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Descripcion ultraestructural de Euglena pailasensis (Euglenozoa)
del Volcan Rincén de la Viga, Guanacaste, Costa Rica
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Abstract: The euglenoids are unicellular eukaryotic flagellates living in a diversity of soils and aquatic envi-
ronments and ecosystems. This study describes the ultrastructure of an euglenoid isolated from the surface of a
boiling mud pool with temperatures ranging from 38 to 98°C and pH 2 - 4. The hot mud pool islocated in Area
de Pailas de Barro, Las Palilas, Rincon de la Vieja Volcano, Guanacaste, Costa Rica. The morphological char-
acterization of the Euglena pailasensis was performed by SEM and TEM. It was determined that, although the
euglenoid was obtained from an extreme volcanic environment, the general morphology corresponds to that of
atypical member of Euglena of 30-45 pm long and 8-10 um wide, with membrane, pellicle, chloroplasts, mito-
chondria, nucleus, pigments and other cytoplasmic organelles. E. pailasensisis delimited by amembrane and by
40 to 90 pellicle strips. It was observed up to 5 elongated chloroplasts per cell. The chloroplast contains sever-
a osmiophilic globules and a pyrenoid penetrated by few thylakoid pairs. The nutritious material is reserved in
numerous small paramylon grains located at the center of the cell, mitocondria are characterized by the presence
of crestsin radia disposition toward the interior of the lumen. It was also observed around the external surface
“pili” like filaments originating from the pellicle strips. There is no evidence for the presence of flagellain the
ampulla (reservoir/cana area), afact confirmed by negative staining, and a difference regarding other species of
Euglena. The observed ultrastructural characteristics are not sufficient to explain the adaptation of this species
to acid and hot environments.
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Los euglenoides pertenecen a la filo Eu-
glenozoa, clase Euglenida. Son microorganis-
mos unicelulares eucariotas, que habitan en
suelos y en una diversidad de ambientes acua-
ticos, tanto dulceacuicolas como marinos
(Mdllner et al. 2001). La mayoria tienen dos
flagelos anteriores, uno de los cuales es emer-
gente (Leedale et al.1965) y su tamafio varia
entre 10 um y 500 pum de longitud (Mermels-
tein et al. 1998).

El género Euglena se distingue de otros
protistas por presentar caracteristicas propias
como la presencia de cloroplastos y la perma-
nenciadel nucleolo y endosomas durante la di-
vision mitética (Leedale et al. 1965, Leedale
1967, Kempner y Marr 1970, Van den Hoek et
al. 1993, Wen 2000). Es evidente la presencia
de vacuolas de reserva compuestas por parami-
16n (beta- 1:3 glucopirandsido) (Leedale et al.
1965, Schawartzbach et al. 1975, Osafune et



32 REVISTA DE BIOLOGIA TROPICAL

al. 1990, Van den Hoek et al. 1993). Externa-
mente la célula presenta una pelicula proteica
flexible formada por mionemas (Leedale 1964,
Leedae et al. 1965, Summer 1965, Van den
Hoek et al. 1993, Arnott y Farmer 2000, Visma-
ra et al. 2000). Un flagelo activo y corto emer-
ge desde un complejo reservorio sub-apical. Un
segundo flagelo no emergente esta presente en
el reservorio. Las células no son rigidas y se
desplazan por medio del movimiento euglenoi-
de conocido como metabolia. Sus cloroplastos
desaparecen cuando se cultivan en oscuridad,
reapareciendo unavez que se vuelven a cultivar
bajo condiciones de luz (Schwartzbach et al.
1975, Osafune et al. 1990).

Desde la descripcion del género Euglena
por Ehrenberg (1838) (Pringsheim 1948), se
han descrito mas de 150 especies cuyadivision
taxondémicano hasido concluyente; sin embar-
go, los estudios genéticos basados en andlisis
del ADNr 18S brindan una nueva base para su
clasificacion (Mdllner et al. 2001).

