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RESUMEN

En el Parque Nacional Volcan Rincén de la Vieja se encuentran al menos dos ambientes
de extrema acidez colonizados por organismos del género Euglena. Este trabajo procura
estimar la relacion filogenética que existe entre tres cepas de este género, dos aisladas de
distintos ambientes 4acidos del Parque Nacional (E. pailasensis y una cepa proveniente de
un riachuelo acido) y una proveniente de una coleccion, mediante la comparacion de
genes de ARN ribosomal 18S. Para ello se realizé una extracciéon de ADN de cada cepa,
seguida de una amplificaciéon por PCR y posterior secuenciacién. Las secuencias fueron
comparadas contra las de las bases de datos del GenBank y se alinearon aquellas con
mayor grado de identidad. A partir del alineamiento se construyeron filogramas que
agruparon las cepas segun su parentesco. Como resultado se obtuvo ADN genémico de
buena calidad, el cual fue amplificado con éxito. Esto permitié obtener secuencias
legibles y traslapantes que fueron ensambladas para secuenciar la mayor parte del gen. El
alineamiento de las secuencias mostré que E. pailasensis y la nueva cepa del riachuelo
acido corresponden a la misma especie. Se construy6 un arbol de unién de vecinos y uno
de probabilidad maxima con topologfas casi idénticas, que parecen indicar que las cepas
aisladas del Parque Nacional Volcan Rincén de la Vieja no corresponden a una nueva
especie como fue descrito en estudios anteriores, pues no se observa una clara distincién

con respecto a E. mutabilis.
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ABSTRACT

At least two extreme acid environments colonized by organisms belonging to the Ewglena
genus can be found in Volcan Rincén de la Vieja National Park. This research makes an
attempt to estimate the phylogenetic relationship between three strains from this genus
by comparison of the 18S ribosomal RNA genes. Two of this strains were isolated from
different acid environments from the National Park (E. pazlasensis and one strain isolated
from an acid stream), and the last one was obtained from a collection. For the purpose, a
DNA extraction was performed on each strain, followed by amplification by PCR and
sequencing. The sequences were compared against the GenBank databases and the ones
with higher identity were used for the alighment, from which phylograms grouping the
strains were constructed. As a result, good quality genomic DNA was obtained and
successfully amplified. This allowed the production of legible and overlapping sequences,
which were assembled up to most part of the gene. The alignment showed that E.
pailasensis and the new strain from the acid stream belong to the same species. Neighbor
joining and maximum likelihood trees with almost identical topologies were constructed,
and seem to indicate that the strains isolated from Volcan Rincon de la Vieja National
Park do not belong to a new species as described in previous research, since no clear

distinction with E. mutabilis can be observed.
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INTRODUCCION

La gran diversidad de ambientes que se encuentran en el planeta permite hallar
organismos que a lo largo del tiempo han logrado adaptarse a condiciones extremas de
temperatura, salinidad, acidez, presién, etc. Costa Rica es un pais con innumerables
ecosistemas de infinita riqueza ecoldgica, con habitats de gran interés. Entre ellos
destacan ambientes extremadamente acidos dentro del Parque Nacional Volcan Rincon

de la Vieja.

Este macizo ubicado al noreste de Liberia, en la provincia de Guanacaste, presenta
actividad en forma de fuentes termales, fumarolas, géiseres de vapor, lagos ricos en
sulfuros y pozos de lodo hirviendo. Esta actividad da origen a temperaturas cercanas a
los 100°C vy altas concentraciones ionicas. Ademas, el escape de didxido de azufre y
acido sulftrico hacia la superficie genera ambientes con pH extremadamente bajo

(Seckbach, 20006).

En ambientes extremos como los descritos, es muy comun encontrar diferentes
procariotas. Estos organismos y sus mecanismos de adaptacion han sido ampliamente
estudiados y han recibido mucha atencion por parte de la comunidad cientifica. Por otra
parte, los eucariotas que proliferan en estos ambientes son de poblaciones mas escasas y
su estudio es limitado. Es por ello que el hallazgo de un eucariota extreméfilo despierta
especial interés, ya que abre un abanico de nuevos sistemas de adaptacion, nuevas rutas
metabdlicas y la necesidad de replantear los limites de la vida tal como la conocemos

(Ackerman ez al., 2008).

En el afio 2002, Sittenfeld e /. ubicaron parches de color verde en la superficie de uno
de los pozos de lodo de las faldas del Volcan Rincon de la Vieja; un ambiente con
elevadas temperaturas (35-98°C) y bajo pH (2,0-4,0). Estos se encontraban

presuntamente  conformados por microrganismos fotosintéticos. Un analisis



morfolégico, fisiolégico y  filogenético propuso que se trataba de una especie

previamente desconocida a la que denominaron Euglena pailasensis (Sittenfeld ef al., 2002).

En el afio 2004, en un riachuelo 4cido (pH de 2,41 y temperatura de 27,3°C) de un lugar
conocido como Pailas Frias ubicado en el sector de Santa Maria de este mismo volcan, se
analizaron formaciones filamentosas conformadas por algas, diatomeas y en menor

proporcién euglenoides morfoldgicamente similares a E. pailasensis (Hernandez, 2012).

