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Resumen

RESUMEN

Los euglenoideos son un grupo muy antiguo y diverso de eucariotas flagelados

relacionados con los kinetoplástidos que incluye taxones verdes e incoloros. Las relaciones

fllogenéticas dentro del grupo, así como con otras protistas, son aún desconocidas. A pesar de

su gran distribución y frecuencia en todos los ambientes, el conocimiento de este grupo es

escaso. El esquema taxonómico actualmente en uso es mayormente intuitivo, basado sobre

características morfológicas. Tal clasificación puede estar reflejando sólo eventos de

convergencia más que relaciones filogenéticas y se requiere una revisión sustancial. Además,

algunas de estas características, consideradas diagnósticas en taxonomía son en gran parte

variables, influenciadas por las condiciones ambientales.

El objetivo de esta tesis fue combinar datos morfológicos y moleculares y así proponer

un esquema fllogenético y una clasificación taxonómica consistente de euglenoideos, basada en

grupos naturales. Realizamos estudios de los organismos en cultivo a fin de evaluar el rango de

plasticidad fenotípica de algunas características diagnósticas. Para investigar Ia validez de los

caracteres usados en taxonomía, analizamos la secuencia gen ribosomal 185 de algunos

euglenoideos representativos. Elanálisis filogenético se realizó usando metodologías de máxima

parsimonia, máxima 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 árboles. Los taxones

osmotrofos incluids en este trabajo (Astasia, Khawk/‘nea,Hya/ophacus) se habrían originado por

una pérdida secundaria de cloroplastos. Los géneros fotosíntétícos Eug/ena, Phacus y

Lepocinc/¡s son poliflléticos. Los géneros Ioricados Trache/omonas y Strombomonas están

asociados fuertemente. La clasificación tradicional de estos géneros como entidades genéricas

diferentes, usualmente controversial, no es contradecida por los datos moleculares. Las

especies de Eug/ena rígidas se agrupan con las especies de Lepocmc/I'sy algunos Phacus, con

los cuales comparten la estructura pelicular básica y el tipo de los cloroplastos. Después de la

adquisición de los cloroplastos por una forma fagotrófica y metabólica, que sería el ancestro de

los euglenoides verdes, la rigidez de la célula habría evolucionado como eventos independientes

en los distintos linajes, como así también Ia pérdida de cloroplastos.

Los resultados derivados del estudio ultrastructural, en particular, del complejo

pelicular, cloroplastos y Ióricas es consistente con el esquema filogenético propuesto. El análisis

de algunos caracteres morfológicos permitió confirmar su valor como criterio taxonómico.



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 phylogenetíc 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 phylogenetíc 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 ínvestigate the valídity of the characters used in taxonomy we

analyzed the SSUrDNAsequence of some representative euglenoids. Phylogenetíc analyses was

performed using maximum parsimony, maximum Iikelihood 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 Astasra,

Khawk/hea, Hya/ophacus) derived from secondary loss of chloroplasts. They are positioned ¡n a

clade intermixed among metabolic Euglena spp. The photosynthetic genera Euglena, Phacus

and Lepac/nc/¡s are polyphyletic. The Ioricate genera Trache/omonas and Strombomonas are

stroneg associated but their status as different generic entities, usually controversial, is not

contradicted by the molecular data. Rigid Euglena spp. are associated with Lepocínc/¡s and

some Phacus, with which they share basic pellicle structure and chloroplasts. After the

acquisition of chloroplasts by a metabolic phagotrophíc 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 flndings, mainly particularities of the pellicular complex, chloroplasts and

envelopes confirmed the phylogenetíc scheme derived from molecular evidence. Examination of

such morphological details has shown they may be taxonomically diagnostic.
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Introducción General

Capítulo 1. Introducción General
1.1.Introduccíón .

Los euglenoideos constituyen un grupo muy antiguo y diverso de organismos

unicelulares flagelados y representan uno de los primeros Iinajes de eucaríotas 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 últimas

clasificaciones de Protistas presentadas fue Ia 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 mayoría de los géneros son de vida libre y habitan cuerpos de agua dulce,

salobre, ambientes marinos o suelos húmedos. Aunque se han encontrado euglenoideos

viviendo en el interior de otros organismos, no se ha determinado si esta relación es de

tipo parasitaria o simbiótica. Según su modo de nutrición, pueden ser fotoauxotrofos o

heterotrofos (fagotrofos u osmotrofos).

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

V células solitarias (sólo existe un género pseudocolonial),

b) dos flagelos anteriores, de los cuales uno o ambos es emergente, con mastigonemas

no tubulares,

CV una pelicula proteica inmediatamente por debajo de la membrana plasmática,

organizada en bandas y sostenida por microtúbulos,

d sustancia de reserva de localización extraplastidial compuesta por paramilon, un B 1-3V

glucano,

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

f) núcleo con cromosomas condensados durante todo el ciclocelular,

g) reproducción por mitosis únicamente,

h) huso mitótico intranuclear con nucleolo persistente durante la división celular.

Aunque en la actualidad son considerados miembros del Reino Protista, los

euglenoideos siguen siendo un enigma taxonómico y fllogenético. Durante muchos años

han sido clasificados como algas y como protozoos, por lo cual se los considera un taxón

ambirreinal (Patterson, 1986, Patterson y Larsen 1991) y su clasificación sigue las normas

1
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Fig. 1. Filogenia basada en secuencias del gen ribosomal 185 de 75 taxones. La longitud
de las ramas indica la cantidad de cambio evolutivo. Modificado de Sogin y Patterson
(1993)



Fig. 2. Características de la Clase Euglenophyceae. A. Euglena vir/d/s, organización celular
(Modificado de de Putuyrac et a/. 1987). B. Micrografia MEBde Eutrept/a peru/I; se indica el
flagelo anterior. Escala: 1pm. (Leander et al. 2001)
D- E. Ultraestructura de Ia película. D. Pricipales componentes del complejo pelicular
(Carolina Biological Supply Co. Bioreview sheet 8253.E. microfotografía de Cryptog/ena p/gra,
MP: membrana plasmática, CP= capa proteica o epiplasmática, Mt= microtúbulos. F. Sección
transversal de Eug/ena anabaena var. minor, se observa un cloroplasto con diplopirenoide,
núcleo con cromosomas condensados y mitocondrias. (Shin et al. 2000). E. Sección
transversal de núcleo de Lepoc/nc/¡ssalina en interfase. Se observa el nucleolo fragmentado y
los cromosomas condensados. Escala en pm. F. Esquema del flagelo Iocomotor de Euglena
sp. (Carolina Biological Supply Co. Bioreview sheet 8253).
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Introducción General

de dos Códigos de Nomenclatura. Por la presencia de cloroplastos en muchos de ellos, se

siguió el Código de Nomenclatura Botánica (1978). Sin embargo, Ia mayoría de los

géneros son ¡ncoloros y sin vestigios de haber poseído dichas organelas alguna vez

(Walne y Kivic 1989). De este modo, los representantes ¡ncoloros, más parecidos a

animales, han sido clasificados siguiendo las reglas de Ia Nomenclatura Zoológica (1981).

En los géneros autótrofos, los pigmentos fotosíntéticos son básicamente clorofila a y

b, por Io cual se los ha relacionado desde siempre con las algas verdes (Chlorophyceae) y

plantas superiores (Douglas 1992, Hallick et al. 1993, Van de Peer et al. 1996a, Inagaki

1997, Morden et al. 1992, Hallick et a/. 1993). Esta postura fue sostenida en muchos

estudios y libros de texto hasta hace pocos años, a pesar de que fisiológica y

estructuralmente primero y según datos moleculares más recientemente, lo único que

estos tres grupos comparten es la presencia de cloroplastos con clorofllas similares como

pigmentos fotosíntéticos. Además, los cloroplastos de euglenoideos son muy diferentes a

los de Clorofltas y plantas superiores los cuales presentan una organización similar. En

plantas superiores, algas verdes y rojas los cloroplastos están 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 Ia membrana

nuclear ni es reticqu endoplasmático rugoso, como ocurre en Chromista (Fig. 3 A y B,

Leedale 1982, Cavalier-Smith 1982). Una explicación razonable y actualmente aceptada

por todos los flcólogos fue propuesta por Gibbs (1978, 1981, 1993) que sugirió que los

euglenoideos adquirieron sus cloroplastos con cloroflla a y b a través de la ingestión de un

alga verde y no por endosimbiosis de una célula tipo Proch/oron como se ha sugerido

para Chlorophyceae (Mc Fadden 2001) (Fig. 3 C). La presencia de la envoltura de tres

membranas sería una evidencia de que los cloroplastos evolucionaron a partir de la

reducción de un alga verde endosimbionte: las dos membranas internas se interpretan

como las membranas propias del cloroplasto de la clorofita y Ia externa sería la membrana

plasmática del simbionte. Algunos euglenoideos fagotróflcos actuales, como Peranema,

poseen aparatos de ingestión 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, sólo su citoplasma o sólo los cloroplastos (Leedale 1969 a,

Triemer 1997). Tal podria haber sido el mecanismo de adquisición de los plástidos, 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 MH mostrando las tres membranas que componen Ia envoltura del
cloroplasto. B. Micrografía MEF, sección transversal del cloroplasto; se indican los tilacoides y
se observa Claramente que el retículo endoplasmático (RE) no forma parte de Ia envoltura del
clor0p|asto. Ambas micrografias fueron obtenidas de la página web The Euglenoid Project
C. Esquema de Ia hipótesis del origen y distribución 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 ingirió y retuvo a una alga eucariota, produciendo cloroplastos con
tres y cuatro membranas. Losvestigios del núcleo de ese endosimbionte persiste en forma de
un nucleomorfo. Modificado de Mc Fadden (2001).
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membranas internas podrían ser la envoltura original del plasto y la tercera sería Ia

membrana de la vacuola fagocitíca del huésped. Cavalier- Smith (1999, 2002) propone

que los cloroplastos de dinoflagelados y euglenoídeos están evolutivamente

emparentados y recientemente analizó las cuatro hipótesis que en Ia actualidad intentan

explicar el origen de los cloroplastos en estos grupos. Según este autor, los cloroplastos

de euglenoídeos y dinoflagelados están 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 sería I-a membrana del fagosoma del huésped. Otra hipótesis

sugiere que se originaron como en las algas pertenecientes a Chlorachniophyta y

Chromista (Cryptophyceae, Haptophyta, Heterokonta), como sostienen entre otros

Douglas et al. (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 plástidos tenían cuatro membranas como en los citados

grupos (Cavalier -Smith 1995). Es una explicación menos parsimoniosa ya que involucra

más eventos y la pérdida de núcleo, mitocondrias y peroxisomas del simbionte y de Ia

membrana fagosómica del hospedador. Las otras dos hipótesis también proponen eventos

de endosimbiosis secundaria, en un caso sólo seria un plástido y no un orgasimo entero lo

que fue ingerido (Whatley et al. 1979, Whatley y Whatley 1981) y según la otra postura,

los plastos se habrian originado por dos endosimbiosis secundarias independientes, pero

el simbionte no habría sido adquirido por fagocitosis sino por “mizocitosis” (Schnepf

1993). Las tres últimas, según Cavalier -Smith (2002) suponen que los plastos de

dinoflagelados y de euglenoídeos no están directamente relacionados unos con otros.

Actualmente, los taxónomos proponen que los euglenoídeos son un grupo completamente

separado de las algas verdes (Cavalier- Smith 1993, Escalante y Ayala 1995, Van de Peer

1996 a, b).

Además del hecho de ser considerado un taxón ambirreinal y ser identificado como

algas y protozoos según 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 protistólogos, es que existen relativamente pocos caracteres

morfológicos que pueden usarse con fines taxonómicos en organismos unicelulares. Por

ejemplo, el tamaño o forma celular es virtualmente inútil para describir euglenoídeos ya

que muchos géneros presentan un alto grado de metabolia (distorsión particular del

6
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cuerpo) o variaciones importantes de tamaño, de hasta un orden de magnitud, en una

misma población. Muchos caracteres que fueron considerados diagnósticos en

euglenoideos han sido descartados en la actualidad luego de demostrarse su plasticidad

ante determinados cambios ambientales ('Léfévre 1931, Conrad 1943, Kiss et al. 1986,

Conforti 1998) tanto en Ia naturaleza como en condiciones experimentales.

La determinación de estos caracteres en organismos tan pequeños requiere

muchas veces el uso de modernos y sofisticados equipos (microscopios electrónicos y

confocales) o técnicas engorrosas que insumen mucho tiempo (tinciones, inclusiones en

resina, punto crítico en C02, etc.) y/o personal especializado. Así, la mayoría de las

descripciones originales, publicadas antes de los años 50 y 60 sólo 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 ecológicos, etc. pueden

haber sido mal identificadas, podrian ser formas fenotipicas de un mismo taxón o su

descripción es incompleta. Asimismo, varias decenas de especies han sido sólo

encontradas una vez, por quien realizó la descripción original y su validez entonces es

dudosa. En particular los euglenoideos, al ser organismos tan abundantes en ambientes

acuáticos eutroflzados o con un alto grado de contaminación de origen antrópico, son

frecuentemente citados en investigaciones ecológicas o de impacto ambiental, donde el

estudio taxonómico 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

áreas geográficas en que estos organismos nunca fueron estudiados. De este modo, gran

parte de Ia biodiversidad existente nunca ha sido evaluada. A pesar de existir numerosos

listados sobre el grupo en nuestra región (Balech 1944, Tell y Zalocar de Domitrovic 1985,

Tell 1980, Tell y Conforti 1986, García de Emiliani 1983), muchas zonas permanecen aun

ignoradas, en particular los ambientes costeros o de difícil acceso (montes, selvas). Por

otro lado, en la mayoría de los casos, es prácticamente imposible realizar una

identificación certera sólo utilizando microscopía óptica y sin entrenamiento en la

taxonomía del grupo.

