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Senores Miembros de la
Subcomisién de la Carrera de Doctorado

Me dirijo a ustedes parc presentar la tesis doctoral de la Lic. Maria
Alejandra Nudelman titulada "Estudio de ultraestructura, filogenia molecular y
ecofisiologia en euglenoideos”, desarrollada bajo mi direccién y la Dra. Susana
Rossi.

En este trabajo de tesis se han utilizado cultivos de dJistintas cepas, se
aplicaron técnicas de microscopia electronica de barrido y transmision, se
utilizaron tanto metodologias computacionales de analisis de secuencias e
inferencia filoger:ética como de biologia molecular y se realizaron distintos
bioensayos. Se +:an combinado distintos tipos de estudios para poder elucidar
cuestiones ultra=-ructurales, ecofisioldgicas y filogenéticas, con la finaiicad de
poder resolver parte de los problemas taxonémicos del grupo y avanza: en el
conocimiento de su evolucién.

Durante el transcurso de este trabajo de tesis, la Lic. Nudelman ha
adquirido una formacion muy importante e integradora de numerosos aspectos
que hacen a la biologia de los euglenoideos. Ella ha adquirido practica en el
manejo de cultivos algales, en técnicas de microscopia electronica, en la
determinacién sistematica, en la planificacién y desarrollo de experimentos, en
la realizaci6:- -'e diferentes técnicas moleculares, el uso de programas de
bioinformatica, ia interpretacién de resultados y manejo de conceptos teéricos.
Parte de los res:ltados que se presentan en esta tesis han sido comunicados
en numerosas reuniones nacionales e internacionales y han dado origen a las
siguientes publicaciones:

- CONFORTI, V.y A. NUDELMAN. 1997. Trachelomonas argentinensis
(Euglenophyta) nov. comb. Bol. Soc. Arg. Bot. 33 (1-2): 17-22. Argentina.
NUDELMAN, A., B. LOMBARDO y V. CONFORTI. 1998. Comparative
analysis of envelopes of Trachelomonas argentinensis (Euglenophyta) from
different aquatic environments in South America. Algological Studies 89 (1-
4). 97 - 105. Alemania.

LINTON, E., NUDELMAN, M. A., CONFORTI, V. & R. TRIEMER. 2000. A
molecular analysis of the Euglenophytes using SSU rDNA. J. Phycol. 36:
740-746.
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Resumen

RESUMEN

Los euglenoideos son un grupo muy antiguo y diverso de eucariotas flagelados
relacionados con los kinetoplastidos que incluye taxones verdes e incoloros. Las relaciones
filogenéticas dentro del grupo, asi como con otras protistas, son aiin desconocidas. A pesar de
su gran distribucion y frecuencia en todos los ambientes, el conocimiento de este grupo es
escaso. El esquema taxondmico actualmente en uso es mayormente intuitivo, basado sobre
caracteristicas morfolégicas. Tal clasificacion puede estar reflejando solo eventos de
convergencia mas que relaciones filogenéticas y se requiere una revision sustancial. Ademas,
algunas de estas caracteristicas, consideradas diagndsticas en taxonomia son en gran parte
variables, influenciadas por las condiciones ambientales.

El objetivo de esta tesis fue combinar datos morfologicos y moleculares y asi proponer
un esquema filogenético y una clasificacion taxonomica consistente de euglenoideos, basada en
grupos naturales. Realizamos estudios de los organismos en cultivo a fin de evaluar el rango de
plasticidad fenotipica de algunas caracteristicas diagndsticas. Para investigar la validez de los
caracteres usados en taxonomia, analizamos la secuencia gen ribosomal 18S de algunos
euglenoideos representativos. El andlisis filogenético se realizé usando metodologias de maxima
parsimonia, maxima verosimilitud, distancia y bayesiano. Los resultados obtenidos fueron
consistentes bajo todos los criterios. Los euglenoideos conforman un grupo monofilético. Entre
los incoloros, el fagotrofo Peranema sp. diverge en la base de los arboles. Los taxones
osmotrofos incluids en este trabajo (Astasia, Khawkinea, Hyalophacus) se habrian originado por
una pérdida secundaria de cloroplastos. Los géneros fotosintéticos Euglena, Phacus y
Lepocinclis son polifiléticos. Los géneros loricados Trachelomonas y Strombomonas estan
asociados fuertemente. La clasificacion tradicional de estos géneros como entidades genéricas
diferentes, usualmente controversial, no es contradecida por los datos moleculares. Las
especies de Euglena rigidas se agrupan con las especies de Lepocinclis y algunos Phacus, con
los cuales comparten la estructura pelicular basica y el tipo de los cloroplastos. Después de la
adquisicion de los cloroplastos por una forma fagotrofica y metabdlica, que seria el ancestro de
los euglenoides verdes, la rigidez de la célula habria evolucionado como eventos independientes
en los distintos linajes, como asi también la pérdida de cloroplastos.

Los resultados derivados del estudio ultrastructural, en particular, del complejo
pelicular, cloroplastos y Iéricas es consistente con el esquema filogenético propuesto. El analisis

de algunos caracteres morfoldgicos permitié confirmar su valor como criterio taxondmico.



Abstract

ABSTRACT

The euglenoids are an ancient and diverse group of eukaryotic flagellates related to
kinetoplastids that comprises green and colorless taxa. The relationships within the group as
with other protists remain unclear. Despite their wide distribution and frequency in all
environments the knowledge of this group remain scarce. The taxonomic scheme currently in
use is mainly intuitive, based on morphological features. Such classification may reflect just
convergence rather than phylogenetic affiliations and a substantial revision is required.
Moreover, some of these features considered diagnostic have been proved to be variable,
influenced by environmental conditions.

The objective of the present study was to combine morphological and molecular data to
propose a phylogenetic framework as well as a natural and consistent taxonomic system of
euglenoids. We conducted studies of the organisms in culture to assess the range of plasticity
of diagnostic features. To investigate the validity of the characters used in taxonomy we
analyzed the SSUrDNA sequence of some representative euglenoids. Phylogenetic analyses was
performed using maximum parsimony, maximum likelihood and distance methodologies.
Results were consistent using all the criteria. The euglenoids conform a monophyletic group,
the phagotrophs (Peranema sp.) arising at the base of the trees and osmotrophs (taxa Astasia,
Khawkinea, Hyalophacus) derived from secondary loss of chloroplasts. They are positioned in a
clade intermixed among metabolic Euglena spp. The photosynthetic genera Euglena, Phacus
and Lepocinclis are polyphyletic. The loricate genera Trachelomonas and Strombomonas are
strongly associated but their status as different generic entities, usually controversial, is not
contradicted by the molecular data. Rigid EFuglena spp. are associated with Lepocinclis and
some Phacus, with which they share basic pellicle structure and chloroplasts. After the
acquisition of chloroplasts by a metabolic phagotrophic form, ancestor of the Euglenales, the
cell rigidity seems to be acquired many times, as independent events during the evolution of
green euglenoids, as well as seems to be the loss of plastids.

Ultrastructure findings, mainly particularities of the pellicular complex, chloroplasts and
envelopes confirmed the phylogenetic scheme derived from molecular evidence. Examination of

such morphological details has shown they may be taxonomically diagnostic.
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Capitulo 1. Introduccion General
1.1.Introduccion .

Los euglenoideos constituyen un grupo muy antiguo y diverso de organismos
unicelulares flagelados y representan uno de los primeros linajes de eucariotas con
mitocondrias (Sogin et a/. 1987, 1989) (Fig.1). Fueron incluidos en el Reino Protozoa,
Phylum Euglenozoa (Cavalier Smith 1993a) junto con otros 12 Phyla. Una de las ultimas
clasificaciones de Protistas presentadas fue la de Corliss (1998) en la que considera a los
Euglenoideos un Phylum, Euglenozoa dentro del Reino Protozoa. Este pertenece al
dominio Eukaryota que también contiene a los Reinos Archezoa, Chromista, Plantae,
Fungi y Animalia (Fig. 1). Sin embargo, las otras denominaciones siguen siendo utilizadas.

La mayoria de los géneros son de vida libre y habitan cuerpos de agua dulce,
salobre, ambientes marinos o suelos humedos. Aunque se han encontrado euglenoideos
viviendo en el interior de otros organismos, no se ha determinado si esta relacion es de
tipo parasitaria o simbidtica. Segin su modo de nutricion, pueden ser fotoauxotrofos o

heterotrofos (fagotrofos u osmotrofos).

La clase Euglenophyceae estd caracterizada por (Fig. 2):

a) células solitarias (solo existe un género pseudocolonial),

b) dos flagelos anteriores, de los cuales uno o ambos es emergente, con mastigonemas
no tubulares,

c) una pelicula proteica inmediatamente por debajo de la membrana plasmatica,
organizada en bandas y sostenida por microtibulos,

d) sustancia de reserva de localizacion extraplastidial compuesta por paramilon, un g 1-3
glucano,

e) una barra paraflagelar (PAR), asociada a uno o a ambos flagelos,

f) nicleo con cromosomas condensados durante todo el ciclo celular,

g) reproduccion por mitosis Unicamente,

h) huso mitédtico intranuclear con nucleolo persistente durante la division celular.

Aunque en la actualidad son considerados miembros del Reino Protista, los
euglenoideos siguen siendo un enigma taxonémico y filogenético. Durante muchos afios
han sido clasificados como algas y como protozoos, por lo cual se los considera un taxdn

ambirreinal (Patterson, 1986, Patterson y Larsen 1991) y su clasificacién sigue las normas
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Fig. 1. Filogenia basada en secuencias del gen ribosomal 18S de 75 taxones. La longitud

de las ramas indica la cantidad de cambio evolutivo. Modificado de Sogin y Patterson
(1993)



Fig. 2. Caracteristicas de la Clase Euglenophyceae. A. Euglena viridis, organizacion celular
(Modificado de de Putuyrac et al. 1987). B. Micrografia MEB de Eutreptia pertyi, se indica el
flagelo anterior. Escala: 1pm. (Leander et a/. 2001)

D- E. Ultraestructura de la pelicula. D. Pricipales componentes del complejo pelicular
(Carolina Biological Supply Co. Bioreview sheet 8253.E. microfotografia de Cryptoglena pigra,
MP= membrana plasmatica, CP= capa proteica o epiplasmatica, Mt= microtibulos. F. Secci6n
transversal de Euglena anabaena var. minor , se observa un cloroplasto con diplopirenoide,
ndcleo con cromosomas condensados y mitocondrias. (Shin et al. 2000). E. Seccion
transversal de nucleo de Lepocinclis salina en interfase. Se observa el nucleolo fragmentado y
los cromosomas condensados. Escala en um. F. Esquema del flagelo locomotor de Euglena
sp. (Carolina Biological Supply Co. Bioreview sheet 8253).
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de dos Cddigos de Nomenclatura. Por la presencia de cloroplastos en muchos de ellos, se
siguio el Cddigo de Nomenclatura Botanica (1978). Sin embargo, la mayoria de los
géneros son incoloros y sin vestigios de haber poseido dichas organelas alguna vez
(Walne y Kivic 1989). De este modo, los representantes incoloros, mas parecidos a
animales, han sido clasificados siguiendo las reglas de la Nomenclatura Zoologica (1981).
En los géneros autétrofos, los pigmentos fotosintéticos son basicamente clorofila a y
b, por lo cual se los ha relacionado desde siempre con las algas verdes (Chlorophyceae) y
plantas superiores (Douglas 1992, Hallick et a/. 1993, Van de Peer et a/. 1996a, Inagaki
1997, Morden et a/. 1992, Hallick et a/. 1993). Esta postura fue sostenida en muchos
estudios y libros de texto hasta hace pocos afos, a pesar de que fisioldgica y
estructuralmente primero y seglin datos moleculares mas recientemente, lo (nico que
estos tres grupos comparten es la presencia de cloroplastos con clorofilas similares como
pigmentos fotosintéticos. Ademas, los cloroplastos de euglenoideos son muy diferentes a
los de Clorofitas y plantas superiores los cuales presentan una organizacion similar. En
plantas superiores, algas verdes y rojas los cloroplastos estan rodeados por dos
membranas. En euglenoideos y dinoflagelados, entre otras particularidades, el cloroplasto
posee una envoltura de tres membranas, pero la externa no se conecta con la membrana
nuclear ni es reticulo endoplasmatico rugoso, como ocurre en Chromista (Fig. 3 Ay B,
Leedale 1982, Cavalier-Smith 1982). Una explicacion razonable y actualmente aceptada
por todos los ficologos fue propuesta por Gibbs (1978, 1981, 1993) que sugirié que los
euglenoideos adquirieron sus cloroplastos con clorofila a y b a través de la ingestion de un
alga verde y no por endosimbiosis de una célula tipo Prochloron como se ha sugerido
para Chlorophyceae (Mc Fadden 2001) (Fig. 3 C). La presencia de la envoltura de tres
membranas seria una evidencia de que los cloroplastos evolucionaron a partir de la
reduccion de un alga verde endosimbionte: las dos membranas internas se interpretan
como las membranas propias del cloroplasto de la clorofita y la externa seria la membrana
plasmatica del simbionte. Algunos euglenoideos fagotroficos actuales, como Peranema,
poseen aparatos de ingestion muy especializados, lo que les permite tomar presas
eucariotas. Se ha observado en la naturaleza y también en cultivo, que estos organismos
pueden ingerir células enteras, sdlo su citoplasma o sélo los cloroplastos (Leedale 1969 a,
Triemer 1997). Tal podria haber sido el mecanismo de adquisicion de los plastidos, que
habrian sido incorporados como alimento pero que eventualmente permanecieron sin ser

digeridos, pasando a ser funcionales en la célula euglenoidea. Entonces las dos




Fig. 3. A Micrografia MET mostrando las tres membranas que componen la envoltura del
cloroplasto. B. Micrografia MET , seccion transversal del cloroplasto; se indican los tilacoides y
se observa claramente que el reticulo endoplasmatico (RE) no forma parte de la envoltura del
cloroplasto. Ambas micrografias fueron obtenidas de la pagina web The Euglenoid Project

C. Esquema de la hipotesis del origen y distribucion de los cloroplastos a través de
endosimbiosis primaria y secundaria. En un evento de endosimbiosis primaria, una procariota
tipo cianobacteria puede haber sido ingerido y retenido por un eucariota fagotrofo.
Posteriormente, ocurrieron al menos tres eventos de endosimbiosis secundaria diferentes, en
los cuales un fagotrofo ingirid y retuvo a una alga eucariota, produciendo cloroplastos con
tres y cuatro membranas. Los vestigios del nicleo de ese endosimbionte persiste en forma de
un nucleomorfo. Modificado de Mc Fadden (2001).
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membranas internas -podrian ser la envoltura original del plasto y la tercera seria la
membrana de la vacuola fagocitica del huésped. Cavalier- Smith (1999, 2002) propone
que los cloroplastos de dinoflagelados y euglenoideos estdan evolutivamente
emparentados y recientemente analizo las cuatro hipotesis que en la actualidad intentan
explicar el origen de los clorop]astos en estos grupos. Segun este autor, los cloroplastos
de euglenoideos y dinoflagelados estan relacionados entre si, y también con las plantas
verdes ya que se originaron directamente a partir de la endosimbiosis primaria de un alga
tipo cianobacteria (Cavalier Smith 1982); como los cloroplastos de cianofitas tienen dos
membranas, la tercera seria la membrana del fagosoma del huésped. Otra hipdtesis
sugiere que se originaron como en las algas pertenecientes a Chlorachniophyta y
Chromista (Cryptophyceae, Haptophyta, Heterokonta), como sostienen entre otros
Douglas et a/. (1991, 1992) y Mc Fadden (1994, 2001), a través de dos simbiosis
secundarias de algas eucariontes que fueron fagocitadas independientemente (Gibbs
1978, 1981); inicialmente estos plastidos tenian cuatro membranas como en los citados
grupos (Cavalier -Smith 1995). Es una explicacion menos parsimoniosa ya que involucra
mas eventos y la pérdida de nlcleo, mitocondrias y peroxisomas del simbionte y de la
membrana fagosomica del hospedador. Las otras dos hipotesis también proponen eventos
de endosimbiosis secundaria, en un caso solo seria un plastido y no un orgasimo entero lo
que fue ingerido (Whatley et a/. 1979, Whatley y Whatley 1981) y segun la otra postura,
los plastos se habrian originado por dos endosimbiosis secundarias independientes, pero
el simbionte no habria sido adquirido por fagocitosis sino por “mizocitosis” (Schnepf
1993). Las tres Ultimas, segln Cavalier -Smith (2002) suponen que los plastos de
dinoflagelados y de euglenoideos no estan directamente relacionados unos con otros.
Actualmente, los taxénomos proponen que los euglenoideos son un grupo completamente
separado de las algas verdes (Cavalier- Smith 1993, Escalante y Ayala 1995, Van de Peer
1996 a, b).