En el ano 2010 se recolectaron muestras de los euglenoides de Pailas Frias para
desarrollar cultivos en laboratorio, con el objetivo de estimar la relacién filogenética
entre esta cepa, E. pailasensis y E. mutabilis mediante la comparacion entre las secuencias
del gen de ARN ribosomal 18S. Con este objetivo como meta, el Centro de
Investigacion en Biologia Celular y Molecular logré desarrollar un cultivo viable de la
cepa encontrada en Pailas Frias, asi como de E. pailasensis y la cepa de E. mutabilis
CPCC293. Una vez establecidos los cultivos de estas euglenas resta lo que conforma este
Trabajo Final de Graduaciéon (TFG). En el presente afio, a partir de los cultivos se
realizaron extracciones de ADN y amplificaciones de los genes de ARNr 188§, los cuales
fueron secuenciados y comparados para as{ determinar el grado de parentesco genético

entre las tres cepas de Ewglena sp.

En un pais como Costa Rica, fuente incuestionable de gran riqueza biolégica, se debe
tomar como uno de los principales intereses el estudio de la diversidad y el potencial que
esta puede tener para repercutir positivamente en la sociedad. Por ello uno de los
principales aportes que se rescatan del trabajo de investigacion que desarrolla el CIBCM
es el desarrollo cientifico que amplia el conocimiento de la biodiversidad costarricense,
especialmente la diversidad microbiana en ambientes extremos acidos. Con ello se
contribuye directamente a desarrollar estrategias de conservacion de este tipo de
ecosistemas, ademas de sentar base para futuras investigaciones enfocadas a la

comprension de los sistemas de adaptacion de los organismos en condiciones acidas.

Por otra parte, los aportes en materia bioquimica y molecular extraidos del estudio de
este tipo de organismos contribuyen enormemente a diversas ramas de la biotecnologia.

Con ello se pueden rescatar infinidad de moléculas, enzimas, sistemas de transporte,



mecanismos de defensa, genes de resistencia, etc., con numerosas aplicaciones en los

campos de la investigacion y la industria (Chadha & Patel, 2008).

Por dltimo, como meta principal del trabajo, la informacién obtenida acerca de las
relaciones entre los organismos en estudio brindard a la comunidad cientifica las
herramientas para dilucidar el origen y relacién evolutiva de estos, con lo que se podra
comprender mejor la biodiversidad que conforma los distintos ecosistemas presentes en
el territorio nacional para asi aumentar el aprecio por la riqueza natural del pais y el
interés por su conservacion. Es por ello que se destaca la utilizaciéon de técnicas
moleculares en este TFG, ya que ofrecen un mecanismo de caracterizaciéon muy fiable y

especifico a la hora de establecer relaciones de filogenia entre dos o mas especies.



REVISION DE LITERATURA

AMBIENTES EXTREMOS Y ORGANISMOS EXTREMOFILOS

La superficie de la corteza terrestre se encuentra formada por un gran conjunto de
cuerpos geograficos muy diversos, que en su mayoria se encuentran cubiertos por algun
tipo de organismo vivo. Las diversas caracteristicas geograficas y meteorologicas de cada
uno de estos ambientes proporcionan sustento a estos seres, al brindarles una fuente de
energfa, agua y demas condiciones especificas que cada uno de ellos necesita para

desarrollarse y proliferar (Wharton, 2002).

Algunos ambientes son mas propicios para que se desarrolle vida en ellos. Estos
ambientes son capaces de proveer los elementos necesarios para la subsistencia de los
organismos. Por otra parte, ciertos ambientes se caracterizan por la presencia o ausencia
de elementos clave necesarios para el desarrollo de la vida. Entre estos elementos pueden
encontrarse la escasez de agua, la presencia de un componente toxico en elevadas
concentraciones o la ausencia total de una fuente de energfa apropiada, lo que dificulta la
proliferacion de la vida (Oarga, 2009). Por ello la presencia y desarrollo de algun tipo de
organismo adquiere especial interés, ya que la adquisicion de mecanismos especializados
a través de la evolucion les permitieron proliferar donde la mayorfa de seres vivos

pereceria al instante (Seckbach, 2000).

Los ambientes extremos son entornos hostiles para la mayorfa de los seres vivos.
Muchos organismos ni siquiera serfan capaces de soportarlos por cortos perfodos de
tiempo. En este tipo de ambientes las condiciones de temperatura, pH, concentracién de
metales, osmolaridad, radiacion, etc., se alejan de forma significativa del rango normal en
que la mayorfa de seres vivos se desarrolla. Esto limita en gran medida la diversidad
biolégica presente en ellos (Rothchild & Mancinelli, 2001). Por ejemplo, la mayoria de

organismos vivos perecen al ser expuestos, de forma prolongada, a una temperatura



superior a los 45°C. Por ello los ambientes con temperaturas superiores a este valor,
como fuentes termales, géiseres o fumarolas, se consideran extremos (Madigan et al.,

2009).

Los organismos que habitan estos ambientes extremos son conocidos como
extremofilos. En su mayoria son organismos unicelulares de los dominios Archaea y
Bacteria, aunque también existen en menor proporciéon extremoéfilos del dominio
Eukarya. A su vez se conoce como extremotolerantes a aquellos que no son capaces de
desarrollarse en forma 6ptima en este tipo de ambientes o sélo son capaces de sobrevivir
en estado de latencia. Estos alcanzan pleno desarrollo al retomar sus condiciones

normales para prosperar (Hernandez, 2012).

Los extremofilos se clasifican de acuerdo con el ambiente en que son capaces de

desarrollarse a plenitud (Cuadro 1).