Otro inconveniente que se presenta a la hora de intentar una clasificación con

base evolutiva es la ausencia de registros fósiles, de especimenes tipo y la escasez de

datos bioquímicos, moleculares, fisiológicos y sobre el comportamiento en cultivos de un

número representativo de especies.
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En contraposición a lo expuesto, existe una extensa bibliografia sobre la fisiología

de E. graci/¡s Ehr. que aumenta cada día. Casi todas las investigaciones fueron realizadas

utilizando la misma cepa de esta especie (entre muchos otros, Briand et al. 1981, Hayashi

et al. 1994, Devars et al. 1998, Devars et a/. 2000, Takeyama et al. 1997, Montrichard et

a/. 1999, Oliveira et al. 1990, Einecker Lamas et al. 1996 , Rocchetta et al. en prensa).

Este organismo es considerado un modelo útil para estudiar biología celular de eucariotas,

ya que posee atributos de célula animal y vegetal, según los tratamientos y organelas

blanco. Pero como ya se ha mencionado, Ia mayoría de los euglenoideos son ¡ncoloros y

marinos. Así, si bien los estudios realizados con Eug/ena graci/¡s son de indudable utilidad

para comprender algunas vías metabólicas, 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 al. 1990,

Navarro et a/. 1997, Barsanti el al. 2000).

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

el momento incompleto y confuso.

1.2 Taxonomía y Evolución

1.2.1 Posición de los Euglenoideosen el marco evolutivode eucariotas

Desde el siglo XIX, los esquemas de clasificación 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 clasificación que reflejara Ia fllogenia del grupo, y estableció

tres Reinos: Plantae, Animalia y Protista (Fig. 4). Según Haeckel, todos los organismos

microscópicos y unicelulares pertenecían al Reino Protista. Sin embargo, este razonable

esquema fue ignorado por botánicos y zoólogos y hasta hace poco tiempo, los

euglenoideos siguieron siendo estudiados entre otros grupos de algas o protozoos.

Actualmente, el concepto de Protistas tiene una significación diferente, es decir no

son mini-plantas ni mini-animales ni una combinación de ambos tipos de célula. Esto se

refleja en la reevaluación de los criterios sistemáticos encarada por numerosos autores,

comenzando por Copeland (1956), Whittaker (1969), Margulis (1970), Taylor (1974),

Whíttaker y Margulis (1978), Margulis et a/. (1989) y Cavalier-Smith (2002).

Sin hacer aquí mayores consideraciones sobre lo inadecuado de aplicar las reglas de los

Códigos Internacionales de Nomenclatura Zoológica (1978) y Botánica (1981) y a Ia

aceptación de los Protistas como un Reino separado o el uso de nombres de Protistas

8
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para organismos de niveles taxonómicos superiores, en términos generales adoptamos

para este trabajo el esquema propuesto por Corliss (1984), que categorizó a los

Eucariotas en cuatro Reinos: Protista, Animalia, Plantae y Fungi.

El grupo Euglenozoa se compone de tres Phyla:

Euglenophyta

Kinetoplastídea (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 protístas. 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 fósiles para la mayoria de los grupos de protístas y la escasez

de suficientes datos moleculares, por el momento, hacen muy dificil la reconstrucción de

un sistema de clasificación de este Reino basado en relaciones fllogenéticas. Sin embargo,

el estudio de los euglenoideos, muy diversos y con características morfológicas y

fisiológicas distintivas, ha permitido aclarar algunas relaciones en la base del árbol

filogenético de eucariotas, particularmente con kinetoplástidos (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 siálico y esflngolipidos en

Euglena graci/ÍS, 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 únicamente en tripanosomas (Dooijes et a/.

2000).

El enfoque actual de la biología evolutiva de grandes grupos (Reinos) se basa en

combinar datos provenientes de diferentes fuentes, morfológicos, fisiológicos y

moleculares. En este sentido, varios grupos de investigación analizan genes diferentes

como 285 rDNA, factores de elongación EF1 y 2, actinas, tubulinas para confirmar los

esquemas obtenidos basados sólo en SSUrDNA(Baldouf 1999, Baldouf et al. 2001,

Hashimoto et 3/. 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 al. (2000)



Fig. 5. A. Filogenia de eucariotas, basada en Ia combinación de secuencias de proteinas. Los
supergrupos se indican a Ia derecha del árbol. Los clados representados por multitaxones se
muestran como triángulos, la altura es proporcional al número de taxones y el ancho es
proporcional a la longitud promedio de las ramas. B. Resultados publicados que soportan los
nodos de la topología presentada en A. Los marcadores son a) ARNribosomal, b) proteínas
que no se usaron en este análisis, c) proteínas utilizadas en el análisis, d) datos combinados.
Adaptado de Baidauf et al. 2000.
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1.3 Esquema evolutivo y taxono'micodel Phy/um.

1.3.1 Historia del conocimiento de Euglenoídeos

Los primeros intentos de organizar la taxonomía de euglenoideos se basaron

principalmente en una característica única. Así, se crearon grupos artificiales, en función

de Ia presencia o ausencia de dicho carácter. Una de las primeras clasificaciones fue

propuesta por Stein (1878). Este autor dividióa 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 bodónidos, ciliados y algas verdes. Es decir que en esta

clasificación, la presencia o ausencia de cloroplastos y los modos de nutrición eran los

caracteres fundamentales.

Esquema taxonómico propuesto por Stein (1878)

A. Familia: Chloropeltidea B. Familia: Euglenida
1. Cryptog/ena 2. Phacus 1. Eug/ena 2. Colacfum
3. Ch/orope/t/s 3. Ascog/ena 4. Trache/omonas

C. Familia: Astasiaea D. Familia: Scytomonadina
1. Astasía 2. Eutreptía 1. Sq/tomonas 2. Meno/d/um
3. Heteronema 4. Peranema 3. Peta/omonas 4. Atractonema
5. Zygose/m/s 5. Ph/a/onema 6. Sphenomonas

7. An/sonema 8. Ent05/p/70n
9. Trap/docyphus

Luego este esquema fue mejorado por Klebs (1883) que agrupó varios

euglenoideos en una familia. Este autor basó su clasificación en los modos de nutrición y

separó los pigmentados de los incoloros. Esto determinó que, por ejemplo, los géneros

Euglena y Astasía pertenecieran a órdenes diferentes a pesar de que tanto morfológica

como evolutivamente son muy cercanos. De hecho, Astas/a /0nga fue considerado como

un posible estado transitorio osmotrófico por pérdida temporaria de cloroplastos de

alguna especie de Euglena-(Pringsheim y Pringsheim 1952, Danforth 1962).

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

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

Esquema taxonómico propuesto por Klebs(1883).
A. Familia: Euglenaceae
I. Grupo: Euglenae
1. Euglena 2. Phacus

12



3. Eutrept/‘a 4. Ascog/ena
5. Trache/omonas 6. Co/ac/um
II. Grupo: Astasiae
1. Astasía 2. Rhaba’omonas 3. Mena/díum

B. Familia: Peranemaceae
1. EntOS/phon 2. Anl'sonema

3. Peranema 4. Heteronema

Senn (1900) propuso un ordenamiento similar al anterior, basándose en los

pigmentos para separar a las familias. Su trabajo fue el primero en incluir a todos los

euglenoideos en un mismo orden. También incorporó a los modos de nutrición la

presencia de un aparato de ingestión como criterio para establecer tres familias dentro del

Orden Eugleninae.

Esquema taxonómico propuesto por Senn (1900).
Orden Euglenineae
A. Familia: Euglenaceae
1. Eutrept/a 2. Cryptog/ena
3. Euglena 4. Trache/omonas
5. Phacus 6. Co/acium
7. Ascog/ena

B. Familia: Astasiaceae
1. Astasia 2. Mena/"diam
3. D/st/gma 4. Sphenomonas

C. Familia: Peranemaceae
I. Sub-Familia: Peranemeae
1. Peranema 2. Urceo/us

II. Sub-Familia: Euglenopseae
1. Euglenopsís

III. Sub-Familia: Petalomonadeae
1. Peta/omonas 2. Scytomonas

IV. Sub-Familia: Heteronemeae
1. Notoso/enus 2. Tropídoscyphus 3. Heteronema

V. Sub-Familia: Anisonemeae
1. Metanema 2. Anisonema
3. P/aeotía 4. Ent05/phon

VI.-Sub-Familia: Dinemeae
1. Dinema
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Reichenow (1928) fue el primero en sugerir que los incoloros (Astasiidae) y las

formas pigmentadas (Euglenidae) podrían reunirse en un grupo separado de los

fagotróflcos (Peranemaniidae), pero su propuesta fue resistída por los protistólogos más

prestigiosos de la época (Hall y Jahn 1929). El ejemplo más extremo de Ia preferencia por

el esquema “verdes vs. incoloros" fue presentado por Calkins (1933), que colocó a los

euglenoideos verdes en el Reino Plantae, mientras que todas las formas incoloras eran

consideradas miembros del Reino Animalia.

El sistema taxonómico actualmente en uso tiene su origen en Hollande (1952).

Este autor cambió Ia clasificación utilizando como principal característica taxonómica la

organización flagelar (número de flagelos, relación longitud/ancho, emergencia de uno o

ambos, patrón de movimiento). De este modo, creó un sistema basado en la forma del

cuerpo (asimetría vs. simetría radial) modos de nutrición (fago, osmo o fototrofos),

estructura flagelar y grado de metabolia (rígidos vs. metabólicos). Así, consideró tres

grupos principales:

Euglenoidinos,

Peranemoideos y

Petalomonaideos,

Este autor subdividió a los primeros en cinco familias, cada una de las cuales

incluía géneros incoloros y pigmentados. De esta manera, Hollande introdujo la

posibilidad de que la fagotrofia y la pérdida de cIoroplastos hayan ocurrido más de una

vez en el curso de Ia evolución de los euglenoideos.

Esquema taxonómico propuesto por Hollande (1952).

Clase EuglenOphyceae

A. Familia: Euglenidae

I.Sub-Familia: Eugleninae II. Sub-Familia: Eutreptiinae
1. Eug/ena 2. Astasía 1. Eutreptia 2. Eutrept/eI/a
3. Khawkínea 4. Menoíd/um 3. DISt/yma 4. Disfigmopsís
5. Rhaba’omonas 6. Ascog/ena
7. Strombomonas 8. Phacus III. Sub-Familia: Euglenamorphinae
9. Hya/ophacus 10. Lepacínc/¡s 1. Hegnería 2. Euglenamorpha
11. Co/ac/um 12. Trache/omonas



B. Familia: Peranemidae
1. Peranema 2. Jenníngsía
3. Heteronema 4. D/nema
5. Urceo/us

D. Familia: Anisonemidae
1. Anísonema 2. Entosíphon

Géneros de afinidad incierta:
1. Citan/¡a 2. Ch/orachne
3. C/autr/awa 4. Metanema
5. Euglenaps/s 6. P/oeot/‘a

Introducción General

C. Familia: Petalomonadiae
1. Sphenomonas 2. Notoso/enus
3. Scytomonas 4. Peta/omonas

5. Tropidoscyphus

7. Marsup/bgaster

Un modelo más reciente, propuesto por Leedale (1967) incorporó la nueva

información disponible a partir de los avances en microscopía electrónica y en el

conocimiento de Ia fisiología de estos organismos. En su esquema, consideró que los

organismos incoloros se originaron por pérdida de los cIoropIastos de algún ancestro

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

número de flagelos emergentes o no, presencia de cIoropIastos y estigma, cambios en la

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

órdenes.

Esquema taxonómico propuesto por Leedale (1967).

A. Orden Eutreptiales
1. Eutrept/el/a 2. D/St/ymopsís
3. Eutrept/‘a 4. Dístígma

C. Orden Euglenales
1. Euglena 2. Khawk/‘nea
3. Astas/a 4. Eug/enopsís
S. Cyc/¡a’iopSILs 6. Trache/omonas
7. Strombomonas 8. K/ebsíel/a
9. Ascog/ena 10. Co/acíum
11. ¿epocmc/¡s 12. Phacus
13. Hya/ophacus

F. Orden Euglenamorphales
1. Euglenamorpha 2. Hegner/a

B.Orden Rhabdomonadales
1. Rhabdomonas 2.Rhabdosp/ra
3. Gyropa/gne 4.Men0/'d/'um
5. Farm/"diam

D.Orden Sphenomonadales
1. Sphenomonas 2. Atraktomonas
3. Ca/yc/monas 4. Peta/omonas
5. Notoso/enus 6. Anísonema

7. Trap/doscyphus

E.Orden Heteronematales
1. Heteronema 2. Peranema
3. Urceo/us 4. Peranemopsís
5. Dinema 6. Entosáohon

Géneros de afinidad y/o validez incierta:
1. C/yptog/ena 2. Ca/k/hsía 3. He/¡kotropis 4. Jennfngsía
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5. Rh/Zapsis 6. Mamup/ogaster 7. Pentamonas 8. P/oeot/a
9. Protapsís 10. Tríangu/omonas 11. Scytomonas 12. Rhynchopus

Posteriormente Leedale (1978) modificó su esquema original al considerar como

un evento probable el hecho de que los géneros pígmentados se originaran de un

antecesor incoloro, fagotróflco; este nuevo organismo autotrofo pudo luego haber perdido

sus cloroplastos, dando así origen a nuevas formas incoloras. Esta idea está apoyada por

el hecho de que al menos un género incoloro, Khawk/nea, osmotrofo, sin cloroplastos

posee estigma, organela presente en todos los fltoflagelados o flagelados verdes,

relacionada con la captación de luz y el movimiento fototáctico. Además resulta bastante

dudoso que la aparición del estigma haya ocurrido varias veces como eventos

independientes durante la evolución. Esta idea fue confirmada por los trabajos de Gibbs

(1978, 1981) y otros (Kivicy Walne 1984, Willey y Wibel 1985) que propusieron que los

cloroplastos de eugienoideos son el resultado de una endosimbiosis secundaria de un alga

eucariota fotosíntética (por ejemplo, una cloroflta).