Ademas del hecho de ser considerado un taxdn ambirreinal y ser identificado como
algas y protozoos segln los diferentes autores (entre muchos otros, Douglas 1992,
Cavalier- Smith 1993, Van de Peer et al. 1996a, b, Inagaki 1997), un problema que
comparten todos los protistélogos, es que existen relativamente pocos caracteres
morfoldgicos que pueden usarse con fines taxonémicos en organismos unicelulares. Por
ejemplo, el tamafio o forma celular es virtualmente indtil para describir euglenoideos ya

que muchos géneros presentan un alto grado de metabolia (distorsiéon particular del
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cuerpo) o variaciones importantes de tamafo, de hasta un orden de magnitud, en una
misma poblacion. Muchos caracteres que fueron considerados diagndsticos en
euglenoideos han sido descartados en la actualidad luego de demostrarse su plasticidad
ante determinados cambios ambientales (Léfevre 1931, Conrad 1943, Kiss et a/. 1986,
Conforti 1998) tanto en la naturaleza como en condiciones experimentales.

La determinacion de estos caracteres en organismos tan pequefios requiere
muchas veces el uso de modernos y sofisticados equipos (microscopios electronicos y
confocales) o técnicas engorrosas que insumen mucho tiempo (tinciones, inclusiones en
resina, punto critico en CO,, etc.) y/o personal especializado. Asi, la mayoria de las
descripciones originales, publicadas antes de los afios 50 y 60 sdlo incluyen algunos
caracteres considerados esenciales en aquella época, y que hoy carecen de valor por lo
que muchas de las especies referidas en listas floristicas, estudios ecoldgicos, etc. pueden
haber sido mal identificadas, podrian ser formas fenotipicas de un mismo taxén o su
descripcién es incompleta. Asimismo, varias decenas de especies han sido sélo
encontradas una vez, por quien realizd la descripcion original y su validez entonces es
dudosa. En particular los euglenoideos, al ser organismos tan abundantes en ambientes
acuaticos eutrofizados o con un aito grado de contaminacion de origen antrdpico, son
frecuentemente citados en investigaciones ecoldgicas o de impacto ambiental, donde el
estudio taxonémico no siempre es exhaustivo o realizado por especialistas. Por otro lado,
los relevamientos del grupo son por lo general, listas incompletas ya que existen muchas
areas geograficas en que estos organismos nunca fueron estudiados. De este modo, gran
parte de la biodiversidad existente nunca ha sido evaluada. A pesar de existir numerosos
listados sobre el grupo en nuestra region (Balech 1944, Tell y Zalocar de Domitrovic 1985,
Tell 1980, Tell y Conforti 1986, Garcia de Emiliani 1983), muchas zonas permanecen aun
ignoradas, en particular los ambientes costeros o de dificil acceso (montes, selvas). Por
otro lado, en la mayoria de los casos, es practicamente imposible realizar una
identificacion certera solo utilizando microscopia Optica y sin entrenamiento en la
taxonomia del grupo.

Otro inconveniente que se presenta a la hora de intentar una clasificacion con
base evolutiva es la ausencia de registros fdsiles, de especimenes tipo y la escasez de
datos bioquimicos, moleculares, fisioldgicos y sobre el comportamiento en cultivos de un

numero representativo de especies.
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En contraposicion a lo expuesto, existe una extensa bibliograffa sobre la fisiologia
de £ gracilis Ehr. que aumenta cada dia. Casi todas las investigaciones fueron realizadas
utilizando la misma cepa de esta especie (entre muchos otros, Briand et a/, 1981, Hayashi
et al. 1994, Devars et al. 1998, Devars et a/. 2000, Takeyama et a/. 1997, Montrichard et
al. 1999, Oliveira et al. 1990, Einecker Lamas et a/. 1996 , Rocchetta et al. en prensa).
Este organismo es considerado un modelo util para estudiar biologia celular de eucariotas,
ya que posee atributos de célula animal y vegetal, segin los tratamientos y organelas
blanco. Pero como ya se ha mencionado, la mayoria de los euglenoideos son incoloros y
marinos. Asi, si bien los estudios realizados con Euglena gracilis son de indudable utilidad
para comprender algunas vias metabdlicas, los resultados no siempre pueden
extrapolarse a otras especies, a diferentes cepas de la misma especie, o a la misma
especie creciendo bajo diferentes condiciones experimentales (Oliveira et a/. 1990,
Navarro et a/. 1997, Barsanti el al. 2000).

Por todos estos motivos, el marco taxondémico y evolutivo de este grupo es hasta

el momento incompleto y confuso.

1.2 Taxonomia y Evolucion
1.2.1 Posicion de los Euglenoideos en el marco evolutivo de eucariotas
Desde el siglo XIX, los esquemas de clasificacion de los seguidores de Linneo han
ubicado los euglenoideos tanto en el Reino Animalia como en el Reino Plantae. En 1866
Ernst Haeckel propuso una clasificacion que reflejara la filogenia del grupo, y establecio
tres Reinos: Plantae, Animalia y Protista (Fig. 4). Segin Haeckel, todos los organismos
microscopicos y unicelulares pertenecian al Reino Protista. Sin embargo, este razonable
esquema fue ignorado por botanicos y zodlogos y hasta hace poco tiempo, los
euglenoideos siguieron siendo estudiados entre otros grupos de algas o protozoos.
Actualmente, el concepto de Protistas tiene una significacion diferente, es decir no
son mini-plantas ni mini-animales ni una combinacion de ambos tipos de célula. Esto se
refleja en la reevaluacion de los criterios sistematicos encarada por numerosos autores,
comenzando por Copeland (1956), Whittaker (1969), Margulis (1970), Taylor (1974),
Whittaker y Margulis (1978), Margulis et a/. (1989) y Cavalier-Smith (2002).
Sin hacer aqui mayores consideraciones sobre lo inadecuado de aplicar las reglas de los
Cédigos Internacionales de Nomenclatura Zooldgica (1978) y Botanica (1981) y a la
aceptacion de los Protistas como un Reino separado o el uso de nombres de Protistas
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para organismos de niveles taxondmicos superiores, en términos generales adoptamos
para este trabajo el esquema propuesto por Corliss (1984), que categorizé a los
Eucariotas en cuatro Reinos: Protista, Animalia, Plantae y Fungi.

El grupo Euglenozoa se compone de tres Phyla:

Euglenophyta

Kinetoplastidea (sin.: Bodonophyceae, Trypanosomaphyceae)

Pseudociliata (sin.: Stephanopogonidae)

Posteriormente, este autor sostiene que el Reino Protista no tiene justificacion
(Corliss 1994) y sugiere 6 Reinos, de los cuales cinco contienen especies de protistas. En
uno de ellos, Protozoa incluye a los euglenoideos. En total reconoce 35 Phyla, uno de los
cuales fue designado Euglenozoa.

La falta de registros fosiles para la mayoria de los grupos de protistas y la escasez
de suficientes datos moleculares, por el momento, hacen muy dificil la reconstruccion de
un sistema de clasificacion de este Reino basado en relaciones filogenéticas. Sin embargo,
el estudio de los euglenoideos, muy diversos y con caracteristicas morfoldgicas y
fisiologicas distintivas, ha permitido aclarar algunas relaciones en la base del arbol
filogenético de eucariotas, particularmente con kinetoplastidos (Kivic y Walne 1984,
Leedale, 1978) y tal vez con dinoflagelados (Sleigh 1979, Inagaki 1997, Cavalier Smith
2002). Por ejemplo, se ha demostrado la presencia de acido sialico y esfingolipidos en
Euglena gracilis, moléculas que no se conocen entre los protistas, excepto en
tripanosomas (Preisfeld y Ruppel 1995). También se ha detectado la presencia de la base
J, que es un uracilo modificado descripto Unicamente en tripanosomas (Dooijes et al.
2000).

El enfoque actual de la biologia evolutiva de grandes grupos (Reinos) se basa en
combinar datos provenientes de diferentes fuentes, morfoldgicos, fisioldgicos vy
moleculares. En este sentido, varios grupos de investigacion analizan genes diferentes
como 28S rDNA, factores de elongacion EF1 y 2, actinas, tubulinas para confirmar los
esquemas obtenidos basados solo en SSUrDNA (Baldouf 1999, Baldouf et a/ 2001,
Hashimoto et a/. 1997, Keeling 1998, Sogin y Silberman, 1998, Morin 2000, Moreira et al.
2000). Un ejemplo de los esfuerzos en este sentido se muestra en la Fig. 5, modificada de
Baldouf et a/. (2000)

10



Fig. 5. A. Filogenia de eucariotas, basada en la combinacién de secuencias de proteinas. Los
supergrupos se indican a la derecha del arbol. Los clados representados por multitaxones se
muestran como tridngulos, la altura es proporcional al nimero de taxones y el ancho es
proporcional a la longitud promedio de las ramas. B. Resultados publicados que soportan los
nodos de la topologia presentada en A. Los marcadores son a) ARN ribosomal, b) proteinas
que no se usaron en este analisis, c) proteinas utilizadas en el analisis, d) datos combinados.
Adaptado de Baldauf et a/. 2000.
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1.3 Esquema evolutivo y taxonomico del Phylum.
1.3.1 Historia del conocimiento de Euglenoideos

Los primeros intentos de organizar la taxonomia de euglenoideos se basaron
principalmente en una caracteristica Unica. Asi, se crearon grupos artificiales, en funcion
de la presencia o ausencia de dicho caracter. Una de las primeras clasificaciones fue
propuesta por Stein (1878). Este autor dividio a los euglenoideos en cuatro familias. Estas
no estaban agrupadas en un mismo orden y cada una era equivalente a las familias de
otros Infusorios como boddnidos, ciliados y algas verdes. Es decir que en esta
clasificacion, la presencia o -ausencia de cloroplastos y los modos de nutricién eran los
caracteres fundamentales.

Esquema taxondmico propuesto por Stein (1878)

A. Familia: Chloropeltidea B. Familia: Euglenida
1. Cryptoglena 2. Phacus 1. Euglena 2. Colacium
3. Chloropeltis 3. Ascoglena 4. Trachelomonas
C. Familia: Astasiaea D. Familia: Scytomonadina
1. Astasia 2. Eutreptia 1. Scytomonas 2. Menoidium
3. Heteronema 4. Peranema 3. Petalomonas 4. Atractonema
5. Zygoselmis 5. Phialonema 6. Sphenomonas

7. Anisonema 8. Entosiphon
9. Tropidocyphus

Luego este esquema fue mejorado por Klebs (1883) que agrupd varios
euglenoideos en una familia. Este autor baso su clasificacién en los modos de nutricion y
separo los pigmentados de los incoloros. Esto determind que, por ejemplo, los géneros
Euglena y Astasia pertenecieran a ordenes diferentes a pesar de que tanto morfoldgica
como evolutivamente son muy cercanos. De hecho, Astasia longa fue considerado como
un posible estado transitorio osmotréfico por pérdida temporaria de cloroplastos de
alguna especie de £uglena (Pringsheim y Pringsheim 1952, Danforth 1962).

Debe sefnalarse que los euglenoideos fueron reconocidos por primera vez como un

grupo Unico, equivalente a otros grupos de Protistas por Otto Buetschli en 1884.

Esquema taxonomico propuesto por Klebs (1883).

A. Familia: Euglenaceae
1. Grupo: Euglenae
1. Euglena 2. Phacus
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3. Eutreptia 4. Ascoglena

5. Trachelomonas 6. Colacium

II. Grupo: Astasiae

1. Astasia 2. Rhabdomonas 3. Menoidium

B. Familia: Peranemaceae
1. Entosiphon 2. Anisonema
3. Peranema 4. Heteronema

Senn (1900) propuso un ordenamiento similar al anterior, basandose en los
pigmentos para separar a las familias. Su trabajo fue el primero en incluir a todos los
euglenoideos en un mismo orden. También incorpord a los modos de nutricion la
presencia de un aparato de ingestion como criterio para establecer tres familias dentro del

Orden Eugleninae.

Esquema taxonomico propuesto por Senn (1900).

Orden Euglenineae

A. Familia: Euglenaceae

1. Eutreptia 2. Cryptoglena
3. Euglena 4. Trachelomonas
5. Phacus 6. Colacium

7. Ascoglena

B. Familia: Astasiaceae
1. Astasia 2. Menoidium
3. Distigma 4. Sphenomonas

C. Familia: Peranemaceae
1. Sub-Familia: Peranemeae
1. Peranema 2. Urceolus

I1. Sub-Familia: Euglenopseae
1. Euglenopsis

III. Sub-Familia: Petalomonadeae
1. Petalomonas 2. Scytomonas

IV. Sub-Familia: Heteronemeae
1. Notosolenus  2.Tropidoscyphus 3. Heteronema

V. Sub-Familia: Anisonemeae
1. Metanema 2. Anisonema
3. Ploeotia 4. Entosiphon

VI: Sub-Familia: Dinemeae
1. Dinemna
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Reichenow (1928) fue el primero en sugerir que los incoloros (Astasiidae) y las
formas pigmentadas (Euglenidae) podrian reunirse en un grupo separado de los
fagotroficos (Peranemaniidae), pero su propuesta fue resistida por los protistélogos mas
prestigiosos de la época (Hall y Jahn 1929). El ejemplo mas extremo de la preferencia por
el esquema “verdes vs. incoloros” fue presentado por Calkins (1933), que colocé a los
euglenoideos verdes en el Reino Plantae, mientras que todas las formas incoloras eran
consideradas miembros del Reino Animalia.

El sistema taxondmico actualmente en uso tiene su origen en Hollande (1952).
Este autor cambio la clasificacion utilizando como principal caracteristica taxondmica la
organizacion flagelar (nimero de flagelos, relacién longitud/ancho, emergencia de uno o
ambos, patron de movimiento). De este modo, cred un sistema basado en la forma del
cuerpo (asimetria vs. simetria radial) modos de nutricion (fago, osmo o fototrofos),
estructura flagelar y grado de metabolia (rigidos vs. metabdlicos). Asi, considerd tres
grupos principales:

Euglenoidinos,

Peranemoideos y

Petalomonaideos,

Este autor subdividid a los primeros en cinco familias, cada una de las cuales
incluia géneros incoloros y pigmentados. De esta manera, Hollande introdujo la
posibilidad de que la fagotrofia y la pérdida de cloroplastos hayan ocurrido mas de una

vez en el curso de la evolucién de los euglenoideos.

Esquema taxondmico propuesto por Hollande (1952).

Clase Euglenophyceae

A. Familia: Euglenidae

1.Sub-Familia: Eugleninae II. Sub-Familia: Eutreptiinae

1. Euglena 2. Astasia 1. Eutreptia 2. Eutreptiella
3. Khawkinea 4. Menoidium 3. Distigma 4. Distigmopsis
5. Rhabdomonas 6. Ascoglena

7. Strombomonas 8. Phacus III. Sub-Familia: Euglenamorphinae
9. Hyalophacus 10. Lepocinclis 1. Hegneria 2. Euglenamorpha
11. Colacium 12. Trachelomonas
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B. Familia: Peranemidae
1. Peranema 2. Jenningsia
3. Heteronema 4. Dinema
5. Urceolus

D. Familia: Anisonemidae
1. Anisonema 2. Entosiphon

Géneros de afinidad incierta:
1. Ottonia 2. Chlorachne
3. Clautriavia 4. Metanema
5. Euglenopsis 6. Ploeotia

C. Familia: Petalomonadiae
1. Sphenomonas 2. Notosolenus
3. Scytomonas 4. Petalomonas

5. Tropidoscyphus

7. Marsupiogaster

Un modelo mas reciente, propuesto por Leedale (1967) incorporé la nueva

informacion disponible a partir

conocimiento de la fisiologia de

de los avances en microscopia electronica y en el

estos organismos. En su esquema, considerd que los

organismos incoloros se originaron por pérdida de los cloroplastos de algin ancestro

pigmentado. Su propuesta se baso6 principalmente en caracteristicas tales como longitud y

numero de flagelos emergentes o no, presencia de cloroplastos y estigma, cambios en la

forma de la célula, elasticidad de la pelicula y modos de nutricidn para establecer seis

ordenes.

Esquema taxonomico propuesto por Leedale (1967).