Cuadro 1. Clasificacion de los extremofilos que habitan en la Tierra

Parametro Localizacion y
Tipo Ejemplos
ambiental condiciones
Psicrofilos -20°C — < 15°C Psychrobacter
Temperatura Termofilos 50°C —80°C Algunos insectos
Hipertermofilos 80°C — >100°C Pyrolobus fumarii
pHO-4 Picrophilus oshimae
Acidoéfilos
- Aguas termales Cyanidium caldarium
P
pH >9 Natronobacterium
Alcaléfilos
Lagos carbonatados Spirnlina
Lagos salados Cyanobacteria
Salinidad Halofilos Soluciones salinas Dunaliella
hasta saturacion Halobacteriaceae
Condiciones
Haléfilos extremos
anhidrobidticas
Desecacién Xerofilos Liquenes
Baja actividad del
Algunos nematodos
agua
Baréfilos Alto peso Colwellia piezophila MT41
Presiéon hidrostatica
Piezéfilos Alta presion Tolera >100 MPa
Cyanobacteria
Radiaciéon UV e Altos niveles de
Plantas desérticas
ionizante radiacion
Deinococens radiodurans
COz gaseoso Sobreviven en gas Cyanidiaceae
Solventes organicos Soluciones organicas | puro y agentes (desatrollo en CO;
toxicas dafiinos puro)

Fuente: Oren & Seckbach, 2001

Debido a que la clasificacion de los extremofilos se realiza de acuerdo al entorno en que
se desarrollan, un organismo que habita un ambiente caracterizado por dos o mas
condiciones extremas se conoce como poliextreméfilo (Chadha & Patel, 2008). Un

ejemplo de esto son los microorganismos que habitan la mayoria de fuentes termales de




origen geolodgico. Ellos son poliextremofilos ya que la temperatura es muy elevada y el
pH es muy bajo. Ambos son factores extremos que limitan el desarrollo de la vida en

estos ambientes (Rothchild & Mancinelli, 2001).

EXTREMOFILOS PROCARIOTAS Y EUCARIOTAS

La capacidad metabolica para soportar condiciones adversas se ha desarrollado de forma
muy variada en los organismos vivos, quienes han poblado el planeta por
aproximadamente 3800 millones de afios, tiempo en que han logrado adaptarse
continuamente a las condiciones que rigen los entornos en que se desarrollan (Torsvik ez

al., 2002).

En términos evolutivos, los seres eucariotas han recorrido una distancia mucho menor
que los procariotas, quienes les aventajan en unos 2000 millones de afios de evolucion.
Por esta razén los eucariotas se han visto mas limitados a través del tiempo para
desarrollar mecanismos de adaptacion a las diversas condiciones que los rodean (Oren &
Seckbach, 2001). Por ejemplo, las diversas especies de microorganismos eucariotas solo
son capaces de metabolizar un rango limitado de fuentes de carbono (componentes
facilmente convertidos en glucosa o acetil-coA). Por el contrario, los procariotas
metabolizan un grupo mucho mas variado de compuestos carbonados, desde
compuestos de un carbono (metano o monodxido de carbono) hasta compuestos
policiclicos complejos. Aunado a esto, la capacidad de utilizar compuestos inorganicos
como fuente de energfa también se ha mostrado exclusiva de procariotas (Oren &

Seckbach, 2001).

Es por todo lo anterior que la gran mayorfa de microorganismos extremofilos son seres
procariéticos. Debido a ello la ciencia ha mostrado mucho interés en hallar y caracterizar
nuevos seres nucleados con capacidad de sobrevivir e inclusive dominar ambientes
donde la vida en s ya es muy escasa (Prasanna ef a/., 2011). Por otra parte, el rango de

aplicaciones relacionadas al descubrimiento de nuevas propiedades de interés en



organismos extremofilos se incrementa al contar con nuevos mecanismos desarrollados

por seres eucaridticos como herramientas para adaptarse a entornos hostiles.

IMPORTANCIA Y APLICACION DE LOS EXTREMOFILOS

El interés por la bisqueda de microorganismos extremofilos se ha intensificado en los
ultimos afos a raiz de la incorporaciéon de técnicas de analisis molecular al estudio de
ecosistemas. Esto ha revelado la presencia de vida en lugares que anteriormente se crefan
asépticos, lo cual ha llevado incluso a redefinir los limites fisico-quimicos de la vida

(Oarga, 2009).

La biologfa evolutiva no sélo se beneficia al encontrar los organismos mas extremos y
nuevos taxones, sino al entender la evolucién a nivel molecular. Esto hace de los
organismos extremofilos algo de gran importancia, ya que logran dar indicios de qué tipo
de reacciones dieron origen a la quimica de la vida, al desarrollarse en condiciones que

mimetizan aquellas que dieron origen a la vida en el planeta (Baross & Brazelton, 2008).

La capacidad inherente de los organismos extremofilos para resistir y desarrollarse en
condiciones extremas ofrece un inmenso potencial para el ser humano, quien ha
encontrado en su fisiologia, metabolismo, propiedades bioquimicas y estructura
molecular una fuente invaluable de biorecursos, con numerosas aplicaciones en el campo
de la biotecnologia. Entre ellos se encuentran gran cantidad de proteinas, enzimas,
compuestos y procesos bioquimicos y moleculares especializados para desarrollarse en
condiciones extremas. Estos son actualmente utilizados para desarrollar novedosos
procesos biocataliticos mas precisos, rapidos y ambientalmente amigables (van den Burg,

2003).