Estudios realizados (Brock 1986, Walsh
y Seckbach 1999, Sittenfeld et al. 2002) para
evaluar la presencia de microorganismos foto-
sintéticos adaptados a condiciones extremas
como alta temperatura y pH écidos en rocas,
lodos acidos y aguas termales del volcan Rin-
con delaViegja (Area de Conservacion Guana-
caste, noroeste de Costa Rica) demostraron la
presencia de un euglenoide (CRRdV) en par-
ches verdes sobre lasuperficie del lodo calien-
te de una de las palas (pH 2-4; 35-98°C)
localizadas en €l sector de Las Pailas de Ba-
rro Caliente, situado en laladera sur del créter
principal. Los estudios fisiol6gicosy filogené-
ticos revelaron que éste es capaz de crecer en
medio mineral definido atemperaturas hastade
40°C con una termotolerancia en su actividad
fotosintéticamayor que la cepatipo de Euglena
gracilis SAG 5/15, asi como una viabilidad de
1-2 horas a 50°C en las condiciones naturales
del sitio de estudio. El euglenoide que hasido
recientemente descrito como Euglena pailasen-
sis Sittenfeld et al. (2004), comparte una simi-
litud de 51.1% con E. mutabilis en una matriz
de identidad basada en la secuencia del ADNr
18S (Sittenfeld et al. 2002).

Debido a las caracteristicas del ambiente
(alta temperatura y pH acido) en que habita
E. pailasensis parecié conveniente realizar un
detallado estudio morfoldgico ultraestructural
de este organismo.

MATERIALESY METODOS

Se recolectaron muestras de barro y de
parches verdes en lasuperficie del lodo calien-
te deunadelasfuentesen el &ea conocida
como Las Pailasde Barro Caliente, del Volcan
Rincon de la Vigja, ubicado en el Parque Na-
ciona Rincon de la Viga, Guanacaste, Costa
Rica. El material delos parches verdes, corres-
pondié a una poblacién aparentemente unial-
ga de E. pailasensis. Los gemplares fueron
aislados y cultivados en medio mineral (Sueo-
kaet al. 1967). Alicuotas de 1 ml de las mues-
tras de barro y de los cultivos se concentraron
por ultracentrifugacion parael andlisis ultraes-
tructural y sefijaron en solucién de glutaralde-
hido al 2.5% y paraformaldehido a 2% en
amortiguador de fosfato de sodio (0.1 M pH
7.4), selavdy posfijo por 1 hora en tetradxido
de osmio a 1% diluido en & amortiguador y
luego se lavé y continud el procesamiento pa-
ra microscopia el ectronica.

Un volumen de 0.5 ml de muestra se inclu-
y6 en agar a 3%. Los bloques de agar se seccio-
naron en trozos de 3 mmd, se deshidrataron
utilizando un gradiente ascendente de acohol
etilico (30% a 100%) e infiltraron con resina
Spuur. Se polimerizaron y se hicieron cortes de
70y 80 nm de grosor, los cuales se contrastaron
con acetato de uranilo e hidréxido de plomoy se
observaron con microscopios electrénicos de
transmision H-7000 y H-7100 (Hitachi) a un
voltaje de aceleracion de 100 KV.

Un volumen de 0.1 ml de las muestras se
impregnd en rejillas recubiertas con membra-
na de formvar, se sometieron a tincién negati-
va con &cido fosfotangstico (0.5% pH 7) y se
observaron con el microscopio electronico de
transmision H-7100.

Posteriormente estas rejillas fueron mon-
tadas en bases de aluminio y se cubrieron con
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una capa de oro de 20 nm de espesor y se ob-
servaron con microscopios electronicos de ba-
rrido S-570 y S-2360N (Hitachi).

