAGC

ATAACAGTGG
CCTAAAGATG
GATCAGTAAC
CCTACGGGAG
CGCGTGCGGG
GGTACCTCAC
GCAAGCGTTA
GTCAAAGTCC
GGGGCAGAGG
GGCGAAGGCG

GAAACTGCTG
AGCTCGCGTC
TGGTCTGAGA
GCAGCAGTGG
AGGAAGCCCT
GAATCAGCCT
TCCGGAATTA
AGGGCTCAAC
GAATTCCCGG
CTCTGCTGGG

CTAATACCCC
TGATTAGCTA
GGATGACCAG
GGAATTTTCC
TTGGGGTGTA
CGGCTAACTC
TTGGGCGTAA
TCTGGGAAGG
TGTAGCGGTG
CCGTAACTGA

72

ATATGCCTAC
GTTGGTGAGG
TCACACTGGG
GCAATGGGCG
AACCGCTTTT
CGTGCCAGCA
AGCGTCCGCA
CAGTGGAAAC
AAATGCGTAG
CACTCATGGA



APENDICE 1I.

73

Alineamiento de las 19 secuencias obtenidas de las especies de cianobacterias estudiadas.

1 Scalcicola UTEX
2 Avariabilis UTEX
3 Nspumigena UTEX
4 Scalcicola UTEX
5 Nspumigena UTEX
7 _Aflos-aquae UTEX
8 Avariabilis UTEX
9 Aflos-aquae UTEX
10 Nspumigena UTEX
11 Avariabilis UTEX
13 Avariabilis UTEX
15 Scalcicola Mazt
23 Avariabilis Tlah

25 Geitlerinema Mazt
29 Geitlerinema Mazt

30 Geitlerinema CIB
31 Geitlerinema CIB
34 Geitlerinema CSL
42 Synecho Mazt
Consensus

1 Scalcicola UTEX
2 Avariabilis UTEX
3 Nspumigena UTEX
4 Scalcicola UTEX
5 Nspumigena UTEX
7 Aflos-aquae UTEX
8 Avariabilis UTEX
9 Aflos-aquae UTEX
10 Nspumigena UTEX
11 Avariabilis UTEX
13 Avariabilis UTEX
15 Scalcicola Mazt
23 Avariabilis Tlah

25 Geitlerinema Mazt
29 Geitlerinema Mazt

30 Geitlerinema CIB
31 Geitlerinema CIB
34 Geitlerinema CSL
42 Synecho Mazt
Consensus

GAGAACOEINNGCGAAACEINMECCTAATACCE®AT
INEGCTAATACCE[EATE
INEGCTAATACCEEAT
GABAACEEIMICGAAACEINGMEGCTAATACCE@AT
GAGAACOINGNGGAAACEGINEGCTAATACCE[EAT
e, \COEICCAAACEGIKEGCTAATACCEIEATIE
EﬂCAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATG
e ONCENINCCAAACEGIREGCTAATACCEIEATIE
GAGAACOINGNCGGAAACEGINEGCTAATACCEEAT
CAACIOINGINGGAAACEGINEGCTAATACCEIEATIE

GAGAACOINGINGGAAACEG
GAGAACOINGINGGAAACEG

€
€
€

GANAACINEOECCGAAACINGOINGCTAATACCO®A T
GANAACINEOECCGAAACINGOINGCTAATACCO®A T
GANAACINEOeCCGAAACINGOINGCTAATACCO®A T
GANAACKEINECCGAAACHGOINGCTAATACCIO®AT
gctaatacc

gg c

GIECINARVVAGCTTAATGHN. . .
AINCIEINEYVVAGATTTAT . Y. . .
GIEEINERVVACGGCTTGC . 1y. . .
VAGCTTAATCH. . .

ercETRA
CINTENONNACGCTTGC .
7NN NNAC A TTTAT .
AAGGTGAAANNEVIN
AAGGTGAAA S NNEVIN
€1 GGTGAARElelouelon
A GGTGAAATNNGG
ANl VNG A TTTAT .
e~ ceTR
G NNACGCTTGC .
AINIINSI NN\ CALATT .
AINele NN\ CALATT .
AAGGTGAAALIEY N
AAGGTGAAALNIEN N
AAGGTGAAALIEY N
CCEleiNINNATCCTTTA .
g aaa