Como alternativa a los procesos quimicos convencionales, los procesos biocataliticos
han ganado campo en las ultimas décadas al ser mas especificos y eficientes que sus

analogos quimicos, ademas des ser reutilizables. Sin embargo, debido a la limitada



estabilidad que ofrecen, su produccién y aplicaciéon también se ven limitadas. Es por ello
que las llamadas extremoenzimas han llegado a ser de gran interés a nivel industrial, al
proveer de catalizadores biologicos capaces de desarrollar diversos procesos quimicos en
condiciones muy comunes en los sistemas de produccién, pero muy apartados de los

limites fisicoquimicos de la vida conocida (Eichler, 2001).

Las extremoenzimas tienen un enorme potencial en la agricultura, sintesis quimica y
procesos farmacéuticos. Al igual que sus enzimas homologas provenientes de
organismos no extremofilos, éstas se caracterizan por su alta actividad, al incrementar la
especificidad y la actividad catalitica, empleando mecanismos cataliticos similares. La
principal diferencia son las condiciones en que se desempeflan, ya que las
extremoenzimas se definen por su inherente estabilidad en condiciones especiales o

extremas (Chadha & Patel, 2008).

Actualmente la industria de extremoenzimas es vista con mucho interés y se ha
convertido en una interesante fuente de inversion de capital. Por ejemplo, la industria de
los detergentes se ha beneficiado con el desarrollo de proteasas y peptidasas capaces de
actuar a baja temperatura y a pH elevado (Horikoshi, 1999). Diversas ADN-polimerasas
termoestables, como las extraidas de Thermus aquaticus o Pyrococcus furiosus, hacen posible
las reacciones de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa por sus siglas en inglés) en
ensayos de biologia molecular (Chien e7 /., 1976; Lundberg ¢ al., 1991). Criopreservantes
y proteinas anticongelantes son empleados para preservacion de tejidos y organos
(Rothchild & Mancinelli, 2001). Ademas, una enzima proveniente de Pyrococcus furiosus es

muy utilizada en el reciclaje de neumaticos (Bredberg e al., 2001).

Por ejemplo, en el afio 2004 se secuencié el genoma completo del hipertermofilo
halotolerante Thermus thermophilus, debido al alto potencial que ofrecen las proteinas
termoestables que se puedan extraer de éste, debido a que resultan indispensables para el

desarrollo de numerosos procesos industriales (Henne ez a/., 2004).

Los organismos extremofilos también poseen aplicaciones alternativas que no involucran
la extraccion de enzimas. Por ejemplo el uso de algas unicelulares como herramienta para

medir la contaminacién por minerfa acida. Estas algas fungen como indicadores de



diversidad y abundancia de contaminantes ya que, al igual que otros indicadores
biolégicos, la distribucion y densidad de sus poblaciones se altera tras la presencia de
determinadas concentraciones de compuestos contaminantes. Asimismo, este tipo de
organismos también pueden ser utilizados como remediadores, al ser capaces de
disminuir el efecto nocivo de contaminantes mediante hidrolisis, precipitacion, adsorcion

y bioacumulacién (Das e al., 2009).

EXTREMOFILOS Y AMBIENTES EXTREMOS ACIDOS

La acidez se define como la abundancia de iones de hidrégeno de una solucién acuosa.
Esta se expresa mediante una funcién logaritmica en términos de pH en una escala
donde 7 es neutro. Por tanto un cambio en una unidad de pH representa un cambio de

10 veces la concentracién de iones de hidrégeno (Brown ez a/., 2011).

Los procesos biolégicos considerados normales ocurren en un rango de pH cercano a la
neutralidad, donde la mayoria de procesos bioquimicos se desarrollan de manera 6ptima.
Una alteracion en la concentracion de iones hidrégeno tiene un efecto inmediato en la

actividad y en la capacidad de los organismos de desarrollarse (Le Romancer ef al., 2000).

En el mundo existen numerosos ambientes acidos y extremadamente acidos, ya sean de
origen natural o consecuencia de acciones del ser humano. Un ejemplo de un ambiente
acido de origen natural son los bosques lluviosos. En ellos la lixiviacién de compuestos
como el acido fumico y fulvico, provenientes de materia organica en descomposicion,
dan origen a ambientes con niveles de pH extremadamente bajos (Novis & Harding,

2007).

La actividad geotérmica es otra fuente importante de acidez. Sitios como pailas de barro,
géiseres y fumarolas se caracterizan por la abundancia de compuestos derivados del
azufre, que al ser expuestos al agua y al oxigeno forman acido sulfurico. Esto disminuye

el nivel de pH de forma significativa, lo que limita la diversidad biolégica de los
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ambientes volcanicos. Otros factores como la alta concentraciéon de metales pesados y la
presencia de especies reactivas del oxigeno, como perdxidos, incrementan la toxicidad de
estos entornos y disminuyen la diversidad biolégica que habita en ellos (Collier ez af,

1990).

Respecto a los ambientes acidos artificiales, las aguas residuales producto de la minerfa,
uno de los problemas ambientales mas persistentes de las regiones mineras en todo el
mundo (Druschel ez a/., 2009; Ledin & Pedersen, 1996), suelen alcanzar niveles de pH
extremadamente bajos. Al contacto con el oxigeno, los minerales disueltos provenientes
de los estratos rocosos generan acidos derivados del azufre y del hierro, que son
trasladados junto con el agua hasta los cauces receptores. Estos también sufren un

importante incremento de acidez (Prasanna e al., 2011).

En este tipo de ambientes la variedad de especies que se desarrollan es muy reducida,
limitandose solamente a los microorganismos acidéfilos o hiperacidéfilos. Estos son
aquellos capaces de desarrollarse a niveles de pH muy bajo o extremadamente bajo
(Kubicek ez al., 2007). Ejemplos de este tipo de organismos se encuentran en los tres
dominios de la vida: Archaea, Bacteria y Eukarya; aunque la mayoria son procariotas.

