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Resumen. Microcoleus vaginatus fue proclamada como especie cosmopolita. Este supuesto no lo confirman los estudios
morfoldgicos previos que se realizaron en poblaciones naturales de costras de suelo en una regién con historia geoldgica
particular, llamada sierra de la Laguna (SL), al sur de la peninsula de Baja California (México). Por ello, en este estudio
se comparo la estructura de comunidades de cianobacterias, con énfasis en el género Microcoleus, en costras bioldgicas
de 10 localidades situadas a lo largo de la peninsula. Se analizaron y cotejaron poblaciones naturales de cianobacterias
con cepas tipo de colecciones publicas: Microcoleus sociatus (Sammlung von Algenkulturen Germany-SAG 26.92), M.
paludosus (SAG 1445. 1a), M. vaginatus (Pasteur Culture Collection-PCC 9802) y M. chthonoplastes (PCC 7420). Se
realizaron andlisis microscopicos y de clusters de patrones de bandeado de secuencias del 16S rRNA, obtenidos por
electroforesis de gel en gradiente desnaturalizante (DGGE). En los andlisis microscopicos de muestras naturales no se
detectaron morfotipos de M. vaginatus en 6 de las 10 localidades, 4 de ellas de la SL. La comparacién de patrones de
bandeado obtenidos por DGGE mostr6 diferencias significativas en la estructura de las comunidades de cianobacterias y
ausencia de bandas equivalentes a M. vaginatus (PCC9802), en todas las localidades de la SL.
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Abstract. Microcoleus vaginatus has been proclaimed to be a cosmopolitan species. However, morphological studies
performed on natural populations of cyanobacterial crusts in a region with a particular geological history at the southern part
of the Baja California Peninsula, Mexico, called Sierra de la Laguna (SL), do not support the last assertion. We compared
the community structure of cyanobacteria, with emphasis in the genus Microcoleus, in biological desert crusts from 10
different localities along the Baja California Peninsula. We analyzed natural cyanobacterial populations and matched them
with type cultures from public collections: Microcoleus sociatus (Sammlung von Algenkulturen Germany- SAG 26.92),
M. paludosus (SAG 1445. 1a), M. vaginatus (Pasteur Culture Collection-PCC 9802), and M. chthonoplastes (PCC 7420).
Microscopy and cluster analysis of band patterns of 16S rRNA sequences from denaturing gradient gel electrophoresis
(DGGE) were applied. The microscopic analysis of natural samples resulted in the undetection of morphotypes of M.
vaginatus in 6 of the 10 localities, 4 or them from the SL. Comparison of band profiles from denaturing gradient gel
electrophoresis showed significant differences in the natural cyanobacterial community structure and the absence of the
band that matches with that of M. vaginatus (PCC 9802) in all of the SL localities.
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Introduccion

Las costras bioldgicas de suelo (que también se conocen
como costras cianobacterianas, algales, criptobidticas o
microbidticas) son el resultado de la intima asociacion
que se forma entre particulas de suelo y cianobacterias,
algas, microhongos, liquenes y briofitas que viven sobre
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la superficie del suelo o justo por debajo. Microcoleus
vaginatus (Vaucher) Gomont es el taxon de cianobacterias
con distribucién cosmopolita de los suelos de regiones
aridas y semidridas. Algunos investigadores lo han
considerado desde hace tiempo como la especie dominante
de las costras microbiéticas (Metting, 1991; Garcia-Pichel
et al., 2001). Sélo algunos autores han reconocido més de
una especie de Microcoleus en suelos aridos (Cameron,
1964; Novichkova-Ivanova, 1980; Boyer et al., 2002,
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Maya et al., 2002). Las especies reconocidas son: M.
chthonoplastes Thuret ex Gomont, M. lacustris (Rabenh.)
Farlow, M. paludosus (Kiitz.) Gomont ex Gomont, M.
sociatus West et West, M. subtorulosus (Bréb.) y M.
steenstrupii Boye-Pet.