Sin embargo, aun este esquema fllogenético 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 básico en el análisis de Leedale es el peso

que le asigna a algunos caracteres (Farmer 1988). Por ejemplo, el número de flagelos es

utilizado para justificar la creación de los órdenes Euglenales vs. Eutreptiales, en los

cuales especies con dos flagelos emergentes son separadas de aquéllos que poseen sólo

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 carácter importante para separar órdenes

y en el otro lo usa como carácter útil sólo a nivel genérico. Por otro lado, Leedale propone

algunas características muy complejas como la rigidez celular (que implica una

determinada estructura y organización películar) y el aparato de ingestión, como

caracteres secundarios, y propone que han aparecido varias veces en la historia evolutiva

de los euglenoideos. A pesar de ser cuestionada, esta clasificación sigue siendo utilizada

por varios autores (Walne y Dawson 1993).
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Por todas estas inconsistencias, los taxónomos actuales consideran necesario

examinar caracteristicas previamente ignoradas. Elobjetivo es fijar criterios para lograr un

entendimiento más preciso de las relaciones entre euglenoideos.

1.3.2 Criterios morfológicosutilizados en taxonomía y filogenia

Al elegir un carácter taxonómico, varios criterios deben ser considerados

previamente:

o El carácter debe existir en Ia mayoría de las especies en un orden dado. Esto no

significa que la ausencia de un dado carácter no sea una herramienta útil, sino que

pierde significación si sólo está presente en algunas especies.

o El carácter debe tener un nivel de complejidad que claramente indique un cambio

evolutivo significativo y no una simple mutación puntual.

o Un carácter dado será más útil si en las diferentes especies es posible hallar

variaciones de éste. Esto permite al investigador deducir una progresión lógica, de un

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

En euglenoideos, un carácter que se ha sugerido como herramienta útil es el

mecanismo de la mitosis (Triemer 1984). Como la mitosis ocurre en todas las especies

y exhibe variaciones de un proceso complejo, reúne los criterios mencionados (Gillot y

Triemer, 1978). Probablemente por |o complicado que resulta mantener a los organismos

en cultivo y seguir las fases de la división, hasta hoy han sido publicados pocos trabajos

sobre la ultraestructura de la división celular. Lamentablemente, con excepción de

An/sonema (Triemer 1985) y Ent05/phon (Triemer 1998), todas las especies estudiadas

pertenecen al orden Euglenales, las cuales como era de esperarse, no muestran un gran

grado de diversidad mitótica.

Un segundo carácter que fue señalado como importante es la ultraestructura del

aparato flagelar (Moestrup 1982, Kivicy Walne 1984, Hilenski y Walne 1985, Willey y

Walne 1985, 1987, Farmer y Triemer 1988, Owens et al. 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 microtúbulos que se origina

en una de las raíces flagelares (ventral) y sostiene a la membrana del reservorio (DMT).
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Fig. 6. Esquema diagramátíco de la zona del reservorio, citoesqueleto y aparato flagelar
de Phacusp/euronectes. Se indican BF=bo|si|lo flagelar, BD=banda dorsal, MCC=
microtúbulos circulares del canal, FD= flagelo dorsal, RV= raíz ventral, RI: raíz
intermedia, RD= raíz dorsal, E= estigma, CBV=cuerpo basal ventral, CBD= cuerpo
basal dorsal, MTR= re/hforcmg microtubu/es, SF =fibras estriadas (sólo se observaron
en algunas especies), R= reservorio. Modificado de Shin et al. (2001)
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El aparato flagelar además 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, parecía ser una herramienta taxonómica

prometedora. Sin embargo, sus particularidades demostraron ser de escasa utilidad y sólo

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 ingestión también parece ser un

carácter taxonómico útil entre los euglenoideos. Es una estructura compleja con

numerosos componentes que son, al menos parcialmente, reconocibles en la mayoría de

los géneros. Aun entre los fotosíntéticos, especies de Eug/ena (Surek y Melkonian 1986,

Mignot et al. 1987, Solomon 1991, Shin et a/. 2000), Colac/um (Willey y Walne 1985 a, b),

Cryptog/ena (Farmer 1988, Owens et al. 1988), Eutrept/a (Solomon et al. 1991) y más

recientemente Phacus (Shin y Boo 2001, Shin et al. 2001) exhiben vestigios de su pasado

fagotróflco. Muchas de estas estructuras relictuales podrian cumplir alguna función

diferente de la ingestión de alimento en las especies estrictamente fotosíntéticas (Surek y

Melkonian 1986, Triemer y Lewandowski 1994). El aparato de ingestión en euglenoideos

puede ser de dos categorías:

A) simples bolsillos sostenidos por una hilera de microtubulos (micotúbulos de

refuerzo o MTR, microtubu/ar reínforced root, Brugerolle et a/., 1979) (ver esquema en

Fig. 6) o

B) aparatos complejos, formados por microtúbulos, con barras, agujas, etc. (se

muestra en el capítulo siguiente, ¡tem 2.1.2.5)

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

ingestión complejos y además, bolsillos sencillos con MTR.

La estructura de la película (ver Fig. 2) también ha sido sugerida como un

carácter taxonómíco importante (Mignot 1966). Hasta ese momento, con excepción de

una investigación preliminar sobre el tema (Mignot 1965) este carácter no habia sido

examinado con suficiente detalle en un número representativo de especies, como para

ofrecer más que una evidencia muy superficial de su utilidad. Posteriormente, varios
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trabajos generales de ultraestructura han incluido datos sobre este carácter (Gerola y

Bassi, 1981, Angeler et a/., 1999, Bricheux y Brugerolle, 1986,1987, Miller et al. 1997,

Suzakí 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 básicos, y un posible camino evolutivo

de su origen. Sin embargo, su estudio se basó en taxones que no son en absoluto

representativos de la diversidad existente (se discute en el capítulo de Diversidad y

Morfología, item 2.1.2.1).

1.3.3 Características del antecesor hipotético de los euglenoideos. Relacióncon
Kinetoplástidos.

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

fagotróflco, seria una forma más parecida a un flagelado kinetoplástido que a un

organismo como Eug/ena. Antes de este estudio existia muy poca información sobre la

cual basar conclusiones acerca de la fllogenia de euglenoideos. A pesar de esto, varios

autores, especialmente Kivicy Walne (1984, 1989) y Dawson y Walne (1994), sugirieron

también que euglenoideos y tripanosomátidos eran descendientes de un antecesor

común, el cual seria semejante a Bod0(Fig. 7).

Los bodónidos y tripanosomátidos pertenecen a un grupo de zooflagelados

conocidos como kinetoplástidos. Los miembros de este grupo comparten varias

características ultraestructurales, siendo la más notable un tipo especial de mitocondria

llamada “kinetoplasto” (Flg. 7). Esta organela es más grande que la mayoría de las

mitocondrias , existe sólo una por célula y se ubica siempre cerca del cuepo basal del

único flagelo que tienen los kinetoplástidos. Poseen y sintetizan ADNy se autorreplícan

antes de la división nuclear durante la mitosis.

Como evidencias de la relación entre kinetoplástidos y euglenoideos, Kivicy Walne

(1984, 1989), en su trabajo señalan:

- la presencia de una barra paraxial en el flagelo,

el ordenamiento de los microtúbulos subpeliculares y

aparatos de ingestión similares.

Estos autores plantean la hipotésis de que el aparato fagotróflco de un bodónido

ancestral que era un simple bolsilloevaginado de la membrana plasmática sostenido por
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microtúbulos evolucionó en una organela de ingestión compleja la cual se ha encontrado

en euglenoideos modernos (Fig. 8 y también Fig. 16). Desafortunadamente, su esquema

se basó en investigaciones sobre muy pocas especies como para confirmar esta teoría.

Luego de un estudio ultraestructural muy exhaustivo, Triemer y Farmer (1991 a)

sugirieron que los euglenoideos no se habían originado a partir de un kinetoplástido de

vida libre, como los bodónidos, sino que los euglenoideos y kinetoplástídos compartían un

antecesor común. Estos autores propusieron que el antecesor hipotético de Euglenozoa se

caracterizaría por poseer:

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

completamente fragmentado,

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

microtúbulos (MTRo aparato de tipo I),

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

Entre los Kinetoplástidos actuales, el género Boda (Fig. 7) es el que tiene mas

parecido morfológico con este ancestro hipotético, y Peta/omonas cantuscygp/ (Cann y

Pennick 1986) sería el representante euglenoideo más primitivo. Esta hipótesis,

posteriormente ha sido confirmada por evidencias moleculares (Kumar y thetsky 1996,

Montegut-Felkner y Triemer 1997, Inagaki et al. 1997, Preisfeld et al. 2000, 2001).

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

fagotróflco,

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

los cuerpos basales poseían una rueda de carro proximal y estaban asociados por un

conectivo muy conspicuo,

las raíces flagelares eran tres y asimétricas.

En la evolución de la línea de los euglenoideos, se supone que el aparato

fagotrófico 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 capítulo Diversidad y Morfología) aparecieron en las formas

verdes y osmotrofas. Por otra parte el conectivo de los cuerpos basales se redujo, como

así también otras estructuras microtubulares asociados a los cuerpos basales,

conjuntamente con la adquisición de la fagotrofla (Kivicy Walne 1983, 1984). En Ia línea

de los kinetoplástídos, se habrían desarrollado las asociaciones microtubulares y el
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Fig. 7.Comparación entre euglenoideos y kinetoplástidos. A. diagrama esquemático de
Eug/ena sp. Modificado de Carolina BiologicalSupply Co., bioreview sheet 8254.
B. Kinetoplástido generalizado, las estructuras en itálica están presentes sólo en algunas spp.
Modificado de Clayton et al. 1995. C: Boda su/tans, bodónido actual que se considera sería
similar al ancestro de Euglenozoa. Modificadode Farmer (1980). Los esquemas no están en
escala.
D. Sección longitudinal a través de una región del kinetoplasto en Trypanosoma /ew¡s¡. Esta
organela está rodeada por una doble membrana a partir de la cual se originan las crestas
moitocondriales. Se observa material flbrilar (ADN) en su interior; en Ia cara dorsal, puede
notarse un cuerpo basal (CB) en sección transversal (x 46000, Anderson y Ellis 1965).
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flagelo: on bolsillo flagelar

barra paraflagolar/

mitosiscanada

bodónidos
tripanosomátidos {sonema

euglenoideos fagou-óficos euglenoideos verdes

Fig. 8. Características compartidas por la mayoría de los bodónidos, tripanosomátidos,
Isonema y euglenoideos, entre ellas morfología externa, flagelos insertos en un bolsillo
subapical, barra paraflagelar, aparato de ingestión tubular ventral al bolsillo flagelar (se
indica punteado en euglenoideos verdes, ya que se han encontrado vestigios en varios
géneros), vacuola contráctil asociada al di-ctiosoma, una única mitocondria con crestas
constrictas en la base y mitosis cerrada. Modificado de Kivicy Walne (1983).
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kinetoplasto. Algunos linajes, sin embargo, perdieron su modo fagotrófico y habrían

adquirido hábitos parásitos como T/ypanosoma spp. (Kivicy Walne 1984). (Fig. 8).

1.4 Estado actual de la clasificaciónde euglenoideos

Varios estudios moleculares han confirmado claramente que los euglenoideos

junto con los kinetoplástidos representan una de las divergencias más tempranas entre

los protistas. Actualmente, la mayoría de los autores coinciden en reunir a euglenoideos y

kinetoplástidos en un mismo Phylum Euglenozoa (Yasuhira y Simpson 1997, Inagaki et al.

1997, Sogin et al. 1986, 1989, Van de Peer et a/. 1996, Simpson 1997, Corliss 1994,

Cavalier-Smith 2002).

En base a un conjunto de información ultraestructural (estructura de la película,

mecanismos de mitosis, cloroplastos, aparatos flagelar y de ingestión, Farmer y Triemer

(1991) propusieron siete grupos principales de euglenoideos. Luego, reestructuraron este

modelo subdividiendo a los euglenoideos en dos grupos principales en función de la

pelicula, y cuatro grupos menores en base a variaciones en el aparato de ingestión

(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. Peta/omonas (excl. P. med/ocanel/ata y P. hovasseI)

. Orden Isonematales
IsonemaHW

D. Orden Pleotiales
P/eot/a 2. EntOS/phon

. Ca/yc/monas 4. Atraktomonas

. Sphenomonas 6. Notoso/enusmui­

D. Orden Rhabdomonadales
1. Rhabdomonas 2. Rhabdosp/ra
3. Gyropaígne 4. Menoídíum
5. Parm/d/um 6. Euglenops/s

E.Orden Anisonematales
1. An/sonema 2. Peranema 3. Urceo/us
4. Peranemopsís 5. D/‘nema
6. Heteronema 7. Trap/doscyphus



F. Orden Euglenales
1. Euglena 2. Khawkínea
3. Astasfia 4. Cryptog/ena
5. Trache/omonas 6. Strombomonas
7. K/ebsíe/la 8. Ascog/ena
9. Co/acíum 10. Lepac/nc/¡s 11. Phacus
12. Hya/ophacus 13. Hya/otrache/omonas
14. Eutrept/a 15. Eutreptiel/a 16. D/St/yma 17. D/st/gmops/s

G. Orden Euglenamorphales
1. Eug/enamorpha 2. Hegner/a

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 comentó antes,

estos autores dedujeron que mientras se producía el cambio de modo fago a fototróflco

se producían cambios concomitantes en el número de flagelos (reducción), patrones de

movilidad, subestructura de los cuerpos paraflagelares, adquisición de una barra

paraflagelar (reducción en F2). En conjunto, estas tendencias sugieren que el F2 estaría

relacionado con la fagotrofia, en tanto que el F1 lo estaría con la locomoción y foto­

respuesta. Las relaciones filogenéticas entre taxones de estos grupos son consistentes

con el esquema preliminar basado en datos morfológicos y moleculares propuesto por

Montegut-Felkner y Triemer en 1997. Estos autores propusieron una fllogenia, basada en

la secuencia del gen ribosomal 18 S y una serie de caracteres morfológicos que se indican

en la Fig. 9. Cabe aclarar, que sólo un euglenoideo verde, Eug/ena graa'l/s, que no es en

absoluto representativo de la diversidad existente, fue incluído en esta primera

aproximación al problema, ya que el objetivo de este análisis fue la clasificación de

euglenoideos en general, con otros protistas y eucariotas inferiores, y no las relaciones

existentes dentro del grupo.