A. Orden Eutreptiales

1. Eutreptiella 2. Distigmopsis

3. Eutreptia 4. Distigma

C. Orden Euglenales

B. Orden Rhabdomonadales
1. Rhabdomonas  2.Rhabdospira
3. Gyropaigne 4. Menoidium
5. Parmidium

D. Orden Sphenomonadales

1. Euglena 2. Khawkinea 1. Sphenomonas 2. Atraktomonas
3. Astasia 4. Euglenopsis 3. Calycimonas 4, Petalomonas
5. Cyclidiopsis 6. Trachelomonas 5. Notosolenus 6. Anisonema

7. Strombomonas 8. Klebsiella
9. Ascoglena 10. Colacium

11. Lepocinclis 12. Phacus
13. Hyalophacus

F. Orden Euglenamorphales
1. Euglenamorpha 2. Hegneria

7. Tropidoscyphus

E. Orden Heteronematales
1. Heteronema 2. Peranema
3. Urceolus 4. Peranemopsis
5. Dinema 6. Entosiphon

Géneros de afinidad y/o validez incierta:

1. Cryptoglena 2. Calkinsia

3. Helikotropis 4. Jenningsia
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5. Rhizapsis 6. Marsupiogaster 7. Pentamonas 8. Ploeotia
9. Protapsis 10. Triangulomonas 11. Scytormonas 12. Rhynchopus

Posteriormente Leedale (1978) modificd su esquema original al considerar como
un evento probable el hecho de que los géneros pigmentados se originaran de un
antecesor incoloro, fagotréfico; este nuevo organismo autotrofo pudo luego haber perdido
sus cloroplastos, dando asi origen a nuevas formas incoloras. Esta idea esta apoyada por
el hecho de que al menos un género incoloro, Khawkinea, osmotrofo, sin cloroplastos
posee estigma, organela presente en todos los fitoflagelados o flagelados verdes,
relacionada con la captacion de luz y el movimiento fototactico. Ademas resulta bastante
dudoso que la aparicion del estigma haya ocurrido varias veces como eventos
independientes durante la evolucion. Esta idea fue confirmada por los trabajos de Gibbs
(1978, 1981) y otros (Kivic y Walne 1984, Willey y Wibel 1985) que propusieron que los
cloroplastos de euglenoideos son el resultado de una endosimbiosis secundaria de un alga
eucariota fotosintética (por ejemplo, una clorofita).

Sin embargo, aun este esquema filogenético es incompleto y se basa en premisas
bastante cuestionables, ya que por ejemplo, contiene géneros que han derivado por dos o
varios caminos evolutivos diferentes. Un error basico en el analisis de Leedale es el peso
que le asigna a algunos caracteres (Farmer 1988). Por ejemplo, el nimero de flagelos es
utilizado para justificar la creacion de los érdenes Euglenales vs. Eutreptiales, en los
cuales especies con dos flagelos emergentes son separadas de aquéllos que poseen solo
uno. Leedale usa la ausencia de un segundo flagelo para distinguir el orden
Rhabdomonadales de los Euglenales. Sin embargo, no duda en reunir especies que
poseen uno o dos flagelos en el mismo orden (varias especies miembros de los Ordenes
Heteronematales y Sphenomonadales). Este criterio parece caprichoso, ya que en un caso
utiliza la presencia del segundo flagelo como un caracter importante para separar ordenes
y en el otro lo usa como caracter (til sélo a nivel genérico. Por otro lado, Leedale propone
algunas caracteristicas muy complejas como la rigidez celular (que implica una
determinada estructura y organizacién pelicular) y el aparato de ingestion, como
caracteres secundarios, y propone que han aparecido varias veces en la historia evolutiva
de los euglenoideos. A pesar de ser cuestionada, esta clasificacion sigue siendo utilizada

por varios autores (Walne y Dawson 1993).
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Por todas estas inconsistencias, los taxonomos actuales consideran necesario
examinar caracteristicas previamente ignoradas. E! objetivo es fijar criterios para lograr un

entendimiento mas preciso de las relaciones entre euglenoideos.

1.3.2 Criterios morfologicos utilizados en taxonomia y filogenia
Al elegir un caracter taxonomico, varios criterios deben ser considerados
previamente:

e El caracter debe existir en la mayoria de las especies en un orden dado. Esto no
significa que la ausencia de un dado caracter no sea una herramienta util, sino que
pierde significacion si solo esta presente en algunas especies.

o El caracter debe tener un nivel de complejidad que claramente indique un cambio
evolutivo significativo y no una simple mutacion puntual.

e Un caracter dado serd mas util si en las diferentes especies es posible hallar
variaciones de éste. Esto permite al investigador deducir una progresion logica, de un

modo que no siempre es posible en base a su sola presencia o ausencia.

En euglenoideos, un caracter que se ha sugerido como herramienta Util es el
mecanismo de la mitosis (Triemer 1984). Como la mitosis ocurre en todas las especies
y exhibe variaciones de un proceso complejo, retne los criterios mencionados (Gillot y
Triemer, 1978). Probablemente por lo complicado que resulta mantener a los organismos
en cultivo y seguir las fases de la division, hasta hoy han sido publicados pocos trabajos
sobre la ultraestructura de la division celular. Lamentablemente, con excepcion de
Anisonema (Triemer 1985) y Entosiphon (Triemer 1998), todas las especies estudiadas
pertenecen al orden Euglenales, las cuales como era de esperarse, no muestran un gran
grado de diversidad mitdtica.

Un segundo caracter que fue sefialado como importante es la ultraestructura del
aparato flagelar (Moestrup 1982, Kivic y Walne 1984, Hilenski y Walne 1985, Willey y
Walne 1985, 1987, Farmer y Triemer 1988, Owens et a/. 1988, Solomon et al. 1991,
Triemer y Farmer 1991, Dawson y Walne 1994, Montegut-Felkner y Triemer 1996). En
euglenoideos este sistema se compone de dos cuerpos basales funcionales que originan
un flagelo cada uno (Fig. 6), tres raices microtubulares (ventral, intermedia y dorsal) que
se insertan en la base del reservorio y una cuarta banda de microtibulos que se origina

en una de las raices flagelares (ventral) y sostiene a la membrana del reservorio (DMT).
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Fig. 6. Esquema diagramatico de la zona del reservorio, citoesqueleto y aparato flagelar
de Phacus pleuronectes . Se indican BF=Dbolsillo flagelar, BD=banda dorsal, MCC=
microtubulos circulares del canal, FD= flagelo dorsal, RV= raiz ventral, RI= raiz
intermedia, RD= raiz dorsal, E= estigma, CBV= cuerpo basal ventral, CBD= cuerpo
basal dorsal, MTR= reinforcing microtubules, SF =fibras estriadas (sélo se observaron
en algunas especies), R= reservorio. Modificado de Shin et al. (2001)
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El aparato flagelar ademas puede presentar cuerpos basales adicionales, raices o
fibras estriadas (Fig. 6), estructuras multicapa y en términos generales, estructuras
conectivas electrodensas. En una especie dada este sistema puede constar de los
elementos mencionados dispuestos en una variedad de ordenamientos diferentes. Asi, los
euglenoideos presentan una gran diversidad de aparatos flagelares y como todas las
especies poseen al menos un flagelo, parecia ser una herramienta taxondmica
prometedora. Sin embargo, sus particularidades demostraron ser de escasa utilidad y solo
se siguen utilizando para caracterizar e inferir la filogenia de algunos euglenoideos
incoloros (Triemer y Farmer 1991, y otros).

Asi como el aparato flagelar, el aparato de ingestion también parece ser un
caracter taxonodmico util entre los euglenoideos. Es una estructura compleja con
numerosos componentes que son, al menos parcialmente, reconocibles en la mayoria de
los géneros. Aun entre los fotosintéticos, especies de Euglena (Surek y Melkonian 1986,
Mignot et a/. 1987, Solomon 1991, Shin et al. 2000), Colacium (Willey y Walne 1985 a, b),
Cryptoglena (Farmer 1988, Owens et a/. 1988), Eutreptia (Solomon et a/. 1991) y mas
recientemente Phacus (Shin y Boo 2001, Shin et a/. 2001) exhiben vestigios de su pasado
fagotrofico. Muchas de estas estructuras relictuales podrian cumplir alguna funcién
diferente de la ingestion de alimento en las especies estrictamente fotosintéticas (Surek y
Melkonian 1986, Triemer y Lewandowski 1994). El aparato de ingestion en euglenoideos
puede ser de dos categorias:

A) simples bolsillos sostenidos por una hilera de microtubulos (micotibulos de
refuerzo o MTR, microtubular reinforced root, Brugerolle et al., 1979) (ver esquema en
Fig. 6) o

B) aparatos complejos, formados por microtibulos, con barras, agujas, etc. (se
muestra en el capitulo siguiente, item 2.1.2.5)

Estas clases no son exclusivas, ya que algunos euglenoideos poseen aparatos de

ingestién complejos y ademas, bolsillos sencillos con MTR.

La estructura de la pelicula (ver Fig. 2) también ha sido sugerida como un
caracter taxonémico importante (Mignot 1966). Hasta ese momento, con excepcién de
una investigacién preliminar sobre el tema (Mignot 1965) este caracter no habia sido
examinado con suficiente detalle en un nimero representativo de especies, como para

ofrecer més que una evidencia muy superficial de su utilidad. Posteriormente, varios
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trabajos generales de ultraestructura han incluido datos sobre este caracter (Gerola y
Bassi, 1981, Angeler et a/, 1999, Bricheux y Brugerolle, 1986,1987, Miller et a/. 1997,
Suzaki y Williamson, 1985, 1986, Dragos et a/, 1997, Bouck y Ngo, 1996). Leander y
Farmer (2001a, b) revisaron exhaustivamente el complejo pelicular. Propusieron una
nueva nomenclatura, cinco modelos estructurales basicos, y un posible camino evolutivo
de su origen. Sin embargo, su estudio se baso en taxones que no son en absoluto
representativos de la diversidad existente (se discute en el capitulo de Diversidad y
Morfologia, item 2.1.2.1).

1.3.3 Caracteristicas del antecesor hipotético de los euglenoideos. Relacion con
Kinetoplastidos.

En base al creciente conjunto de datos de ultraestructura de euglenoideos, Farmer
(1988) propuso que el ancestro hipotético descripto por Leedale que era incoloro, y
fagotrofico, seria una forma mas parecida a un flagelado kinetoplastido que a un
organismo como Euglena. Antes de este estudio existia muy poca informacion sobre la
cual basar conclusiones acerca de la filogenia de euglenoideos. A pesar de esto, varios
autores, especialmente Kivic y Walne (1984, 1989) y Dawson y Walne (1994), sugirieron
también que euglenoideos y tripanosomatidos eran descendientes de un antecesor
comun, el cual seria semejante a Bodo (Fig. 7).

Los bodonidos y tripanosomatidos pertenecen a un grupo de zooflagelados
conocidos como kinetoplastidos. Los miembros de este grupo comparten varias
caracteristicas ultraestructurales, siendo la mas notable un tipo especial de mitocondria
llamada “kinetoplasto” (Fig. 7). Esta organela es mas grande que la mayoria de las
mitocondrias , existe sélo una por célula y se ubica siempre cerca del cuepo basal del
Unico flagelo que tienen los kinetoplastidos. Poseen y sintetizan ADN y se autorreplican
antes de la division nuclear durante la mitosis.

Como evidencias de la relacién entre kinetoplastidos y euglenoideos, Kivic y Walne
(1984, 1989), en su trabajo sefalan:

- la presencia de una barra paraxial en el flagelo,
el ordenamiento de los microtubulos subpeliculares y
aparatos de ingestion similares.
Estos autores plantean la hipotésis de que el aparato fagotrofico de un bodénido

ancestral que era un simple bolsillo-evaginado de la membrana plasmatica sostenido por
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microtibulos evoluciond en una organela de ingestion compleja la cual se ha encontrado
en euglenoideos modernos (Fig. 8 y también Fig. 16). Desafortunadamente, su esquema
se baso en investigaciones sobre muy pocas especies como para confirmar esta teoria.
Luego de un estudio ultraestructural muy exhaustivo, Triemer y Farmer (1991 a)

sugirieron que los euglenoideos no se habian originado a partir de un kinetoplastido de
vida libre, como los bodénidos, sino que los euglenoideos y kinetoplastidos compartian un
antecesor comun. Estos autores propusieron que el antecesor hipotético de Euglenozoa se
caracterizaria por poseer:

un aparato mitdtico con envoltura nuclear cerrada, huso central y nucleolo parcial o

completamente fragmentado,

un aparato fagotrofico compuesto por un bolsillo sostenido por una hilera simple de

microtubulos (MTR o aparato de tipo I),

un aparato flagelar con tres raices asimétricas y dos cuerpos basales asociados.

Entre los Kinetoplastidos actuales, el género Bodo (Fig. 7) es el que tiene mas
parecido morfoldgico con este ancestro hipotético, y Petalomonas cantuscygp/' (Cann y
Pennick 1986) seria el representante euglenoideo mas primitivo. Esta hipétesis,
posteriormente ha sido confirmada por evidencias moleculares (Kumar y Rzhetsky 1996,
Montegut-Felkner y Triemer 1997, Inagaki et al. 1997, Preisfeld et a/. 2000, 2001).

De todo lo expuesto, se sugiere que el antecesor de Euglenozoa habria sido:

fagotrofico,

con dos flagelos, uno de los cuales contenia una barra paraflagelar,

los cuerpos basales poseian una rueda de carro proximal y estaban asociados por un
conectivo muy conspicuo,

las raices flagelares eran tres y asimétricas.

En la evolucién de la linea de los euglenoideos, se supone que el aparato
fagotréfico se redujo, dando lugar al canal. El cuerpo paraflagelar (CPF) y el estigma (ver
items 2.1.2.4 y 2.1.2.6 en el capitulo Diversidad y Morfologia) aparecieron en las formas
verdes y osmotrofas. Por otra parte el conectivo de los cuerpos basales se redujo, como
asi también otras estructuras microtubulares asociados a los cuerpos basales,
conjuntamente con la adquisicién de la fagotrofia (Kivic y Walne 1983, 1984). En la linea
de los kinetoplastidos, se habrian desarrollado las asociaciones microtubulares y el
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Fig. 7.Comparacion entre euglenoideos y kinetoplastidos. A. diagrama esquematico de
Euglena sp. Modificado de Carolina Biological Supply Co., bioreview sheet 8254.

B. Kinetoplastido generalizado, las estructuras en italica estan presentes sélo en algunas spp.
Modificado de Clayton et a/, 1995. C: Bodo sultans, boddnido actual que se considera seria
similar al ancestro de Euglenozoa. Modificado de Farmer (1980). Los esquemas no estan en
escala.

D. Seccidn longitudinal a través de una region del kinetoplasto en Trypanosoma lewisi. Esta
organela esta rodeada por una doble membrana a partir de la cual se originan las crestas
moitocondriales. Se observa material fibrilar (ADN) en su interior; en la cara dorsal, puede
notarse un cuerpo basal (CB) en seccidn transversal (x 46000, Anderson y Ellis 1965).
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flagelos en bolsillo flagelar
barra paraflagelar

mitosis cerrada

bodbnidos

tripanosométidos

euglencideos fagotréficos euglenocideos verdes

Fig. 8. Caracteristicas compartidas por la mayoria de los boddnidos, tripanosomatidos,
Isonema y euglenoideos, entre ellas morfologia externa, flagelos insertos en un bolsillo
subapical, barra paraflagelar, aparato de ingestion tubular ventral al bolsillo flagelar (se
indica punteado en euglenoideos verdes, ya que se han encontrado vestigios en varios
géneros), vacuola contractil asociada al dictiosoma, una Unica mitocondria con crestas
constrictas en la base y mitosis cerrada. Modificade de Kivic y Walne (1983).
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kinetoplasto. Algunos linajes, sin embargo, perdieron su modo fagotréfico y habrian

adquirido habitos parasitos como 7rypanosoma spp. (Kivic y Walne 1984). (Fig. 8).

1.4 Estado actual de la clasificacion de euglenoideos

Varios estudios moleculares han confirmado claramente que los euglenoideos
junto con los kinetoplastidos representan una de las divergencias mas tempranas entre
los protistas. Actualmente, la mayoria de los autores coinciden en reunir a euglenoideos y
kinetoplastidos en un mismo Phylum Euglenozoa (Yasuhira y Simpson 1997, Inagaki et a.
1997, Sogin et al. 1986, 1989, Van de Peer et al. 1996, Simpson 1997, Corliss 1994,
Cavalier-Smith 2002).