En la peninsula de Baja California, M. vaginatus y M.
steenstrupii fueron registradas para el area de Catavifia por
Flechtneretal. (1998), y M. paludosus y M. sociatus para la
sierra de la Laguna por Maya et al. (2002). Estos patrones
de distribucion de especies de Microcoleus en la peninsula
de Baja California podrian explicarse a partir de su historia
geoldgica, la cual involucra levantamientos tectdnicos,
deriva peninsular y aislamiento: el eje longitudinal
de la peninsula estd formado por una serie de cadenas
montafiosas que se separaron del macizo continental en
un proceso que se inicié hace alrededor de 40 millones de
afios. Cambios en la direccidn del movimiento de las placas
ocednicas y el avance hacia el este de la placa continental
crearon un enorme sistema de fallas en lo que es ahora el
golfo de California. La masa montafiosa de la sierra de la
Laguna (Fig. la, en negro) se desprendié del continente
y migré rumbo al noroeste, transportando un conjunto
de comunidades bioldgicas continentales. Finalmente, la
masa de la sierra de la Laguna se fusiond con las rocas
igneas y sedimentarias emergentes que componen la
peninsula como la conocemos hoy en dia (Karig y Jensky,
1972; Murphy, 1983; Hausback, 1984) (Fig. 1a).

La sierra de la Laguna se ubica en la Regién Arido-
Tropical, de Wiggins (1980) y en el Distrito del Cabo, de
Nelson (1921). Se ha demostrado que la sierra de la Laguna
es una zona muy rica en endemismos vegetales y animales
(Leén de la Luz y Dominguez, 1989; Arriaga et al.,
1990; Alvarez-Cardenas et al., 1999; Rodriguez-Estrella,
2005), lo que se debe tanto al temprano aislamiento que
tuvo su biota del resto de la fauna y flora del desierto
sonorense, como a que las condiciones climédticas actuales
la convirtieron en una isla y refugio para muchas especies
con requerimientos especificos de hébitat, constituyéndose
en una “isla bioldgica” (Durham y Allison, 1960).

Andlisis morfolégicos previos de comunidades de
cianobacterias de costras bioldgicas de suelo sugirieron
que M. vaginatus estaba ausente de la sierra de la Laguna
(Maya et al., 2002), aunque se ha registrado su presencia
en otras localidades de la peninsula de Baja California
(Flechtner et al., 1998). Es por ello que se plantea la
posibilidad de que procesos similares a los que han actuado
sobre la flora y la fauna de la sierra estén ejerciendo su
efecto en grupos menos conocidos y conspicuos, como son
los microorganismos.

Los estudios sobre la biogeografia de cianobacterias
no son comunes, menos alin cuando se abordan en
forma independiente de cepas cultivadas. Este estudio

es una contribucién al conocimiento de la distribucién
de las especies de Microcoleus en la peninsula de Baja
California.

Materiales y métodos

Muestreo, reactivacion de las costras y microscopia. Se
recolectaron muestras de costras bioldgicas de alrededor de
5x5cmdelasuperficie del sueloen 10localidades alo largo
de la peninsula de Baja California (Fig. 1b). Las muestras
se transportaron al laboratorio en cajas de Petri estériles,
donde se reactivaron agregando agua dulce corriente hasta
saturacién y se mantuvieron permanentemente himedas
en condiciones controladas de temperatura e iluminacion,
a 29 °C y 50 uE m? s, respectivamente. Se hicieron
observaciones periddicas de las costras reactivadas
utilizando un microscopio estereoscopico (Zeiss). Con un
microscopio de contraste de fases (Nikon) se observaron
preparaciones frescas de filamentos y colonias, los cuales
se tomaron de diferentes talos cianobacterianos por medio
de micromanipulaciéon (Maya et al., 2002). La asignacion
boténica de las especies del género Microcoleus se bas6 en
Boyer et al. (2002) para M. vaginatus, y en Geitler (1932)
para M. chthonoplastes, M. paludosus y M. sociatus.
Medio de cultivo y cepas tipo de cianobacterias. Con
el objeto de obtener DNA de cultivos de referencia, se
adquirieron 4 cepas tipo de colecciones publicas: .M.
chthonoplastes (PCC 7420) y M. vaginatus (PCC 9802)
de la Pasteur Culture Collection del Instituto Pasteur, y
M. sociatus (SAG 26.92) y M. paludosus (SAG 1445.1a)
de la Algae Culture Collection de la Universidad de
Gottingen (Sammlung von Algenkulturen der Universitét
Gottingen). Para la reactivacién y cultivo de estas cepas se
usaron 3 medios de cultivo: Z8 (Carmichel, 1986), BG11,
y ASNIII (Rippka et al., 1979). Los cultivos se incubaron
en condiciones controladas de temperatura e iluminacion,
a29 °Cy 50 uE m? s, respectivamente.