Más recientemente, nuevos datos de secuencias del gen ribosomal 18 S y genes

plastidiales se han incorporado a este esquema (Linton et al. 1999, 2000, Preisfeld et al.

2000, 2001, 202, Milanowski et al. 2001, Mullner et al. 2001), que se desarrollan en el

capítulo de Filogenia Molecular.

El presente trabajo de tesis incluye información sobre ultraestructura y datos

moleculares que fueron incorporados paulatinamente a este esquema fllogenético.
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Fig. 9. Filogenia de Euglenozoa derivada de análisis de parsimonia de caracteres
morfológicos. Se obtuvo un único arbol más parsimonioso (500 réplicas de bootstrap).
Los números asociados a cada nodo indican los valores de soporte. Los cambios de
carácter se muestran en las ramas. Los números entre paréntesis indican caracteres no
informativos.

Los caracteres morfológicos considerados son:
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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 transición (ap. flagelar)

. “Rueda de carro” en cuerpo basal
Estigma

. Cuerpo paraflagelar
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. Corset de microtubulos continuo (rodeando el canal)

. Corset de microtubulos discontinuo (rodeando el canal)
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20.
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Parásito

Kinetoplasto

Modificado de Montegut -Fe|kner y Triemer (1997).
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Aun en la actualidad, la mayor parte de nuestro conocimiento sobre euglenoideos

se basa en observaciones a nivel de microscopía óptica, realizadas principalmente antes

de 1950. La revisión más completa de euglenoideos hasta hoy fue realizada por Huber­

Pestalozzi (1955) pero no contiene datos de estructura fina. Leedale (1967) incluye

alguna información ultraestructural pero su análisis se basó principalmente en microscopía

óptica. Farmer presentó en 1988 un esquema basándose en detalles ultraestructurales de

varios géneros (la mayoria incoloros). En particular, estudió la estructura de la pelicula y

aparatos de ingestión, pero no contiene datos moleculares.

1.5 Objetivose hipótesis

Este estudio representa el primer intento de organización de Ia taxonomía de

euglenoideos verdes, Orden Euglenales, combinando datos moleculares y morfológicos.

Incorporando estos datos al creciente conocimiento sobre fllogenia molecular de

eucariotas, intentamos proponer una clasificación menos artificial.

Caracteristicas como estructura de la pelicula, sustancia de reserva, número 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

análisis fllogenético de nuevas secuencias del gen ribosomal 18 S muestra el carácter

polifllético de los géneros más representativos de euglenoideos verdes: Euglena,

Lepocinc/is, Phacus, Trache/omonas y Strombomonas. En base a recientes resultados

moleculares y morfológicos se propone una nueva taxonomía de euglenoideos con

fundamento evolutivo.

Objetivos.

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

nivel ultraestructural mediante microscopía electrónica de transmisión y barrido.

2. Confirmar y/o corregir alguno de los criterios morfológicos actualmente en uso para la

identificación taxonómica. A través de estudios fisiológicos y seguimiento de cultivos

en condiciones experimentales, establecer el rango de plasticidad fenotipica de

algunos caracteres morfológicos considerados válidos en taxonomía.
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3. Caracterizar a estos taxones también desde el punto de vista molecular con el objeto

de aclarar su posición taxonómica.

4. Establecer un esquema evolutivode euglenoídeos 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.

Hipótesis

I. Los Euglenoídeos constituyen un grupo muy diverso y poco estudiado a nivel

ultraestructural y filogenético; las asignaciones taxonómicas son incompletas y/o

erróneas. EI conocimiento de su estructura fina y a nivel molecular podrían ser

herramientas para fundamentar la clasificación taxonómica.

II. Los Euglenoídeos representan una de las ramas más tempranas en la evolución de

eucariotas. Los géneros más representativos no constituyen grupos monofiléticos.

Los datos moleculares podrían contribuir a definir estas entidades y aclarar la

historia evolutiva de estos flagelados.
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Capítulo 2. Diversidad y Morfología
2.1. Introducción

2.1.1 Diversidad

Según Hüber Pestalozzi (1955) existen más de 800 especies descriptas de

euglenoideos heterótrofos y autótrofos, aunque actualmente se estima que el total de

especies puede ascender a unas 2500 (Norton et al. 1996). La mayoria de los autores

aceptan generalmente 13 géneros de euglenoideos verdes. Entre ellos, seis son

suficientemente frecuentes como para ser incluídos en textos básicos de zoologi'a,

botánica o biología acuática: Eug/ena, Phacus, Lepocinc/is, Trache/omonas,

Strombomonasy Co/acium(Pennak 1989). Los géneros y especies de euglenoideos han

sido creados estrictamente en base a caracteres morfológicos observados con

microscopía óptica, 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 morfológica (adquirida por mutación o división anormal), y el clon que se

origina por mitosis sucesivas es viable, podrá ser legítimamente descripto como una

nueva especie.

Dada la gran variabilidad morfológica y el rango de tamaños 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 observación cuidadosa de especies muy relacionadas en la

naturaleza y en cultivo, invariablemente conduce al descarte de muchos taxones creados

sólo en base a su morfología (Pringsheim 1956). En los últimos años, el análisis genético

y molecular está permitiendo un ajuste más flno del concepto de especie (Zakrys et al.

1997b), dando como resultado un número aun menor de taxones. Por otro lado, esta

reducción en el número de nombres, es de algún modo compensada por la descripción

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 lórica) (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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Clyptoglena: 1 flagelo emergente, 1 flagelo no emergente, células con un profundo

surco ventral, rígidas. Un único cloroplasto paríetal con calotas de paramilon. Habitan

aguas dulces.

Phacus: 1 flagelo emergente, 1 flagelo no emergente, células rígidas, con forma de

hoja, generalmente planas. Numerosos cloroplastos discoides, pequeños y paramilon en

forma de discos o anillos, o cloroplastos parietales asociados a calotas de paramilon.

Habitan aguas dulces.

Lepacínclis: 1 flagelo emergente, 1 flagelo no emergente, células rígidas, con sección

transversal circular. Numerosos cloroplastos discoides, pequeños 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.

Eutreptíella: 2 flagelos emergentes, desiguales. Cloroplastos discoides sin pírenoides.

Marinos.

Colacíum: género sésil, sin flagelos en su etapa adulta, epizoico vive adherido por su

extremo anterior a invertebrados. Cloroplastos discoides con pírenoides. 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 plasmática:

Trachelomonas 1 flagelo emergente, 1 flagelo no emergente, células móviles,

nadadoras solitarias, usualmente con una lórica ovoide rígida, rojiza o amarronada de

diversa morfología y ornamentación. Cloroplastos variados. Habitan aguas dulces.

Strombomanas‘. 1 flagelo emergente, 1 flagelo no emergente, células móviles,

nadadoras solitarias, con Ióricas 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

análisis filogenético.

Astasia: osmotrofos, muy metabólicos, sin estigma ni cuerpo paraflagelar, un

flagelo locomotor, células solitarias desnudas. Habitan aguas dulces, unas pocas

especies son marinas.



Fig. 10. Caracteres taxonómicos de los géneros de euglenoideos estudiados en esta Tesis.
Los esquemas están basados en-el aspecto del organismo vivo a nivel de microscopía óptica y
son combinación de vistas del plano medio focal (núcleo, aparato flagelar, etc) y a un nivel
periférico (para cloroplastos, mitocondrias, etc.).
A. Eug/ena graci/Is, vista lateral, se omiten las estriaciones de Ia película. B. Lepoahc/Is
ovum, aspecto ventral. C. Phacus triqueter, aspecto lateral. D. Trache/omonas grand/Ls,
aspecto ventral. E. Strombomonas conspersa, aspecto lateral. Se muestran dibujos de
Trache/omonas sp y Strombomanas sp a ambos lados del dibujo principal del género para
ejemplificar la diversidad existente. Estos dibujos no están en escala. Modificado de Leedale
(1967).
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Fig. 10 (cont.). F. Co/aa'um mucronatum, célula sésil, aspecto lateral. Porción de una colonia
dendrítica. G. Hya/ophacus ace/latas, especie rígida plana, osmotrofa. H. Peranema
tr/chophon/m, aSpecto lateral, especie metabólica, fagotrofa. I. Khawk/hea ¿juana/7a, aspecto
lateral, especie metabólica, osmotrofa. J. Astas/a k/ebs/i especie metabólica, osmotrofa
Modificado de Leedale (1967).
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Khawkinea: osmotrofos, muy metabólicos, con estigma y cuerpo paraflagelar,

un flagelo locomotor, células solitarias desnudas. Habitan aguas dulces, o son parásitos

de organismos de aguas dulces.

Peranema: fagotrofos, con aparato de ingestión complejo (con agujas)

independiente del reservorio, dos flagelos de diferente longitud emergen del canal,

células metabólicas, aplanadas. Habitan aguas dulces.

Hyalophacus: osmotrofos. Se conocen dos especies: H. oce/latus y H. caecus,

sólo la primera posee estigma y cuerpo paraflagelar. El resto de los caracteres como en

Phacus.

Otros géneros de euglenoídeos verdes presentan particularidades interesantes

pero no fueron parte del material de estudio de esta Tesis. El euglenoideo verde más

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 ácidos grasos de cadena larga (Mc. Lachlan et a/. 1994, 1999).

Este alto porcentaje puede relacionarse con la flexibilidad de su membrana y

probablemente con su capacidad de vivir a tan baja temperatura.

2.1.2. Caracteres celulares. Morfologíay organización celular

Las características morfológicas diagnósticas de los euglenoídeos verdes a nivel

de microscopía óptica son descriptas en esta sección. También se presentan algunos

detalles de ultraestructura básicos para interpretar la diversidad celular y conceptos de

filogenia que se discuten en los capítulos correspondientes.

Los caracteres genéricos específicos se presentan en la Sección Principales

caracteres utilizados en la taxonomía de Euglenoideos.

2.1.2.1. Períplasto

Una de las principales características de euglenoídeos, que se reconoce de

inmediato en las células desnudas y es esencial a la hora de su identificación es el

periplasto o película (Preisig et al. 1994). Según Pringsheim (1948) y como la

consideramos aquí, la pelicula es la capa cortical periférica o subplasmática que se

encuentra en todas las especies (Fig. 11). Recorre Ia superficie celular por debajo de la

membrana plasmática y está compuesta por bandas alargadas en sentido

anteroposterior, acintadas, de manera que en sección transversal tiene la apariencia de
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una “S” más o menos aplanada según los casos (Fig. 11). Las bandas, compuestas por al

menos dos glicoproteínas unidas por puentes disulfuro, forman el epiplasma o esqueleto

celular, análogo al cortex de ciliados por ejemplo (Peck 1977). A estas proteínas se las

ha denominado "euglenidinas" (Bricheux y Brugerolle 1986). Las bandas se mantienen

unidas en parte por la superposición de sus bordes laterales (Bouck y Ngo 1996). En Ia

Fig. 11 se presenta un esquema generalizado de la estructura de la película mostrando

sus componentes básicos, a los que se hará referencia en los capítulos de Morfología y

Filogenia. Se adopta aquí la nomenclatura recientemente propuesta por Leander y

Farmer (2001) para describir el complejo pelicular y sus estructuras asociadas (Fig. 12).

Un número variable de microtúbulos, por lo menos uno por articulación, se disponen

alineados longitudinalmente en el área 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 espátula,

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 área de articulación se puede distinguir desde el exterior como una estría.

Si las estrías son visibles al microscopio óptico, se dice que la especie es "estriada". Su

número 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

más primitivos el número de bandas es inferior al de los más recientes (Leander y

Farmer 2001). En especies muy pequeñas o con estrías delgadas, poco profundas,

pueden no ser distinguibles al microscopio óptico, no son representadas en los dibujos

de los estudios taxonómicos, y estas especies son referidas como de película "lisa". Sin

embargo, aun estas leves estriaciones son visibles mediante microscopía electrónica de

transmisión, como en Cryptog/ena p/gra (Rosowski y Lee 1978, Owens et al. 1988).

El grado de movimiento metabólico o deformación rápida del cuerpo, típica de

euglenoideos es resultado de la organización ultraestructural de la película. Aquellas

especies con bandas gruesas, anchas y distinguibles, con proyecciones laterales como

espátulas o placas, por lo general poseen un periplasto rígido y exhiben una metabolia

nula o lenta, mientras que aquellas con bandas delgadas, finas y pequeñas o sin placas

laterales, presentan una metabolia rápida y pronunciada (Dragos et al. 1997).