Estos pueden ser tanto fotétrofos como heterétrofos (Seckbach, 2000).

Un ejemplo de este tipo de organismos es el alga roja termoacidéfila Cyanidinm caldarium,
que sobrevive a temperaturas de hasta 57°C y un nivel de pH entre 0,0 y 3,5. Ademas
tolera acido sulfarico 1N (Allen, 1959) y es capaz de soportar una concentraciéon de hasta
10% de salinidad (Pinto ef al, 2004). El alga Dunaliella acidophila presenta desarrollo
optimo a pH 1,0 (Pick, 1999). Algunas cepas del protozoario acidofilo Euglena mutabilis
soportan pH de hasta 1,41 (Whitton & Diaz, 1981) y son capaces de tolerar altas
concentraciones de metales pesados, como Al, Ni, Fe y Cd (Olaveson & Nalewajko,
2000). Por otra parte, hiperacidofilos como Picrophilus oshimae y Picrophilus torridus son

capaces de crecer a pH de hasta -0,06 (Rothchild & Mancinelli, 2001).

El factor critico mas importante para el caracter acidofilo es la estabilidad de la
membrana citoplasmatica. Aunque el medio que rodea la célula disponga de un pH

extremadamente bajo, el citosol intracelular se mantiene cercano a la neutralidad. Para
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prevenir el ingreso de iones hidrégeno al interior de la célula, estos organismos han
desarrollado mecanismos de membrana como potentes bombas proténicas o
membranas poco permeables a protones. De lo contrario, si la membrana pierde su
estabilidad y se da un ingreso masivo de protones al interior de la célula, se produciran
dafios severos a los constituyentes internos como ADN, ATP y clorofila (Seckbach &

Oren, 2007).

TECNICAS APLICADAS AL ESTUDIO DE EXTREMOFILOS

El interés en organismos extremofilos se deriva principalmente de la estrecha relacion
que establecen con el medio en que se desarrollan. La capacidad de supervivencia de
estos procede de las adaptaciones evolutivas que han producido a lo largo del tiempo
para esas condiciones especificas del entorno. Por ello es importante considerar el
estudio de un microorganismo extremofilo en forma paralela al estudio del sitio en que

crece de forma natural (Hernandez, 2012; Sittenfeld ez a/., 2002).

El estudio de los microorganismos se ha abordado en las ultimas décadas mediante
cultivos celulares. Estos se basan en la recreacion de las condiciones ambientales en que
un microorganismo mostrarfa desarrollo 6ptimo, aportando los elementos fisicos y
quimicos necesarios para su crecimiento y proliferacion. Una vez logradas estas
condiciones se afsla el microorganismo en un cultivo axénico y se estudian las
propiedades de interés (Kaeberlein ez a/., 2002). Este procedimiento se dificulta cuando
no se conoce la totalidad de factores necesarios para que un organismo crezca o cuando
es muy dificil recrear el entorno natural de éste. Por ejemplo Euglena gracilis var. bacillaris,
al crecer en medio de cultivo a temperatura elevada, tras 10 divisiones en la luz se torna
susceptible al blanqueamiento o pérdida irreversible de cloroplastos. (Uzzo & Lyman,
1969). Aunque se cree que la desestabilizacién térmica de determinados tipos de
chaperoninas puede estar asociada a este fendémeno, la razén principal todavia se
desconoce. Debido a este fendmeno el establecimiento de cultivos se ve intensamente

limitado, asi como la cantidad y calidad de informacién que se pueda extraer de ellos. Por
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ejemplo, al verse alterada la morfologia del organismo aislado se imposibilita la

realizacion de estudios acerca del mecanismo de fotosintesis (Geary ez al., 1999).

Por las razones mencionadas anteriormente, al realizar estudios de diversidad en sistemas
ecolégicos microbianos, las técnicas moleculares han mostrado un auge sostenido en los
ultimos afios. Los cultivos, aunque aportan gran cantidad de informaciéon morfoldgica y
fisiolégica de los microorganismos, dificilmente proveeran informacion relevante acerca
de las relaciones evolutivas entre las especies y cepas que conforman un ecosistema
determinado. Ademas, la caracteristica extremofila de ciertos microorganismos limita aun
mas el desarrollo de sistemas de cultivo, lo que conlleva a subestimar la diversidad
microbiolégica de los ambientes en que estos se desarrollan. Esto explica que se estime
que solo se haya logrado cultivar el 1% de la totalidad de especies observables en la

naturaleza (Hugenholtz ¢ a/., 1998).

Las técnicas moleculares o técnicas independientes de cultivo se basan en el aislamiento
directo del ADN genémico. Asi los estudios se reducen al analisis y comparacion de las
secuencias nucleotidicas, lo cual evita las limitaciones inherentes de los sistemas de
cultivo. Aunado a esto, la necesidad de los cultivos también se reduce, ya que es posible
clonar el ADN de organismos extremofilos en organismos facilmente cultivables

(Hernandez, 2012).

ANALISIS FILOGENETICO DE ESPECIES

La filogenia es la determinacién de la historia evolutiva de organismos, que inicidé en
1859 con la publicacién de “El origen de la especies” por Charles Darwin. Esta se
encarga de clasificar a los diferentes organismos de acuerdo con las relaciones de
proximidad evolutiva, mediante el uso de caracteres morfolégicos, fisiolégicos y
moleculares. En las ultimas décadas, con el desarrollo de la biologia molecular, se ha

intensificado el uso de los métodos cladisticos que definen las relaciones filogenéticas
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analizando cambios nucleotidicos en posiciones especificas de una secuencia (Phillips,

2000).