En base a un conjunto de informacion ultraestructural (estructura de la pelicula,
mecanismos de mitosis, cloroplastos, aparatos flagelar y de ingestion, Farmer y Triemer
(1991) propusieron siete grupos principales de euglenoideos. Luego, reestructuraron este
modelo subdividiendo a los euglenoideos en dos grupos principales en funcion de la
pelicula, y cuatro grupos menores en base a variaciones en el aparato de ingestion

(Triemer y Farmer 1991 a, b). Los grupos reconocidos por estos autores son:

Esquema propuesto por Triemer y Farmer (1991)

Clase Euglenophyceae
A. Orden Petamonadales
1. Petalomonas (excl. P. mediocanellatay P. hovassei)

B. Orden Isonematales
1. Isonema

C. Orden Pleotiales

1. Pleotia 2. Entosiphon
3. Calycimonas 4. Atraktomonas
S. Sphenomonas 6. Notosolenus

D. Orden Rhabdomonadales

. Rhabdomonas 2. Rhabdospira
. Gyropaigne 4, Menoidium
. Parmidium 6. Euglenopsis

W =

. Orden Anisonematales

. Anisonema 2. Peranema 3. Urceolus
. Peranemopsis 5. Dinema

. Heteronema 7. Tropidoscyphus

b m



F. Orden Euglenales

1. Euglena 2. Khawkinea

3. Astasia 4. Cryptoglena

5. Trachelomonas 6. Strombomonas

7. Klebsiella 8. Ascoglena

9. Colacium  10. Lepocinclis 11. Phacus

12. Hyalophacus  13. Hyalotrachelomonas
14. Eutreptia 15. Eutreptiella 16. Distigma 17. Distigmopsis

G. Orden Euglenamorphales
1. Euglenamorpha 2. Hegneria

Con un enfoque alternativo, Dawson y Walne (1994) compararon varios géneros y
evaluaron la utilidad de las estrategias alimentarias y estructura de los sistemas flagelares
para analizar las tendencias evolutivas entre los euglenoideos. Como se comentd antes,
estos autores dedujeron que mientras se producia el cambio de modo fago a fototrdfico
se producian cambios concomitantes en e! nimero de flagelos (reduccion), patrones de
movilidad, subestructura de los cuerpos paraflagelares, adquisicion de una barra
paraflagelar (reduccidon en F2). En conjunto, estas tendencias sugieren que el F2 estaria
relacionado con la fagotrofia, en tanto que el F1 lo estaria con la locomocion y foto-
respuesta. Las relaciones filogenéticas entre taxones de estos grupos son consistentes
con el esquema preliminar basado en datos morfoldgicos y moleculares propuesto por
Montegut-Felkner y Triemer en 1997. Estos autores propusieron una filogenia, basada en
la secuencia del gen ribosomal 18 S y una serie de caracteres morfoldgicos que se indican
en la Fig. 9. Cabe aclarar, que sdlo un euglenoideo verde, Euglena gracilis, que no es en
absoluto representativo de la diversidad existente, fue incluido en esta primera
aproximacion al problema, ya que el objetivo de este analisis fue la clasificacion de
euglenoideos en general, con otros protistas y eucariotas inferiores, y no las relaciones
existentes dentro del grupo.

Mas recientemente, nuevos datos de secuencias del gen ribosomal 18 S y genes
plastidiales se han incorporado a este esquema (Linton et a/. 1999, 2000, Preisfeld et a/.
2000, 2001, 202, Milanowski et a/. 2001, Muliner et a/. 2001), que se desarrollan en el
capitulo de Filogenia Molecular.

El presente trabajo de tesis incluye informacion sobre ultraestructura y datos

moleculares que fueron incorporados paulatinamente a este esquema filogenético.
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Fig. 9. Filogenia de Euglenozoa derivada de analisis de parsimonia de caracteres
morfoldgicos. Se obtuvo un Unico arbol mas parsimonioso (500 réplicas de bootstrap).
Los numeros asociados a cada nodo indican los valores de soporte. Los cambios de
caracter se muestran en las ramas. Los numeros entre paréntesis indican caracteres no
informativos.

Los caracteres morfoldgicos considerados son:

VeNoUnhwNE

Cuerpos basales

Emergencia del flagelo del canal o de bolsillo flagelar
Conectivos en los cuerpos basales

Barra paraflagelar ventral

Barra paraflagelar dorsal

Raices flagelares

Placas en zona de transicion (ap. flagelar)

“Rueda de carro” en cuerpo basal

Estigma

. Cuerpo paraflagelar

. Estrias peliculares longitudinales

. Estrias peliculares helicoidales

. Corset de microtubulos continuo (rodeando el canal)

Corset de microtubulos discontinuo (rodeando el canal)
Fotosintético

. Osmotrofo
. Fagotrofo

Parasito
Sustancia de reserva (paramilon)

. Kinetoplasto

Modificado de Montegut -Felkner y Triemer (1997).
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Aun en |a actualidad, la mayor parte de nuestro conocimiento sobre euglenoideos
se basa en observaciones a nivel de microscopia Optica, realizadas principalmente antes
de 1950. La revision mas completa de euglenoideos hasta hoy fue realizada por Huber-
Pestalozzi (1955) pero no contiene datos de estructura fina. Leedale (1967) incluye
alguna informacion ultraestructural pero su analisis se basé principalmente en microscopia
Optica. Farmer presento en 1988 un esquema basandose en detalles ultraestructurales de
varios géneros (la mayoria incoloros). En particular, estudié la estructura de la pelicula y

aparatos de ingestion, pero no contiene datos moleculares.

1.5 Objetivos e hipotesis

Este estudio representa el primer intento de organizacion de la taxonomia de
euglenoideos verdes, Orden Euglenales, combinando datos moleculares y morfoldgicos.
Incorporando estos datos al creciente conocimiento sobre filogenia molecular de
eucariotas, intentamos proponer una clasificacién menos artificial.

Caracteristicas como estructura de la pelicula, sustancia de reserva, nimero y tipo
de cloroplastos y pirenoides y aparato flagelar fueron examinadas en especies
representativas. En muchos casos, las descripciones originales han debido ser corregidas
dando origen a nuevas entidades mientras que otras han dejado de tener validez. El
analisis filogenético de nuevas secuencias del gen ribosomal 18 S muestra el caracter
polifilético de los géneros mas representativos de euglenoideos verdes: Euglena,
Lepocinelis, Phacus, Trachelomonas y Strombomonas. En base a recientes resultados
moleculares y morfoldgicos se propone una nueva taxonomia de euglenoideos con

fundamento evolutivo.

Objetivos.

1. Estudiar detalladamente la organizacion celular de diferentes cepas de euglenoideos a

nivel ultraestructural mediante microscopia electronica de transmision y barrido.

2. Confirmar y/o corregir alguno de los criterios morfoldgicos actuaimente en uso para la
identificacion taxonomica. A través de estudios fisiologicos y seguimiento de cultivos
en condiciones experimentales, establecer el rango de plasticidad fenotipica de

algunos caracteres morfoldgicos considerados validos en taxonomia.

27



Introduccion General

3. Caracterizar a estos taxones también desde el punto de vista molecular con el objeto

de aclarar su posicion taxondmica.

4. Establecer un esquema evolutivo de euglenoideos en base a datos de ultraestructura y
moleculares que ayude a aclarar las relaciones filogenéticas entre ellos y sus

afinidades con otros grupos de protistas.

Hipotesis

I. Los Euglenoideos constituyen un grupo muy diverso y poco estudiado a nivel
ultraestructural y filogenético; las asignaciones taxondémicas son incompletas y/o
erréneas. El conocimiento de su estructura fina y a nivel molecular podrian ser

herramientas para fundamentar la clasificacion taxondmica.

II. Los Euglenoideos representan una de las ramas mas tempranas en la evolucion de
eucariotas. Los géneros mas representativos no constituyen grupos monofiléticos.
Los datos moleculares podrian contribuir a definir estas entidades y aclarar la

historia evolutiva de estos flagelados.
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Capitulo 2. Diversidad y Morfologia
2.1. Introduccion
2.1.1 Diversidad

Segun Hiber Pestalozzi (1955) existen mas de 800 especies descriptas de
euglenoideos heterdtrofos y autétrofos, aunque actualmente se estima que el total de
especies puede ascender a unas 2500 (Norton ef a/. 1996). La mayoria de los autores
aceptan generalmente 13 géneros de euglenoideos verdes. Entre ellos, seis son
suficientemente frecuentes como para ser incluidos en textos basicos de zoologia,
botanica o biologia acudtica: Euglena, Phacus, Lepocinclis, Trachelomonas,
Strombomonas'y Colacium (Pennak 1989). Los géneros y especies de euglenoideos han
sido creados estriccamente en base a caracteres morfoldgicos observados con
microscopia Optica, ya que hasta el momento no se ha verificado la presencia de
sexualidad en este grupo de organismos (Leedale 1967b). Esto significa que las
poblaciones son clones derivados de una célula. Si alguna de estas células posee una
peculiaridad morfoldgica (adquirida por mutacion o division anormal), y el clon que se
origina por mitosis sucesivas es viable, podra ser legitimamente descripto como una
nueva especie.

Dada la gran variabilidad morfoldgica y el rango de tamanos que se conoce
actualmente para poblaciones de euglenoideos en distintas partes del mundo, es
probable que existan en realidad muchas menos especies que las que han sido
descriptas. Por ejemplo, la observacion cuidadosa de especies muy relacionadas en la
naturaleza y en cultivo, invariablemente conduce al descarte de muchos taxones creados
sélo en base a su morfologia (Pringsheim 1956). En los ultimos afos, el analisis genético
y molecular estd permitiendo un ajuste mas fino del concepto de especie (Zakrys et al.
1997b), dando como resultado un nimero aun menor de taxones. Por otro lado, esta
reduccion en el nimero de nombres, es de algin modo compensada por la descripcion
de nuevos taxones que son frecuentemente detectadas cuando se estudia
cuidadosamente la diversidad de grupos cosmopolitas (Zakrys 1994, Zakrys y Walne
1994).

En este trabajo haremos referencia a siete géneros desnudos (sin I6rica) (Fig.
10):

Euglena: 1 flagelo emergente, 1 flagelo no emergente, generalmente de cuerpo

flexible. Cloroplastos y granos de paramilon variables. Habitan aguas dulces o salobres.
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Cryptoglena: 1 flagelo emergente, 1 flagelo no emergente, células con un profundo
surco ventral, rigidas. Un Unico cloroplasto parietal con calotas de paramilon. Habitan
aguas duices.

Phacus: 1 flagelo emergente, 1 flagelo no emergente, células rigidas, con forma de
hoja, generalmente planas. Numerosos cloroplastos discoides, pequefios y paramilon en
forma de discos o anillos, o cloroplastos parietales asociados a calotas de paramilon.
Habitan aguas dulces.

Lepocinclis: 1 flagelo emergente, 1 flagelo no emergente, células rigidas, con seccion
transversal circular. Numerosos cloroplastos discoides, pequefios y paramilon en forma
de discos o anillos. Habitan aguas dulces.

Eutreptia: 2 flagelos emergentes de igual longitud. Cloroplastos discoides, acintados o
estrellados con centro de paramilon. De aguas salobres o marinas.

Eutreptiella: 2 flagelos emergentes, desiguales. Cloroplastos discoides sin pirenoides.
Marinos.

Colacium: género sésil, sin flagelos en su etapa adulta, epizoico vive adherido por su
extremo anterior a invertebrados. Cloroplastos discoides con pirenoides. Habitan aguas
dulces.

También consideramos dos de los tres géneros loricados de agua dulce, es decir
que presentan una envoltura por fuera de la membrana plasmatica:

Trachelomonas. 1 flagelo emergente, 1 flagelo no emergente, células moviles,
nadadoras solitarias, usualmente con una lorica ovoide rigida, rojiza o amarronada de
diversa morfologia y ornamentacion. Cloroplastos variados. Habitan aguas dulces.
Strombomonas. 1 flagelo emergente, 1 flagelo no emergente, células moviles,
nadadoras solitarias, con loricas con forma de urna, flexibles, delicadas, hialinas de color
amarillento o pardo claro. Cloroplastos variados. Habitan aguas dulces.

En la Fig. 10 se presentan también esquemas de algunos organismos incoloros, y
aunque su estudio ultraestructural no fue objetivo de esta tesis, fueron utilizados en el
analisis filogenético.

Astasia: osmotrofos, muy metabdlicos, sin estigma ni cuerpo paraflagelar, un
flagelo locomotor, células solitarias desnudas. Habitan aguas dulces, unas pocas

especies son marinas.



Fig. 10. Caracteres taxonémicos de los géneros de euglenoideos estudiados en esta Tesis.
Los esquemas estan basados en el aspecto de! organismo vivo a nivel de microscopia dptica y
son combinacion de vistas del plano medio focal (ndcleo, aparato flagelar, etc) y a un nivel
periférico (para cloroplastos, mitocondrias, etc.).

A. Euglena gracilis, vista lateral, se omiten las estriaciones de la pelicula. B. Lepocinclis
ovum, aspecto ventral. C. Phacus triqueter, aspecto lateral. D. Trachelomonas grandis,
aspecto ventral. E. Strombomonas conspersa, aspecto lateral. Se muestran dibujos de
Trachelomonas sp y Strombomonas sp a ambos lados del dibujo principal del género para
ejemplificar la diversidad existente. Estos dibujos no estan en escala. Modificado de Leedale
(1967).
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Fig. 10 (cont.). F. Colacgum mucronatum, célula sésil, aspecto lateral. Porcién de una colonia
dendritica. G. Hyalophacus ocellatus, especie rigida plana, osmotrofa. H. Peranema
trichophorum, aspecto lateral, especie metabdlica, fagotrofa. I. Khawkinea quartana, aspecto
lateral, especie metabdlica, osmotrofa. 3. Astasia klebsii especie metabdlica, osmotrofa
Modificado de Leedale (1967).
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Khawkinea: osmotrofos, muy metabdlicos, con estigma y cuerpo paraflagelar,
un flagelo locomotor, células solitarias desnudas. Habitan aguas dulces, o son parasitos
de organismos de aguas dulces.

Peranema: fagotrofos, con aparato de ingestion complejo (con agujas)
independiente del reservorio, dos flagelos de diferente longitud emergen del canal,
células metabdlicas, aplanadas. Habitan aguas dulces.

Hyalophacus: osmotrofos. Se conocen dos especies: H. ocellatus y H. caecus,
solo la primera posee estigma y cuerpo paraflagelar. El resto de los caracteres como en
Phacus.

Otros géneros de euglenoideos verdes presentan particularidades interesantes
pero no fueron parte del material de estudio de esta Tesis. El euglenoideo verde mas
recientemente descubierto es Tetraeutreptia, y fue encontrado en ambientes marinos,
crece mejor a 5 °C, y se distingue por poseer 4 flagelos emergentes, dos largos y dos
cortos. El 20% de sus acidos grasos de cadena larga (Mc. Lachlan et a/. 1994, 1999).
Este alto porcentaje puede relacionarse con la flexibilidad de su membrana vy

probablemente con su capacidad de vivir a tan baja temperatura.

2.1.2. Caracteres celulares. Morfologia y organizacion celular

Las caracteristicas morfologicas diagndsticas de los euglenoideos verdes a nivel
de microscopia Optica son descriptas en esta seccion. También se presentan algunos
detalles de ultraestructura basicos para interpretar la diversidad celular y conceptos de
filogenia que se discuten en los capitulos correspondientes.

Los caracteres genéricos especificos se presentan en la Seccidn Principales
caracteres utilizados en la taxonomia de Euglenoideos.

2.1.2.1. Periplasto

Una de las principales caracteristicas de euglenoideos, que se reconoce de
inmediato en las células desnudas y es esencial a la hora de su identificacion es el
periplasto o pelicula (Preisig et a. 1994). Segun Pringsheim (1948) y como la
consideramos aqui, la pelicula es la capa cortical periférica o subplasmatica que se
encuentra en todas las especies (Fig. 11). Recorre la superficie celular por debajo de la
membrana plasmatica y esta compuesta por bandas alargadas en sentido

anteroposterior, acintadas, de manera que en seccion transversal tiene la apariencia de
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una “S"” més o menos aplanada segun los casos (Fig. 11). Las bandas, compuestas por al
menos dos glicoproteinas unidas por puentes disulfuro, forman el epiplasma o esqueleto
celular, analogo al cortex de ciliados por ejemplo (Peck 1977). A estas proteinas se las
ha denominado “euglenidinas” (Bricheux y Brugerolle 1986). Las bandas se mantienen
unidas en parte por la superposicion de sus bordes laterales (Bouck y Ngo 1996). En la
Fig. 11 se presenta un esquema generalizado de la estructura de la pelicula mostrando
sus componentes basicos, a los que se hara referencia en los capitulos de Morfologia y
Filogenia. Se adopta aqui la nomenclatura recientemente propuesta por Leander y
Farmer (2001) para describir el complejo pelicular y sus estructuras asociadas (Fig. 12).
Un ndmero variable de microtibulos, por lo menos uno por articulacién, se disponen
alineados longitudinalmente en el area de solapamiento y poseen extensiones fibrosas
que conectan las bandas peliculares (Fig. 12). En algunas especies pueden observarse
proyecciones pre y postarticulares (Leander y Farmer 2001), con forma de espatula,
placas o espinas (Fig. 12). Por lo general se observan cisternas del RE asociadas a las
bandas y todos estos componentes conforman el llamado “complejo pelicular” (Bouck y
Ngo 1996). El area de articulacion se puede distinguir desde el exterior como una estria.
Si las estrias son visibles al microscopio 6ptico, se dice que la especie es "estriada". Su
numero fue descripto como constante en una dada especie (Mignot, 1965). Sin embargo
se ha demostrado que aun entre las células de un mismo clon, puede variar con las
condiciones ambientales. No obstante este hecho, se ha sugerido que en los taxones
mas primitivos el nimero de bandas es inferior al de los mas recientes (Leander y
Farmer 2001). En especies muy pequefas o con estrias delgadas, poco profundas,
pueden no ser distinguibles al microscopio dptico, no son representadas en los dibujos
de los estudios taxondmicos, y estas especies son referidas como de pelicula "lisa". Sin
embargo, aun estas leves estriaciones son visibles mediante microscopia electronica de
transmision, como en Cryptoglena pigra (Rosowski y Lee 1978, Owens et a/. 1988).