=
(@)
@]
—J
=
=
g
=]
()
=]

H 5 555 H -

—H = = H @]

at tg c a

a g

ctcgcg

40
40
40
40
40
38
40
38
40
40
40
40
40
40
31
40
40
40
40

77
76
76
77
76
74
76
74
76
76
76
77
76
76
67
76
76
76
79



1 Scalcicola UTEX
2 Avariabilis UTEX
3 Nspumigena UTEX
4 Scalcicola UTEX
5 Nspumigena UTEX
7 Aflos-aquae UTEX
8 Avariabilis UTEX
9 Aflos-aquae UTEX
10 Nspumigena UTEX
11 Avariabilis UTEX
13 Avariabilis UTEX
15 Scalcicola Mazt
23 Avariabilis Tlah

25 Geitlerinema Mazt
29 Geitlerinema Mazt

30 Geitlerinema CIB
31 Geitlerinema CIB
34 Geitlerinema CSL
42 Synecho Mazt
Consensus

1 Scalcicola UTEX
2 Avariabilis UTEX
3 Nspumigena UTEX
4 Scalcicola UTEX
5 Nspumigena UTEX
7 Aflos-aquae UTEX
8 Avariabilis UTEX
9 Aflos-aquae UTEX
10 Nspumigena UTEX
11 Avariabilis UTEX
13 Avariabilis UTEX
15 Scalcicola Mazt
23 Avariabilis Tlah

25 Geitlerinema Mazt
29 Geitlerinema Mazt

30 Geitlerinema CIB
31 Geitlerinema CIB
34 Geitlerinema CSL
42 Synecho Mazt
Consensus

tc gattagctagt gg g dgtaa g acc aggc

ACGATCIRGTAGCTGGTCTGAGAGGATGACAGCCACACTG
‘CGATCRGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTG
ACGATCRGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTG
ACGATCRGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTG
ACGATCRGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTG
ACGATCRGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTG
ACGATCIRGTAGCTGGTCTGAGAGGATGAICAGCCACACTG
ACGATCIRGTAGCTGGTCTGAGAGGATGAICAGCCACACTG
ACGATCIRGTAGCTGGTCTGAGAGGATGACAGCCACACTG
‘CGATCRGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTG
‘CGATCRGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTG
‘CGATCRGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTG
‘CGATCRGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTG
ACGATCI@GTAGCTGGTCTGAGAGGATGA®CAGCCACACTG
ACGATCI@GTAGCTGGTCTGAGAGGATGA®CAGCCACACTG
ACGATC@GTAGCTGGTCTGAGAGGATGA®CAGCCACACTG
ACGATC@GTAGCTGGTCTGAGAGGATGA®CAGCCACACTG
ACGATC@GTAGCTGGTCTGAGAGGATGA®CAGCCACACTG

A

acgatc gta ctggtctgagaggatga cag cacactg

74

117
116
116
117
116
114
116
114
116
116
116
117
116
116
107
116
116
116
119

157
156
156
157
156
154
156
154
156
156
156
157
156
156
147
156
156
156
159



1 Scalcicola UTEX
2 Avariabilis UTEX
3 Nspumigena UTEX
4 Scalcicola UTEX
5 Nspumigena UTEX
7 Aflos-aquae UTEX
8 Avariabilis UTEX
9 Aflos-aquae UTEX
10 Nspumigena UTEX
11 Avariabilis UTEX
13 Avariabilis UTEX
15 Scalcicola Mazt
23 Avariabilis Tlah

25 Geitlerinema Mazt
29 Geitlerinema Mazt

30 Geitlerinema CIB
31 Geitlerinema CIB
34 Geitlerinema CSL
42 Synecho Mazt
Consensus

1 Scalcicola UTEX
2 Avariabilis UTEX
3 Nspumigena UTEX
4 Scalcicola UTEX
5 Nspumigena UTEX
7 _Aflos-aquae UTEX
8 Avariabilis UTEX
9 Aflos-aquae UTEX
10 Nspumigena UTEX
11 Avariabilis UTEX
13 Avariabilis UTEX
15 Scalcicola Mazt
23 Avariabilis Tlah