RESULTADOS

La morfologia general del E. pailasensis
es la de una célula tipica del género Euglena,
con un tamafio que varia entre 30 - 45 um de
largo y 8-10 um de ancho y su forma puede ser
muy variada, desde muy esférica hasta muy
elongada (Figs. lay 1b).

La membrana citoplasmética, constituida
por una doble membrana, es continua'y cubre
por completo la pelicula (Fig. 2a). La pelicula
€s una estructura compuesta por bandas planas
gue estan entrelazadas dispuestas helicoidal-
mente sobre toda la célula 'y que alternan con
una franja, hendidura o surco de naturaleza
mas suave (Figs. lay 1c). Estas bandas o mio-
nemas tienen un grosor aproximado entre 0.8 y
1.0 um, son semi-rigidasy una célula puede te-
ner entre 40 y 90 mionemas. La pelicula esta
rodeada por filamentos muy finos semejantes a
“pili” (pelos) (Fig. 1d), pero no se observaron
flagelos ni estructuras asociadas a estos, tanto
en las alicuotas obtenidas a partir del barro co-
mo a partir de cultivos en medio mineral.
Cuando se observa la célula viva con e mi-
croscopio de luz, se nota que las bandas de la
pelicula se mueven una contrala otra.

En lafigura 2a, se observa canales del re-
ticulo endoplasmico y microtubulos paralelos
alo largo de cada mionema de la pelicula, es-
tos microtUbul os tienen un didmetro aproxima-
do entre 200y 250 A. Tres de ellos siempre se
observan muy juntos e inmediatamente adya-
centes ala membrana en la hendidura o surco.

En lafigura 2b se observa el nicleo, que
puede presentar forma ovoide u ocasionalmen-
te esférica, esta limitado por la envoltura nu-
clear y durante la interfase se localiza
centralmente y los cromosomas se observan
contraidos. La envoltura nuclear es doble y
consiste de dos membranas contorneadas irre-
gularmente y constituyen la unidad de mem-
brana, que a su vez estén separadas por un

pequefio espacio. El nucleolo es ovoide grande
y denso y por lo general se localiza hacia €
centro del nlcleo. Los cromosomas, el nucleo-
lo y @ nucleoplasma se observan como areas
uniformemente granulares de diferente densi-
dad electrénica (Figs. 2b y 2c).

Hacia €l interior celular, pero cerca de la
pelicula, se observan las cisternas tubulares del
reticulo endoplasmico (Figs. 2ay 2d), que es
un complgjo citoplasmético compuesto de ve-
siculas y tubulos. Las membranas de reticulo
endoplasmico tubular se observan lisas mien-
tras que otras son rugosas y presentan riboso-
mas asociados a su membrana. Este complejo
membranoso constituye un sistema de interco-
nexiones através de toda la célula (Fig. 2d).

E. pailasensis presenta varios aparatos de
Golgi o dictiosomas distribuidos a través de la
matriz citoplasméticay cada uno de ellos pue-
de medir entre 0.5 y 1mm de longitud. Aparen-
temente estos dictiosomas son muy similares a
los de otras células eucariotas, compuestos por
un largo cilindro apilado y curvado con cister-
nas aplanadas. L as cisternas estan conectadas a
intervalos y parece que forman pequefias vesi-
culas (50-70 nm de diametro) desde su borde
fenestrado (Fig. 2d).

Las mitocondrias por lo general son de
forma ovoide o alargadas, miden aproximada-
mente 360 nm de ancho por 675 nm de largo y
se encuentran dispersas através delamatriz ci-
toplasmatica. La membrana externa se nota
marcadamente ondulante en ciertas secciones
y lamembranainterna formalas crestas que se
notan orientadas radialmente hacia el interior
de lamatriz del lumen mitocondrial (Fig. 3a).