Excepciones a esta generalización, son entre otras la película de E. ehrembergíl; con
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Fig. 12. Diagrama de los componentes peliculares según Ia nueva terminología propuesta
por Leander y Farmer (2001). A. Bandas peliculares sin proyecciones articulares. En este
caso, el término “frame” (F) es sinónimo 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 Ia banda
pelicular: A, arco o “arch”; AZ, zona de articulación, “articulation zone”; B, puente o “bridge”;
G, surco mayor o “major groove”; H, “heel”; Ho, “hook”; K,“keel”; 0, zona de solapamiento o
“zone of overiap"; Ov, overhang. Modificadode Leander y Farmer (2001).
C-E. Micrografías MEF mostrando el complejo pelicular en varias especies. C.. Peranema
tr/chopharum. Las flechas indican la zona de articulación. Es una especie muy metabólica , su
película no presenta proyecciones articulares. La barra representa 1pm. D. Eug/ena laa/mata,
se indican los c0mponentes presentados en eI esquema A. La barra representa 0.5 pm.E.
Eug/ena spirogyra, especie rígida,muestra los componentes de Ia pelicula esquematizada en
B, con poyecciones intercalares en forma de placas. La barra representa 1pm. Modificado de
Leander et al. (2001).
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anchas placas laterales y metabolismo pronunciado (Suzaki y Williamson 1985) y Phacus

sp/ena'ens (ver item 2.3.1, capítqu de Diversidad y Morfología), célula rigida a pesar de

su periplasto delgado, sin proyecciones articulares.

Las estrías pueden aparecer más o menos inclinadas cuando siguen Ia torsión 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 porción del reservorio, desapareciendo en su parte basal. Cuando Ia

célula se prepara para Ia división, duplica su número de bandas, de modo que las células

hijas poseen la mitad de las bandas de la célula parental y Ia otra mitad se produce de

novo entre las parentales (Bouck y Ngo 1996).

EI extremo posterior de la célula usualmente termina en punta más o menos

prolongada y rígida, por la confluencia de las bandas peliculares, que se reducen en

número y espesor, formando a veces una cola o cauda (Fig. 13).

En una especie bastante común, Eug/ena spirogyra, la película está ornamentada

en su superficie externa con verrugas mineralizadas (probablemente de óxido férrico)

regularmente espaciadas sobre las bandas (Fig. 14 A). Ornamentaciones similares se

observan en algunos Phacus y Lepocfnc/¡s (Fig. 14, M-P). La presencia de estas

estructuras en algunas especies de distintos géneros estaría relacionada con el tipo de

mucílago que producen o bien con la capacidad de retenerlo sobre Ia superficie,

permitiendo así la mineralización. Se sugiere que un tipo de proceso similar dio

evolutivamente origen a la formación de la lórica de Trache/omonas y Strombomonas

(Leedale 1982). Por ejemplo, Pringsheim (1953b) demostró que el espesor y el grado de

desarrollo de las verrugas en Eug/ena spírogyra estaría en relación con la disponibilidad

de Mn y Fe como se ha sugerido para las lóricas de Trache/omonas (se comenta en el

item siguiente).

En los géneros fagotróficos, una película con estrías paralelas y longitudinales

parece haber aparecido antes que las películas con estrías helicoidales (Montegut­

Felkner y Triemer 1997, Leander y Farmer 2001).

2.1.2.2. Extrusomas, cuerpos mae/Tera;

En el córtex de muchos protistas existen unas organelas rodeadas por membrana

que pueden descargar su contenido (cuerpos mucíferos, CM) (Fig. 14) o eyectarse

37



Diversidady Morfología-Introducción



Diversidady Morfología-Introducción

ellas mismas (mucocistos o tricocistos), según los casos, lenta o rápidamente.

Pringsheim (1956) notó que al microscopio óptico podian ser de dos formas esféricas o

fusiformes. También describió que “algunos cuerpos de mucus, dispuestos

espiraladamente, esféricos a primera vista, resultaron ser ahusados luego de una

observación más 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. ste/Lata (fusiformes) de E. vír/d/s (esféricos) (Fig. 14 G). Zakrys y Walne

(1998b) consideran que este criterio aislado puede ser inadecuado y erróneo.

Los cuerpos muciferos son el tipo de extrusoma u organela eyéctil descripta más

extensamente en euglenoídeos. Estas estructuras son mucho mas abundantes y

conspicuos en los euglenoídeos fagotróficos. Se los ha considerado análogos a los

tricocistos de ciliados (Mignot 1966) pero sin embargo no presentan una organización

tan compleja. Algunos autores distinguen entre mucocistos (organelas eyéctiles) y CM,

vesículas 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 estrías, asociadas a Ia zona de

articulación 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 sería permanente y esa es la razón por la cual muchas veces no se

observan en preparaciones para ME. Los CMse disponen en hileras, siguiendo el patrón

de disposición de las bandas (Fig. 14 C). Asi, los CMse ubican siguiendo una espiral o en

hileras paralelas al eje longitudinal, pueden ser espaciados o muy abundantes y

contiguos, dependiendo de la especie. Los CM parecen estar presentes en todos los

euglenoídeos. Son los responsables de la producción de una cobertura mucosa típica,

muy abundante en las especies que se deslizan sobre sustrato (E, myxoc/l/ndracea), y

pueden ser muy numerosos y activos cuando las células se encuentran en condiciones

desfavorables, segregando mucílago para la formación del estado de palmela o quistes

(Rososwski 1977). Aunque Leander y Farmer (2001) discuten su presencia en Phacus,

sólo estudiaron unas pocas especies y quizas su evidencia no sea suficiente para

generalizar.

El patrón definido de la ornamentación de la superficie celular o lórica de algunos

euglenoídeos (E. sp/rogyra, Trache/omonas, Strombomonas) es el resultado de la
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Fig. 14 cont. Organismos ornamentados. K-L. Micrografías MEBde Ióricas en formación de
Trache/omonas ob/onga. K. Célula joven, sobre la película se comienza a depositar el
mucílago que será luego mineralizado para formar Ia Iórica. L. Detalle de un ejemplar
maduro, por debajo de Ia Ióricafragmentada se observan los depósitos de mucílago en forma
de hilos dispuestos sobre las bandas peliculares. M-N Lepocmc/fs ovum var. buetsch/¡IZ M.
Vista apical. N. detalle del poro flagelar y estriaciones peliculares O. Phacus horrídus, vista
general, las espinas llegan sólo 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 pm.)
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mineralización externa sobre una matriz extracelular mucilaginosa producida por los CM

(Fig. 14 A, B, K-L). También participan en la formación y mineralización parcial del tallo

de algunas especies del génerol Co/acium (Rosowski y Kugrens 1973). Como se ha

mencionado, la capacidad de producir una Iórica sólo en algunas especies, de forma y

ornamentación determinadas u otras estructuras sobre la pelicula puede estar

relacionada en particular con las caracteristicas químicas del material secretado por los
CM.

2.1.2.3. Reservorío ycanal.

En el extremo anterior de la célula, existe una ¡nvaginacíón visible al microscopio

óptico, que conecta al exterior por un corto canal, rodeado por bandas y microtúbulos,

que se ensancha en un reservorio más o menos conspicuo según las especies. Esta

cavidad o reservorio es por lo general piriforme y contiene la parte más proximal de los

flagelos (Fíg.15 A-B). Los cuerpos basales y raices flagelares que anclan los flagelos se

ubican en Ia base del reservorio. La ubicación de Ia apertura del canal determina si el o

los flagelos emergentes son considerados apicales (Lepac/nc/¡5) o subapicales (en el

resto de los géneros fotosíntétícos). La vacuola contráctil se ubica siempre en una

posición determinada con respecto a éste y en él vacía su contenido (Fig. 15 C, 16 C). EI

antiguo término “citofarínge” para designar al reservorio ha sido descartado ya que

nunca se demostró que estuviera relacionado con la incorporación de alimento, aunque

se ha sugerido que existe asimilación de proteinas de alto peso molecular por pinocitosis

en Eug/ena (Kivicy Vesk 1974).

2.1.2.4. Aparato flagelar.

Se considera que el número primitivo de flagelos en euglenoideos verdes es dos

como ocurre en EutreptieI/a, pero los cinco géneros de agua dulce más comunes sólo

presentan un flagelo emergente. Esto se debe a que el segundo flagelo se reduce a uno

pequeño, no emergente del reservorio, que se adhiere al flagelo Iocomotor en su base,

su extremo más 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 (Gualtien‘ et al. 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. Representación esquemática del aparato flagelar, bolsilloflagelar y citoesqueleto
del reservorio en Calar/um sp.
BF: bolsillo flagelar, BD=banda dorsal, RV= raíz ventral, RI= raíz intermedia, RD= raiz
dorsal, E= estigma, CBV=cuerpo basal ventral, CBD= cuerpo basal dorsal,
MTR= re/hforcmg microtubu/es. Modificado de Owens et a/. (1988)
B. Sección oblicua de la zona del reservorio de Colacfum ¿yc/op/co/um. Se observa la vacuola
contráctil (VC) luego de Ia sístole: una vacuola elongada (flechas) se ubica inmediatamente
por encima de Ia membrana del reservorio (R) , aparentemente con un poro permanente de
descarga (cabeza de flecha) al reservorio. Se observan las bases flagelares (F1 , F2) en
sección longitudinal. Se distingue parte del cuerpo paraflagelar (cpf) en el flagelo locomotor
(F1), y los glóbulos del estigma (E), adyacente al reservorio. (x 25000). Modificado de
Leedale (1967).
C.Micrografia MEF del flagelo ventral (F2) de Eutrept/a party. Las flechas indican los
mastigonemas, las cabezas de flecha los manojos de pelos más cortos. Ax2=axonema del
F2, PAR= barra paraflagelar o paraxonema/ rod. Modificado de Dunlap y Walne (1991).D.
Micrografia MEFde Eug/ena anabaena var. minor. Sección transversal a través del reservorio,
mostrando el estigma (E) dorsal, la vacuola contráctil (CV) ventral, F1 con el cuerpo
paraflagelar (CPF) y el F2, ventral. Modificado de Shin et al. (2000).
E. esquema del aparato flagelar generalizado de un euglenoideo, mostrando las tres raíces
flagelares. La nomenclatura corresponde a los estudios más recientes a partir de Solomon et
al. (1987). RV= raíz ventral, RI= raíz intermedia, RD= raíz raíz 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 homólogas en bodónidos Fv= fibre ventra/, MTR= microtubu/es reínforceé du
cytophar/hx Fd= fibre dorsal. Debe notarse que la fibra ventral de los bodónidos no es
homóloga a la raiz ventral de euglenoideos.EI número de microtúbulos esquematizado no es
relevante en este diagrama. Modificadode Simpson (1997).
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estigma (Figs. 2, 15 B, C) Walne y Dawson 1993, Walne et a/. 1998). Cuando existe sólo

un flagelo emergente, es considerado el flagelo dorsal y el segundo, muy corto, es el

ventral. Ambos flagelos se duplican durante Ia división celular a partir de los cuerpos

basales. La longitud flagelar es usualmente descripta en comparación con la del cuerpo,

y aunque es variable, se la considera un carácter de validez taxonómica. El flagelo

emergente posee dos hileras helicoidales de mastigonemas de dos clases a Io largo de

su eje longitudinal: manojos de 3-4 pelos finos, de 2-3 um de longitud en una hilera

continua y otros grupos de proyecciones más numerosas, más delgadas y cortas que

forman una especie de fieltro (Figs. 2 B, C, 15 D) siendo el número estimado de unos

30000 mastigonemas/ flagelo.

Los detalles de Ia ultraestructura flagelar han sido utilizados a la hora de elucidar

las relaciones filogenéticas entre euglenoideos y kinetoplástidos (Walne y Dawson 1993),

así como las de euglenoideos entre si (Farmer 1988). Básicamente, 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 según sus posiciones

relativas en la célula. A partir de los cuerpos basales se originan tres raíces asimétricas,

que se dirigen al extremo anterior, por debajo de la membrana del reservorio. Cada CB

tiene una raíz, “anclada” en el extremo más distal con respecto al otro CB (Figs. 15 A,

E) que se denominan ventral (RV) o dorsal (RD) según con cual CB se relacionan. La

tercera raíz se ubica entre los dos CBpero está anclada en el ventral . Esta es la llamada

raíz intermedia (RI). Esta disposición asimétrica de las raices de los CB y de las raíces

flagelares es similar a Ia de los bodónidos (Brugerolle et a/., 1979). Un cuarto grupo de

microtúbulos corre por debajo de la 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 demostró que este grupo de microtúbulos

da origen a los microtúbulos del canal y finalmente a los de la película (Willey y Wibel

1985, Surek y Melkonian 1986). Además de estos componentes básicos, en algunos

euglenoideos se ha observado una fibra estriada conectando los dos CB. Es más o

menos prominente en las distintas especies, y se encuentra en todas las especies que

poseen dos flagelos heterodinámicos. Recientemente se encontró una estructura similar

en Phacus (ver Fig. 6) (Shin y.Boo 2001, Shin et al. 2001).

2.1.2.5. Aparato de ingestión a fagotrófíco (AF)
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Este carácter es de gran importancia evolutiva ya que si bien no se Io considera

funcional en las formas verdes actuales, se han encontrado vestigios de aparatos de

ingestión en varias especies fotosintéticas. En algunos casos está 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. Está sostenido por microtúbulos que se

desprenden de la raíz ventral y rodean la membrana del reservorio. Esta estructura

bolsillo-microtúbulos se extiende una distancia corta hacia el citoplasma. Por sus

similitudes en posición y estructura con el citostoma de los bodónidos, los microtúbulos

que rodean al bolsillo se denominaron MTR (o microtubu/ar reinforced pocket o

microtúbulos 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-IV) (Fig.

16 A), de complejidad creciente determinada por un aumento en el número y espesor de

los microtúbulos que lo componen. Así, se engrosan y agrupan hasta formar agujas

(como en el género fagotróflco Peranema, Fig. 16 B) y en el tipo más complicado (Tipo

IV) corresponde al sifón del género bacteriófago Entos/p/ion.