La filogenia moderna ha sido posible gracias al desarrollo de herramientas y técnicas que
han permitido manipular y analizar con detalle las secuencias de ADN: enzimas de
restriccién, PCR, electroforesis, sondas de hibridacion, secuenciacion de ADN, etc.

Klug et al., 2000).

Para el desarrollo de un analisis filogenético que emplee secuencias de ADN es necesario
el uso intensivo de la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa. Esta técnica utiliza
oligonucledtidos disefiados con una secuencia especifica, proveniente de una muestra de
ADN genémico purificado de una cepa especifica en estudio. Estos oligonucleétidos
actian como cebadores, por lo que se unen a los extremos de un gen determinado, y
permiten a una ADN polimerasa acoplarse al gen. Esta enzima se encargara de duplicar
la secuencia de interés, al incorporar desoxinucleétidos trifosfato a la cadena madre,
formando una cadena complementaria idéntica a la anterior. Con ello la secuencia de
ADN se replica de forma exponencial y se obtiene una solucién de ADN con alta
concentracion y pureza. Luego se visualiza el producto por electroforesis en gel de
agarosa (Madigan ez a/., 2009). Finalmente se secuencia el gen de forma automatizada.

Para ello usualmente se emplean los mismos oligonucleétidos utilizados en la PCR.

Una vez que se obtiene la secuencia de un gen, el siguiente paso para desarrollar una
filogenia es alinearla con la secuencia de genes homodlogos de otras especies. Con ello se
pueden identificar las diferencias y obtener informacién filogenética significativa que
permita plantear una hipétesis sobre coémo han divergido las secuencias a partir de una

unica secuencia ancestral (Madigan ez al., 2009).

A partir del alineamiento de estas secuencias se construye un arbol filogenético que
ilustra las relaciones entre las secuencias de los organismos. Este se compone por ramas
y nodos. Las ramas representan las distintas cepas de las especies existentes en la
actualidad. Los nodos representan los ancestros comunes de distintos organismos, asi
como los puntos en el curso de la evolucion donde se produjo la divergencia del

ancestro en dos nuevas entidades. Posteriormente, estas nuevas entidades comenzaron a
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acumular diferencias de forma independiente en el transcurso de su evoluciéon. La

longitud de cada rama corresponde al nimero de cambios (Klug ez 2/, 2000).

Existen muchos criterios para el disefio de los arboles filogenéticos. Uno de los primeros
métodos cladisticos que surgieron es el analisis de parsimonia. Este se encuentra basado
en el supuesto de que la evolucién probablemente haya progresado por la via que
implique el menor nimero de cambios, por lo que los arboles se construyen de modo
que se incluya el numero minimo de cambios de caracteres. Sin embargo, analisis
posteriores revelaron otros caminos mas probables, los cuales dieron origen a nuevos
modelos evolutivos, como el analisis de unién de vecinos (neighbor joining) y probabilidad

maxima (maximum likelibood) (Saitou & Nei, 1987; Spiess, 1987).

ARN RIBOSOMAL 18§

El ARN ribosomal (ARNr) es un tipo de 4acido ribonucleico no codificante que se
constituye como un componente principal y permanente de los ribosomas. Cada
ribosoma se descompone en dos subunidades, denominadas subunidad grande y

subunidad pequena. Cada una posee diferentes tipos de ARNr (Klug ez a/., 20006).

El ARNr 18S es un componente basico exclusivo de la subunidad pequefia de los
ribosomas de células eucariotas. Se denomina 18S ya que este numero corresponde a su

coeficiente de centrifugacion en unidades Svedberg (Klug ez 4/, 2000).

Los genes que se transcriben en este ARN se conocen como ADN ribosomal 18S,
abreviado a ADNr 18S. La secuencia de este componente genético es ampliamente
utilizada en diversos estudios filogenéticos cuyo fin es la elucidacién del arbol evolutivo

de los organismos (Olsen & Woese, 1993).

Aunque se pueden establecer relaciones evolutivas basicamente con cualquier secuencia
del genoma de un organismo, el uso de ADNr presenta numerosas ventajas sobre otras

secuencias o regiones del ADN. Por ejemplo, los genes de ADNr 18§ son universales
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para todos los organismos eucariotas y presentan una velocidad evolutiva muy baja, lo
que hace posible dilucidar las divergencias mas antiguas. Por otra parte, las regiones que
flanquean la secuencia de ADNr 18§ se encuentran muy conservadas en los distintos
organismos, lo que permite el uso de cebadores universales. Ademas, cabe resaltar que
estas secuencias se encuentran repetidas una gran cantidad de veces en el genoma, lo que
facilita la extraccion, amplificacion y secuenciacion del material genético (Fayet-Lebaron
et al., 2009). Es por ello que desde sus inicios el analisis filogenético de ADNr 18S
contribuyé de forma importante a la comprension de la evoluciéon temprana de los

eucariotas, particularmente de los protistas fotosintéticos (Pawlowski e al., 1994).

EL GENERO EUGILENA

El género Euglena, del filo Euglenophyta, constituye un vasto grupo de microorganismos
unicelulares de vida libre, que suelen habitar ambientes acuaticos con abundancia de
materia organica. Se han descrito mas de 800 especies pertenecientes a este género (John

et al., 2002).