En los cortes ultrafinos se observd hasta
cinco cloroplastos por célula, ubicados usual-
mente cerca de la periferia celular. Los cloro-
plastos son elongados, de forma més o menos
cilindricay pueden medir aproximadamente de
1a2pumdediametroy de 6 al2 um de largo
(Figs. 2¢, 3by 3c), cadauno de ellos esta deli-
mitado por tres membranas, seguida por mem-
branas paraelas o lamelas que constituyen los
tilacoides, localizados en € estroma (Fig. 3b).
Entre las lamelas se encontraron glébulos os-
miofilicos, que se contrastan intensamente con
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Fig. 1. @) E. pailasensis elongado, se muestra el recubrimiento helicoidal de la pelicula. b) Especimenes cubiertos por ma-
terial mucilaginoso (flecha). c) Detalle de la pelicula (pl) mostrando los mionemas. d) Se observan los “pili” o filamentos
asociados a los mionemas (flechas).

Fig. 1. 8 Elongated E. pailasensis covered with a helicoidally shaped pellicle. b) Specimens covered by a muscilagous
material (arrow). c) A detail of the pellicle (PI) showing the mionemas. d) Pili or filaments associated to the mionemas are
observed (arrows).
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Fig. 2. @) Se observala membrana plasmética recubriendo |os mionemas (m) de la pelicula. También se observalos micro-
tlbulos (mt) y secciones del reticulo endoplésmico tubular (Re). b) El ntcleo (N) en posicion central, el nucleolo (n) y los
cromosomas (cr) contraidos. ¢) Corte longitudinal de un euglenoide, se observa la @mpula (A), en aparente proceso de in-
gestion de alimento. d) En el citoplasma se observa el aparato de Golgi (AG) y varias vesiculas del reticulo endoplasmico
tubular (Re).

Fig. 2. @) The plasmatic membrane is observed covering the pelicle mionemas (m). Also, microtubules (mt) are observed
and sections of the tubular endoplasmic reticulum (Re). b). The nucleus (N) isin central position, nucleolus (n) and chro-
mosomes (cr) are contracted. c).The cytoplasm contains the Golgi Apparatus (AG) and several vesicles from the tubular
encoplasmic reticulum.



36 REVISTA DE BIOLOGIA TROPICAL

€l tetroxido de osmio y que pueden medir entre
50y 300 nm de diametro (Fig. 3c), también ob-
servamos en agunos cloroplastos un pirenoide,
localizado centralmente en el plastidio, lamatriz
del pirencide es penetrada por pocos tilacoides
gue corren continuos alas tipicas tripletas lame-
lares del euglenoide (Fig. 3c).

Es caracteristica del género Euglena la
presencia de una ampula, una invaginacion en
la parte anterior de la célula diferenciadaen un
canal y un reservorio. Esta invaginacion en
E. pailasensis consiste también en un canal y
un reservorio que pueden variar de formay ta-
marfio dependiendo del movimiento de la célu-
la y las sustancias a ingerir (Fig. 3d). Fue
frecuente observar en esta estructura invagina-
ciones de la pelicula que sugieren que aunque
este euglenoide debe ser autétrofo, podria in-
gerir también algun tipo de alimento (Figs. 2¢
y 3d). No se observaron flagelos ni estructuras
paraflagelares dentro del ampula.

En el citoplasma se noto la presencia de
estructuras constituidas por vesiculas de varias
formasy tamafios, que presentan una prolifera-
cion de unidades de membranas que se obser-
van muy electrodensas y que son también
[lamadas pirenoides (Fig. 4a).

El material nutritivo se almacenaen forma
de granos de paramilén. En un corte longitudi-
nal del ejemplar fue posible contar hasta 75
granulos, que son pequefios, de formabacilar y
discoidal, localizados en toda la célulay me-
nos electrodensos que los pirenocides (Fig. 4b).

También se observé la vacuola contréctil,
gue cuando esta llena, tiene forma esférica 'y
por lo general en su interior se nota un nimero
de pequefias vacuolas accesorias (Fig. 4c).

