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Resumen:

El objetivo de este proyecto fue caracterizar la diversidad de cianobacterias y bacterias fototr6fas
anoxigénicas que construyen comunidades microbianas benténicas (tapetes microbianos) u otro
tipo de organizaciones microbianas donde participan cianobacterias en manantiales termales,
planicies evaporiticas y fondos marinos de Bahia Concepcién, B.C.S., México. El estudio
contribuye al conocimiento de la ecologia de las cianobacterias del Golfo de California por
presentar la descripcion de ocho especies (Leptolyngbya thermalis, Limnothrix amphigranulata,
Oscillatoria limnetica, Phormidium rubrum, Phormidium okeni, Synechococcus cedrorum,
Synechococcus elongatus y Synechocystis aquatilis) algunas de ellas probablemente nuevos
biotipos, por proceder de ambientes singulares donde se combinan las altas temperaturas (51 C)
y salinidad (30 o/00), otros ricos en ficoeritrina, adaptados a las profundidades (25 metros) donde
la radiacion solar es el factor limitante y otros de planicies evaporiticas (ambientes hipersalinos).
Se presentd una base de datos relacional en 8 entidades, TAXONOMIA, CURATO, FISIOLOGIA,
BIBLIOGRAFIA, SINONIMIA, GEOGRAFIA, INSTITUCION y PERSONA. Las cepas estan
preservadas como cultivos monocianobacteriales en nitrégeno liquido (-196 C) y forman parte de
la coleccién de microalgas del CIBNOR

e * El presente documento no necesariamente contiene los principales resultados del proyecto correspondiente
0 la descripcidn de los mismos. Los proyectos apoyados por la CONABIO asi como informacién adicional
sobre ellos, pueden consultarse en www.conabio.gob.mx

e ** E| usuario tiene la obligacién, de conformidad con el articulo 57 de la LFDA, de citar a los autores de
obras individuales, asi como a los compiladores. De manera que deberan citarse todos los responsables de los
proyectos, que proveyeron datos, asi como a la CONABIO como depositaria, compiladora y proveedora de la
informacion. En su caso, el usuario debera obtener del proveedor la informacion complementaria sobre la
autoria especifica de los datos.
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| NTRODUCCI ON

Se presenta una relacion explicita de |os gastos realizados
con | os recursos proporcionados por |a Com sién Nacional para el
Conocimentoy Uso de |a Biodiversidad (CONABI O.

El estudio contribuye al conocimento de |a diversidad de
bact eri as fot 6trofas bentonicas en nananti al es ternal es, pl anicies
evaporiticas y fondos nmarinos de Bahia Concepci 6n, Baja California

" Qur, MExi co. Se presenta una base de datos relacional en 8
enti dades, TAXONO, CURATO FISIOL, BIBLIO SINONI, GEOGRA, INSTIT
y PERSON, con un total de nueve registros, correspondientes a 6
géneros y 8 especies (Leptol ynghbya thermalis, Limothrix
anmphi granul ata, Lyngbya |immetica, Phorm dium rubrum Phorm di um
okeni , Synechococcus  cedrorum Synechococcus elongatus vy
Synechocystis aquatilis). La identificacidon del conponente
fotétrofo se baso en caracteristicas ecol 6gi cas, norfol 6gicas y
ciclos de vida usadas por |os botanicos (Ceitler, 1925), pero
t anbi én al gunos de | os enpleados por |os m crobi 6l ogos conp son
fijaciéon de nitrégeno, anaerobiosis, toleranciaa la salinidad, pH
(R ppka et a., 1979; Castenholz y Waterbury 1989; Anagnostidis y
Komar ek 1988) .

Al gunas ci anobacterias, M crocol eus cht onopl astes, Spirulina,
I(_:Kngbya, Calothrix vy bacterias fototrofas anoxigénicas,

| orof | exus, Thiocystis, Rhodospirillum Chromatiumy Chlorobium,
se consideraron no cultivables identificandose so6lo a partir de
nuestras naturales y de las prinmeras transferencias, sin
preservarse en nitroégeno |iquido.

Actual mente | as cepas de las ocho especies identificadas y
regi stradas estan preservadas a largo plazo (20 afios) por
qui ntuplicado en nitrogeno | iquido, y forman parte de | a Col eccci 6n
de Mcroalgas del CGOBNCR La infornacion de |a base de datos se

consi dera de |libre acceso.

* Centro de Investi gaciones Biol 6gicas del Noroeste, SC
Laboratorio de Ecologia y Biotecnologia Mcrobiana, AP 128
La Paz, 23000, BCS, Méxi co



MATERI AL Y METODOS

Rel aci 6n de gastos real i zados
1 Contenedor de nitrégenoliquido25 Its TYLOR WHARTON $14,229.50
11 Accesorios del contenedor:

a; G adilla para cinco cajas de plasti co. 695.60
b) Paquete de 5 cajas de pl astico para al macenar cepas. 384.80
c) Canastillacilindrica de acero inoxidable. 325.60
d) Cafla de alum nio para el al nacenam ento de cepas
en anpol | et as 355.20«
e) Baston para medir | os niveles de nitrogeno |iquido
del contenedor. 39.26'
f) Tapa de repuesto. 514.05"
%) Base con ruedas para el contenedor. 1,868.50
Di srupt or de célul as por ultrasoni do VI RSONI C 60. 15,905.75
21 Accesorios para el disruptor de célul as:
a) Mcropunta de titanio de 1/8". 1,668.80.
b) Mcrocopa y punta de ultrasoni do de 22 mm 4,544.50
3. CGeoposi ci onador Magel I an Meridian XL 4,389.00
4 Viajes y viaticos 3,280.00.
48,200.56 -
- 3% PECE 1,446.01
SUBTOTAL, 46, 754. 55
I VA 10% 4,675. 45
TOTAL $ 51, 430. 00

Reconoci m ent o de conuni dades ni cr obi anas bent 6ni cas

Se realizaron tres salidas de canpo en | os neses de 1) Cctubre
de 1995; 2) Febrero-Marzo de 1996; y 3) Juni o de 1996, realizandose
i nspecciones costeras y de los fondos a o |argo de un transecto
mari no.