Los organismos pertenecientes a este género se caracterizan por su forma alargada,
ovoide o cilindrica. Presentan un nucleo conspicuo con cromosomas y nucléolo
permanentemente condensados, ademas de cloroplastos pigmentados o incoloros en
forma de lente. También poseen granulos rojos, aparatos de Golgi complejos, vacuolas

contractiles y un estigma o mancha ocular (van der Hoek ¢f a/., 1995).

Muchas especies poseen capacidad de movimiento, y presentan una envoltura debajo de
la membrana celular constituida por una pelicula superficial flexible compuesta por
bandas proteicas dispuestas sobre microtubulos conocidas como mionemas (Vismara ez
al., 2000). Este movimiento se denomina movimiento euglenoide o metabolia y consiste
en la expansion y contraccion del cuerpo celular que provoca una drastica translocacion

de las organelas a lo largo de la célula y una alteracién de la forma global. Muchas
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especies también disponen de estructuras flagelares para su locomocion (Sanchez ef al.,

2004).

La nutricién de estos seres se da tanto por fotosintesis como por asimilacion heterétrofa
oxidativa. La mayorfa utilizan ambos mecanismos como fuente de carbono y energfa, de

forma intercambiable y equivalente (Colman & Balkos, 2005).

EL GENERO EUGLENA EN AMBIENTES EXTREMOS ACIDOS

Los organismos del género Euglena se caracterizan por una alta capacidad de adaptacion
a diversos ambientes. Son capaces de desarrollarse en rangos muy variados de
temperatura, que oscilan desde 1°C hasta 38°C; asi como en diversos niveles de pH,
desde 0,9 hasta cerca de 11. Ademas, poseen la capacidad de formar quistes como forma

de resistencia ante condiciones ambientales adversas (Hindak ez a/., 2000).

Muchas especies de este género han sido consistentemente reportadas no sélo como
habitantes de ambientes acidos con altas concentraciones de metales, sino como especies

dominantes de estos ambientes, con notables ventajas competitivas (Prasanna ez a/,

2011).

Algunas cepas de Euglena sp. poseen proteinas especializadas en su membrana, que les
permiten expulsar o transformar los compuestos toxicos que hacen contacto con la
superficie de la célula. Gracias a esto son capaces de resistir altas concentraciones de
sulfatos (<4,9g/1) (Casiot et al, 2003). Estas también son capaces de soportar altas
concentraciones de hierro (<1,7g/1), mediante la formacién, acumulacién y oxidacién de
microcristales de lepidocrita, un mineral formado quimicamente por hidréxido de hierro
(Mann e al, 1987). Estos organismos son incluso capaces de resistir altas
concentraciones de arsénico inorganico (<0,35g/1), al modificar su toxicidad y movilidad
mediante la produccién de especies de metilarsénico, mucho menos toéxicas que el

arsénico inorganico (Casiot e al., 2003; Hasegawa ez al., 2001; LeBlanc, 1990).
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IMPORTANCIA DEL GENERO EUGLENA

Desde hace varias décadas, el ser humano ha aprovechado las utilidades que los

organismos del género Exuglena son capaces de aportar.

Las propiedades para colonizar y desarrollarse en ambientes acidos convierten a las
diferentes especies de Ewglena en buenos indicadores bioldgicos. Esto debido a que su
presencia o ausencia, abundancia y distribucién revelan caracteristicas propias del
entorno. Por ejemplo, en regiones contaminadas con drenajes acidos provenientes de
minerfa, la distribucion espacial de E. mutabilis puede servir para evaluar
cuantitativamente las mejoras en la calidad del agua a lo largo del canal receptor (Valente

& Gomes, 2007).

Los euglénidos de este género también exhiben propiedades remediadoras, al intervenir
mediante procesos de biomineralizacién, bioacumulacién y precipitacion de minerales
que les permiten controlar la acidez y la concentraciéon de minerales de su entorno, lo
que puede llevar a la atenuacion de los efectos nocivos de ambientes contaminados con

drenajes acidos de mineria (Lawrence ¢ al., 1998).

TAXONOMIA Y RELACIONES EVOLUTIVAS DE LOS EUGLENIDOS

La descripcion historica de lo que hoy se conoce como el género Euglena comenzoé desde
1674, cuando el cientifico neerlandés Anton Van Leeuwenhoek describié por primera
vez lo que hoy se cree corresponde a Euglena viridis. Posteriormente, en la década de
1830, el microscopista aleman Christian Gottfried Ehrenberg establecié el género

Euglena y describid las primeras especies (Buetow, 2005).

La clasificacion de los euglénidos ha significado un reto desde hace mas de dos siglos, ya
que la taxonomia basada en caracteristicas morfolégicas ha resultado muy variable y

consecuentemente insuficiente para un género tan vasto y diverso (Triemer ef al., 2000).
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Muchos euglenoides fueron descritos y asignados a este género, el cual crecié con gran
variedad de formas taxondmicas: fotosintéticos, osmotréficos, fusiformes, ovoides,
rigidos, etc. Esto condujo al desarrollo de nuevos géneros como Phacus, Lepocinclis,
Astasia 'y Kbawkiniea, basados estrictamente en caracteristicas morfoldgicas. Los
euglénidos fueron agrupandose y reagrupandose de acuerdo con la presencia o ausencia

de alguna caracteristica en particular (Shin & Triemer, 2004).