Extraccion de DNA. Para la extraccion del DNA se
utilizaron: (1) el FastDNA Spin Kit (Bio 101 System) para
las muestras naturales de suelo, y (2) el DNeasy Tissue Kit
(Qiagen) para los cultivos axénicos de las cepas tipo.
Protocolo de PCR. Las amplificaciones por PCR se
realizaron con un termociclador (Bio-Rad). Para amplificar
selectivamente segmentos de genes que codifican para el
16S rRNA de cianobacterias en muestras naturales y de
los cultivos cianobacterianos se aplicaron los primers
CYA359F+GC y CYA781R (Niibel et al., 1997). La
amplificacién parcial del gen 16S rRNA se llevé a cabo
con la siguiente mezcla de reaccion: cada 25uL de mezcla
contenia 14.46 uLL de agua estéril, 5 uLL de buffer de reaccion
verde 5X (Promega), 1.5 pL de solucién de MgCl, 25 mM
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Figura 1. (a) Origen geoldgico de la peninsula de Baja California. (b) Mapa de la peninsula mostrando las localidades de muestreo.
El detalle insertado muestra los sitios en la sierra de la Laguna y el 4rea adyacente. 1, Santa Rosaliita; 2, sierra de San Francisco; 3,
Nopolo; 4, sierra de la Laguna (SL) San Antonio; 5, SL Crucero A; 6, SL Crucero B; 7, SL Crucero C; 8, SL cafiada de los Naranjos;

9, Los Barriles; 10, sierra La Trinidad.

(Promega), 1.32 uLL de dNTP’s (G,A,T,C) a 2.5 mM, 0.26
pL de cada primer a una concentraciéon de 250 ng pL",
y 2 uL. de DNA templete. El protocolo de amplificacién
PCR comenzé con un paso de desnaturalizacién inicial
(5 minutos a 94°C). Posterior a este paso se afadieron
0.2 uL de GoTaq® Flexi DNA Polymerase (Promega) a
la mezcla de reaccién y se incub6 a 80°C por 1 minuto.
Posteriormente, siguieron 35 ciclos, cada uno de 3 minutos,
de los cuales uno fue a 94°C, otro a 60°C y el tercer minuto
a72°C.

Analisis DGGE. Los productos de PCR fueron separados
por electroforesis de gel con gradiente desnaturalizante
(DGGE), con un gel de poliacrilamida al 6% (w/v) de
1 mm de espesor, conteniendo un gradiente quimico de
30 a 70% de desnaturalizantes (definiendo un agente
100% desnaturalizante como 7M de urea y 40% de
formamida; la relacién acrilamida:bisacrilamida es de
37.5:1). La corrida electroforética fue por 18 horas a 50
V en un sistema de detecciéon de mutaciones (Bio-Rad),
con buffer de corrimiento TAE 1X (40 mM Tris, 20 mM
acido acético, y 1 mM EDTA pH 8.3), que se mantuvo
a temperatura constante de 60°C (Muyzer et al., 1998).
Para la visualizacién de las bandas, el gel se tiiié con
bromuro de etidio (EtBr) diluido en buffer TAE 1X y
se fotodocument6 con un transiluminador UV (UVP
BioDoc-It™ System).

Analisis cluster. Las imagenes del gel de DGGE se
normalizaron y analizaron con el programa GelCompare

4.6 (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica). Se aplic6 el
coeficiente de similitud Dice para crear una matriz de
similitud. Para proceder a la comparacién de posicion de
patrones de bandeado se permiti6 un valor de tolerancia de
1.0%, que compensarfa el mal alineamiento ocasionado por
imperfecciones técnicas. Para formar los grupos (clusters)
de los patrones de bandeado se utiliz6 el método de grupos
pareados no ponderados (unweighted-pair group method
-UPGMA) usando las medias aritméticas (Vauterin y
Vauterin, 1992).

Resultados

Identificacion de los morfotipos y filotipos de
cianobacterias. A partir de las observaciones hechas en
preparaciones frescas de costras naturales y los cultivos de
referencia, fue posible identificar los morfotipos presentes
en las costras naturales. Las caracteristicas morfolégicas
de las especies se presentan en el Cuadro 1.

Los andlisis microscopicos y de DNA de las
poblaciones naturales de cianobacterias de las 10
localidades confimaron las determinaciones previas a este
trabajo, las cuales demostraron la presencia de M. sociatus
y M. paludosus en 5 y 6 localidades respectivamente. M.
vaginatus estuvo ausente en 6 localidades, 4 de ellas de la
sierra de la Laguna; la excepcion fue la localidad SL cafiada
de los Naranjos, en la que se detectd sélo por microscopia
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Cuadro 1. Caracteristicas principales de las especies de Microcoleus. Con base en Boyer et al. (2002) para M. vaginatus; Geitler (1932)
en Garcia-Pichel et al. (1996) para M. chthonoplastes, y Geitler (1932) en Maya et al. (2002) para M. paludosus y M. sociatus