La priner salida de canpo oficial de este proyecto se realizé
los di as 27 al 29 de Febreroy 1°y 2 de Marzo de 1996.

Los sitios nmuestreados a |l o |largo del transecto marino y con
respecto a la linea de costa fueron: k
1 Isla San Randn
Punta Cola de Bal | ena
| sl a Bl anca
Ensenada Los Mapachitos
Punta El Coloradito
. Tranpa de sedi mentaci 6n a 18 netros de profundidad, frente a Las
Huertitas.

Los sitios nuestreados en | os nananti al es termal esy pl ani ci es
evaporiticas costeras fueron:

7. ngl e Santispac Charco 1y 2)
8. Posada Concepci 6n .
9. Los Pinos
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Det er mi naci 6n de paranetros fi sicoquim cos

De cada uno de | os sitios donde se nuestreo se determ naron
| os paranetros: tenperatura y salinidad, con el equipo KAHLSI CO
nodel o 140 EUA; el p Hcon un potencionetro portatil pHep3
ui cr opHepHANNA | NSTRUVRNTS, EUA, y el contenido de azufre
el emental por espectrofotonetria.

Col ecta de nuestras \

Las nmuestras de sedi nento del transecto marino se obtuvieron
con | a ayuda de un buzo y de contenedores estéril es de plastico de
boca ancha de 4 onzas de capacidad. Los contenedores fueron
conpl et anent e | | enados con sedi mento de cada sitio y al macenados a
terrpe;at ura entre 10-15°C,en | a obscuridad cono | o reporta Ri ppka
(1988) .

Las nuestras de |la tranpa de sedimentaci 6n se obtuvi eron por
buceo autod6nono y con contenedores estériles de plastico de boca
ancha. Las nuestras de conuni dades nicrobianas bentoénicas de
manantiales ternales y de tapetes mcrobianos de la planicie
evaporitica, tanbi én fueron mani pul adas con material estéril.

Los cont enedor es se al nacenaron a 10-15°C, en | a obscuri dad conol o
reporta Ri ppka (1988). }

Para el trabajo de identificacién se tond nota del color y
forma de | as conuni dades m crobianas "tal 0",

De | os m snps cont enedores se tomaron subnuestras i nsitu con

la ayuda del |aboratorio novil del CIBNOR para |os siguientes
procedi m ent os:

a) Nicleos de 05 mmx 25 nun par a anal i si sde pi gment os.

b) Pl agueo con asas cal i bradas de pl astico estériles de 10 pl
en ASNI I |

c) fijacion con glutaraldehido al, 2.5% de nucleos de 1 mm2
para m croscopia el ectronica.

G ras subnuestras seprocesaron en el CBNOR de La Paz,
BCS vy fueron:

a) Nicleos de 0.2 g para asialnmiento de cianobacterias por
vaci ado en placa en ASNI ||

con ci cl ohexam da.

b) Enri queci m ento de ci anobacteri as y bacteri as
fotosintéticas con |a ayuda de nmedio

Pfennig (Truper, 1970) y con col umas de Wnogradsky (Krieg,
1981; Castenhol z, 1972).

c) Fijacion con glutaral dehido al 2. 5% de nucl eos de 1 mh
para m croscopi a el ectroni ca.



Perfilde pignentos fotosintéticos de nuestras natural es.

Nucl eos por triplicadodeQ5 mmx 25 nmse col ocdron en t ubos
,contapoén de rosca estériles a los que se les adiciono 10 m |l de
nmet anol grado espectrofotonetrico y 25 ng de carbonat o de nmagnesi o.
La extracci 6n de | os pignmentos ocurri 6 a 4°C en | a obscuridad entre
24 y 48 horas. Despues de este tienpo se mezcl 6 con | a ayuda de un
vortex, para posteriormente centrifugar a 4,000 rpm25 mn a 20°C.
Se retiro 5 mldel sobrenadante que contenia | 0os pignentos y se
adicion6 15 ml de solucién de cloruro de sodio al 0.05%.
Posteriornente se agregd 6.5 ml de n- hexano  grado
espectrofotonétrico. La nmezcla se agito con un vortex. Nuevanente
se centrifugé a 3,000 rpmdurante 5 mn a 20°C para favorecer |a
formaci on de las fases. Para la determinacion de clorofila a se
retiro |a hiperfase de n-hexano, mentras que en |a hipofase de
nmet anol se detectd las bactericlorofilas y contenido de azufre
el emental realizando un barrido entre los 200 a 800 nm,con |a
ayuda de un espectrofotometro ultravioleta-visible, con
estandardes de referencia para clorofila a de Anacystis nidul ands
y de bacterioclorofila a de Rhodopseudononas sphaeroi des (Sigma,
E.U.A.). (Mdificado de Stal y col. 1984).