En euglenoideos verdes sólo se ha descripto el Tipo I, que es el más sencillo

estructuralmente. Consiste simplemente en un bolsillo citoplasmático que se extiende

hacia la parte posterior de la célula. Está bordeado por microtúbulos que parecen haber

derivado en parte de alguna de las raíces flagelares (Figs. 6, 15 A, 16 A). Este tipo de AF

sólo está presente en euglenoideos bacteriófagos, en D/p/onema y como una forma

vestigial denominada MTR/bolsillo flagelar en los euglenoideos fotosintéticos. Este

sistema está constituido sólo por la membrana del reservorio, una banda de

microtúbulos (MTR) que bordean la membrana del bolsillo y una malla densa, flbrilar,

asociada. Su similitud estructural con el AF Tipo I de los euglenoideos incoloros y

bodónidos sugiere que este bolsilloes un órgano homólogo a un citostoma, que puede o

no cumplir alguna función en los taxones fotosintéticos. Entre ellos, además de E.

graci/¡s (Surek y Melkonian 1986) se ha descripto una estructura que recuerda a un AF

en Co/acíum sp. (Willey y'Wibel 1987), C/yptog/ena sp. (Owens et al. 1988), Eutreptía

perty/ (Solomon et al. 1991), Eug/ena anabaena (Shin y Boo 2000), Phacus trypanon

(Shin y Boo 2001) y P. p/euronectes(Shin et a/. 2001).

2.1.2. 6. Estigma.



Fig. 16. Aparato fagotrófico, estigma y vacuola contráctil. A. Representación esquemática
de secciones longitudinales a través del reservorio de varios euglenoideos, mostrando las
distintas relaciones entre los componentes. R= reservorio, E= estigma, C= canal, MTR=
re/hforcmg m/crotubu/eso microtúbulos de refuerzo, AF= aparato fagotrófico. Modificado de
Willey y Wibel (1985). B. Extremo anterior de Peranema sp. mostrando el complejo aparato
fagotrófico con agujas Modificado de de Putuyrac et al. (1987). C. Micrografia METde una
sección longitudinal a nivel del extremo anterior de Phacus sp/ena’ens Se observan
mastigonemas en el interior del reservorio ( R), un dictiosoma en la base (D), Ia vacuola
contráctil (VC) adyacente y el núcleo (N) en posición central. D-E. Ubicación y aspecto del
estigma al microscopio óptico en células vivas D. Eug/ena sp. E Lepocínc/¡sovum (400X).
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Probablemente uno de los carácteres más conspicuos de los euglenoideos verdes

sea el estigma, organela anterior, rojo anaranjado brillante, que es en promedio unas

diez veces más 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 Ia vacuola. Está compuesto

de pequeños glóbulos 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 químicamente corresponden a más de 25 compuestos diferentes,

incluyendo astaxantina y/o equinona. Los glóbulos pueden disponerse en una o más

hileras, aunque no muestran ningún ordenamiento definido ni limitado por membrana.

Se han observado sin embargo, finos filamentos que conectan algunos glóbulos a

microtúbulos del citoesqueleto del reservorio (Kuznicki et al. 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 natación de las

células en su movimiento fototáctico. Su presencia en al menos un género no

fotosíntético, Khawkínea, provee información muy valiosa a la hora de reconstruir la

historia evolutiva de los incoloros osmotróficos. Los detalles se discuten en el capítqu de

de Filogenía.

2.1.2.7. Vacuolacontráctil

Los euglenoideos de agua dulce poseen una vacuola única, claramente visible en

el momento de máxima expansión cuando está a punto de colapsar (Fig. 16 C). A través

de periódicas contracciones, -la vacuola contráctil elimina el agua incorporada por

ósmosis y luego se reorganiza mediante la coalescencia progresiva de pequeñas

vacuolas que en conjuntos e denominan espongioma (Patterson 1986). Este ciclo de

formación/descarga ocurre cada 20-30 segundos, dependiendo de la temperatura

principalmente y del tamaño celular. Las especies parásítas y marinas carecen de estas

organelas.

2.2.8. Cloraplastos, pirenoides

La forma, número y posición de los cloroplastos así como la presencia o ausencia

de pirenoides han sido tradicionalmente características principales para la identificación

taxonómica (Pringsheim 1956, Batko y Zakrys 1995).
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Los cloroplastos de euglenoideos poseen tres membranas (Gibbs 1978, 1981); en

algunas áreas en que aparecen menos de tres membranas, se considera que dos o más

se han fusionado (ver Fig. 3 A). La membrana externa carece de ribosomas y se han

propuesto varias hipótesis sobre su origen (Hauber et al. 1994, Cavalier Smith 1998),

dependiendo de cómo fue adquirida la unidad fotosíntétíca por endosimbiosis.

Internamente, las lamelas o tilacoides se apilan en grupos de tres formando una banda

(Leedale 1967b, 1982) (Fig. 3 A, B).

La morfología de los cloroplastos es muy variada: pueden ser discoides,

numerosos, pueden ser pocos o uno solo axial, estrellado, Iobulados, 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 impresión de ser acintados, sin pirenoides, dispuestos

alineados según las estrías 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,

¡ncoloros, compuestos principalmente por proteína (Rosowski y Hoshaw 1970) y a veces

pueden ser atravesados por uno o más 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 relación con la

sustancia de reserva,

b) haplopirenoides, cuando están rodeados por fuera de la membrana del plasto por

un casquete o calota única de paramilon, o

c) diplopirenoides, cuando están rodeados, a ambos lados del cloroplasto y por fuera

de la membrana por dos casquetes de paramilon,

Pueden además presentar un “tallo” o pedicelo, que en general proyecta el

pirenoide y su calota de paramilon hacia el centro de la célula. Esto es común en los

cloroplastos con haplopirenoides, aunque se han encontrado modelos particulares que se

describen en la presente tesis.

La posición y forma del pirenoide son en general característicos de una

determinada especie y su ausencia también es considerada un criterio importante. Sin

embargo, se demostró que el pirenoide puede o no estar presente en distintas

poblaciones de la misma especie (por ejemplo, Eug/ena adhaerens, Zakrys y Walne

1994). Por otro lado, Pringsheim (1956) explica que aunque E. intermedia se diferencia

de E. deses sólo por la ausencia de pirenoides en la primera especie, luego del agregado
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Fig.17. Tipos de cloroplastos y pirenoides.
A.morfo|ogía de cloroplastos en Eug/ena spp
B. Micrografia MET de cloroplasto. Escala: lurn Modificado de Leedale (1967). C.
Cloroplastos con y sin pirenoides. De izquierda a derecha: sin pirenoides; con pirenoide
desnudo, vista frontal y en sección longitudinal; con pirenoide y calota de paramilon, vista
frontal y en sección longitudinal de cloroplasto con diplopirenoide; sección longitudinal de
cloroplasto con haplopirenoide.
D. Un caso especial de cloroplasto estrellado con diplopirenoides en Eug/ena spp. Los lóbulos
de los cloroplastos se dÍSponen siguiendo las estrías peliculares. Desde el exterior, dan la
impresión de ser cloroplastos acintados, independientes y sin pirenoides, ya que es dificil
distinguirlos bajo MO.a. Eug/ena obtusa, representación de los cloroplastos y vista lateral de
los lóbulos. b. Idem en Eug/ena sanguínea. Modificado de Kim et al. (1998)
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de lugol diluido, pudo observar dichas organelas en cultivos cionales que el había

establecido partir de aislamientos unialgales de E. intermedia, por lo que duda de la

existencia de este taxón.

2.1.2.9. Sustancia de reserva

La sustancia de reserva de los euglenoideos es el paramilon, [31-3 glucano. Se

dispone en forma de gránulos distribuidos en el citoplasma (ver Fig 2). Estos cuerpos

son por lo general característicos en forma y número en los distintos géneros y especies.

Por ejemplo, son generalmente anillos en Lepocinc/¡sycon forma de bobina o discos en

Phacus, de varias morfologías en Eug/ena sin pirenoides (bastones y eslabones,

básicamente) Su localización es siempre extraplastidial (ver Fig. 2 F, Fig 10). El

paramilon puede o no estar asociado a los pirenoides cuando éstos están presentes. En

algunas claves taxonómicas, el número 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 carácter taxonómico, ya que su número y forma son variables

con las condiciones ambientales (Léfévre 1931, Conrad 1943)

2.1.2.10. Metabolía

Bowee (1982) describió los movimientos principales de Eug/ena como: (1)

natación, (2) contracción, (3) reptación y (4) deslizamiento. La contracción conocida

como movimiento euglenoideo o metabolia (Leedale 1968) no está necesariamente

relacionada con la locomoción, y provoca que las células se redondeen en una reacción

muy rápida, disminuyendo su longitud, o se extiendan/retraigan porciones del cuerpo de

modo “ameboide”, contorsionándose en una variedad de formas a través de

movimientos conocidos como “peristálticos”, “vermiformes” o serpenteantes (Fig. 2 B, 11

A, 18). Además, las células a veces se adhieren por su extremo posterior y se tuercen,

rotan y hasta pueden enrollarse sobre su eje longitudinal.

Las células móviles, las palmeloides y también las sésiles pueden mostrar cierto

grado de metabolia al examinarlas con microscopía óptica (por ej. Colac/um). En general,

los movimientos metabólicos muy marcados indican algún 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 ningún tipo de metabolia (ej, E. acus,

Fig. 18 B). No se conocen hasta el momento especies pertenecientes a Phacusy

50



Diversidady Morfología-Introducción

Fig. 18. Células metabólicas y rígidas. A. Microfotografi'a MEBde Phacus sp. (especie
rígida, estrías longitudinales) y Euglena sp.(especie metabólica con estrías helicoidales).
Adaptado de Leander y Farmer (2001). B. Ejemplos en Euglena spp. De izquierda a
derecha: E. spirogyra (semi rígida), E. acus (rígida), E. adhaerens (metabólica), E.
mutabi/¡s (muy metabólica). Modificado de Zakrys y Walne (1994).C. Metabolia en
Euglena spp. A-C: E. clavata . A. forma de la célula en natación, B-C: forma que adopta
durante Ia metabolia. D-H: secuencia de movimientos metabólicos en E.
repulsans. Modificado de Zakrys y Walne (1994).
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Lepac/nc/¡s que exhiban metabolia alguna. La capacidad de formar quistes en

condiciones adversas sólo se verifica en especies metabólicas. La metabolia es un

carácter de gran importancia evolutiva, ya que habría sido esencial en los procesos de

adquisición/pérdida de cloroplastos (se discute en el capitqu de Filogenia).

2.1.2.11. Núcleoy división celular

El núcleo de los euglenoídeos en interfase puede ser central o posterior en una

determinada especie, pero nunca anterior. Es usualmente visible en las células vivas aun

sin coloración alguna y puede poseer uno o más endosomas muy conspicuos (ver Fig. 2

G). El núcleo está rodeado por una doble membrana, pero Ia externa no está asociada al

cloroplasto, como en otras algas. Loscromosomas están permanentemente condensados

y pueden aparecer adheridos a la membrana nuclear interna durante Ia interfase. La

mitosis precede a la citoquinesis. Antes de la división, el nucleo se mueve en dirección

anterior hacia el reservorio, la doble membrana y el endosoma persisten durante la

división, elongándose este último del mismo modo que el núcleo. Los euglenoídeos son

uniparentales, esto es, cada célula se origina sólo por mitosis de una célula parental y la

descendencia es cional. En este grupo no fue registrada la reproducción sexual.

2.1.3. Principales caracteres utilizados en la taxonomía de Euglenoideos

Los caracteres más importantes que se utilizan en Ia identificación de los

miembros del grupo son:

Hábito : célula móvil, solitaria, palmeloide o fija sobre un sustrato.

Forma y tamaño celular: dimensiones, grado de aplanamiento dorso-ventral o torsión

del cuerpo, presencia de cauda o expansiones, quillas, etc.

Cloroplastos: presentes o ausentes. Número, forma, ubicación y tamaño son

diagnósticos en especies verdes. Presencia o ausencia de pirenoides; forma, ubicación y

asociación con paramilon si están presentes.

Lóricas o cápsulas: presentes o ausentes. Si presentes, forma, composición y

ornamentación.

Flagelos: número de flagelos emergentes. Longitud relativa y posición durante la

locomoción. Presencia de barra paraflagelar.

Película: rigidez o grado de metabolia, ornamentación. Disposición de las bandas

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

Aparato de ingestión: presente o ausente, número y disposiciónde microtúbulos de

sostén. Presencia o ausencia de bolsilloflagelar y MTR.

Canal y reservorio: posiciónapical o subapical. Número de estrías en el poro flagelar.

Nutrición: heterotrófica (osmo y fagotróflca) o autotrófica.

Paramilon: posición, forma y número de los gránulos, asociación con pirenoides.

Cuerpos mucíferos: forma y distribución.

Vacuolas contráctiles: presencia o ausencia. Tamaño, actividady posición.

Núcleo y endosoma: posición,forma y tamaño.

Hábitat: agua dulce (Ióticas o léntícas), salobres, marinas, suelos húmedos. De vida

libre, simbiontes o parásitos.

La importancia de estas características en Ia identificación de especies varía

según sea el género al que dicho organismo pertenezca, como se explicará más

adelante. El valor de cada una desde el punto de vista evolutivo también es diferente y

se refiere en la sección de Filogenia.

Para Ia delimitación de cepas o variedades de una especie determinada, también

se utilizan características fisiológicas tales como temperatura de crecimiento óptima,

resistencia a tóxicos o antibióticos y requerimentos nutricionales especiales. La

estructura generalizada de un euglenoideo y los caracteres citados en Ia lista anterior, se

presentan en una Eug/ena tipica, Eug/ena grac¡//3(Fíg. 19 A).