25 Geitlerinema Mazt
29 Geitlerinema Mazt

30 Geitlerinema CIB
31 Geitlerinema CIB
34 Geitlerinema CSL
42 Synecho Mazt
Consensus

GGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT,
GGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT,
GGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT]
GGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
GGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
GGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
GGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT,
GGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT,
GGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT,
GGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT,
GGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT,
GGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT,
GGACTGAMACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCARCAGH
GGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT,
GGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT]
GGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT]
GGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
GGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
GGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
ggactga acacggcccagactcctacgggaggca cag

GGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAN
GGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAN
GGGGAATTTTCCGCAATGGGECEAABCCTGACGGAGCALS
GGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAM
GGGGAATTTTCCGCAATGGGCGARAGCCTGACGGAGCAAM
GGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAA
GGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAA
GGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAA

GGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAYK

GGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAHK
GGGGAATTTTCCGCAATGGGECEAABCCTGACGGAGCALM
GGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAK
GGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCALS
GGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCALS
GGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCALS
GGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAS
GGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAS
GGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAS
ggggaattttccgcaatggg g aa cctgacggagcaa
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197
196
196
197
196
194
196
194
196
196
196
197
196
196
187
196
196
196
199

237
236
236
237
236
234
236
234
236
236
236
237
236
236
227
236
236
236
239



1 Scalcicola UTEX

2 Avariabilis UTEX

3 Nspumigena UTEX

4 Scalcicola UTEX

5 Nspumigena UTEX

7 Aflos-aquae UTEX

8 Avariabilis UTEX

9 Aflos-aquae UTEX
10 Nspumigena UTEX
11 Avariabilis UTEX
13 Avariabilis UTEX
15 Scalcicola Mazt
23 Avariabilis Tlah
25 Geitlerinema Mazt
29 Geitlerinema Mazt
30 Geitlerinema CIB
31 Geitlerinema CIB
34 Geitlerinema CSL
42 Synecho Mazt
Consensus

1 Scalcicola UTEX

2 Avariabilis UTEX

3 Nspumigena UTEX

4 Scalcicola UTEX

5 Nspumigena UTEX

7 _Aflos-aquae UTEX

8 Avariabilis UTEX

9 Aflos-aquae UTEX
10 Nspumigena UTEX
11 Avariabilis UTEX
13 Avariabilis UTEX
15 Scalcicola Mazt
23 Avariabilis Tlah
25 Geitlerinema Mazt
29 Geitlerinema Mazt
30 Geitlerinema CIB
31 Geitlerinema CIB
34 Geitlerinema CSL
42 Synecho Mazt
Consensus

€CCGCGTGEGGG
ACCGCGTGIRGGG
‘CCGCGTGRGGG
GCCGCGTGEGGG
ACCGCGTGRGGG
ACCGCGTGRGGG

€A AGINeINE T GCIIT TGTAAACHECTT
€GAAGGCIN®T TGGGTTGTAAACOMICTT
€GAAGGCIN®T TGGGTTGTAAACOMICTT
€cAAIlCIeNE T GCRT TGTAAACHECTT
€CAAGGCIN®T TGGGTTGTAAACOMICTT
€GAAGGCIN®T TGGGTTGTAAACOMICTT

\CCGCGTGIMGGGAEGAAGGCINSTTGGGTTGTAAACOMNCTT
\CCGCGTGIMGGGAEGAAGGCINSTTGGGTTGTAAACOMNCTT
\CCGCGTGIGGGAEGAAGGCINSTTGGGTTGTAAACOMNCTT
\CCGCGTGMGGGAGAAGGCINMT TGGGTTGTAAACMCTT
‘CCGCGTGRGGG‘GGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTT
€CCGCGTGEGGGAEGAANCINGING TGCRTTGTAAACHOCTT

TTCTCAGGGA
TTCTCAGGGA
TTCTCAGGGA

tt t agggaa aa

tga ggtacct a gaat ag
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277
276
276
277
276
274
276
274
276
276
276
277
276
276
267
276
276
276
279

316
316
316
316
316
314
316
314
316
316
316
316
316
315
306
315
315
315
318



1 Scalcicola UTEX
2 Avariabilis UTEX
3 Nspumigena UTEX
4 Scalcicola UTEX
5 Nspumigena UTEX
7 Aflos-aquae UTEX
8 Avariabilis UTEX
9 Aflos-aquae UTEX
10 Nspumigena UTEX
11 Avariabilis UTEX
13 Avariabilis UTEX
15 Scalcicola Mazt
23 Avariabilis Tlah