Aisl am ent ode ci anobacteri as

Subnuestras por triplicado de 0.2 g de sedinento, tapetes
m crobi anos y conuni dades m crobianas se colocaron en viales
Eppendorf y se resuspendieron en 10 mlde nedio sintético agua
de mar para ci anobacterias ASNIIIl cuya fornul aci 6n se presenta en
el apendi ce anexo. Se obtuvo una suspensi 6n honogénea con | a ayuda
del disruptor de células VIRSONIC 60 a 3 watts de poder durante 15
segundos. Los vi al es deben estar en la camarafria para evitar el
dano celul ar por el calentamento ?enerado por el ultrasoni do.

El vol umen de suspensi 6on celular (1.0 m) se colocd en tubos
con tapon de rosca y se le afiadié 9.0 mlde nedio ASNIIT di |l ui do
con agua destil ada en una proporci 6n de 1:3. Apartir de estos. tubos
se realizd diluciones seriadas. De cada una de |as diluciones se
tomd 20 m1l que se colocaron en tubos estériles de 30 m | de
capaci dad con tapén de rosca a los que se les afiadié 18 m | de
ASNI | con cicl oheximda licuado a 45°C. La nmezcla se |l evd a cabo
invirtiendo el tubo durante dos o tres ocasiones y vaciando en
placas de petri estériles. E nedio inoculado con nuestras
procedent es del transecto marino y tapetes m crobi anos se i ncubaron
a 25°C y 50 UEm?s-l de intensidad luninosa con |anparas
fluorescentes de luz de dia, mentras que l|las nuestras de
mananti al es ternmal es se i ncubaron a 50°Cy 25 UEm2 s-1 de intensi dad
| umi nosa con | &nparas fluorescentes de luz de dia. Las placas
i nocul adas se i ncubaron envuel tas en bol sas de pl astico para evitar
Ilgs%isecaci on prematura del cultivo (Mdificado de Stal y Krunbein,



Enri queci mi ento de ci anobacteriasy bacterias fotosintéticas

En aquel | as nuestras en | as cual es no es evidente | a presencia
de bacterias fotosintéticas, se procedidé a su enriquecimento
enpl eando col umas de W nogr adsky.

Miestras por duplicado de sedinmento de |os manantiales
termal es se col ocaron en col umas de vidrio o acrilicotransparente
(25 cmx 40 cm a una altura de 3/4 yse |lena con agua natural de
la localidad, se cerrarony sellaron para evitar el intercanbio de
gases con la atndsfera. Las col ummas enpacadas se i ncuban durante
dos senmanas a 25°Cen | a obscuri dad para favorecer el desarroll o, de
bacterias sulfato reductoras que producen |os donadores de
el ectrones que usan las bacterias fotosintéticas (conmpuestos
reduci dos del azufre v. gr. H2S) .Después de este'tienpo se i ncuban
a 50°C y 25 UEm-2 2s-1 de intensidad lumnosa con |anparas
fluorescentes de luz de dia, para intentar el desarrollo de
bacterias fotosintéticas ternofilas del tipo Chloroflexus (Krieg,
1981; Cast henhol tz, 1972)y ci anobacterias ternofil as.

Las nuestras de tapetes mcrobianos | am nados poseen
crecimentos notables de bacterias fototroficasanoxigénicas,
observandose cono capas purpuras rosadas por debajo de |las capas
verde de cianobacterias. De dichas capas purpuras se toman
subrmmuestras por triplicado de 01 g que se usan para inocular
bot el | as que conti enen nmedi o Pfenni g, cuya formul aci on se presenta
en el agendi ce anexo. Las botellas 1noculadase incuban a 25°Cy
25 yEm-2 s-1 de intensidad |umnosa con | anparas incandecentes
(Truper, 1970).

Subrmmuestras por triplicado de 01 g de capas purpuras de
t apet es m crobi anos y de conuni dades mi cr obi anas de | os mananti al es
termalesse usaron cono inocul o para pl aguear nmedi o para m enbros
de la Fam | i a Rhodospirill aceae. Las pl acas i nocul adas se i ncubaron
en una atmosfera de H2+CO2 con la ayuda de una jarra de
anaer obi osi s BBL e i ncubadas a 25°Cy 25uEm2 s-1an una | ampar ade
| uz i ncandecente (Truper y col. 1983).

Prepar aci on de nuestras para m croscopi a, el ectroéni ca.

Subruestras por duplicado de conuni dades m crobi anas y capas
naranja, verde y purpura de |os tapetes mcrobianos | am nados se
fijaron en glutaraldehido al 25 % a partir de una solucion
concentrada al 50% diluida en 20 mlde solucién 02 Mde citrato
de sodioy 27.5 ml de agua natural de la |localidad previanmente
filtrada. Nicl eos par duplicado de 1 mm2 o 0.1 g se col ocaron en
t ubos estériles con tap6n de rosca, a los que se les adiciono 2 ml
del fijador al 2.5% para almacenarse a -4°Cen |a obscuridad
(Stolz, 1983).
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Actividad de la nitrogenasa por el ensayo de reduccion del
aceti | eno.