El grado de movimiento metabdlico o deformacion répida del cuerpo, tipica de
euglenoideos es resultado de la organizacion ultraestructural de la pelicula. Aquellas
especies con bandas gruesas, anchas y distinguibles, con proyecciones laterales como
espatulas o placas, por lo general poseen un periplasto rigido y exhiben una metabolia
nula o lenta, mientras que aquellas con bandas delgadas, finas y pequefias o sin placas
laterales, presentan una metabolia rdpida y pronunciada (Dragos et al. 1997).
Excepciones a esta generalizacion, son entre otras la pelicula de £. ehrembergii, con
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microtabulos




Fig. 12. Diagrama de los componentes peliculares segun la nueva terminologia propuesta
por Leander y Farmer (2001). A. Bandas peliculares sin proyecciones articulares. En este
caso, el término “frame” (F) es sindénimo de banda o “strip” (S).

B. Bandas peliculares con proyecciones articulares. En ese caso, cada banda (“strip”, S)
consiste en un marco o “frame” (F), proyecciones prearticulares (Pr), y proyecciones
postarticulares (Po). Los siguientes son términos nuevos para describir las partes de la banda
pelicular: A, arco o “arch”; AZ, zona de articulacion, “articulation zone”; B, puente o “bridge”;
G, surco mayor o “major groove”; H, “heel”; Ho, “hook”; K, “keel”; O, zona de solapamiento o
“zone of overlap”; Ov, overhang. Modificado de Leander y Farmer (2001).

C-E. Micrografias MET mostrando e! complejo pelicular en varias especies. €.. Peranema
trichophorum. Las flechas indican la zona de articulacion. Es una especie muy metabdlica , su
pelicula no presenta proyecciones articulares. La barra representa 1um. D. Euglena /aciniata,
se indican los componentes presentados en el esquema A. La barra representa 0.5 um.E.
Euglena spirogyra, especie rigida,muestra los componentes de la pelicula esquematizada en
B, con poyecciones intercalares en forma de placas. La barra representa 1um. Modificado de
Leander et a/. (2001).
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anchas placas laterales y metabolismo pronunciado (Suzaki y Williamson 1985) y Phacus
splendens (ver item 2.3.1, capitulo de Diversidad y Morfologia), célula rigida a pesar de
su periplasto delgado, sin proyecciones articulares.

Las estrias pueden aparecer mas o menos inclinadas cuando siguen la torsion de
la célula a lo largo de su eje longitudinal, describiendo una espiral (Fig. 13 A, C, D), en
otras especies son paralelas al eje o longitudinales (Fig. 13 B, E- H). Las bandas se
tuercen anteriormente al llegar al poro flagelar, se dirigen al interior de la célula, rodean
el canal y la primera porcion del reservorio, desapareciendo en su parte basal. Cuando la
célula se prepara para la division, duplica su nimero de bandas, de modo que las células
hijas poseen la mitad de las bandas de la célula parental y la otra mitad se produce de
novo entre las parentales (Bouck y Ngo 1996).

El extremo posterior de la célula usualmente termina en punta mas o menos
prolongada y rigida, por la confluencia de las bandas peliculares, que se reducen en
ndmero y espesor, formando a veces una cola o cauda (Fig. 13).

En una especie bastante comln, Euglena spirogyra, |a pelicula estd ornamentada
en su superficie externa con verrugas mineralizadas (probablemente de oxido férrico)
regularmente espaciadas sobre las bandas (Fig. 14 A). Ornamentaciones similares se
observan en algunos Phacus y Lepocinclis (Fig. 14, M-P). La presencia de estas
estructuras en algunas especies de distintos géneros estaria relacionada con el tipo de
mucilago que producen o bien con la capacidad de retenerlo sobre la superficie,
permitiendo asi la mineralizacion. Se sugiere que un tipo de proceso similar dio
evolutivamente origen a la formacion de la I6rica de 7rachelomonas y Strombomonas
(Leedale 1982). Por ejemplo, Pringsheim (1953b) demostro que el espesor y el grado de
desarrollo de las verrugas en Euglena spirogyra estaria en relacion con la disponibilidad
de Mn y Fe como se ha sugerido para las l6ricas de 7rachelomonas (se comenta en el
item siguiente).

En los géneros fagotroficos, una pelicula con estrias paralelas y longitudinales
parece haber aparecido antes que las peliculas con estrias helicoidales (Montegut-

Felkner y Triemer 1997, Leander y Farmer 2001).

2.1.2.2. Extrusomas, cuerpos muciferos.
En el cortex de muchos protistas existen unas organelas rodeadas por membrana

que pueden descargar su contenido (cuerpos muciferos, CM) (Fig. 14) o eyectarse
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ellas mismas (mucocistos o tricocistos), segin los casos, lenta o rapidamente.
Pringsheim (1956) notd que al microscopio optico podian ser de dos formas esféricas o
fusiformes. También describi6 que “algunos cuerpos de mucus, dispuestos
espiraladamente, esféricos a primera vista, resultaron ser ahusados luego de una
observacion mas cuidadosa, y también pueden existir formas que no coinciden con
ninguno de los dos grupos”. Aunque la forma de los cuerpos muciferos se usa para
distinguir E. stellata (fusiformes) de E. viridis (esféricos) (Fig. 14 G). Zakrys y Walne
(1998b) consideran que este criterio aislado puede ser inadecuado y erréneo.

Los cuerpos muciferos son el tipo de extrusoma u organela eyéctil descripta mas
extensamente en euglenoideos. Estas estructuras son mucho mas abundantes vy
conspicuos en los euglenoideos fagotroficos. Se los ha considerado analogos a los
tricocistos de ciliados (Mignot 1966) pero sin embargo no presentan una organizacion
tan compleja. Algunos autores distinguen entre mucocistos (organelas eyéctiles) y CM,
vesiculas subpeliculares. Los cuerpos muciferos (CM) son cisternas rodeadas por una
simple membrana, esféricas o con forma de pera que se disponen en una hilera entre
bandas peliculares adyacentes, esto es bajo las estrias, asociadas a la zona de
articulacion interbanda (Fig.14 B-F). Estas organelas se abren al exterior a través de un
canal que es el punto de descarga del material amorfo que contienen (Leedale 1964,
1982), que a veces permanece adherido en forma de filamentos (Rososwski 1977). El
poro de descarga no seria permanente y esa es la razon por la cual muchas veces no se
observan en preparaciones para ME. Los CM se disponen en hileras, siguiendo el patron
de disposicion de las bandas (Fig. 14 C). Asi, los CM se ubican siguiendo una espiral o en
hileras paralelas al eje longitudinal, pueden ser espaciados o muy abundantes vy
contiguos, dependiendo de la especie. Los CM parecen estar presentes en todos los
euglenoideos. Son los responsables de la produccion de una cobertura mucosa tipica,
muy abundante en las especies que se deslizan sobre sustrato (€. myxocilindracea), y
pueden ser muy numerosos y activos cuando las células se encuentran en condiciones
desfavorables, segregando mucilago para la formacion del estado de palmela o quistes
(Rososwski 1977). Aunque Leander y Farmer (2001) discuten su presencia en Phacus,
sélo estudiaron unas pocas especies y quizas su evidencia no sea suficiente para
generalizar.

El patron definido de la ornamentacion de la superficie celular o I6rica de algunos
euglenoideos (£. spirogyra, Trachelomonas, Strombomonas) es el resultado de la
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Fig. 14 cont. Organismos ornamentados. K-L. Micrografias MEB de Idricas en formacion de
Trachelomonas oblonga. K. Célula joven, sobre la pelicula se comienza a depositar el
mucilago que sera luego mineralizado para formar la Idrica. L. Detalle de un ejemplar
maduro, por debajo de la lérica fragmentada se observan los depésitos de mucilago en forma
de hilos dispuestos sobre las bandas peliculares. M-N Lepocinclis ovum var. buetschli. M.
Vista apical. N. detalle del poro flagelar y estriaciones peliculares O. Phacus horridus, vista
general, las espinas llegan sélo hasta la base del apéndice caudal. P Phacus suecicus var.
oidion, detalle de un ejemplar con espinas en distinto grado de desarrollo.M-N de Conforti y
Ruiz (2002), O-P de Conforti (1998). (escalas en ym.)
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mineralizacion externa sobre una matriz extracelular mucilaginosa producida por los CM
(Fig. 14 A, B, K-L). También participan en la formacién y mineralizacién parcial del tallo
de algunas especies del génerol Colacium (Rosowski y Kugrens 1973). Como se ha
mencionado, la capacidad de producir una lérica sélo en algunas especies, de forma y
ornamentacion determinadas u otras estructuras sobre la pelicula puede estar
relacionada en particular con las caracteristicas quimicas del material secretado por los
CM,

2.1.2.3. Reservorio y canal.

En el extremo anterior de la célula, existe una invaginacion visible al microscopio
optico, que conecta al exterior por un corto canal, rodeado por bandas y microttbulos,
que se ensancha en un reservorio mas o menos conspicuo segin las especies. Esta
cavidad o reservorio es por lo general piriforme y contiene la parte mas proximal de los
flagelos (Fig.15 A-B). Los cuerpos basales y raices flagelares que anclan los flagelos se
ubican en la base del reservorio. La ubicacion de la apertura del canal determina si el o
los flagelos emergentes son considerados apicales (Lepocinclis) o subapicales (en el
resto de los géneros fotosintéticos). La vacuola contractil se ubica siempre en una
posicion determinada con respecto a éste y en €l vacia su contenido (Fig. 15 C, 16 C). El
antiguo término “citofaringe” para designar al reservorio ha sido descartado ya que
nunca se demostré que estuviera relacionado con la incorporacion de alimento, aunque
se ha sugerido que existe asimilacion de protefnas de alto peso molecular por pinocitosis
en Euglena (Kivic y Vesk 1974),

2.1.2.4. Aparato flagelar.

Se considera que el nimero primitivo de flagelos en euglenoideos verdes es dos
como ocurre en Eutreptiella, pero los cinco géneros de agua dulce mas comunes sélo
presentan un flagelo emergente. Esto se debe a que el segundo flagelo se reduce a uno
pequefio, no emergente del reservorio, que se adhiere al flagelo locomotor en su base,
su extremo mas distal se angosta y termina a la altura del abultamiento paraflagelar del
otro flagelo. Se ha demostrado que el flagelo emergente posee el pigmento
fotorreceptor rodopsina (Gualtieri et a/. 1992, Gualteri 1993, Walne y Gualtieri, 1994),
proteina de forma cristalina tridimensional que se localiza formando un abultamiento

llamado cuerpo paraflagelar (CPF). Esta estructura siempre se ubica opuesta al
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Fig. 15. A. Representacion esquematica del aparato flagelar, bolsillo flagelar y citoesqueleto
del reservorio en Colacium sp.

BF= bolsillo flagelar, BD=banda dorsal, RV= raiz ventral, RI= raiz intermedia, RD= raiz
dorsal, E= estigma, CBV= cuerpo basal ventral, CBD= cuerpo basal dorsal,

MTR= reinforcing microtubules. Modificado de Owens et a/. (1988)

B. Seccion oblicua de la zona del reservorio de Cofacium cyclopicolum. Se observa la vacuola
contractil (VC) luego de la sistole: una vacuola elongada (flechas) se ubica inmediatamente
por encima de la membrana del reservorio (R) , aparentemente con un poro permanente de
descarga (cabeza de flecha) al reservorio. Se observan las bases flagelares (F1 , F2) en
seccidn longitudinal. Se distingue parte del cuerpo paraflagelar (cpf) en el flagelo locomotor
(F1), y los glébulos del estigma (E), adyacente al reservorio. (x 25000). Modificado de
Leedale (1967).

C.Micrografia MET del flagelo ventral (F2) de Eutreptia perty. Las flechas indican los
mastigonemas, las cabezas de flecha los manojos de pelos mas cortos. Ax2=axonema del
F2, PAR= barra paraflagelar o paraxonemal rod. Modificado de Dunlap y Walne (1991).D.
Micrografia MET de Fuglena anabaena var. minor, Seccion transversal a través del reservorio,
mostrando el estigma (E) dorsal, la vacuola contractil (CV) ventral, F1 con el cuerpo
paraflagelar (CPF) y el F2, ventral. Modificado de Shin et a/. (2000).

E. esquema del aparato flagelar generalizado de un euglenoideo, mostrando las tres raices
flagelares. La nomenclatura corresponde a los estudios mas recientes a partir de Solomon et
al. (1987). RV= raiz ventral, RI= raiz intermedia, RD= raiz raiz ventral, R/CBV= cuerpo basal
ventral (flagelo recurrente), CBD= cuerpo basal dorsal (flagelo anterior o locomotor). Entre
paréntesis se indican los términos empleados por Brugerolle et a/ (1979) al describir las
estructuras homologas en bodonidos Fv= fibre ventral, MTR= microtubules reinforceé du
cytopharinx, Fd= fibre dorsal. Debe notarse que la fibra ventral de los boddnidos no es
homéloga a la raiz ventral de euglenoideos.El nimero de microtibulos esquematizado no es
relevante en este diagrama. Modificado de Simpson (1997).
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estigma (Figs. 2, 15 B, C) Walne y Dawson 1993, Walne et a/. 1998). Cuando existe sélo
un flagelo emergente, es considerado el flagelo dorsal y el segundo, muy corto, es el
ventral. Ambos flagelos se duplican durante la division celular a partir de los cuerpos
basales. La longitud flagelar es usualmente descripta en comparacion con la del cuerpo,
y aunque es variable, se la considera un caracter de validez taxondmica. El flagelo
emergente posee dos hileras helicoidales de mastigonemas de dos clases a lo largo de
su eje longitudinal: manojos de 3-4 pelos finos, de 2-3 pm de longitud en una hilera
continua y otros grupos de proyecciones mas numerosas, mas delgadas y cortas que
forman una especie de fieltro (Figs. 2 B, C, 15 D) siendo el nimero estimado de unos
30000 mastigonemas/ flagelo.

Los detalles de la ultraestructura flagelar han sido utilizados a la hora de elucidar
las relaciones filogenéticas entre euglenoideos y kinetoplastidos (Walne y Dawson 1993),
asi como las de euglenoideos entre si (Farmer 1988). Basicamente, el aparato flagelar de
euglenoideos consiste en dos cuerpos basales (CB), y cada uno origina un flagelo
(F1 y F2) (Fig. 15 A). Los flagelos son designados dorsal o ventral segin sus posiciones
relativas en la célula. A partir de los cuerpos basales se originan tres raices asimétricas,
que se dirigen al extremo anterior, por debajo de la membrana del reservorio. Cada CB
tiene una raiz, “anclada” en el extremo mas distal con respecto al otro CB (Figs. 15 A,
E) que se denominan ventral (RV) o dorsal (RD) segln con cual CB se relacionan. La
tercera raiz se ubica entre los dos CB pero esta anclada en el ventral . Esta es la llamada
raiz intermedia (RI). Esta disposicion asimétrica de las raices de los CB y de las raices
flagelares es similar a la de los boddnidos (Brugerolle et al., 1979). Un cuarto grupo de
microtubulos corre por debajo de fa membrana del reservorio. Se origina desde la raiz
dorsal pero no penetran en el CB, no constituyen una raiz flagelar, y se los denomina
“banda dorsal”, (BD). En varias especies, se demostré que este grupo de microtibulos
da origen a los microtibulos del canal y finalmente a los de la pelicula (Willey y Wibel
1985, Surek y Melkonian 1986). Ademas de estos componentes basicos, en algunos
euglenoideos se ha observado una fibra estriada conectando los dos CB. Es mas o
menos prominente en las distintas especies, y se encuentra en todas las especies que
poseen dos flagelos heterodindmicos. Recientemente se encontré una estructura simitar
en Phacus (ver Fig. 6) (Shin y Boo 2001, Shin et al. 2001).

2.1.2.5. Aparato de ingestion o fagotrofico (AF)
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Este caracter es de gran importancia evolutiva ya que si bien no se lo considera
funcional en las formas verdes actuales, se han encontrado vestigios de aparatos de
ingestion en varias especies fotosintéticas. En algunos casos estd muy reducido y
consiste en un simple bolsillo que se evagina de la pared del reservorio, adyacente a la
abertura flagelar en la parte anterior de la célula. Esta sostenido por microtibulos que se
desprenden de la raiz ventral y rodean la membrana del reservorio. Esta estructura
bolsillo-microtdbulos se extiende una distancia corta hacia el citoplasma. Por sus
similitudes en posicidn y estructura con el citostoma de los boddnidos, los microtibulos
que rodean al bolsillo se denominaron MTR (o microtubular reinforced pocket o
microtubulos de refuerzo) (Fig. 15 A) que es un término creado por Brugerolle (1979) al
estudiar estos flagelados. En euglenoideos, el AF puede ser de cuatro tipos (I-1V) (Fig.
16 A), de complejidad creciente determinada por un aumento en el nimero y espesor de
los microtUbulos que lo componen. Asi, se engrosan y agrupan hasta formar agujas
(como en el género fagotrdfico Peranema, Fig. 16 B) y en el tipo mas complicado (Tipo
IV) corresponde al sifon del género bacteriéfago Entosiphon.