2.1.4. Descripciónde los géneros de euglenoideos verdes más comunes
2.1.4.1. Caracteres taxonómícos 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 sección 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 más o menos extendida (Fig. 19 E). Estos caracteres pueden presentarse

combinados dando diferentes formas celulares
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Fig. 19. Caracteres taxonómicos en Eug/ena sp. A. Eug/ena graC/ïis.Aspecto general lateral.
Se omiten las estriaciones peliculares. Modificado de Leedale (1967). Escala= 20 pm. B.
Forma de la célula. C. Sección transversal. D. Morfología del extremo anterior mostrando la
diversidad existente en Eug/ena sp. E. Morfologíadel extremo posterior en Eug/ena sp. F.
Forma y disposición de los cloroplastos G. Morfología de los granos de paramilon: granos
esféricos, granos cilíndricos, 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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Tamaño: las dimensiones celulares, en particular la relación largo/ancho son

importantes, como así también la longitud de la cauda si está presente.

Plastícídad: las células pueden ser desde muy plásticas o metabólicas hasta

prácticamente rígidas. En general, mantienen una forma determinada durante la

locomoción.

Longitud de los flagelos: en general, este carácter sólo tiene valor en algunas

especies, y su utilidad es cuestionada por algunos autores. EI 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, pequeños o grandes en relación

al tamaño celular, de márgenes lisos o Iobulados. Si son discoides, por lo general son

numerosos (Fig. 19 F). Excepcionalmente es único y urceolado, parietal. Se ubican en Ia

periferia irregularmente o con una distribución aparentemente ordenada, siguiendo las

estrías peliculares (ver Fig. 17 D). También pueden ser estrellados, y situarse en el

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

Pírenoides pueden estar presentes o no. Si existen, son siempre ¡ntraplastidlales.

Pueden ser desnudos o estar asociados a una (haplopirenoides) o dos (diplopirenoides)

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

Paramilon: los gránulos libres de paramilon pueden presentarse como glóbulos

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 posición determinada, a veces se disponen en forma de

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

Película: unas pocas especies presentan una película ornamentada con verrugas o

botones, compuestos aparentemente por sales de hierro. Sin embargo, el grado y tipo

de ornamentación en estas especies también parece variar según los factores

ambientales.
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Cuerpos mucífems: presentes o ausentes, forma y distribución. En general, sólo se

recurre a la observación de este carácter que requiere la coloración previa con rojo

cresol, en especies prácticamente ¡ndistinguíbles morfológicamente, por ejemplo, E.

v/r/b’ísy E. ste//ata (ver Fig. 14 I).

Hematocromo: algunas especies producen este pigmento como protección ante una

excesiva intensidad lumínica (E. haemíchromata, E. sangumea). Las células que lo

presentan son rojizas, pero sólo bajo esas condiciones ambientales.

Hábitat: algunas especies son indícadoras de ambientes contaminados o de

características especiales (Ej. salobres: E. vír/d/‘s,muy ácidos: E. mutabí/ís).

2.1.4.2. Caracteres taxonómicos en LepacínclísPerty 1849

Forma de la célula: las células siempre son circulares en sección transversal, Io que

motivó la creación de este género a partir de Eug/ena. 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 carácter no sería estable en una misma

población.

Película: la mayoría de las especies presentan estrías helicoidales, y el sentido de la

estriación (levógiro o dextrógiro) se utiliza como carácter taxonómico. En pocos casos se

disponen en forma aproximadamente longitudinal. Algunas especies presentan verrugas

o deposición de un material análogo al de E. spírogyra sobre las bandas cuticulares. (Ej.

L. buestch/il) (ver Figs. 14 M, N)

Paramilon: la forma y el número de gránulos de paramilon no es muy importante, lo

más frecuente es la presencia de dos anillos grandes, y también varios cuerpos ovoides

(Fig 20 B).

Tamaño: se considera el diámetro y longitud celular, a veces también las dimensiones

del apéndice caudal.
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Flagelo: la utilidad de la longitud del flagelo en relación al largo de Ia célula es escasa

en este género.

2.1.4.3. Caracteres taxono'micosen Phacus Dujardin 1841

Forma de la célula: Es uno de los caracteres más 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 Flgs 13 B, C, E) En vista frontal, pueden ser circulares, con forma

de hojas, cordiformes, piriformes hasta fusiformes (Fig 20 C). EI 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 más torsiones a Io largo de su eje longitudinal

(Figs. 13, 20 D).

Cloroplastas: en la mayoría de los taxones son numerosos, discoides y sin pirenoide,

pero algunas pocas especies presentan sólo dos cloroplastos grandes con forma de

lente, asociados a calotas de paramilon.

Paramilon: por Io general los gránulos de paramilon son globulares, discos aplanados,

en carretel o anillos (Fig. 20 B). Con frecuencia se presentan granos de diferente

morfología en el mismo ejemplar.

Tamaño: se consideran largo, ancho y espesor de la célula y en algunos casos, las

dimensiones de la cauda.

Película: la mayoría de las especies presenta estriación longitudinal, aunque a veces es

helicoidal (ver Fig. 13). En los casos en que las estrías acompañan a la torsión del

cuerpo en células retorcidas, parecen espiraladas, a pesar de ser longitudinales. Pueden

ser suaves o sobresalir en forma de costillas, y las bandas pueden estar ornamentadas

con dientes, espinas o verrugas (Figs. 13, 14 0, P).

2.1.4.4. Caracteres taxono'mícos en Trachelomonas Ehr. emend. Deflandre

1926
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Fig. 20. A- B Caracteres taxonómicos en Lepocinc/Issp. A. Forma de la célula B. Morfología
de los granos de paramilon: en forma de carretel o anillos C-D. Caracteres taxonómicos en
Phacus sp. C. contorno de la célula, puede tener un apéndice caudal más o menos
desarrollado, los márgenes pueden ser escotados. D. estrías y ornamentación de la película.
E-F. Caracteres taxonómicos en Trache/omonas sp. E. Forma de Ia lórica F. Ornamentación
de la pared (ver texto, item 2.1.4.4). G-H. Caracteres taxonómicos en Strombomonas sp G.
Forma de la lórica. H. Sección transversal (Tell y Conforti 1986).



mogooooo
.u :WÏuÏN:

OOOÓÓOO
I OOOQDB



Diversidady Morfología-Introducción

Láríca: sus caracteristicas son fundamentales en la identificaciónde las especies de este

género.

a) forma: puede ser desde esférica hasta casi fusiforme, pero se distinguen dos grandes

grupos: Ióricas con o sin apéndice caudal (Fig. 20 E). Por otro lado, debe observarse

si el poro flagelar presenta algún espesamiento anular o un cuello más o menos

desarrollado o ninguna estructura determinada. Si el cuello está presente sus

dimensiones, inclinacióny ornamentación son de gran valor diagnóstico.

b) ornamentacíóm según Conforti y Tell (1986) los tipos de ornamentación 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 Ia característica más importante en la identificación de Trache/omonas,

aunque existen evidencias de que podria ser dependiente en parte de las condiciones

del ambiente y la edad de la célula.

c) tamaño: comúnmente se utilizan la longitud y diámetro de las lóricas, el diámetro del

poro, dimensiones del cuello (si presente), apéndice caudal y de las espinas. El

número de puntuaciones o espinas por unidad de superficie, ancho de las espinas,

diámetro de las puntuaciones y del espesamiento anular, son caracteres que han

perdido validez como criterios taxonómicos estables, a la luz de observaciones

mediante microscopía electrónica de barrido.

Cloroplastos: el número y la ausencia o presencia de pirenoide, se consideran

caracteres no muy útiles para diferenciar especies por la poca variabilidad registrada, y

por la dificultad de su observación ya que Ia lórica es usualmente gruesa y oculta la

estructura interna de la célula. Los cloroplastos son parietales, discoides, de márgenes

lobulados o lisos. Su número 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 taxonómicos en Strombomonas Deflandre 1930

La separación entre los géneros Trache/omonas y Strombamanas es bastante

imprecisa, desde la creación de este último a partir del primero, aunque por razones

prácticas y taxonómicas, la mayoría de los autores actuales coinciden en mantenerlos

separados. Por ejemplo, se dice que las lóricas no presentan ornamentación alguna,
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pero comúnmente aglutinan partículas del medio sobre su superficie. Esta distinción se

ha debido replantear al menos en algunas especies (Nudelman y Conforti, 1997,

Nudelman et al. 1998).

Láríca:

a)

b}

C)

forma." puede ser ovoide, píriforme a fusiforme, con forma de florero (Fig. 20 G). En

términos generales, Ia Iórica se angosta gradualmente hacia eI/los extremo/s para

formar el cuello y el apéndice caudal, si poseen, no existiendo una delimitación clara

entre estos apéndices y el cuerpo de Ia Iórica. En sección transversal pueden ser

elípticas, circulares, triangulares, cuadrangulares o poligonales (Fig. 20 H).

ornamentación: 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 microscopía electrónica de barrido han

demostrado que se trata de particulas exógenas aglutinadas y no son estructuras

propias de la célula (Tell y Conforti 1984).

tamaño: las dimensiones de Ia Iórica, 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 Trache/omonas.

Hábitat: a diferencia de lo usual entre los euglenoideos, algunas especies son más

frecuentes en ambientes Ióticos que en cuerpos de agua lénticos.
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2.2 Materialesy Métodos

2.2.1 Cultivosalga/es

Los métodos de preparación y composiciónde los medios de cultivoyso/uciones emp/eadas
se detai/an en e/ 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 A/gae, University of Texas at

Austin (UTEX) y Samm/ung von A/genku/turen de la Universitat zu Goettingen, Alemania

(SAG)y mantenidas en incubador a 15-20° C y fotoperíodo 16: 8hs luz- oscuridad, en tubos

de 20 ml, con tapa a rosca. Se realizaron repiques a medio fresco cada 7 días. Los medios

de cultivo en su mayoría consistíeron en modificaciones del medio bifásico tierra-agua (GR/)

(Príngsheim 1953). Los componentes y modo de preparación de los medios referidos en la

Tabla 1 se describen en el Anexo.

Algunas de las cepas provenientes de UTEXy SAGresultaron estar mal identificadas.

En la Tabla 1 se presenta la denominación que figura en el catálogo del centro de cultivos y

también el nombre que le asignamos luego de la observación bajo microscopio óptico y

electrónico.

2.2.2. Microscopía óptica

En todos los casos, el material de estudio, organismos provenientes de cultivos así

como también los aislados de muestras naturales, se analizó bajo microscopía óptica, in

vivo y también fijados con diferentes sustancias, entre otras solución de formaldehído al

10% y Transeau (ver Anexo). Para confirmar la identificación de las especies de algunos

euglenoideos, varios caracteres se observaron en células vivas. Entre otros, se analizó Ia

forma de natación, la presencia de pirenoide, metabolia o rigidez de Ia pelicula, relación

largo/ancho, estriación de la película, posición del núcleo, estigma, forma y número de

cloroplastos. El estudio ¡n vivo, en medio líquido, es muy importante en este grupo, ya que

ia mayoria de ellos colapsan o se deforman como consecuencia de la fijación. El flagelo, por

ejemplo, suele desprenderse con facilidad en cultivos fijados con formaldehído, y su

longitud muchas veces tiene valor diagnóstico.
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También se realizaron preparados definitivos, especialmente para la determinación

de loricados. Para ello, alicuotas de los cultivos se fijaron con glutaraldehido al 1 %,

durante 1 hora, a temperatura ambiente. Alternativamente, se utilizó una solución fijadora

R1 (RU, NJ). Se lavaron tres veces en medio de cultivo. A una gota de este material se le

agregó una gota de xilol y se dejó secar al aire sobre un portaobjetos según Balech,

(1944). Se agregó una gota de DPX(Fluka, Chemika AG, Suiza) se colocó un cubreobjetos y

se dejó 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 inmersión para el estudio detallado de las estructuras y las

mediciones. Las fotografias se tomaron en el mismo equipo con una cámara SC 35, o un

equipo Optronics color CCD montado en un microscopio Nikon Diaphot (Rutgeres

Unive/sily, New Jersey USA).

Para las determinaciones específicas e ¡ntraespecíficas, se consultaron entre otros,

los trabajos de Balech (1944), Deflandre (1926, 1930), Conrad (1935, 1943), Conrad et al.

(1953), Gojdics (1953), Hüber-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 Colección

de Cultivos del Lab. Biología Comparada de Protistas, Facultad de Ciencias Exactas y

Naturales, Universidad de Buenos Aires. Los cultivos vivos se mantienen en el Laboratorio

Systematícs ofEug/eno/ds, Rutgers University, New Jersey, USA.

2.2.3 Microscopíaelectrónica

2.2.3.1Microscopía electrónica de barrido (MEB)

Las células se centrifugaron y lavaron con agua bidestilada varias veces. El pellet

obtenido se fijó con glutaraldehido al 1% en medio de cultivo estéril, a temperatura

ambiente. Por ser un material de pequeño tamaño, y en suspensión (células aisladas), para

los pasos sucesivos se filtró el material mediante jeringas descartables de 10 ml de

capacidad, a través de membranas de nylon de 0.22 um de poro. Según el tipo de

materiales, se siguieron dos procedimientos:
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1. en el caso de las células Iorícadas, los filtros se Iavaron con etanol 50 %, y se dejaron
secar al aire.

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

carbónico como ultimo paso de deshidratación) que evita el colapso de células blandas.

Para la deshidratación inicial, se siguieron dos protocolos,

a) UBA: las células se Iavaron y filtraron como ya se ha descripto. Luego se realizó una

deshidratación 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 Iavaron en medio estéril. Previo a la

deshidratación, se fijaron con una solución F1 (ver Anexo), durante 1 hora en hielo. Se

Iavaron tres veces con agua bidestilada y se deshidrataron, siguiendo un protocolo

similar al descripto en a), con excepción del pasaje por acetona. Los filtros se colocaron

en canastillas y se sometieron a punto crítico.