La actividad de nitrogenesa fue nmedi da por nedi o del ensayo de
reducci 6n de acetileno en etileno (Postgate, 1972). Cultivos de 50
a 100 m1l de cianobacterias en fase exponencial se cosechan por
centrifugacién a 10,000 g durante 10 mn a 20°C Los botones se
|l avan con nmedio ASNII1©sin fuente de nitrdégeno.' Se recuperan
nuevanente | as cel ul as por el m snp procedi m ento de centrifugaci 6n
y se resuspenden en 20 m| de ASNII1° Cada frasco de suero de 60 m 1
de capaci dad contenia 20 m Ide ASNII1°y se les adicion6 3 mlde |la
suspenci 6n celular. Los frascos fueron i ncubados a 25°Ccon
50uEm-2sdeli | um naci 6n durante 12 horas/12horas obscuridad y 150
rpm. Los tratam entos fueron: 1) ASNI |1 °on cianobacterias sin
acetileno, 2) ASNI |1 °con cianobacteria con acetileno al 10%,?))1
ASNI 1 1° sin cianobacteria con acetileno al 10%, 4) ASNI I ©°s
ci anobacteriacon etileno (1.5%),5) ASNII®sin cianobacterias, sin
acetileno, sinetileno. Cada uno de | os tratam entos se real iz por
triplicado. La deteccionde etileno se Ilevé a cabo con un
cromat 6grafo de gases VARI AN 6000 que posee un detector de
i oni zaci on de flama de hidrdgeno y un sistema de proceso de dat os.
Se usouna columa de acero de 3 m de longuitud, enpacada con
Poropak Ninterval o de abertura 80/ 100 mesh. El nitrogeno nol ecul ar
fue usado conp gas acarreador a una tasa de flujo de 25 mI/min. La
tasa de flujo del hidrégeno y del aire en el detector fue de
25 mM/mny 300 m/mn respectivamente. El cromatografo de gases
fue calibrado con el gas estandar de etileno de 97.7 ppm (Scott
Specialty Gases, EUA ). Para llevar a cabo |l os anali si s se enpleb
10 mlde nuestra proveniente de los frascos y del gas etilenoy
05 mlde gas acetileno.

Preservaci 6n de ci anobacterias en nitroégeno |iquido

Cultivos de 50 a 100 m I de ci anobacterias en ASNII | de | a fase
estaci onaria, con alta densidad cel ul ar fueron sel ecci onados para
su preservacion. A los cultivos |iquidos concentrados se |es
adicion6 dinetilsulfoxido al 5% (vol/vol) lasallcuotas fueron
col ocadas en anpul as de plastico de 5 ni, que fueron al macenadas
i nmedi at anent e en ni troégeno l'i qui do (-196°0QC sin un
precongel am entoinicial a -25°C(Rippka, etd., 1981).

Ensayo en ratén de | a toxicidad causada por cianobacterias

Qultivos de 400 ml de cianobacterias en ASNIII de la fase
estacionaria tardia son centrifugados. Los botones cel ul ares son
| avados. Extractos crudos de cél ul as son i nocul ados en ratones. Se
eval uo6 | a conducta y sobrevivencia de los ratones a las 24, 48y 72
horas y después de | a nuerte se analizan | esi ones en hi gado.



RESULTADOS

\
Determinacion de los parametros fisicoquimcosy tipos
arqui t ect 6ni cos. deconuni dades mi cr obi anas

La caracteri zaci onfisicoquimcade |las |ocalidades seresunen
en la Tabla 1 Las determ naciones se realizaron entre las 9:00
am a las 14:00 pm

Los val ores altos de tenperatura de Ensenada Los Mapachitos,
l\/hn?l e Sant i spacC?/ Posada Concepci 6n se asoci an con una di sm nuci 6n
en los valores de salinidad que junto con |as observaci ones de
canpo sugieren que se trata de manantiales termal es que enanan
cal or, vapor de agua y presuniblemente otros gases reduci dos.

Durante la visita de Cctubre de 1995 en el charco # 1 del
Mangl e de Santispac se observd un nanantial termal (3.5 ms. de
di ametro) con dos aberturas de 15 cmy tenperatura de hasta 51°C en
Cctubre de 1995. De estas aberturas destacaban unas estructuras
fréagil es construidas por cianobacterias y bacterias fotosinteticas
de aproxi nedanente 50 cm de alto' con aspecto de columas
ram fi cadas de col or verdey en otras partes del fondo de | a charca
columas de 5 a 10 cm de altura. Estas estructuras fueron
destrui das en el invierno de 1995-1996 por |a actividad de turistas
extranjeros que visitan el sitio. E charco #2 de 40 ns. de
di ametro del Mangle Santispac no mostr 6 aberturas, ni col umas
m cr obi anas, pero si conuni dades m crobianas flotantes d ecol or
verde obscuroy por debajo rojo-ptirpura que aqui nonbranos ""natas"
y tapetes en el fondo del charco con ram ficaci ones que fornmaban
tramas. En conparacidnal charco # 1 la tenperaturafue |igeranmente
menor y varioen funcidn a la estaci 6n del afio pero sienpre con
val ores mayores a 28°C.

En Febrero de 1996 se observd en el charco #2 | a desapari ci 6n
de las natas microbianas y tapetes ram ficados de | os mananti al es
de Santispac, ademas de encontrar una caida en |os valores de
t enper at ur a.

Para Junio del misnmpo afio se observo |la regeneraci6n de la
conuni dad mi crobi ana sin al canzar el grado de desarrollo que se
observo en Cctubre de 1995.

En Juni o de 1996 || and nuestra atenci 6n | a exi stencia de unas
estructuras redondas de color negro (oncolitos u oncoides) con
di nensi ones que van de 0.5 a 4 cmpresentes en el Charco 2 dkos
manant i al es de Santispac a | as que se | es observd m crocol oni an de
organi snos | f ot osi nt éti cos.