25 Geitlerinema Mazt
29 Geitlerinema Mazt

30 Geitlerinema CIB
31 Geitlerinema CIB
34 Geitlerinema CSL
42 Synecho Mazt
Consensus

1 Scalcicola UTEX
2 Avariabilis UTEX
3 Nspumigena UTEX
4 Scalcicola UTEX
5 Nspumigena UTEX
7 _Aflos-aquae UTEX
8 Avariabilis UTEX
9 Aflos-aquae UTEX
10 Nspumigena UTEX
11 Avariabilis UTEX
13 Avariabilis UTEX
15 Scalcicola Mazt
23 Avariabilis Tlah

25 Geitlerinema Mazt
29 Geitlerinema Mazt

30 Geitlerinema CIB
31 Geitlerinema CIB
34 Geitlerinema CSL
42 Synecho Mazt
Consensus

CITCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAARGACGGAG
CITCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAG
CIATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAG
C‘TCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAEACGGAG
CIATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAG
CIATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAG
CINTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAG
CINTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAG

CINTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAG

CINTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAG
CINTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAG
C‘TCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAEACGGAG
CIMTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAG
COMTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAG
COTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAG
COTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAG
CI8TCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAG
CI8TCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAG
CI8TCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAG
c tcggctaactccgtgccagcagccgcggtaa acggag

GANGCAAGCGTTATCCGGAATHMATTGGGCGTAAAGCGTE®C
GANGCAAGCGTTATCCGGAATEATTGGGCGTAAAGCGTE®C
G‘TGCAAGCGTTATCCGGAATG‘TTGGGCGTAAAGEGTCC
GAMGCAAGCGTTATCCGGAATHMATTGGGCGTAAAGCGT(®C
GATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAG@GTCC
GANGCAAGCGTTATCCGGAATEATTGGGCGTAAAGCGTE®C
GAMGCAAGCGTTATCCGGAATEATTGGGCGTAAAGCGT(®C
GAMGCAAGCGTTATCCGGAATEATTGGGCGTAAAGCGT(®C
G TGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAG@GTCC
GAWGCAAGCGTTATCCGGAATEATTGGGCGTAAAGCGTEC
GAWGCAAGCGTTATCCGGAATEATTGGGCGTAAAGCGTEC
GANGCAAGCGTTATCCGGAATHMATTGGGCGTAAAGCGTEC
G‘TGCAAGCGTTATCCGGAATG‘TTGGGCGTAAAGEGTCC
GAGGCAAGCGTTATCCGGAATHMATTGGGCGTAAAGCGTHC
GAEGGCAAGCGTTATCCGGAATIMATTGGGCGTAAAGCGTHC
GACGGCAAGCGTTATCCGGAATHMATTGGGCGTAAAGCGTHC
GAQGCAAGCGTTATCCGGAATHMATTGGGCGTAAAGCGTHIC
GAQGCAAGCGTTATCCGGAATHATTGGGCGTAAAGCGTHIC
GACGGCAAGCGTTATCCGGAATIATTGGGCGTAAAGCGTEC
ga gcaagcgttatccggaat attgggcgtaaag gt c
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356
356
356
356
356
354
356
354
356
356
356
356
356
355
346
355
355
355
358

396
396
396
396
396
394
396
394
396
396
396
396
396
395
386
395
395
395
398



1 Scalcicola UTEX
2 Avariabilis UTEX
3 Nspumigena UTEX
4 Scalcicola UTEX
5 Nspumigena UTEX
7 Aflos-aquae UTEX
8 Avariabilis UTEX
9 Aflos-aquae UTEX
10 Nspumigena UTEX
11 Avariabilis UTEX
13 Avariabilis UTEX
15 Scalcicola Mazt
23 Avariabilis Tlah

25_Geitlerinem§_Mazt
29 Geitlerinema Mazt

30 Geitlerinema CIB
31 Geitlerinema CIB
34 Geitlerinema CSL
42 Synecho Mazt
Consensus

1 Scalcicola UTEX
2 Avariabilis UTEX
3 Nspumigena UTEX
4 Scalcicola UTEX
5 Nspumigena UTEX
7 _Aflos-aquae UTEX
8 Avariabilis UTEX
9 Aflos-aquae UTEX
10 Nspumigena UTEX
11 Avariabilis UTEX
13 Avariabilis UTEX
15 Scalcicola Mazt
23 Avariabilis Tlah