En todos los casos (1, 2, a y 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 Microscopía Electrónica de CITEFA (Centro de Investigaciones Científicas y

Técnicas de las Fuerzas Armadas, Bs. A5., Argentina), en un LEO982 en CAUR(Center for

Advanced U/trastructura/ Research, University of Georgia, Athens, Georgia, USA) Algunas

microfotografi'as se tomaron en un equipo Hitachi S450 en RU (New Jersey, USA).

2.2.3.2 Microscopía electrónica de transmisión (MET)

Alícuotas de los cultivos se concentraron por centrifugación a 7000 rpm en

microtubos de 1.5 ml de capacidad. Se descartó el sobrenadante con pipeta Pasteur y el

pellet se sometió a uno de los siguientes tratamientos:

A. Procedimiento seguido en Rutgers University (RU),New Jersey, USA.

1) Las células se pre-fijaron con glutaraldehído al 2% en buffer fosfato de sodio 0.05M,

durante 2hs, en hielo. Elfijador se preparó con glutaraldehído 8% y agua bidestilada.
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2
V Las muestras se centrifugaron en centrífuga de mesa por 4 min., a 3500 rpm, se

descartó 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.

3
V La fijación se realizó bajo campana, con 0504 (tetróxido de osmio) 1% en buffer

fosfato 0.05 M, en hielo durante 2 hs.

4
V El fijador se removió mediante 3 lavados con agua bidestilada, durante 5 min. cada

uno.

5
V Para evitar Ia pérdida de material durante los numerosos pasos que siguen, en esta

etapa se realizó una inclusión en agar de las células en suspensión. Para esto, se

preparó una solución de agar al 2% en agua bidestilada. Luego del último lavado en el

paso 4), las células se centrifugaron y sobre el pellet se agregaron unas gotas de la

preparación de agar líquido, entibiado a 60° C en cantidad suficiente para cubrir el

material, agitando rápidamente. Se centrifugaron los tubos en centrífuga de mesa

durante 5 min. a velocidad máxima, y se colocaron en hielo. Una vez solidificado el

agar, se removió con una espátula y se dividió en pequeñas porciones, removiendo el

exceso de agar que no contenía células.

6) La deshidratación: se realizósiguiendo 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 (DRYBONE)10 min., 2 pasajes, a temperatura ambiente.

7) La infiltración también se realizó 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 cápsulas Beem e inclusiones planas en portaobjetos

según la técnica descripta por Raymond y Píckett-Heaps (1983). Las preparaciones se

polimerízaron en estufa a 70 °C durante 24 y 48 hs, respectivamente.

B) Procedimiento seguido en Center for Advanced Ultrastructural Research,
University of Georgia (UG/I),Gea/gía, USA.

El protocolo de fijación se describió en el punto correspondiente a MEB. La

deshidratación se realizó 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 óxido de propileno en frío.

La inclusión se realizó en mezclas de resina Epon con óxido de propileno, siguiendo una

serie creciente de concentración de plástico 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 última inclusión en Epon 100%, durante 1 h., el material se polimerizó a

60°C , 24 hs.

C) Procedimiento seguido en el Lab. Fícología y Micología, Universidad Nacional

del Sur (UNS),Bahía Blanca, Argentina.

1) Las células se fijaron con glutaraldehído al 2% en buffer cacodilato de sodio 0.05 M,

durante 2 hs. a temperatura ambiente.

2) Se realizó una postfijación en 0504 - cacodilato de sodio 1%, por 2hs, se centrifugó a

baja velocidad, se descarto el sobrenadante y el pellet se lavó durante 10 min. con

cacodilato de sodio 0.05 M. Se centrifugó 4 min a 6000 rpm y este procedimiento se repitió

tres veces.

3) La deshidratación se realizó siguiendo una serie de concentración creciente de acetona

(30%, 50%, 70%, 95°/o, 2 x 100%).
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4) Se realizaron inclusiones planas en portaobjetos y en cápsulas Beem en resina Spurr

(1969) por goteo según la técnica descripta por Raymond y Píckett-Heaps (1983). Se

comenzó con Spurr 25%, y luego de una primera inclusión en Spurr 100% se dejaron las

muestras toda la noche a temperatura ambiente, antes de la polimerízación a 60-70°

durante 9-12 hs.

5) Los tacos y preparados se seccionaron con un ultramicrótomo con cuchilla de diamante

en el Laboratorio de Ficología y Micología, Universidad Nacional del Sur, Bahía Blanca.

6) Los cortes se montaron sobre grillas de cobre reticuladas, y se tiñeron con acetato de

uranilo 2 °/o,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 U/trastrz/dz/ra/ Research, University of Georg/a, Athens, Georgia, USA)y en un

microscopio JEOL CX- II perteneciente al CRIBBAB(Universidad Nacional del Sur, Bahía

Blanca, Argentina.



Taxon

AstaSIB/onga Pringsheim
C0/ac/ummucronatum Bourrellyet Chaudefaud
C. veS/tu/osum Ehrenberg
Eug/ena acus Ehr.
E. ag/lls Carter
E. gracil/Ls'Klebs
E. mutab/ïls Schmitz
E. spíragyra Ehr.
E. stel/ata Mainx
E. v/r/a'l's Ehr.

Eutreptíe/la sp.
Hya/ophacus oce/latus Prings.
Khawk/hea quartana (Moroff) Jahn et McKíbben
Lepocinc/¡s bueLsch/¡I‘Lemmerman
L. ovata (Playf.) Conrad
L. ovum(Ehr.) Lemm.
Phacus acum/‘natusStokes
P. aenigmatícus Drezepolski
P. agi/Is Skuja
P. a/atus Klebs
P. brachykentron Pochmann
P. orb/‘cu/ar/‘sHubner
P. oscil/ans(caudataxlebs
P. parvu/us Klebs
P. p/euronectes Dujardin
P. pseudonordstedt/‘i Poch
P. pusi/lus Lemm.
P. pyrum Stein
P. SÍITTÍ/I'SChristen

P. sp/endens (mega/0pm) Poch.
Peranema tficophorum (E.) Stein

Strombomonas sp1.
Strombomonas sp.
Trache/omonas volvocínopsis var. Spiral/s) Pring.
72conspe/sa Pascher
72ech/nata Singh
7'.hisp/‘da(Perty) Stein emend. Deflandre
T. ¡nte/medía Dangeard
T. ob/onga var. punctata (hispída)Lemm.
7'.perty/ Prings.
7'. volvocina Ehr.

Diversidady Morfologla- Materiales y Métodos.

Medio de
cultivo

Origen

UTEX 85
CCMP 389
SAG 228.80
ATCC30895
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: Samm/ung von A/genku/turen, Goettingen , Alemania.

UTEX:Culture Collection ofA/gae, University of Texas at Austin, USA
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2.3 Resultados

2.3.2 Estructura fina de Phacus splendens: implicancias taxonómicas y
validezdel género Phacus.

El género Phacus (Euglenophyta, Euglenales) fue descripto por primera vez por

Dujardin en 1841. En él se incluyen organismos solitarios, nadadores libres, fototróficos,

desnudos (no Ioricados) y sin movimientos metabólicos (rígidos). Después de

Trache/omonas, es el género más numeroso (Hüber-Pestalozzi 1955). Este género es

cosmopolita, común principalmente en aguas dulces, aunque existen unas pocas

especies marinas. Las características diagnósticas se describieron en el item 2.1.4.3.

La revisión más exhaustiva sobre el género fue realizada por Pochmann en 1942.

Este autor incluyó 150 especies, y reconoció dos subgéneros: Ch/orophacus que incluía

las formas verdes, e Hya/ophacus, las especies incoloras. Actualmente ambos son

considerados géneros. Así, el primero de ellos es ahora el género Phacus, que a su vez

fue dividido en 4 secciones, basándose en la morfología y orientación de las estrías

peliculares. Las secciones que se distinguen son:

Sección Proterophacus: células con películas finamente estriadas; incluyen

especies con orientación longitudinal o helicoidal.

Sección Pleuraspis: células con costillas prominentes en cuya porción más

saliente corren las estrías peliculares; en algunos casos con sección transversal más o

menos circular (tipo Lepocinc/I's).

Sección Akanthopeltis: células con películas ornamentadas, con verrugas o

espinas dispuestas en hileras sobre las bandas, que pueden ser helicoidales o

longitudinales.

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

prominente y película ornamentada con hileras de verrugas.

En el mismo trabajo, Pochmann estableció el subgénero Hya/ophacus para incluir

a Hya/ophacus ace/latas (ver Fig 10), una forma incolora muy similar a Phacus

p/euronectes, descubierta varios años antes por Príngsheim (1936). Luego, Hüber­

Pestalozzi (1955) creó una quinta sección, Dolichoplastes, para incluir a Phacus

ch/orop/astes, una forma con cloroplastos muy grandes y alargados, que se disponen
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siguiendo la orientación de las estrías peliculares. Esta es la revisión más reciente del

género y no difiere mucho del trabajo de Pochmann, publicado varios años 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 al. 2001). Mignot

(1965) analizó la película de varios eugienoideos e incluyó una descripción parcial de un

organismo que él identificó como Phacus sp/endens. Sin embargo, por las características

de la pelicula que muestra en una sola fotografía, probablemente se trataba de un

ejemplar en división, y por este motivo, no puede considerarse su estructura fina como

modelo para la especie.

Acordamos con Kim et al. (2000) cuando comentan que la taxonomía de Phacus

es confusa e incompleta por la falta de datos a nivel ultraestructural. Esta investigación

sobre Phacus Splendens Pochmann (P. mega/opsis UTEXLB1284) representa uno de los

muy escasos estudios realizados utilizando MET, y el segundo de un miembro de la

Sección Pleuraspis (el primero es el de Shin et al. 2001). Estudiar la estructura fina de

los miembros de esta sección resulta muy interesante ya que no responden a las

características típicas de Phacus como se-ha comentado, esto es, sección plana, muchos

cloroplastos discoides sin pirenoides y paramilon en forma de discos o anillos pero

independientes de los cloroplastos.

A continuación, presentamos nuestras observaciones y comparamos las

características ultraestructurales que pueden ser útiles para la evaluación de las teorías

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

Aspectogeneral

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 márgenes son asimétricos y debido a

la presencia de costillas, aparecen entre ondulados y aserrados (Fig. 21 B-D). Las células

son rígidas (nunca se observó metabolia durante la natación), de aproximadamente 22­

24 um de longitud y 12-14 um de ancho (Fig. 21 A-B). El flagelo emergente es de

longitud similar o levemente menor al largo celular (Fig. 21 A).

Película

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

articulación elevada en forma de costillas, que se extienden a lo largo del eje
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Fig. 21. Phacus sp/endens. A. Aspecto general de células vivas bajo M0. Se indica el flagelo
(F), con flechas pequeñas las calotas de paramilon, con flechas grandes el pirenoide. Se
presentan varios ejemplares donde se muestra que el pirenoide no siempre ocupa Ia misma
posición en Ia célula. (400X). B-D. Micrografías 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 levógira. En sección transversal, se observa una

depresión marcada en la región definida entre costillas adyacentes, resultando así las

bandas arqueadas o marcadamente cóncavas (Fig. 22 A). Según la nueva terminología

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 epiplásmica") no muy

engrosada. La parte más externa de cada costilla es bifurcada, ya que corresponde a la

articulación de dos bandas contiguas (“heel and hook” según Leander y Farmer, 0p. cít.)

(ver Fig 2, Figs. 22 A- C). Tres microtúbulos se ubican bajo cada costilla, uno en el

centro, en la base de la estn'a (M1)y los otros dos se sitúan a cada lado del surco medio,

bajo las dos crestas de la costilla (M2 y M3, Fig. 22 B). Un cuarto microtúbulo (M4) se

observa en la parte central de la banda aproximadamente, entre dos costillas contiguas

(Fig. 22 C). De la base de Ia estría, un grupo flbrilar 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 mucíferos, que se ven como pequeñas vesículas

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

Reservorío, estigma y vacuola contráctil, núcleo

Estas organelas no presentan caracteristicas diferentes a las descriptas en el

resto de los euglenoideos. En el extremo anterior, Ia película se invagina para formar un

canal corto, las estrías 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

glóbulos no ordenados en hileras, cada uno rodeado por una unidad de membrana.

También se observa una gran vacuola contráctil, 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

núcleo, muy prominente, se ubica siempre en posición posterior o posterolateral (Fig. 22

D). La cromatina está permanentemente condensada y se observan uno o más grandes

endosomas centrales (Figs. 22 D, 23 D, E).

Cloroplastas y sustancia de reserva.



Fig. 22. Phacus sp/ena’ens. Micrografias MEF. A, B y C. Película con costillas elevadas. A. Se
indican los componentes peliculares según la terminología de la Fig. 12. Escala = 0.5 um. B.
Detalle de la zona de articulación interbanda. Se distinguen 3 microtúbulos corticales (M1­
M3), la película epiplásmica y las proyecciones articulares son delgadas. Escala = 0.25 um.
C. En la zona media entre dos bandas se ubica un cuarto microtúbulo, M4. Se distinguen
depósitos mucilaginosos en forma de hilos sobre la superficie, especialmente en la zona de
articulación. (puntas de flecha). Escala = 0.25 um. D. Sección longitudinal a Ia altura del
canal (Ca) y reservorio (R). Se observa el estigma (E), la vacuola contráctil (VC), un
dictiosoma (D) y el núcleo lateral (N). Se distinguen 3 lóbulos del cloroplasto (C) con calotas
de paramilon (P) en la cara externa. Escala = 2 pm. E. Sección longitudinal mostrando la
ubicación 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 um. F.
Sección longitudinal del extremo anterior. Se indican las organelas ya presentadas en la Fig.
D, con mayor magnificación. Se observan mastigonemas en el interior del reservorio (*).
Escala = 1 um.
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