La localidad de Los Pinos corresponde a wuna planicie
evaporitica costera en donde se localiz6 un charco (8 ms. de
| ar go) que posee tapetes m crobi anos | am nados. Secci ones de estos
tapetes nostraron 15 cm de lamnaci én. Estas estructuras estan
conpuestas por capas de nicroorgani smos y mineral es evaporiticos
que presum bl enent e son fornmados por actividad nicrobiana. La parte
viva de la estructura se localiza en los primeros 10 mm de | a
superficie.



8/

Tabla 1 Paranetros fisicoquinicos de |as |ocalidades del transeco
marino, manantiales termales y planicie evaporitica costera de
Bahi a Concepci 6n.

Local I dad \ T°C Sal I ni dad pH
o _ (0/00)
'sla San Ranon 19.9 35.4 1.6
Punta cola de Ballena 19.9 - 35.5 6.4
| sla Bl anca 19.8 35.5 7.2
Ensenada Los Mapachitos 26.0 13.7 6.6
El Col oradito 20.1 3.6 " 75
Tranpa de sedinmentacion 21.5 5.3 6.6
Mangl e Santispac 1 41.0 28.1 6.7
44, 1 24.4* 6. 7*
49. 0** n.d. 6. 8**
Mangl e Santi spac 2 28.0 28. 0 7.1
44, 2* 28. 9* 1)
45, O** nd 7. 1**
Posada Concepci 6n -, 40. 0* nd nd
. 46.0** 26. 0** nd -
Los Pi nos 21.0 23.5 7.2
23. 0* 25. 0* 7.1*
37.0** nd 6. 9**

Los valores sin asterisco son de Febrero de 1996; (¢=>=Junio de
1996 y (**)= Cctubre de-1995.

Los paranmetros fisicoquimcos del resto de las |ocalidades
corresponden a | as de un anbientes marinos convencional. Por el
nomento no se han reconoci do conuni dades m crobi anas que forman
estructuras nacroscopi cas de |as | ocalidades del transecto marino.
Sin enbargo, |as estructuras cal careas pignmentadas de color rojo
asociadas a l|la arena pudiesen ser formadas por poblaciones de
Phorm di ua rubrumy Cal ot hr ixsp.



Identificacion d e norfotipos de cianobacterias y bacterias
fototrofas de nuestras natural es

La identificacion norfologicade células procariontes
fototrofas de subrmuestras naturales 'y cultivos de los
pri noai sl am ent os se presentan en |a Tabla 2
Tabla '2. Diversidad de géneros y especies de procariontes
f ot ot r 6f os de comuni dades de Bahi a Concepci on.

[ ocal 1 dad Generos y especl es
Santispac (charcao # 1) - Leptol yngbya thermalis,
Li mot hi x anphi granul at a,
Synechococcus , cedrorum
| orof | exus, * Thi ocysti s, *

Rhodospiri |l | unt

Santispadq charco # 2) Lept ol yngbya thermalis,
Li ot hi x anphi granul at a,
Synechococcus cedr or wn,
S. el ongat us,
(hl or of | exus, * Thi ocysti s, *
Rhodospi ri | | unt

Posada Concepci 6n (charco # 2) Leptolyngbya thermalis,
Li ot hi x anphi granul at a
Phor m di umokeni ,

Synechococcus

Punta Cola de Bal | ena Phor mi di um rubrum Cal ot hri x,
Cernocarpa, Spirulina

Los Pi nos M crocol eus cht onopl ast es,
Spirulina, Oscillatoria
i metica, Synechaocysti s
aquatilis, Lirimot ri X
anphi granul at a, Chromati um *
Chl or obi um *

® Bacterias tototrofas anoxi geni cas
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La identificacion cualitativa de pignentos fotosinteticos de
cada una de | as | ocalidades se resune'enla Tabla 3 .

Tabla 3. Perfil de pignentos de nuestras natural es.

Local'I dad Pi gment os Absrorbancia nmaxi nma
hexano nmet anol

I s 1&an Ranobn clorofila a 660NmM
feofitina a 658nm
bclorofila a 776Nnm

Punta Col a de Ball ena clorofila a 660nm
bclorofila a 770nm

I sl a Bl anca bclorof ilaa 770nm
bclorofilac 666nm

Ensenada Los Mapachitos clorofila a 660Nnm

El Coloradito clorofila a 660nm
bclorofila a 770nm

Tranpa de sedinentacion clorofila a 660 nm
bclorofila a 770nm

Mangl e Santispac 1 clorofila a 660 nm

. feofitina a 657nm

bclorofila a 770nm

Mangl e Santi spac 2 clorofila a 660nm
bclorofila a 770nm

Posada Concepci dn clorofila a 660nm
feofitina a 657nm
bclorofila a 770nm
bf eofitina e 658nm

Los Pi nos clorofila a 660nm .
bclorofila a 770nm
bclorofila d 652nm
bclorofila e 659nm

Practicamente todas | as |ocalidades presentaron clorofila a
(Chl a) en los extractos con hexano, excepto el caso de Isla Bl anca

que solo nostrd bacterioclorofila, a,

bact eri as fototrofasanoxi geni cas

caracteristica de |as
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Por otra parte, todas |ocalidades nostraron |a presencia de
bacterioclorofila a (Bchla) y/o sus productos de degradacion
bacteri of eofi tinas(Bfeo), con una di versi dad de bacterioclorofilas
significativaen |las.localidades de Isla Blanca, Santispac, Posada
Concepci6én y la capa roja-purpura de. lostapetes | am nados de |la
| ocal 1 dad Los Pinos.

Descripci 6n de | as especi es de ci anobacteri as regi stradas.