25 Geitlerinema Mazt
29 Geitlerinema Mazt

30 Geitlerinema CIB
31 Geitlerinema CIB
34 Geitlerinema CSL
42 Synecho Mazt
Consensus

G~ GGG Gl ~ G T C TCRe|G TiiA A A CLSNeloIG C Th
CEAACEsIC

AA@CT Alelolli T

CTGC T

CcT T

ecrVNecCTe

SilA AGTCTGCTGTIAAAGINECINNEGCT®

SilA AGTCTGCTGTIAAAGINECINNEGCT®

CT T

C@RACEeNIC

ecrl-NecCTle

GIllA GGG CIRMNRS A A G TCT GG TEA AA Gl T
CAGGICGCITEIAAGTCTGCTGTEAAAGINECINNECGC TS

GINAGGEGGClelN
GINAGGEGGCRYN
GINAGGEGGClelN
ETINEIECEE®CT
GINAGGE@GGClelN
GEAGGIRGGCIE

g agg g9

T CLYNCUNGUNEIGUNERN CLVVAE CCOCAGEGUNC
T CLYNCUNGUNEIGUNERN CLVVAE CCOCC GEGUNC
T CLYNCUNGUNEIGUNERN CLVVAE CCOCAGEGUNC
IOAACGTCTGCTGT®AAAGEECEINECCT®
IOAACGTCTGCTGT®AAAGEGCEINECCT®
IOAACGTCTGCTGT®AAAGINGCENEECCT®

aagtctg gt aaag

A2 CiNelGeleleletN G Cl€G TGGAAAC TN
\ACOUBNGINA A A@GCAGTGGAAAC TINGABAGC TAGAGH
‘ACTAGGT“"GCAGTGGAAACT‘CEAGGCTAGAGTG
AL CIENGEESNCCECTCCARACTERMARC TAGAG)ER
AACINEGHAAANGCAGTGGAAACTINGAREGC TAGAGINE
AACOEGNGINA A A@GCAGTGGAAACTINGACAGC TAGAGHN
AACOURINGINA AN EGCAGTGGAAACTINGAGAGC TAGAGH
¢7€1GCTAGAGH
$~INEGCTAGAGHNE
¢/7€2.GC TAGAGH
\ACOUBNGINA A A@GCAGTGGAAAC TE®AAGC TAGAGH
A2 CINe GGG TGGARAC TENMARC TAGAGINEN
\ACOUBNGINA A A@GCAGTGGAAAC TENGABAGC TAGAGH
A\ACIIN®GEAAAEGCAGTGGAAAC T@NAMAGC TAGAGEN
A\

AACIRNGGIEAAACGCAGTGGAAACTEIAIAGCTAGAGeRN
AACINNOGEAAAEGCAGTGGAAACTEINAINAGCTAGAGEHN
AACINNOGEAAAEGCAGTGGAAACTEINAINAGCTAGAGEHN
AACINOINGE[eNAECCAGTGGAAACTCIEAIMNGCTAGAGHN
aac g gc gtggaaact ct gag g

‘ACTGTGGiCCGGCAGTGGAAACTGGTG‘GCTEGAGGT
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438
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476
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476
474
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476
476
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475
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475
478



1 Scalcicola UTEX
2 Avariabilis UTEX
3 Nspumigena UTEX
4 Scalcicola UTEX
5 Nspumigena UTEX
7 Aflos-aquae UTEX
8 Avariabilis UTEX
9 Aflos-aquae UTEX
10 Nspumigena UTEX
11 Avariabilis UTEX
13 Avariabilis UTEX
15 Scalcicola Mazt
23 Avariabilis Tlah

25 Geitlerinema Mazt
29 Geitlerinema Mazt

30 Geitlerinema CIB
31 Geitlerinema CIB
34 Geitlerinema CSL
42 Synecho Mazt
Consensus

1 Scalcicola UTEX
2 Avariabilis UTEX
3 Nspumigena UTEX
4 Scalcicola UTEX
5 Nspumigena UTEX
7 _Aflos-aquae UTEX
8 Avariabilis UTEX
9 Aflos-aquae UTEX
10 Nspumigena UTEX
11 Avariabilis UTEX
13 Avariabilis UTEX
15 Scalcicola Mazt
23 Avariabilis Tlah