En euglenoideos verdes sélo se ha descripto el Tipo I, que es el mas sencillo
estructuralmente. Consiste simplemente en un bolsillo citoplasmético que se extiende
hacia la parte posterior de la célula. Estd bordeado por microtibulos que parecen haber
derivado en parte de alguna de las raices flagelares (Figs. 6, 15 A, 16 A). Este tipo de AF
solo esta presente en euglenoideos bacteriofagos, en Djplonema y como una forma
vestigial denominada MTR/bolsillo flagelar en los euglenoideos fotosintéticos. Este
sistema esta constituido sélo por la membrana del reservorio, una banda de
microtibulos (MTR) que bordean la membrana del bolsillo y una malla densa, fibrilar,
asociada. Su similitud estructural con el AF Tipo I de los euglenoideos incoloros y
boddnidos sugiere que este bolsillo es un érgano homoélogo a un citostoma, que puede o
no cumplir alguna funcién en los taxones fotosintéticos. Entre ellos, ademas de £
gracilis (Surek y Melkonian 1986) se ha descripto una estructura que recuerda a un AF
en Colacium sp. (Willey y Wibel 1987), Cryptoglena sp. (Owens et al. 1988), Eutreptia
pertyi (Solomon et al. 1991), Euglena anabaena (Shin y Boo 2000), Phacus trypanon
(Shin y Boo 2001) y AP. pleuronectes (Shin et al. 2001).

2.1.2.6. Estigma.



Fig. 16. Aparato fagotrdfico, estigma y vacuola contractil. A. Representacion esquematica
de secciones longitudinales a través del reservorio de varios euglenoideos, mostrando las
distintas relaciones entre los componentes. R= reservorio, E= estigma, C= canal, MTR=
reinforcing microtubules o microtubulos de refuerzo, AF= aparato fagotrofico. Modificado de
Willey y Wibel (1985). B. Extremo anterior de Peranema sp. mostrando el complejo aparato
fagotrofico con agujas Modificado de de Putuyrac et a/. (1987). C. Micrografia MET de una
seccion longitudinal a nivel del extremo anterior de Phacus splendens. Se observan
mastigonemas en el interior del reservorio ( R), un dictiosoma en la base (D), la vacuola
contractit (VC) adyacente y el nicleo (N) en posicion central. D-E. Ubicacion y aspecto del
estigma al microscopio Optico en células vivas D. Euglena sp. E Lepocinclis ovum (400X).
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Probablemente uno de los caracteres mas conspicuos de los euglenoideos verdes
sea el estigma, organela anterior, rojo anaranjado brillante, que es en promedio unas
diez veces mas voluminoso que el de las algas verdes (Walne 1971). Siempre se localiza
fuera del cloroplasto (Figs. 15 A-C, 16 C, E) lateral al reservorio (Walne 1971),
adoptando en general su forma curva y en el lado opuesto a la vacuola. Esta compuesto
de pequefios globulos cada uno de ellos rodeados por membrana, que generalmente son
individuales, y deben su color entre anaranjado y rojo, a la presencia de sustancias
carotenoides, que quimicamente corresponden a mas de 25 compuestos diferentes,
incluyendo astaxantina y/o equinona. Los gldbulos pueden disponerse en una o mas
hileras, aunque no muestran ningun ordenamiento definido ni limitado por membrana.
Se han observado sin embargo, finos filamentos que conectan algunos gldbulos a
microtubulos del citoesqueleto del reservorio (Kuznicki et a/ 1990). El estigma de los
euglenoideos verdes se opone al abultamiento paraflagelar del flagelo emergente y se ha
comprobado que forman parte de un aparato fotosensor que dirige la natacion de las
células en su movimiento fototactico. Su presencia en al menos un género no
fotosintético, Khawkinea, provee informacion muy valiosa a la hora de reconstruir la
historia evolutiva de los incoloros osmotroficos. Los detalles se discuten en el capitulo de

de Filogenia.

2.1.2.7. Vacuola contractil

Los euglenoideos de agua dulce poseen una vacuola Unica, claramente visible en
el momento de maxima expansion cuando esta a punto de colapsar (Fig. 16 C). A través
de periddicas contracciones, -la vacuola contractil elimina el agua incorporada por
dsmosis y luego se reorganiza mediante la coalescencia progresiva de pequefas
vacuolas que en conjuntos e denominan espongioma (Patterson 1986). Este ciclo de
formacion/descarga ocurre cada 20-30 segundos, dependiendo de la temperatura
principalmente y del tamafio celular. Las especies parasitas y marinas carecen de estas

organelas.

2.2.8. Cloroplastos, pirenoides

La forma, nimero y posicion de los cloroplastos asi como la presencia o ausencia
de pirenoides han sido tradicionalmente caracteristicas principales para la identificacion
taxondmica (Pringsheim 1956, Batko y Zakrys 1995).
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Los cloroplastos de euglenoideos poseen tres membranas (Gibbs 1978, 1981); en
algunas dreas en que aparecen menos de tres membranas, se considera que dos 0 mas
se han fusionado (ver Fig. 3 A). La membrana externa carece de ribosomas y se han
propuesto varias hipdtesis sobre su erigen (Hauber et a/ 1994, Cavalier Smith 1998),
dependiendo de cémo fue adquirida la unidad fotosintética por endosimbiosis.
Internamente, las lamelas o tilacoides se apilan en grupos de tres formando una banda
(Leedale 1967b, 1982) (Fig. 3 A, B).

La morfologia de los cloroplastos es muy variada: pueden ser discoides,
numerosos, pueden ser pocos o0 uno solo axial, estrellado, lobulados, parietales con
forma de urna u otras formas (Fig. 17 A, B). Se describen en detalle en el item 2.3.2.

En algunos casos, dan la impresion de ser acintados, sin pirenoides, dispuestos
alineados segun las estrias peliculares, pero se trata de un cloroplasto estrellado especial
con diplopirenoides que no se distinguen desde el exterior (Fig. 17 D).

Los pirenoides son zonas diferenciadas estructuralmente del resto del cloroplasto,
incoloros, compuestos principalmente por proteina (Rosowski y Hoshaw 1970) y a veces
pueden ser atravesados por uno o mas tilacoides (Zakrys y Walne 1998a). Como se
muestra en la Fig. 17 C, los pirenoides pueden ser:

a) desnudos, cuando ocupan el centro del cloroplasto y no tienen relacién con la
sustancia de reserva,

b) haplopirenoides, cuando estan rodeados por fuera de la membrana del plasto por
un casquete o calota unica de paramilon, o

c) diplopirenoides, cuando estan rodeados, a ambos lados del cloroplasto y por fuera
de la membrana por dos casquetes de paramilon,

Pueden ademas presentar un “tallo” o pedicelo, que en general proyecta el
pirenoide y su calota de paramilon hacia el centro de la célula. Esto es comun en los
cloroplastos con haplopirenoides, aunque se han encontrado modelos particulares que se
describen en la presente tesis.

La posicion y forma del pirenoide son en general caracteristicos de una
determinada especie y su ausencia también es considerada un criterio importante. Sin
embargo, se demostré que el pirenoide puede o no estar presente en distintas
poblaciones de la misma especie (por ejemplo, Euglena adhaerens, Zakrys y Walne
1994). Por otro lado, Pringsheim (1956) explica que aunque E. intermedia se diferencia

de E. deses sdlo por la ausencia de pirenoides en la primera especie, luego del agregado
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Fig.17. Tipos de cloroplastos y pirenocides.

A.morfologia de cloroplastos en £uglena spp

B. Micrografia MET de cloroplasto. Escala= 1pm Modificado de Leedale (1967). C.
Cloroplastos con y sin pirenoides. De izquierda a derecha: sin pirenoides; con pirenoide
desnudo, vista frontal y en seccion longitudinal; con pirenoide y calota de paramilon, vista
frontal y en seccion longitudinal de cloroplasto con diplopirenoide; seccién longitudinal de
cloroplasto con haplopirenoide.

D. Un caso especial de cloroplasto estrellado con diplopirenoides en Euglena spp. Los ldbulos
de los cloroplastos se disponen siguiendo las estrias peliculares. Desde el exterior, dan la
impresion de ser cloroplastos acintados, independientes y sin pirenoides, ya que es dificil
distinguirlos bajo MO. a. Euglena obtusa, representacion de los cloroplastos y vista lateral de
los I6bulos. b. Idem en Fuglena sanguinea. Modificado de Kim et a/. (1998)
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de lugol diluido, pudo observar dichas organelas en cultivos clonales que el habia
establecido partir de aislamientos unialgales de E. intermedia, por lo que duda de la

existencia de este taxon.

2.1.2.9. Sustancia de reserva

La sustancia de reserva de los euglenoideos es el paramilon, B1-3 glucano. Se
dispone en forma de granulos distribuidos en el citoplasma (ver Fig 2). Estos cuerpos
son por lo general caracteristicos en forma y nimero en los distintos géneros y especies.
Por ejemplo, son generalmente anillos en Lepocinclis, con forma de bobina o discos en
Phacus, de varias morfologias en Euglena sin pirenoides (bastones y eslabones,
basicamente) Su localizacion es siempre extraplastidial (ver Fig. 2 F, Fig 10). El
paramilon puede o no estar asociado a los pirenoides cuando éstos estan presentes. En
algunas claves taxondmicas, el nimero y forma de los granos de paramilon se usa para
separar grupos de especies (Gojdics 1953, Philipose 1982, Conforti 1998). A pesar de
esto, constituye un mal caracter taxonomico, ya que su numero y forma son variables

con las condiciones ambientales (Léfévre 1931, Conrad 1943)

2.1.2.10. Metabolia

Bowee (1982) describié los movimientos principales de Euglena como: (1)
natacion, (2) contraccion, (3) reptacion y (4) deslizamiento. La contracciéon conocida
como movimiento euglenoideo o metabolia (Leedale 1968) no estd necesariamente
relacionada con la locomocion, y provoca que las células se redondeen en una reaccion
muy rapida, disminuyendo su longitud, o se extiendan/retraigan porciones del cuerpo de
modo “ameboide”, contorsionandose en una variedad de formas a través de
movimientos conocidos como “peristalticos”, “vermiformes” o serpenteantes (Fig. 2 B, 11
A, 18). Ademas, las células a veces se adhieren por su extremo posterior y se tuercen,
rotan y hasta pueden enrollarse sobre su eje longitudinal.

Las células moviles, las paimeloides y también las sésiles pueden mostrar cierto
grado de metabolia al examinarlas con microscopia optica (por ej. Colacium). En general,
los movimientos metabdlicos muy marcados indican algin tipo de malestar (por luz o
temperatura intensa) y pueden ser el comienzo del enquistamiento. Otras especies, en
cambio, poseen periplasto rigido y no muestran ningln tipo de metabolia (ej, £. acus,
Fig. 18 B). No se conocen hasta el momento especies pertenecientes a Phacus'y
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Fig. 18. Células metabdlicas y rigidas. A. Microfotografia MEB de Phacus sp. (especie
rigida, estrias longitudinales) y Euglena sp.(especie metabdlica con estrias helicoidales).
Adaptado de Leander y Farmer (2001). B. Ejemplos en Euglena spp. De izquierda a
derecha: E. spirogyra (semi rigida), E. acus (rigida), E. adhaerens (metabdlica), E.
mutabilis (muy metabdlica). Modificado de Zakrys y Walne (1994).C. Metabolia en
Euglena spp. A-C: E. clavata . A. forma de la célula en natacion, B-C: forma que adopta
durante la metabolia. D-H: secuencia de movimientos metabdlicos en E.
repulsans. Modificado de Zakrys y Walne (1994).
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Lepocinclis que exhiban metabolia alguna. La capacidad de formar quistes en
condiciones adversas sélo se verifica en especies metabdlicas. La metabolia es un
caracter de gran importancia evolutiva, ya que habria sido esencial en los procesos de

adquisicion/pérdida de cloroplastos (se discute en el capitulo de Filogenia).

2.1.2.11. Nucleo y division celular

El nucleo de los euglenoideos en interfase puede ser central o posterior en una
determinada especie, pero nunca anterior. Es usualmente visible en las células vivas aun
sin coloracion alguna y puede poseer uno o mas endosomas muy conspicuos (ver Fig. 2
G). El nlcleo esta rodeado por una doble membrana, pero la externa no esta asociada al
cloroplasto, como en otras algas. Los cromosomas estan permanentemente condensados
y pueden aparecer adheridos a la membrana nuclear interna durante la interfase. La
mitosis precede a la citoquinesis. Antes de la divisién, el nucleo se mueve en direccion
anterior hacia el reservorio, la doble membrana y el endosoma persisten durante la
division, elongandose este Ultimo del mismo modo que el ndcleo. Los euglenoideos son
uniparentales, esto es, cada célula se origina sdlo por mitosis de una célula parental y la

descendencia es clonal. En este grupo no fue registrada la reproduccion sexual.

2.1.3. Principales caracteres utilizados en la taxonomia de Euglenoideos

Los caracteres mas importantes que se utilizan en la identificacion de los
miembros del grupo son:
Habito : célula movil, solitaria, palmeloide o fija sobre un sustrato.
Forma y tamaiio celular: dimensiones, grado de aplanamiento dorso-ventral o torsion
del cuerpo, presencia de cauda o expansiones, quillas, etc.
Cloroplastos: presentes o ausentes. NUmero, forma, ubicacion y tamafio son
diagndsticos en especies verdes. Presencia o ausencia de pirenoides; forma, ubicacion y
asociacion con paramilon si estan presentes.
Léricas o capsulas: presentes o ausentes. Si presentes, forma, composicion y
ornamentacion.
Flagelos: nimero de flagelos emergentes. Longitud relativa y posicion durante la
locomocion. Presencia de barra paraflagelar.
Pelicula: rigidez o grado de metabolia, ornamentacién. Disposicion de las bandas

peliculares (longitudinales o helicoidales).
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Estigma: presente o ausente, ordenamiento de los gldbulos, color y posicion.

Aparato de ingestion: presente o ausente, nimero y disposicion de microtibulos de
sostén. Presencia o ausencia de bolsillo flagelar y MTR.

Canal y reservorio: posicion apical o subapical. Nomero de estrias en el poro flagelar.
Nutricion: heterotrdfica (osmo y fagotrofica) o autotrdfica.

Paramilon: posicion, forma y nimero de los granulos, asociacion con pirenoides.
Cuerpos muciferos: forma y distribucidn.

Vacuolas contractiles: presencia o ausencia. Tamafio, actividad y posicién.

Nicleo y endosoma: posicion, forma y tamano.

Habitat: agua dulce (Ioticas o lénticas), salobres, marinas, suelos himedos. De vida
libre, simbiontes o parasitos.

La importancia de estas caracteristicas en la identificacion de especies varia
segun sea el género al que dicho organismo pertenezca, como se explicara mas
adelante. El valor de cada una desde el punto de vista evolutivo también es diferente y
se refiere en la seccion de Filogenia.

Para la delimitacion de cepas o variedades de una especie determinada, también
se utilizan caracteristicas fisioldgicas tales como temperatura de crecimiento Optima,
resistencia a toxicos o antibidticos y requerimentos nutricionales especiales. La
estructura generalizada de un euglenoideo y los caracteres citados en la lista anterior, se
presentan en una Euglena tipica, Euglena gracilis (Fig. 19 A).

2.1.4. Descripcion de los géneros de euglenoideos verdes mas comunes
2.1.4.1. Caracteres taxonomicos en Euglena Ehrenberg 1830

Este es el género tipo del grupo. A partir de él se describen las caracteristicas
generales del Phylum y se usa como referencia para describir los otros géneros.

Forma de la célula: las células pueden ser globosas a fusiformes, elongadas,
circulares, aplanadas o triangulares en seccion transversal (Figs. 19, B, C). A veces
presentan torsiones en sentido anteroposterior. El extremo anterior puede ser rostrado
(Fig. 19 D). El extremo posterior puede ser redondeado, mamelonado o presentar una
cauda mas o menos extendida (Fig. 19 E). Estos caracteres pueden presentarse

combinados dando diferentes formas celulares
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Fig. 19. Caracteres taxonomicos en £uglena sp. A. Euglena gracilis. Aspecto general lateral.
Se omiten las estriaciones peliculares. Modificado de Leedale (1967). Escala= 20 pym. B.
Forma de la célula. C. Seccion transversal. D. Morfologia del extremo anterior mostrando la
diversidad existente en Euglena sp. E. Morfologia del extremo posterior en Euglena sp. F.
Forma y disposicion de los cloroplastos G. Morfologia de los granos de paramilon: granos
esféricos, granos cilindricos, bastones largos, bastones cortos, eslabones. B-C y F-G
modificado de Tell y Conforti (1986). D y E modificado de Batko y Zakrys (1995).
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Tamano: las dimensiones celulares, en particular la relacion largo/ancho son

importantes, como asi también la longitud de la cauda si esta presente.