Para la identificacion a nivel de especie se enpled |os
criterios escologicos,norfol 6gi cos y cicl os de vida usados por | os
bot ani cos (Geitler, 1925), pero tamnbi én al gunos de | os enpl eados
por | os m crobi 6l ogos cono son fijacion de nitrdgeno, anaerobiosis,
tolerancia' a la salinidadpH (R ppka et a., 1979; Caetenholz y
Vat er bury 1989; Anagnostidis y Komarek 1988).

Mangl e Santispac, charco, afio, nes, ndnero, género y especi e:

1 SP2A9510-1 Leptol yngbya thermalis.Anagnostidis & Komar ek 1988.
Syn. GCscillatorialimetica. Lemmermann, E 1907. Fision binaria en
un plano que resulta en filamentos rectos o |igeranente sinuoaos,
solitarios, 10 pym de ancho, con vainas tenues, sin color,

hi al i nas, novilidad poco evidente, célul asterm nal es sinreducci 6n
del diametro. Células cilindricas nmas | argas que anchas, raranente
i sodi ametricas, 1-5pmde | argo, cel ul as api cal es redondeadas; tal o
azul -verde palido. Fijacion aerobicade nitrégeno positiva,
interval o de tenperatura de crecimento 25°Ca 55°C. A slada de
mananti al es ternal es.

2 SP2A9510-2 Limothrix anphigranulata. Meffert 1987. Syn.
Gscillatoria anphigranulata van Goor 1918 ( Pseudanabaena
bentdnica). Tricomas rectos, noviles, constricciones ausentes,
solitarios de 20 a 25umde ancho. Células cilindricas mas |argas
gue anchas de 25 a 5 ymde largo, células term nal es sin reducci 6n

el diametro y sin testera, con dos pseudovacuol as en | 0os septos
transversal es. Fijaci Oon aerobica de nitrogeno positiva, intervalo
de tenperatura de crecimento 25°Ca 55°C Aislada de mananti al es
termal es. Asociada a bacterias purpuras fotosinteticas en
sedi nent os fangosos.

3. SP2B9510- 3 Synechococcus cedrorum Sauvageau, C 1892.
Uni cel ul ares, reproducci 6n por fisién bi nari aen un plano, cel ul as
el i psoidal es, rara vez casi cilindricas, 3-4 uymde ancho, hasta 50
umdelargo. Células solitarias, o en pares una tras otra, azul -
verde palido. fijaci onaerobi cade nitrogeno positiva, interval ode
tenperatura de crecimento 25°C a 55°C. Producci 6n presuntiva de
neurotoxinas y hepatotoxina. Aislada de manantiales ternales.

Desarroll o sobre cortezas de arboles y en aguas estancadas entre
otras al gas.
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4. SP2A9606- 8 Synechococcus el ongat us. Nagel i, C 1849.

Uni cel ul ares, reproducci 6n por fision binaria en un plano, célul as
cilindricas, 14 a 20 pnde ancho, hasta 5.0 pmde largo, células

solitarias o en cadenas cortas de 2 a 4 una tras otra azul -verde
pal i das. Tenperatura de crecimento 25°C. Ai sl ada de oncolitos de
mananti al es termal es, tanbi én se desarrollan sobre tierra haneda.

Los Pinos, color de capa, afio, nmes, numero, gener oy especie:

5 LPV9510-4 OCscillatoria limetica. Lemmrermann, E '1907. Syn.
Lyngbya |immetica. Anagnostidis, K 1961. Filamentos rectos o
| 1 geranente sinuosos, sin ramficaciones, solitarios, 1L0um de
ancho con vai na tenue, sin color, hialina, células term nales sin
reducci 6n del diametro. Células cilindricasmas | argas que anchas,
raramente isodianetricas, 1-5 pm de largo, células apicales
redondeadas; tal o azul -verde palido. Aislada de anbientes ricos en
conpuest os reduci dos del azufre, tapetes m crobi anos | am nados.

6. LPV9602- 5 Synechocystis aquatilis. Sauvageau, C 1892
Uni cel ul ares, reproducci on por fision binariaen uno plano, célul as
de 2.0 a 35 pmde ancho, azul -verdes claro. Aislada de pantano
salino, tapetes m crobianos | am nados.

Punta Col a de Bal |l ena, afio, mes, nunero, género y especie:

7. PCB9602-6 Phorm di um rubrum Tilden, J. 1910. Tal o pequefio,
escarlata,. Filanmentos general nente rectos. Vaina apenas visible.
Tricoma sin reducci 6n de | as di nensiones en | a células terminales.
Cél ul as casi cuadradas o un poco | argas de 10 unde ancho. Ai sl ada

de aguas ternal es.

Posada Concepci on, charco, afo, mes, géneroy especi e:

8. PCP2B9510-9 Phor m di um okeni. Anagnostidis & komar ek1988. Cyn.

Cscillatoria okeni. GConont, M 1892. Talo azul-verde obscuro.

Triconas rectos, muy noviles, con septos transversal es visi bles, de

55 a 7 mde ancho. Células 1/3 veces tan |largas como anchas 27

a 45um de largas. GCeneralmente células apicales con diéanetro ,
reduci do, curvas y redondeadas, sin testera ni caliptra. Fijacion
aerobica de nitrogeno positiva, intervalo de tenperatura de

crecimento 25°C a 55°C Producci 6n presuntiva de neurotoxinas y

hepat ot oxi na. Ai sl ada de mananti al es termal es.
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DI SCUSI ON

Los net odos de nuestreo enpl eados son anpl i anment e usados en el
canpo de la microbiologia y son rigurosos y formales, ya que
consideran el uso de material esteril y las caracteristicas
fisiol 6gicas de | as cianobacterias marinas (R ppka, 1988; Truper
1970; Lopez-Cortés, 1990).