DISCUSION

Los especimenes analizados de
E. pailasensis comparten | as caracteristicas ul-
traestructurales de otras especies del género
Euglena (Pringsheim 1948, 1956, Leedale
1964, Leedale et al. 1965, Summer 1965, Lee-
dale 1967, Lefort-Tran et al. 1980, Osafune et
al.1990, Adachi et al. 1999, Arnott y Farmer

2000), pero no fue posible observar flagelos ni
estructuras asociadas a los mismaos, que carac-
terizan a este género (Pringsheim 1948, 1956).
Tampoco se observaron flagelos con la técnica
detincién negativa (Lowy y Hanson 1965) uti-
lizada para observar flagelos bacterianos. Sin
embargo, fue posible observar e euglenocide
rodeado de una serie de filamentos semejantes
a“pili” (pelos) que se originan en los mione-
mas, caracteristica no descrita en la literatura
consultada. La identificacion de estared de fi-
brillas|ocalizada en lamembranacelular y que
aparentemente forman € citoesqueleto de este
protista, es uno de los hallazgos que aporta es-
te trabajo al estudio de la morfologia'y movi-
miento euglenoide. Esta red de fibrillas
constituye una especie de armazén que le brin-
dala forma, rigidez y posiblemente flexibili-
dad caracteristica a este organismo. Esta
estructura podria estar asociada a los mione-
mas, surcos de la membrana plasméticay pre-
sumiblemente actuaria a modo de soporte y
6rgano de movimiento, que le permite un mo-
vimiento reptante (Leedale 1964, 1967, Le-
fort-Tran et al. 1980, Murray 1981, Dubreuil y
Bouck 1985, Van den Hoek et al. 1993, Arnott
y Farmer 2000, Vismara et al. 2000).

Estudios previos, sobre la caracterizacién
fisiolégica y filogenética de E. pailasensis
(Sittenfeld et al. 2002), determinaron que po-
see termotolerancia a temperaturas cercanas a
los 45°C y viabilidad por varias horas a 50°C
en €l sitio de colecta. Ademas, esta filogenéti-
camente relacionado con Euglena mutabilis,
otro euglenoide fotosintético que tolera altos
niveles de acidez (Kapfer 1998, Lessmann et
al. 1999). Sittenfeld et al. (2002) mediante
andlisis moleculares, sugirieron que el eugle-
noide CRRdV (ahora E. pailasensis) corres-
pondia a una nueva especie. Este trabajo apoya
dicha sugerencia ya que: a) E. mutabilis tiene
un flagelo emergente corto y E. pailasensis
no; b) E. mutabilis no es termoresistente; y c)
lasecuenciadel ADN 18SdeE. pailasensises
similar en un 51.1% con la E. mutabilis, laes-
pecie mas cercana en los arboles filogenéticos
realizados (Sittenfeld et al. 2002). Ambas es-
pecies tienen en comun la capacidad de
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Fig. 3. @) Enun corte transversal del euglenoide se observan los mionemas de la pelicula (pl) y las mitocondrias (M), se
nota la orientacion radial de las crestas (c). b) Se muestra un segmento de dos cloroplastos (Cl), se nota la triple membra-
na (mc) externay los tilacoides (t) paralelos a ésta. c) En un corte transversal se aprecia el cloroplasto (Cl) elongado, con
el pirenoide (P) en su interior y varios glébulos osmiofilicos (go). d) Ampula (A), se aprecia un adelgazamiento de la peli-
culaen la parte interna.