Especie

Caracteristicas principales

Microcoleus vaginatus (Vaucher) Gomont ex
Gomont

Especie que presenta multiples tricomas por vaina. La vaina es incolora,
no laminada. Los tricomas, de color turquesa brillante, son muy mdviles,

se estrechan hacia las puntas y no tienen constricciones en las paredes
transversales. Presentan la division celular tipica de las Oscilatoriales (la
formacién de una nueva pared se inicia antes de que haya concluido la previa),
3.8 a 5.5 um de ancho. Las células terminales, que se redondean después de

la ruptura del tricoma, son cénicas cuando maduran, mds cortas que anchas

y presentan una caliptra. Las células de 2 a 6.7 um de largo generalmente,
pero no siempre, presentan granulos en las paredes transversales y no tienen
estructuras tilacoidales evidentes.

M. paludosus (Kiitz.) Gomont ex Gomont

Esta especie presenta multiples tricomas reunidos densamente en una sola

vaina. Los tricomas estdn formados por células casi tan largas (5 a 7 um) como
anchas (6 um de didmetro). No presenta constricciones en las uniones y la
célula terminal es mds o menos conica.

M. sociatus West et West

Los filamentos de esta especie son mas delgados que los de M. cf. paludosus.

El didmetro de sus células va de 2.5 a 3.25 um, con una longitud de 6 a 9 um
y presentan constricciones en las paredes transversales. Las células terminales
son cénicas y puntiagudas, con una longitud que puede alcanzar hasta 5 veces
el tamafio de su didmetro.

M. chthonoplastes Thuret ex Gomont

Esta especie fue definida por Geitler (1932) como una cianobacteria

filamentosa sin heterocistos del grupo Oscilatoriales, de habitat marino
bentdnico, con tricomas de 2.5 a 6 um de didmetro, con células intercalares
alargadas con constricciones en las paredes transversales y células terminales
conicas, que forman manojos de tricomas estrechamente entrelazados,
cubiertos por una vaina comun. La cepa PCC 7420 se ajusta a tal descripcion
en todas las caracteristicas, a excepcion de que no forma manojos de tricomas
envueltos en una vaina comun.

con una baja densidad de filamentos (Fig. 3).

Soélo se detectaron filotipos de M. chthonoplastes en la
sierra de San Francisco (localidad 2). Esta fue la especie
menos respresentada en las 10 localidades (Fig. 3).
Analisis de clusters de las comunidades cianobacterianas.
Se pudieron reconocer 7 clusters. El primer grupo estuvo
conformado por las localidades 1, 2 y 9. Las 2 primeras,
que tuvieron una relacién cercana tanto en composicion
como en proximidad geogréifica, mostraron un 68% de
similitud. Por otra parte, la localidad 9 resulté distante
tanto en composiciéon como en proximidad geogréfica de
las otras 2, con un 55% de similitud.

El segundo cluster estuvo conformado por
cianobacterias con un 63% de similitud entre las
localidades 5 y 7, ambas de la sierra de la Laguna. Estas
fueron ademas las que presentaron una mayor riqueza de
especies (Cuadro 2) y con una composicioén relacionada
cercanamente. El tercer cluster 1o formd la localidad 10, y
el cuarto cluster 1a localidad 4. Otros 3 clusters estuvieron
conformados por las localidades 3, 6 y 8 (Fig. 2).

Discusion

En este trabajo se combinaron andlisis morfolégicos y
filogenéticos, éstos ultimos con base en el alineamiento
de patrones de bandeo de filotipos del 16S rRNA de
muestras naturales con los de cultivos de cianobacterias
de referencia, obtenidos por DGGE como un criterio para
determinar la presencia o ausencia de 4 especies del género
Microcoleus en 10 localidades geograficas ubicadas a lo
largo de la peninsula de Baja California.

La deteccién de morfotipos y filotipos de M. paludosus
y M. sociatus sugiere que éstos son los mas conspicuos
en la sierra de la Laguna. Mds aun, la presencia de M.
vaginatus fue detectada en la localidad SL cafada de los
Naranjos, pero sélo a partir de andlisis microscépico, no
por andlisis de filotipos. Esto sugiere que en la regién de
la sierra de la Laguna, especies de Microcoleus diferentes
a M. vaginatus han logrado mejor adaptacién (Cuadro 1 y
Fig. 3).
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Cuadro 2. Deteccion, distribucion y riqueza de especies del género Microcoleus como resultado del nimero de bandas obtenidas por
DGGE, en las comunidades cianobacterianas de 10 localidades de la peninsula de Baja California. Para la deteccién de morfotipos,
tanto de costras naturales como de cultivos se utilizé un microscopio de contraste de fases. La comparacién de patrones de bandeo de
secuencias del 16S rRNA de costras naturales se hizo con los patrones de los cultivos de cianobacterias de colecciones publicas (de la
Pasteur Culture Collection del Instituto Pasteur y de la Algae Culture Collection de la Universidad de Gottingen), como un criterio mas