Se realizarontres nmuestreos uno en el Ot ofio de 1995 (antes de
reci bir el apoyo de CONABIO), otro en Invierno, Febrero de 1996 y
un Utino en Verano Junio de 1996, con el fin de contar con e
material necesario para |os ensayos que se reportan en la
met odol ogi a. Las di nensi ones de | as nuestras son pequefias vari ando
de 1a5cmx 1 a3 cmde profundidad con el fin de no alterar |as
conuni dades m crobi anas encont r adas.

Los rendimentos de muestreo y colecta se presentan a
conti nuaci 6n, siendo vari abl e en funcion a la di sponibilidad de | os
organi snos y | ocal i zaci 6n de nuevos siti o0s.

[estaa o AREA MUESTRAS |
OTORO1995 75 km 39
| NVI ERNO 1996 50 km 42
VERANO 1996 80 km 50

En este tipo de estudio se considero de utilidad cuantificar
el rendimento de cepas aisladas,, preséntandose de |la siguiente
maner a:

ESTACON | PARTI O PANTES [no. DE AIsLAM ENTOs |
OTORO 1995 2 | 7

| N\VI ERNO 1996 2 4

VERANO 1996 |3 ] \

El rendimento de la identificacion a nivel de especies se
realizé durante el Gltino periodo debido ala falta de literatura,
que fue obtenida hasta Dicienbre de 1996 (Geitler, 1925 Ademasse

resenta el rendimento de la identificacion a ni.vel de genero*
Castenhol z y Waterbury, 1989).
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ESTACION | PARTICIPANTES No. DE CEPAS
’ : IDENTIFICADAS
OTORO 1995 {1 <11+ '
INVIERNO 1996 1 5% -
INVIERNO 1997 0y |8

Con el apoyo recibido por CONABI O se fortal eci 6 en el Cl BNOR
la capacidad de aislamiento purificacion, preservacion e
identificaci 6n de especies de ci anobacterias narinas.

La col ecci on de ci anobacteri as mari nas de anbi ent es natural es
nmexi canos que se | ogr6 en esta i nvestigaci 6n qui za es Unica en toda
| a Republica Mxicana, hasta donde ne fué posible investigar, a
traves de entrevistas (Dr. Qustavo Montejano, Facultad de ci enci as,
UNAM Biol .M. Guadalupe Qiva, ENEP |ztacala, UNAM; D. Jorge
Romero, Instituto de G encias del Mr y Linmmologi aUNAM y Lr.
Jesus Pani agua, CICESE), e internet via "honepage:-, de ms lineas
de investi gaci on.

Las cepas identificadas a nivel de especie se encuen ran
preservadas a largo plazo (20 afios) en nitrogenoliquido por
qui ntuplicado, y forman parte de la Col ecci 6n de M croal gas del
G BNOR Cada una de ellas con un registro escrito en forma de
tarjeta.

debi doa que el Recurso M crobiano de C anobacterias en | as
costas de Ba%'a California es muy anplioy el tienpoy el personal
i nvol ucrado fue m ni no,pongo a su consi deraci 6n |'a posi bilidad de
poder aspirar a obtener un nuevo fondo para conplenentar |a
col ecci 6n ya iniciada, pero atendi endo nuevas'areas ricas en este

recurso cono son:-Exportadora de Sal en Cuerrero Negro, Bahi a
Magdal enay | a salina conercial de Pichilingueen BajaCalifornia
Sur, Méxi co.

Act ual mente, cuento con recursos fiscal es para continuar con
di chos estudi os, no obstante, seria de gran beneficio tener nuevos
fondos que fortal ezcan esta |inea de investigaci on que esta poco
desarrollada en México y que considero de Inportancia para el
manej o sustentabl e de nuestros recursos bi6ticos. E conocimento
y conprensi 6n del papel de | as ci anobacterias en nuestros anbi ent es
nos permtira incidir en el control de toxinas producidas por
ci anobacterias, la produccion de B-carotenoy ficobiliproteinas
para la'industria, ademés de atender probl emas anbi ental es conp son
el tratam ento de efluentes acuicol as contam nados con nutri entes
y/ o net al es pesados.
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APENDI CE 1 1
MEDI O PARA Cl ANOBACTERI AS AGUA DE MAR ASN [ 11
Rippka, R y col. (1979

Sol uci 6n 1 2 .5 ) X

Reactivo gr anos
NaCl . . 125.00
MgCl,.6H,0 ' 10.00
KC1 - , 2.50
NaNoO, 3.75
KzHPOd . 3H20 : . 0 . 10
MgSo, 7H,0 '17.50
Cad ,. 2H,0 2.50

Aci do citrico. H20 0.016
Citrato ferrico de

anoni o 0.015
EDTA (sal disodica) 0.0025
Na,co3 0.10 :
Agua dei oni zada 2000 ml.
PH 7.5

Esterilizar por filtraciony almacenar a 4°C

Soluciéon 11 Metal es traza A5+Co

Reacti vo g/ 1
HBBCB 2.86
M ,. 2H 0 181
ZnS0-. 7H20 0. 222
NaMbO) « 2H20 0 390
QuS0,. 5H20 0. 079
CO(NO5),-6 H,0* 0 0494
*CoCl,.6H,0

Esterilizar por filtracidony almacenar a 4° C

Sol uci 6n 111 Vitam na B2 concentracion final 10 g/l
Reacti vo ng/ |
G anocobal am na 20

Esterilizar por filtraciony al macenar a 4°C8
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Solucion 1V Ci cl ohexi m da 50 g/ ml

Preaparar 50 ng/m (0.05 g/m )y afiadir a 1000 ml de nedio de
cul tivo volunen final.