Fig. 3. @) A transversal cut of the euglenoid shows a detail of the pellicle mionemas (pl), and the mitocondria (M) with a
radial orientation of the crests (c). b) A segment of the chloroplast is showed (Cl), an external three membrane structure is
indicated (mc) and the tilakoids (t) running parallel to the membrane. c). A transversal cut shows the elongated form of the
chloroplast (Cl), containing the pirenoid (P) and several osmiophilic globules (go). d). Ampulla (A), showing pellicle nar-
rowness in itsinternal part.
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desarrollarse en medios muy &cidos (pH 1-2).
Este estudio aporta ademas informacién con-
ducente aladescripcién taxondmica del eugle-
noide E. pailasensis, tales como e numero,
tamafio y localizacion de los cloroplastos y
granulos de paramilon, asi como la presencia
de pirenoides, considerados como criterios de
importancia por otros autores parala clasifica-
cion taxonémica (Zakrys et al. 2001) y que lo
diferencian de E. mutabilis.

E. pailasensis podria corresponder al pri-
mer euglenoide fotosintético descrito que ha-
bita en ambientes con actividad volcanica
caracterizados por pH bajos y altas temperatu-
ras (Sittenfeld et al. 2002). La ausencia de fla-
gelos y otras caracteristicas ultragstructurales
observadas en este estudio y que podrian dife-
renciar a esta especie de otros euglenoides no
ofrecen, en nuestra opinién, razones suficien-
tes para explicar la termotolerancia de
E. pailasensis y su capacidad de vivir en am-
bientes de temperatura, pH y composicion fisi-
co-quimica descritos previamente para el sitio
de colecta en las Pailas de Barro Caliente.
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Fig. 4. @) Details of the pyrenoid formed by a system of
electrodense membranes (P). b) Paramylon granules (pm)
in cross section. C) Contractile vacuole is observed (V)
with several internal accessory vacuoles.



INTERNATIONAL JOURNAL OF TROPICAL BIOLOGY AND CONSERVATION 39

Rica). Este trabajo fue posible gracias a apoyo
financiero del “Plan de Cooperacion Cientifica
con Iberoamérica’ 1998-2000 (MAE, Espaiia),
y la Vicerrectoria de Investigacion, Universi-
dad de Costa Rica (San José, Costa Rica).
También se agradece la ayuda del Il Plan An-
daluz de Investigacion (grupo CVI-261).

RESUMEN

Los euglenoides son eucariotas unicelulares flagela-
dos que habitan ambientes acuéticos y suelos de una gran
diversidad de ecosistemas. Este trabajo presenta la des-
cripcion morfoldgica ultraestructural del euglenoide
E. pailasensis aislado de las fuentes de lodo caliente delas
“pailas de barro” en el Volcan Rincon de la Vieja, Guana-
caste, Costa Rica. Latemperatura de estos sitios puede va-
riar entre 38 y 98° C y puede tener un pH entre 1y 4. El
estudio se realizd utilizando microscopia €electronica de
barrido y transmision. El euglenoide esta constituido por
una célula tipica que puede medir de 30 a 45 pm de largo
y 8-10 um de ancho, con membrana externa, pelicula, clo-
roplastos, mitocondrias, nlcleo, pigmentos granulares y
demés organel as citoplasméticas de un eucarionte. Estade-
limitado por una membrana continua y por una pelicula
compuesta de aproximadamente 40 - 90 mionemas que mi-
den entre 0.8 y 1.0 um de ancho, dispuestas helicoidal-
mente sobre la célula. Se observo 5 cloroplastos elongados
por célula, de 1-2 um de didmetro y 6-12 um de largo, de-
limitados por tres membranas y localizados en la periferia
celular. Este posee glébulos osmiofilicos y un pirenoide
penetrado por pocos tilacoides. El materia nutritivo se al-
macena en granulos de paramilén y las mitocondrias pre-
sentan las crestas en disposicion radial hacia el interior del
lumen. La zona de la ampula se observé sin flagelo y se
not6 una red de fibrillas que envuelve el espécimen. Las
caracteristicas ultraestructurales observadas en este estu-
dio, no permiten explicar la capacidad de E. pailasensis
parahabitar en el ambiente vol canico extremo de las Pailas
de Barro Caliente.
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