para la deteccion de especies de Microcoleus

Nombre de las localidades Coordenadas M. sociatus M. M. M. paludosus  Riqueza de
geogrdficas West et vaginatus  chthonoplastes  (Kiitz.) Gomont especies
West (Vaucher) Thuret ex ex Gomont obtenida
Gomont Gomont por DGGE

1 - Santa Rosaliita 28°40° 10" N/ +/x + - + 5
114°14° 037 O

2 - Sierra San Francisco 27°30" 43" N/ -/x -/x -/x -/ x 7
113°08’ 417 O

3 - Nopol6 25°57° 08" N/ - - - -/x 5
111°23° 32”0

4 — SL San Antonio de la Sierra  23°41° 13" N/ - - - -/x 8
109° 56’ 43” O

5 — SL Crucero A 23°36’ 25" N/ +/x - -/x + x 14
110°04* 47” O

6 — SL Crucero B 23°36° 31" N/ -/x - - + 6
110° 04’ 51”7 O

7 — SL Crucero C 23°36’ 32" N/ +/x - - + 15
110° 04’ 59” O

8 — SL Cafiada de los Naranjos ~ 23° 13 02" N/ - + - - 1
109° 50* 34” O

9 — Los Barriles 23°43* 45" N/ + +/x + + 5
109°43° 197 O

10 — Sierra de la Trinidad 23° 11" 18" N/ +/x +/x - + 10
109°37° 08” O

(SL) = Sierra de La Laguna, + = presencia, - = ausencia, x = alineamiento de patrones de bandeo de DGGE con secuencias de genes
que codifican para el 16S rRNA de cultivos de cianobacterias de referencia.

Analisis de clusters de las comunidades cianobacterianas.
Las localidades 1, 2 y 9 conformaron el primer grupo. Las
localidades 1 y 9 comparten un origen marino de tierras
emergidas, en tanto que la localidad 2 tiene un origen
continental. La similitud en diversidad en la composicién
cianobacteriana entre estos sitios se podria explicar por la
fuerte influencia marina que recibe la localidad 2 debido
al viento constante proveniente de las grandes extensiones
de las llanuras de evaporaciéon que rodean el sistema
lagunar localizado en el desierto de Vizcaino, al oeste de
la localidad.

En contraste, la similitud y riqueza de especies del
segundo cluster dado por el nimero de bandas, conformado
por las localidades 5 y 7 de la sierra de la Laguna, se podria
explicar por su ubicacién en la misma sierra y por su origen
continental, respectivamente.

El tercer cluster y el cuarto (formados por las
localidades 10 y 4 respectivamente) se relacionaron
cercanamente tanto por su ubicacién geografica como por
su origen continental, pero lejos en composicién con los
sitios 5y 7, con un 48% de similitud. Aunque comparten el

mismo origen geoldgico, los otros 3 clusters (localidades 3,
6y 8) resultaron con una relacién distante en composicién
y en geografia entre ellos (Fig. 2).

La ausencia de M. vaginatus en la mayor parte de los
sitios de la sierra de la Laguna se pudo confirmar tanto
por los andlisis morfolégicos como por los patrones de
concordancia de perfiles de bandas del 16S rRNA en
DGGE entre cultivos tipo de colecciones publicas y DNA
de muestras naturales. Estos resultados sustentan nuestra
hipétesis de que la historia geoldgica de la peninsula y el
aislamiento por las condiciones climaticas actuales, que
han favorecido el desarrollo de procesos de especiacion
y endemismo en la flora y fauna de la sierra de la Laguna,
podrian estar actuando igualmente sobre grupos de
microorganismos, como las cianobacterias.
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Figura 2. Andlisis de clusters UPGMA de los patrones de
bandeado obtenidos por DGGE de comunidades cianobacterianas
de 10 localidades de la peninsula de Baja California. 1, Santa
Rosaliita; 2, sierra de San Francisco; 3, Nopold; 4, sierra de la
Laguna (SL) San Antonio; 5, SL Crucero A; 6, SL Crucero B; 7,
SL Crucero C; 8, SL cafiada de los Naranjos; 9, Los Barriles; 10,
sierra La Trinidad.
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