Estérilizar por filtracion.

Sol uci 6n V Tiosul fato de sodiopentahidratado (FW 248.2) 10 M.

?ﬁoadin;vll ml (0.248¢g/m )para un litro resultando una [final] de

Para el aborar un litro (1000 m) de nedio de cultivo se nmezclan en
condi ci ones esteriles:

Sol. | (2.5x%) 400.
Sol. |1 1
Sol. |11 0]
Sol. 1V 1
Sol. V 1
Agua destilada esteril 596.5
Vol urmen fi nal 1000

Couioo

Para el aborar nedio so6lido se-agrega 10 g en los 596.5 m lde agua
desti | aday esterilizar por autoclave [final] 10 % -

Nota: Colocar en un Bafo Mariala mezclade las soluciones
I+ 1+ 11+lV a 55C,en condiciones estériles o en unrecipiente bi en
cerrado.

MEDI O DE PFENNI G PARA BACTERI AS FOTOTROFI CAS ANOXI GENI CAS

Truper, H. G. (1970) ‘

qReceta paré 15 litros de medio.

En este caso' se usaron botellas de tapén de rosca de 30 mL (1 0z).

El medi o fue preparado por 4 sol uciones diferentes.

\

Sol uci on |

Agua desti | ada 1250.0 m |
Cad 2. 2H20 0.65 g
NaCl 52.50 ¢

Vaciar 250 mlen un matraz pyrex (500 ml capaci dad)
y 1000 m en botellas de 30 m I de capaci dad depositar 20 m Ic/u.

Seesterilizan por autocl ave.
Nota: NO APRETAR LAS TAPAS DE ROSCA FUERTEMENTE.



Solucion I'l (50mlvolunen total).

Agua, desti | ada 33.5 ml
Sol uci 6n de el emmt os
traza (Pfenning & Lippert,

1966) 150 ml

VitamnaBl2 (20 mg/llt 15 m

KH2PO4 0. 5¢g

NHACL 0.5¢

MAL2. 6H20 05 g

KCI 05 ¢

Solucion |11

Agua destil ada . 450.0 ml

NaHCO3 225 ¢ ‘
La solucidn |11 es enriquecida con CO2 burbujeando hasta bajar el
pH a 6.2 ,
Entonces las soluciones Il y Il 1 se nezclan innediatamente y se
esterilizan por filtracion. Lavar el filtro con 200 m1l de agua
destil ada antes de esterilizar por filtracidn |las soluciones I'l vy ,
1. -

Distribuir en condiciones estériles 8 mlde' la nezcla 11y 111

estéril en las botellas de 30 mlque contienen 20 mI de so |I.

solucion, | V

Agualestilada 100.0 ml
NaS .9H20 15 g

Uilizar reactivo'fresco” Jomar un Cristal grande, ponerlo en una
caja petri y lavarlo con agua destilada hervida hasta que quede
bien "transparente. Secarlo con papel filtro y pesarlo (debe
mant enerse el menor tienpo posible en contacto con el aire.

Para prepar esta solucion se enplea agua destilada recien
aut ocl aveada, para elimnar el oxigeno.

Dej ar enfriar ligeranente el agua destilada estéril y afadir |a sal
def II\IaS. 9H20O, enplear botellas pyrex con tapon de roscay juntas de
teflon.

Esterilizar con autoclave y enfriar, de jando en su interior el
agi tador magnético de tefldédn para posteriormente facilitar el

aj uste del pH.
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Baj o condi ci onesde esterilidad adicionar gota a gota y con nmucho'
cui dado dej andoescurrir por |as paredes. del matraz solucion
estéril V (autoclave) 2 Mde H2804.

De esta forma se ajustaréa el pH

pH 6.8 Chlorobiaceae 17 ml
pH 7.2 Thiorodeaceae 16 ml

Mezclar IVy V y distribuir a frascos que ya contienen 1(20 n),
1T+ 111(8m)1V+V (1.5m).

Conpl enent ar el vol umen de cada una de | as botellas con sol uci 6n |

dej ando sol o una burbuja de aire para hacer posible | os canbi os de
presi on.
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VEDI O PARA M EMBROS DE LA FAM LI A RHODOSPI Rl LLACEAE.
Biebl, H y Pfennig, N (1981

Sol uci 6n 1

KH2POL 0
NH4CL 0
MdAd 2.6H20 0.20
Na Cl 20
Cad 2.2H20 0
Agua desti | ada 400.

\

R8BS
3@@@@@

o
o

Se esteriliz6 por autoclave.
Sol uci on | 1

Acetato de sodio 3H2O
Extracto de | evadura

Agar 1
Agua desti | ada 59

WUIO

I8 A

SQQ
\

Solucion |11

Citrato Ferrico (0.1 g/100 mI)
Sol uci 6n |V

Sol uci 6n de el ementos traza SL7

Sol uci 6n V

Ci anocobal am na(Vitam na B12 20 ng/ It)

Las soluciones 111 ,I1V y V se esterilizan por filtracion con
menbranas de 0.2 um.

Para formular 1 litro de nedi o se nezcla de |a siguiente nanera:

Sol uci 6n I 400.0 ml
Sol uci 6n 1 593.5 ml
Solucién |11 50 ml
solucién 1V 10 ml
Sol uci 6n V 05 m 1
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