25 Geitlerinema Mazt
29 Geitlerinema Mazt

30 Geitlerinema CIB
31 Geitlerinema CIB
34 Geitlerinema CSL
42 Synecho Mazt
Consensus

TIRGGGGIAGAGGGAATTCCOIAGTGTAGCGGTGAAATGCG
I TOGGGGOAGAGGGAATTCCINEGTGTAGCGGTGAAATGCG
I TOGGGGINAGAGGGAATTCCINEGTGTAGCGGTGAAATGCG
€ TINGGGGINAGAGGGAATTCCOINGTGTAGCGGTGAAATGCG
I TOGGGGINAGAGGGAATTCCINEGTGTAGCGGTGAAATGCG
I TOGGGGOAGAGGGAATTCCINEGTGTAGCGGTGAAATGCG

O®AGAGGGAATTCCIREGTGTAGCGGTGAAATGCG
IV T[®GCGGGOAGAGGGAATTCCIREGTGTAGCGGTGAAATGCG
I TOGGGGINAGAGGGAATTCCINEGTGTAGCGGTGAAATGCG
I TOGGCGGOAGAGGGAATTCCINEGTGTAGCGGTGAAATGCG
I TOGGCGGOAGAGGGAATTCCINEGTGTAGCGGTGAAATGCG
€ TINGGGGINAGAGGGAATTCCOINGTGTAGCGGTGAAATGCG

ETINGGGGOAGAGGGAATTCCOINGTGTAGCGGTGAAATGCG
ETINGGGGOAGAGGGAATTCCOINGTGTAGCGGTGAAATGCG
ETINGGGGOAGAGGGAATTCCOINGTGTAGCGGTGAAATGCG
GTGTAGCGGTGAAATGCG
GTGTAGCGGTGAAATGCG

t gggg a a ggaattcc gtgtagcggtgaaatgcg

TAGAWNATINEGGAAGAACACCEGTGGCGAARGCGCTCT(E
TAGAWATINEGGAAGAACACCEGTGGCGAAIRNGCGCTCT(E
TAGAWATINEGGAAGAACACCEGTGGCGAAIRNGCGCTCT(E

TAGANATGEGCGCAAGAACACCRIGTGGCGAAGGCGCTCT(E
taga t gga g ¢ cc gt cgaa gcg tct ct
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516
516
516
514
516
514
516
516
516
516
516
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515
518

556
556
556
556
556
554
556
554
556
556
556
556
556
555
546
555
555
555
558



1 Scalcicola UTEX

2 Avariabilis UTEX

3 Nspumigena UTEX

4 Scalcicola UTEX

5 Nspumigena UTEX

7 Aflos-aquae UTEX

8 Avariabilis UTEX

9 Aflos-aquae UTEX
10 Nspumigena UTEX
11 Avariabilis UTEX
13 Avariabilis UTEX
15 Scalcicola Mazt
23 Avariabilis Tlah
25 Geitlerinema Mazt
29 Geitlerinema Mazt
30 Geitlerinema CIB
31 Geitlerinema CIB
34 Geitlerinema CSL
42 Synecho Mazt
Consensus

€CCCCNOAMCTGACECTGAEGGACGAAAGGNN
‘GGCCGTAHCTGAC (GUNEVAGEIEVNGIELVVNEC . .

‘GGCCGCARCTGACRCTG EGGACGAAAGGHR
GGGCCACARCTGACECTG GlE[EXNSIELVVNEC . .
AGGCCE®ANCTGACRCTGAEGGACGAAAGONN
AGGCCGTARCTGAC‘CTG EGGACGAAAGGHNN
AGGCCGTARCTGAC‘CTG‘GGGACGAAAGC..
AGGCCGTARCTGAC‘CTG‘GGGACGAAAGCTA
AGGCCGCARCTGAC‘CTG‘GGGACGAAAGC..
AGGCCEINAINCTGACKICTGAEGGACGAAAGGNN
‘GGCCGTARCTGACRCTG‘GGGACGAAAGC..
GGGCCACARCTGAC CTGAEGGACGAAAG{oH.
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