Plasticidad: las células pueden ser desde muy plasticas o metabdlicas hasta
practicamente rigidas. En general, mantienen una forma determinada durante la
locomocion.

Longitud de los flagelos: en general, este caracter sélo tiene valor en algunas
especies, y su utilidad es cuestionada por algunos autores. El flagelo emergente puede
ser muy corto en especies serpenteantes hasta alcanzar, aunque raramente, una
longitud equivalente al doble del largo celular.

Cloroplastos: pueden ser desde discoides a acintados, pequeios o grandes en relacion
al tamanio celular, de margenes lisos o lobulados. Si son discoides, por lo general son
numerosos (Fig. 19 F). Excepcionalmente es Unico y urceolado, parietal. Se ubican en la
periferia irregularmente o con una distribucion aparentemente ordenada, siguiendo las
estrias peliculares (ver Fig. 17 D). También pueden ser estrellados, y situarse en el

centro de la célula radiando desde uno 0 mas centros de paramilon (ver Fig. 2 A).

Pirenoides: pueden estar presentes o no. Si existen, son siempre intraplastidiales.
Pueden ser desnudos o estar asociados a una (haplopirenoides) o dos (diplopirenoides)

calotas de paramilon (ver Figs. 2, 17 C).

Paramilon: los granulos libres de paramilon pueden presentarse como globulos
redondeados, elipsoidales, bastones largos, cilindros cortos o eslabones (Fig. 19 G).
Pueden combinarse distintos tipos en la misma célula. Se distribuyen irregularmente en
el citoplasma, se ubican en una posicion determinada, a veces se disponen en forma de

calotas internas o dobles asociadas a pirenoides (ver Fig. 2).

Pelicula: unas pocas especies presentan una pelicula ornamentada con verrugas o
botones, compuestos aparentemente por sales de hierro. Sin embargo, el grado y tipo
de ornamentacidn en estas especies también parece variar segin los factores

ambientales.
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Cuerpos muciferos: presentes o ausentes, forma y distribucion. En general, sélo se
recurre a la observacion de este caracter que requiere la coloracién previa con rojo
cresol, en especies practicamente indistinguibles morfologicamente, por ejemplo, E.
viridis y E. stellata (ver Fig. 14 I).

Hematocromo: algunas especies producen este pigmento como proteccion ante una
excesiva intensidad luminica (£ haemichromata, E. sanguinea). Las células que lo

presentan son rojizas, pero solo bajo esas condiciones ambientales.

Habitat: algunas especies son indicadoras de ambientes contaminados o de

caracteristicas especiales (Ej. salobres: E. viridis, muy acidos: E. mutabilis).

2.1.4.2. Caracteres taxonomicos en Lepocinclis Perty 1849

Forma de la célula: las células siempre son circulares en seccion transversal, lo que
motivo la creacion de este género a partir de Euglena. Pueden ser globosas, piriformes,
con forma de paleta, romboidales a fusiformes (Fig. 20 A). El extremo posterior puede
ser romo, redondeado a mamelonado o elongarse en un apéndice caudal de variada
longitud, aunque se ha sugerido que este caracter no seria estable en una misma

poblacion.

Pelicula: la mayoria de las especies presentan estrias helicoidales, y el sentido de la
estriacion {levogiro o dextrdgiro) se utiliza como caracter taxondmico. En pocos casos se
disponen en forma aproximadamente longitudinal. Algunas especies presentan verrugas
o deposicién de un material analogo al de £. spirogyra sobre las bandas cuticulares. (Ej.
L. buestchlii) (ver Figs. 14 M, N)

Paramilon: la forma y el nimero de granulos de paramilon no es muy importante, lo
mas frecuente es la presencia de dos anillos grandes, y también varios cuerpos ovoides
(Fig 20 B),

Tamario: se considera el didmetro y longitud celular, a veces también las dimensiones

del apéndice caudal.
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Flagelo: la utilidad de la longitud del flagelo en relacion al largo de la célula es escasa
en este género.

2.1.4.3. Caracteres taxonomicos en Phacus Dujardin 1841

Forma de la célula: Es uno de los caracteres mas importantes en este género, en
especial su contorno en vista apical. En general, las células son aplanadas dorsi-
ventralmente, pueden ser curvadas, abultadas en el dorso, ensanchadas o presentar
carenas o quillas (ver Figs 13 B, C, E) En vista frontal, pueden ser circulares, con forma
de hojas, cordiformes, piriformes hasta fusiformes (Fig 20 C). El extremo posterior
puede ser redondeado o poseer un apéndice caudal, muy conspicuo en algunas especies
(ver Fig. 13). Los bordes celulares pueden presentar muescas, aunque en general son
lisos. Las células pueden presentar una o mas torsiones a lo largo de su eje longitudinal
(Figs. 13, 20 D).

Cloroplastos: en la mayoria de los taxones son numerosos, discoides y sin pirenoide,
pero algunas pocas especies presentan solo dos cloroplastos grandes con forma de

lente, asociados a calotas de paramilon.

Paramilon: por lo general los granulos de paramilon son globulares, discos aplanados,
en carretel o anillos (Fig. 20 B). Con frecuencia se presentan granos de diferente

morfologia en el mismo ejemplar.

Tamano. se consideran largo, ancho y espesor de la célula y en algunos casos, las

dimensiones de la cauda.

Pelicula: \a mayoria de las especies presenta estriacion longitudinal, aunque a veces es
helicoidal (ver Fig. 13). En los casos en que las estrias acompafian a la torsién del
cuerpo en células retorcidas, parecen espiraladas, a pesar de ser longitudinales. Pueden
ser suaves 0 sobresalir en forma de costillas, y las bandas pueden estar ornamentadas

con dientes, espinas o verrugas (Figs. 13, 14 O, P).

2.1.4.4. Caracteres taxonomicos en Trachelomonas Ehr. emend. Deflandre
1926
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Fig. 20. A- B Caracteres taxondémicos en Lepocinclis sp. A. Forma de la célula B. Morfologia
de los granos de paramilon: en forma de carretel o anillos C-D. Caracteres taxondmicos en
Phacus sp. C. contorno de la célula, puede tener un apéndice caudal mas o menos
desarrollado, los margenes pueden ser escotados. D. estrias y ornamentacion de la pelicula.
E-F. Caracteres taxonomicos en Trachelomonas sp. E. Forma de la Iérica F. Ornamentacion
de la pared (ver texto, item 2.1.4.4). G-H. Caracteres taxondmicos en Strombomonas sp G.
Forma de la lorica. H. Seccidn transversal (Tell y Conforti 1986).
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Lorica: sus caracteristicas son fundamentales en la identificacion de las especies de este

género.

a) forma: puede ser desde esférica hasta casi fusiforme, pero se distinguen dos grandes
grupos: Iéricas con o sin apéndice caudal (Fig. 20 E). Por otro lado, debe observarse
si el poro flagelar presenta algin espesamiento anular o un cuello mas o menos
desarrollado o ninguna estructura determinada. Si el cuello estd presente sus
dimensiones, inclinacidn y ornamentacion son de gran valor diagndstico.

b) ornamentacion: segun Conforti y Tell (1986) los tipos de ornamentacion que pueden
distinguirse son: 1. liso, 2. punteado, 3. papilado, 4. espinoso, 5. con depresiones, 6.
estriado, 7. escrobiculado, 8. granuloso o verrucoso, 9. tuberculoso (Fig. 20 F). Esta
es tal vez la caracteristica mas importante en la identificacion de Trachelormonas,
aunque existen evidencias de que podria ser dependiente en parte de las condiciones
del ambiente y la edad de la célula.

c) tamano: cominmente se utilizan la longitud y diametro de las loricas, el diametro del
poro, dimensiones del cuello (si presente), apéndice caudal y de las espinas. El
numero de puntuaciones o espinas por unidad de superficie, ancho de las espinas,
diametro de las puntuaciones y del espesamiento anular, son caracteres que han
perdido validez como criterios taxondmicos estables, a la luz de observaciones
mediante microscopia electronica de barrido.

Cloroplastos: el nimero y la ausencia o presencia de pirenoide, se consideran
caracteres no muy Utiles para diferenciar especies por la poca variabilidad registrada, y
por la dificultad de su observacion ya que la ldrica es usualmente gruesa y oculta la
estructura interna de la célula. Los cloroplastos son parietales, discoides, de margenes
lobulados o lisos. Su nimero puede variar de dos a numerosos, con o sin pirenoides. Si
presentes, en general son haplopirenoides (con calota de paramilon interna) o

diplopirenoides.

2.1.4.5, Caracteres taxonomicos en Strombomonas Deflandre 1930

La separacién entre los géneros Trachelomonas y Strombomonas es bastante
imprecisa, desde la creacién de este Gltimo a partir del primero, aunque por razones
practicas y taxondmicas, la mayoria de los autores actuales coinciden en mantenerlos
separados. Por ejemplo, se dice que las Idricas no presentan ornamentacion alguna,
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pero comuinmente aglutinan particulas del medio sobre su superficie. Esta distincion se
ha debido replantear al menos en algunas especies (Nudelman y Conforti, 1997,
Nudelman et a/. 1998).

Lorica:

a) forma: puede ser ovoide, piriforme a fusiforme, con forma de florero (Fig. 20 G). En
términos generales, la lorica se angosta gradualmente hacia el/los extremo/s para
formar el cuello y el apéndice caudal, si poseen, no existiendo una delimitacion clara
entre estos apéndices y el cuerpo de la Idrica. En seccidon transversal pueden ser
elipticas, circulares, triangulares, cuadrangulares o poligonales (Fig. 20 H).

b) ornamentacion: no presentan , aunque algunas especies poseen expansiones
laterales en forma de alas, o pliegues. Muchos autores han indicado una superficie
“verrucosa o rugosa”, pero estudios mediante microscopia electronica de barrido han
demostrado que se trata de particulas exdgenas aglutinadas y no son estructuras
propias de la célula (Tell y Conforti 1984).

¢) tamario: las dimensiones de la ldrica, cuello y cauda si presentes se consideran
importantes aunque no se ha verificado su estabilidad en diferentes condiciones

ambientales.

Cloroplastos: los tipos de cloroplastos son los descriptos para 7rachelomonas.

Habitat: a diferencia de lo usual entre los euglenoideos, algunas especies son mas

frecuentes en ambientes I6ticos que en cuerpos de agua lénticos.
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2.2 Materiales y Métodos

2.2.1 Cultivos algales
Los métodos de preparacidn y composicion de los medios de cultivo y soluciones empleadas
se detallan en el Anexo.

En la Tabla 1 se presentan los taxones utilizados en este estudio. Las cepas fueron
obtenidas de las colecciones de cultivos Culture Collection of Algae, University of Texas at
Austin (UTEX) y Sammlung von Algenkulturen de la Universitat zu Goettingen, Alemania
(SAG) y mantenidas en incubador a 15-20° C y fotoperiodo 16: 8hs luz- oscuridad, en tubos
de 20 ml, con tapa a rosca. Se realizaron repiques a medio fresco cada 7 dias. Los medios
de cultivo en su mayoria consistieron en modificaciones del medio bifsico tierra-agua (GR/)
(Pringsheim 1953). Los componentes y modo de preparacion de los medios referidos en la
Tabla 1 se describen en el Anexo.

Algunas de las cepas provenientes de UTEX y SAG resultaron estar mal identificadas.
En la Tabla 1 se presenta la denominacion que figura en el catalogo del centro de cultivos y
también el nombre que le asignamos luego de la observacion bajo microscopio ptico y

electronico.

2.2.2. Microscopia optica

En todos los casos, el material de estudio, organismos provenientes de cultivos asi
como también los aislados de muestras naturales, se analizd bajo microscopia optica, /n
vivo y también fijados con diferentes sustancias, entre otras solucion de formaldehido al
10% y Transeau (ver Anexo). Para conflrmar la identificacion de las especies de algunos
euglenoideos, varios caracteres se observaron en células vivas. Entre otros, se analizd la
forma de natacion, la presencia de pirenoide, metabolia o rigidez de la pelicula, retacion
largo/ancho, estriacién de la pelicula, posicion del nucleo, estigma, forma y ndmero de
cloroplastos. El estudio /n vivo, en medio liquido, es muy importante en este grupo, ya que
la mayoria de ellos colapsan o se deforman como consecuencia de la fijacion. El flagelo, por
ejemplo, suele desprenderse con facilidad en cultivos fijados con formaldehido, y su

longitud muchas veces tiene valor diagndstico.
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También se realizaron preparados definitivos, especialmente para la determinacion
de loricados. Para ello, alicuotas de los cultivos se fijaron con glutaraldehido al 1 %,
durante 1 hora, a temperatura ambiente. Alternativamente, se utilizd una solucion fijadora
R1 (RU, NJ). Se lavaron tres veces en medio de cultivo. A una gota de este material se le
agregé una gota de xilol y se dejé secar al aire sobre un portaobjetos segun Balech,
(1944). Se agregd una gota de DPX (Fluka, Chemika AG, Suiza) se coloco un cubreobjetos y
se dejo secar al aire o estufa a 60° C.

Las observaciones y dibujos se realizaron utilizando un microscopio binocular
Olympus BX 50: se utilizaron los objetivos de 10 y 40X para las observaciones en vivo o
generales y 100X de inmersion para el estudio detallado de las estructuras y las
mediciones. Las fotografias se tomaron en el mismo equipo con una cdmara SC 35, o un
equipo Optronics color CCD montado en un microscopio Nikon Diaphot (Rutgeres
University, New Jersey USA).

Para las determinaciones especificas e intraespecificas, se consultaron entre otros,
los trabajos de Balech (1944), Deflandre (1926, 1930), Conrad (1935, 1943), Conrad et a/.
(1953), Gojdics (1953), Huber-Pestalozzi (1955), Pochmann (1952), Popova (1966), Singh
(1956), Pringsheim (1953), Starmarch (1983), Tell y Conforti (1986).

Las muestras fijadas y los preparados definitivos fueron depositados en la Coleccién
de Cultivos del Lab. Biologia Comparada de Protistas, Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales, Universidad de Buenos Aires. Los cultivos vivos se mantienen en el Laboratorio
Systematics of Euglenoids, Rutgers University, New Jersey, USA.

2.2.3 Microscopia electronica
2.2.3.1Microscopia electronica de barrido (MEB)

Las células se centrifugaron y lavaron con agua bidestilada varias veces. El pellet
obtenido se fij6 con glutaraldehido al 1% en medio de cultivo estéril, a temperatura
ambiente. Por ser un material de pequefio tamafio, y en suspension (células aisladas), para
los pasos sucesivos se filtré el material mediante jeringas descartables de 10 mi de
capacidad, a través de membranas de nylon de 0.22 pm de poro. Segun el tipo de

materiales, se siguieron dos procedimientos:
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1. en el caso de las células loricadas, los filtros se lavaron con etanol 50 %, y se dejaron

secar al aire.

2. las especies desnudas se sometieron a la técnica de punto critico (gas anhidrido

carbonico como ultimo paso de deshidratacién) que evita el colapso de células blandas.

Para la deshidratacion inicial, se siguieron dos protocolos,

a) UBA: las células se lavaron y filtraron como ya se ha descripto. Luego se realizé una
deshidratacion siguiendo una serie creciente de etanol ( 25%, 50%, 70%, 90% y dos
pasajes por etanol 100%) y acetona (dos pasajes). Todos estos lavados se realizaron
mediante jeringas y filtros como se ha descripto previamente.

b) UGA: los cultivos se centrifugaron y lavaron en medio estéril. Previo a la
deshidratacion, se fijaron con una solucion F1 (ver Anexo), durante 1 hora en hielo. Se
lavaron tres veces con agua bidestilada y se deshidrataron, siguiendo un protocolo
similar al descripto en a), con excepcion del pasaje por acetona. Los filtros se colocaron
en canastillas y se sometieron a punto critico.

En todos los casos (1, 2, ay b), los filtros se montaron en tacos, se metalizaron con
oro- paladio, se observaron y fotografiaron en un microscopio Philips 505 perteneciente al
servicio de Microscopia Electronica de CITEFA (Centro de Investigaciones Cientificas y
Técnicas de las Fuerzas Armadas, Bs. As., Argentina), en un LEO 982 en CAUR (Center for
Advanced Ultrastructural Research, University of Georgia, Athens, Georgia, USA) Algunas
microfotografias se tomaron en un equipo Hitachi S450 en RU (New Jersey, USA).

2.2.3.2 Microscopia electronica de transmision (MET)
Alicuotas de los cultivos se concentraron por centrifugacion a 7000 rpm en
microtubos de 1.5 mi de capacidad. Se descart6 el sobrenadante con pipeta Pasteur y el

pellet se sometié a uno de los siguientes tratamientos:

A. Procedimiento seguido en Rutgers University (RU), New Jersey, USA.
1) Las células se pre-fijaron con glutaraldehido al 2% en buffer fosfato de sodio 0.05M,
durante 2hs, en hielo. El fijador se prepard con glutaraldehido 8% y agua bidestilada.
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2) Las muestras se centrifugaron en centrifuga de mesa por 4 min., a 3500 rpm, se

3)

4)

5)

descarté el sobrenadante y se realizaron 4 lavados con buffer fosfato 0.05 M, durante
15 min. cada uno, centrifugando en cada caso, durante 2 min. a 3500 rpm.

La fijacion se realizé bajo campana, con OsO4 (tetréxido de osmio) 1% en buffer
fosfato 0.05 M, en hielo durante 2 hs.

El fijador se removié mediante 3 lavados con agua bidestilada, durante 5 min. cada
uno.

Para evitar la pérdida de material durante los numerosos pasos que siguen, en esta
etapa se realizd una inclusion en agar de las células en suspension. Para esto, se
prepard una solucion de agar al 2% en agua bidestilada. Luego del ultimo lavado en el
paso 4), las células se centrifugaron y sobre el pellet se agregaron unas gotas de la
preparacion de agar liquido, entibiado a 60° C en cantidad suficiente para cubrir el
material, agitando rapidamente. Se centrifugaron los tubos en centrifuga de mesa
durante 5 min. a velocidad maxima, y se colocaron en hielo. Una vez solidificado el
agar, se removio con una espatula y se dividié en pequeias porciones, removiendo el

exceso de agar que no contenia células.

6) La deshidratacion: se realizo siguiendo una serie creciente de etanol:
25%, 50% EtOH, 5 min., en hielo,

75% EtOH, durante una noche, a 4°C,

95% EtOH, 5 min. en hielo,

100% EtOH (frio), 10 min., en hielo,

100% EtOH 10 min., a temperatura ambiente,

100% Acetona (DRY BONE) 10 min., 2 pasajes, a temperatura ambiente.

7) La infiltracién también se realizé en una serie de concentraciones crecientes de resina

Epon en acetona:

25% Epon: 75% acetona, 3.5 hs en rotor,
50% Epon: 50% acetona, 3.5 hs en rotor,
75%: Epon: 25% acetona, durante una noche a temperatura ambiente,

100% Epon durante una noche, a temperatura ambiente.
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Se realizaron inclusiones en capsulas Beem e inclusiones planas en portaobjetos
segin la técnica descripta por Raymond y Pickett-Heaps (1983). Las preparaciones se
polimerizaron en estufa a 70 °C durante 24 y 48 hs, respectivamente.

B) Procedimiento seguido en Center for Advanced Ultrastructural Research,
University of Georgia (UGA), Georgia, USA.

El protocolo de fijacion se describio en el punto correspondiente a MEB. La
deshidratacion se realizé mediante una serie de pasajes en concentraciones crecientes
de etanol; 30°, 50°, 70°, 90°, 95° y 100°, pasajes de 10 min. cada uno.

-2 lavados con 6xido de propileno en frio.
La inclusién se realizé en mezclas de resina Epon con 6xido de propileno, siguiendo una
serie creciente de concentracion de plastico en los siguientes pasos:

25% Epon/ 75% OP, 1 h.

50% Epon/ 50% OP, 1 h.

75% Epon/ 25% OP, 1 h.

Epon 100% 1h.

Epon 100% 30 min.

Epon 100% ON.
Luego de una ultima inclusién en Epon 100%, durante 1 h., el material se polimeriz a
60°C, 24 hs.

C) Procedimiento sequido en el Lab. Ficologia y Micologia, Universidad Nacional
del Sur (UNS), Bahia Blanca, Argentina.

1) Las células se fijaron con glutaraldehido al 2% en buffer cacodilato de sodio 0.05 M,
durante 2 hs. a temperatura ambiente.

2) Se realizd una postfijacion en OsO, - cacodilato de sodio 1%, por 2hs, se centrifugd a
baja velocidad, se descarto el sobrenadante y el pellet se lavd durante 10 min. con
cacodilato de sodio 0.05 M. Se centrifugd 4 min a 6000 rpm y este procedimiento se repitid
tres veces.

3) La deshidratacion se realizé siguiendo una serie de concentracion creciente de acetona
(30%, 50%, 70%, 95%, 2 x 100%).
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4) Se realizaron inclusiones planas en portaobjetos y en capsulas Beem en resina Spurr
(1969) por goteo segun la técnica descripta por Raymond y Pickett-Heaps (1983). Se
comenzd con Spurr 25%, y luego de una primera inclusion en Spurr 100% se dejaron las
muestras toda la noche a temperatura ambiente, antes de la polimerizacion a 60-70°
durante 9-12 hs.

5) Los tacos y preparados se seccionaron con un ultramicrétomo con cuchilla de diamante
en el Laboratorio de Ficologia y Micologia, Universidad Nacional del Sur, Bahia Blanca.

6) Los cortes se montaron sobre grillas de cobre reticuladas, y se tifieron con acetato de
uranilo 2 %, 30 por 5 min. y citrato de plomo 5% durante 5 min.

7) Los preparados de observaron en dos equipos: un microscopio TEM Philips 400 ( Center
for Advanced Ultrastructural Research, University of Georgia, Athens, Georgia, USA) y en un
microscopio JEOL CX- II perteneciente al CRIBBAB (Universidad Nacional del Sur, Bahia

Blanca, Argentina.
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Taxon

Astasia longa Pringsheim
Colacium mucronatum Bourrelly et Chaudefaud
C. vesiculosumn Ehrenberg
Euglena acus Ehr,

E. agilis Carter

E. gracilis Klebs

E. mutabilis Schmitz

E. spirogyra Ehr.

E. stellata Mainx

E. viridis Ehr.

Eutreptiella sp.

Hyalophacus ocellatus Prings.
Khawkinea quartana (Moroff) Jahn et McKibben
Lepocinclis buetschlii Lemmerman
L. ovata (Playf.) Conrad

L. ovum (Ehr.) Lemm.

Phacus acuminatus Stokes

P. aenigmaticus Drezepolski

P. agilis Skuja

P. alatus Klebs

P. brachykentron Pochmann

P. orbicularis Hubner

P. oscillans (caudata Xlebs

P. parvulus Klebs

P. pleuronectes Dujardin

P. pseudonordsted!tii Poch

P. pusillus Lemm,

P. pyrum Stein

P. similis Christen

P. splendens (megalopsis) Poch.
Peranema tricophorumn (E.) Stein

Strombomonas spl.
Strombomonas sp.

Trachelomonas volvocinopsis var. spiralis) Pring.

T. conspersa Pascher

T. echinata Singh

T. hispida (Perty) Stein emend. Deflandre
T. intermedia Dangeard

T. oblonga var. punctata ( hispida)Lemm.
T. pertyiPrings.

T. volvocina Ehr.

Medio de
cultivo

Origen

UTEX 516
NI

NI

UTEX 1316
UTEX 1605
UTEX 753
NI

UTEX 1307
UTEX 372
UTEX 85
CCMP 389
SAG 228.80
ATCC 30895
Korea

SAG B 1244-5
SAG 1244-8
UTEX 1288
ASW 08012
SAG 1088
SAG 1261-b
UTEX 1317
ASW 08045
UTEX 1285
ASW 08060
Korea

ASW 08010
UTEX 1282
UTEX 2357
SAG 58.81
UTEX 1284
CBS (P7-13-
1838)

NJ (USA)
Korea

UTEX 1313
SAG 1280-1
SAG 1283-22
UTEX 1326
SAG.205-80
UTEX 1325
SAG 1283-13
Korea

Tabla 1. Organismos estudiados en esta tesis.

NI: no informado,SAG: Sammlung von Algenkulturen, Goettingen , Alemania.

UTEX: Culture Collection of Algae, University of Texas at Austin, USA
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2.3 Resultados
2.3.2 Estructura fina de Phacus splendens: implicancias taxonomicas y
validez del género Phacus.

El género Phacus (Euglenophyta, Euglenales) fue descripto por primera vez por
Dujardin en 1841. En él se incluyen organismos solitarios, nadadores libres, fototréficos,
desnudos (no loricados) y sin movimientos metabdlicos (rigidos). Después de
Trachelomonas, es el género mas numeroso (Hiiber-Pestalozzi 1955). Este género es
cosmopolita, comun principalmente en aguas dulces, aunque existen unas pocas
especies marinas. Las caracteristicas diagnosticas se describieron en el item 2.1.4.3.

La revision mas exhaustiva sobre el género fue realizada por Pochmann en 1942,
Este autor incluyd 150 especies, y reconocié dos subgéneros: Chlorophacus que incluia
las formas verdes, e Hyalophacus, las especies incoloras. Actualmente ambos son
considerados géneros. Asi, el primero de ellos es ahora el género Phacus, que a su vez
fue dividido en 4 secciones, basandose en la morfologia y orientacion de las estrias
peliculares. Las secciones que se distinguen son:

Seccion Proterophacus: células con peliculas finamente estriadas; incluyen
especies con orientacion longitudinal o helicoidal.

Seccion Pleuraspis: células con costillas prominentes en cuya porcion mas
saliente corren las estrias peliculares; en algunos casos con seccion transversal mas o
menos circular (tipo Lepocinclis).

Seccion Akanthopeltis: células con peliculas ornamentadas, con verrugas o
espinas dispuestas en hileras sobre las bandas, que pueden ser helicoidales o
longitudinales.

Seccion Kampylopter: comprende una sola especie, que presenta una quilla

prominente y pelicula ornamentada con hileras de verrugas.

En el mismo trabajo, Pochmann establecid el subgénero Hyalophacus para incluir
a Hyalophacus ocellatus (ver Fig 10), una forma incolora muy similar a Phacus
pleuronectes, descubierta varios afios antes por Pringsheim (1936). Luego, Huber-
Pestalozzi (1955) creé una quinta seccidn, Dolichoplastes, para incluir a Phacus

chloroplastes, una forma con cloroplastos muy grandes y alargados, que se disponen
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siguiendo la orientacion de las estrias peliculares. Esta es la revision mas reciente del
género y no difiere mucho del trabajo de Pochmann, publicado varios afios antes.

A pesar de ser Phacus un género tan numeroso y frecuente en todo tipo de
ambientes, existen pocos estudios a nivel ultraestructural (Shin et a/ 2001). Mignot
(1965) analizé la pelicula de varios euglenoideos e incluyd una descripcion parcial de un
organismo que él identificd como Phacus splendens. Sin embargo, por las caracteristicas
de la pelicula que muestra en una sola fotografia, probablemente se trataba de un
ejemplar en division, y por este motivo, no puede considerarse su estructura fina como
modelo para la especie.

Acordamos con Kim et a/. (2000) cuando comentan que la taxonomia de Phacus
es confusa e incompleta por la falta de datos a nivel ultraestructural. Esta investigacion
sobre Phacus splendens Pochmann (P. megalopsis UTEX LB 1284) representa uno de los
muy escasos estudios realizados utilizando MET, y el segundo de un miembro de la
Seccion Pleuraspis (el primero es el de Shin et a/. 2001). Estudiar la estructura fina de
los miembros de esta seccion resulta muy interesante ya que no responden a las
caracteristicas tipicas de Phacus como se ha comentado, esto es, seccion plana, muchos
cloroplastos discoides sin pirenoides y paramilon en forma de discos o anillos pero
independientes de los cloroplastos.

A continuacién, presentamos nuestras observaciones y comparamos las
caracteristicas ultraestructurales que pueden ser Utiles para la evaluacion de las teorias

actuales sobre taxonomia y filogenia del género y de los euglenoideos en general.

Aspecto general

Las células nadadoras son piriformes en vista frontal, redondeadas en el extremo
anterior, y el cuerpo se angosta hacia el extremo posterior gradualmente, formando una
larga cauda retorcida (Fig. 21). En vista lateral, los margenes son asimétricos y debido a
la presencia de costillas, aparecen entre ondulados y aserrados (Fig. 21 B-D). Las células
son rigidas (nunca se observd metabolia durante la natacion), de aproximadamente 22-
24 pm de longitud y 12-14 ym de ancho (Fig. 21 A-B). El flagelo emergente es de
longitud similar o levemente menor al largo celular (Fig. 21 A).

Pelicula

La pelicula consiste en una serie de bandas interconectadas, con la zona de

articulacion elevada en forma de costillas, que se extienden a lo largo del eje
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Fig. 21. Phacus splendens . A. Aspecto general de células vivas bajo MO. Se indica el flagelo
(F), con flechas pequefias las calotas de paramilon, con flechas grandes el pirencide. Se
presentan varios ejemplares donde se muestra que el pirenoide no siempre ocupa la misma
posicion en la célula. (400X). B-D. Micrografias MEB, mostrando las crestas peliculares. B.
Aspecto general. C. Detalle del extremo anterior y poro flagelar. D. Detalle del extremo
posterior. Las crestas llegan hasta el extremo del apéndice caudal. Escalas en pm.
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longitudinal de la célula, alcanzando el extremo de la cauda (Fig. 21 A, B, D). Se
disponen siguiendo una espiral levdgira. En seccion transversal, se observa una
depresion marcada en la region definida entre costillas adyacentes, resultando asi las
bandas arqueadas o marcadamente concavas (Fig. 22 A). Segln la nueva terminologia
sugerida por Leander y Farmer (2001), este formato corresponde a un marco tipo “M".
Por debajo de la membrana se observa una capa proteica (“capa epiplasmica”) no muy
engrosada. La parte mds externa de cada costilla es bifurcada, ya que corresponde a la
articulacion de dos bandas contiguas (“hee! and hook” segun Leander y Farmer, op. cit)
(ver Fig 2, Figs. 22 A- C). Tres microtibulos se ubican bajo cada costilla, uno en el
centro, en la base de la estria (M,) y los otros dos se sitlan a cada lado del surco medio,
bajo las dos crestas de la costilla (M, y Ms, Fig. 22 B). Un cuarto microtibulo (M,) se
observa en la parte central de la banda aproximadamente, entre dos costillas contiguas
(Fig. 22 C). De la base de la estria, un grupo fibrilar parte de cada lado y conecta las dos
bandas adyacentes (Figs. 22 B, C). Frecuentemente, se puede observar material
mucilaginoso en forma de filamentos en la superficie de la célula (Fig. 22 C), el cual
debe ser producido por cuerpos muciferos, que se ven como pequefias vesiculas

ubicadas bajo las estrias (Figs. 22 A- C).

Reservorio, estigma y vacuola contractil, nicleo

Estas organelas no presentan caracteristicas diferentes a las descriptas en el
resto de los euglenoideos. En el extremo anterior, la pelicula se invagina para formar un
canal corto, las estrias y bandas desaparecen en la zona del reservorio (Figs. 22 D, F).
Se observan manojos de pelos flagelares en el interior del reservorio (Figs. 22, D, F). El
estigma, adyacente al reservorio, es bastante conspicuo y consiste en un conjunto de
glébulos no ordenados en hileras, cada uno rodeado por una unidad de membrana.
También se observa una gran vacuola contractil, en el lado opuesto al estigma (Figs. 22
D, F) y uno o dos dictiosomas, siempre asociados a la base del reservorio (Fig. 22 F). El
nlcleo, muy prominente, se ubica siempre en posicion posterior o posterolateral (Fig. 22
D). La cromatina estd permanentemente condensada y se observan uno o mas grandes
endosomas centrales (Figs. 22 D, 23 D, E).

Cloroplastos y sustancia de reserva.



Fig. 22. Phacus splendens. Micrografias MET. A, B y C. Pelicula con costillas elevadas. A. Se
indican los componentes peliculares segun la terminologia de la Fig. 12. Escala = 0.5 ym. B.
Detalle de la zona de articulacion interbanda. Se distinguen 3 microtubulos corticales (M1-
M3), la pelicula epiplasmica y las proyecciones articulares son delgadas. Escala = 0.25 pm.
C. En la zona media entre dos bandas se ubica un cuarto microtubulo, M4. Se distinguen
depositos mucilaginosos en forma de hilos sobre la superficie, especialmente en la zona de
articulacion. (puntas de flecha). Escala = 0.25 ym. D. Seccion longitudinal a la altura del
canal (Ca) y reservorio (R). Se observa el estigma (E), la vacuola contractil (VC), un
dictiosoma (D) y el nucleo lateral (N). Se distinguen 3 Iébulos del cloroplasto (C) con calotas
de paramilon (P) en la cara externa. Escala = 2 pm. E. Seccién longitudinal mostrando la
ubicacion del cloroplasto y calotas de paramilon. En Ea se presenta un corte transversal del
del apéndice caudal. Las costillas alcanzan el extremo posterior. Escala = 0.25 pm. F.
Seccion longitudinal del extremo anterior. Se indican las organelas ya presentadas en la Fig.
D, con mayor magnificacion. Se observan mastigonemas en el interior del reservorio (*).
Escala = 1 ym.
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