Durante los ultimos afios, tecnologias como la microscopia electrénica han permitido
recopilar mucha informacién morfolégica. Sin embargo, la era moderna de la filogenia
comenz6 con el desarrollo de técnicas de analisis molecular. Esto permitié el comienzo
de las primeras filogenias moleculares de euglenoides, la mayoria basadas en estudios de
ARN ribosomal 16S de cloroplasto y 18S. Gracias a esto, los taxones pasaron de cuatro a
mas de 100. Los estudios concuerdan en que las lineas fagotréficas y osmotréficas son

basales a las lineas fotosintéticas (Triemer ¢ al., 2000).

Mediante la nueva filogenética molecular, muchos de los géneros monofiléticos
anteriormente erigidos se han ido derrumbando y las especies que contenian han ido
retornando al género Euglena, considerado ahora un género parafilético. Por ejemplo, los
antiguos géneros Phacus, Lepocinclis, Astasia y Kbhawkiniea ya han sido desintegrados

(Linton et al., 2000).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estimar el parentesco entre Euglena pailasensis, Englena mutabilis CPCC293 y una euglena
encontrada en un riachuelo acido del Parque Nacional Volcan Rincén de la Vieja

comparando secuencias provenientes del gen de ARNr 188S.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener ADN gendémico de buena calidad a partir de las tres cepas de Euglena en

estudio.

2. Amplificar mediante PCR y obtener secuencias provenientes del gen de ARN

ribosomal 18S.

3. Alinear las secuencias y construir filogramas que agrupen las cepas segin su

parentesco.
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MATERIALES Y METODOS

Origen de las cepas: Las tres cepas de Euglena sp. utilizadas en este trabajo se
encontraban cultivadas previamente en el CIBCM. Euglena pailasensis tue recolectada
entre 1998 y 2000 en el area de Pailas de Barro en el Parque Nacional Volcan Rincon de
la Vieja (Sittenfeld ez al., 2002). E. mutabilis CPCC293 fue adquirida a través del CPCC
(Canadian Phycological Culture Centre) y habia sido obtenida a partir de un muestreo
realizado por M. Olaveson en 1980 (CPCC, 2011) en una planta de acido sulfurico en el
Rio Serpiente, Ontario, Canada. La cepa Euglena sp. de Pailas Frias fue recolectada en el
afio 2010 en un riachuelo acido del sector Santa Marfa, también del Parque Nacional

Volcan Rincén de la Vieja (Hernandez, 2012).

Extraccion de ADN: Se extrajo el material genético de cada una de las tres cepas
mediante una adaptaciéon del método de Porebski ez a/ (1997): de cada cultivo se
tomaron aproximadamente 50 pl. de biomasa y se suspendieron en 450 pl. de agua
desionizada. Se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 min. Se descart6 el sobrenadante y
se realizaron dos lavados con 500 uL de agua desionizada, mas un lavado con 500 pl. de
TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7.,5). Para cada lavado se centrifugé a 500 rpm
durante 2,5 min y se descarté el sobrenadante. Las células se suspendieron en 150 pL de
TE y 28,7 uL de buffer CTAB 2X (CTAB 2%, NaCl 1,4 M, Tric-HCI 100 mM, EDTA 20
mM, pH 8,0). Se agregaron 10 uL. de solucion de proteinasa K (21,4 mg/ml., Fermentas)
y se incubd a 37°C durante 30 min. Se agregd SDS para una concentracién final de 2%
m/v y mercaptoetanol para una concentracién final de 1% v/v. Se incub6 a 60°C
durante 1,5 horas. Se realizdé una extraccién con un volumen de fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico (25:24:1) y dos extracciones con un volumen de cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1). Para cada extracciéon se homogenizé y se centrifugd a 13200 rpm. Se
precipité el ADN con 0,1 volumenes de acetato de sodio 3 M y 2 volimenes de etanol
(95%) a —20°C. Se centrifugd a 13200 rpm durante 30 min. Tras la centrifugacién se
decant6 el sobrenadante y se realizaron dos lavados con etanol (70%) frio. Se agito y se

centrifugd a 13200 rpm durante 5 min. El etanol se retir6 con una micropipeta y el
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remanente se evapor6 a 70°C. EI ADN fue disuelto en 40 pl. de TE. Se agregé 0,8 uL. de
solucién de ARNasa (1 mg/mL) y se incub6 a temperatura ambiente durante toda la

noche.

Se evidenci6 la presencia de ADN y se determiné su tamafo aproximado mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% con DN.A Ladder 1KB (Promega) como marcador
de peso molecular. Los resultados se visualizaron mediante tinciéon con GelRed

(Biotium) y observaciéon en un transiluminador de luz ultravioleta.

Amplificacién del ADNr 18S: Segmentos de los genes ADNr 18S fueron amplificados
mediante la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando los

imprimadores 1F(A) y 2280R (Anexo 1).

Se utilizaron mezclas de reacciéon de 50 puL. compuestas por Buffer Pfu 1X (Fermentas),
1,25 U de Pfu ADN polimerasa (Fermentas), 200 uM de cada dNTP (Fermentas), 0,4 uM
de cada imprimador (Invitrogen) y 3,0 uL. de ADN blanco. Las reacciones se incubaron
en un termociclador Veriti (Applied Biosystems). Se inicié con 3 min a 95°C, seguido
por 30 ciclos de 30 s a 95°C, 30 s a 57°C y 2 min a 72°C, y un paso final de 10 min a
72°C. Se confirmé la presencia de productos de PCR mediante electroforesis en gel. El
ADN amplificado se purifico con el QLAguick PCR  Purification Kit (Qiagen) y se
cuantific6 mediante electroforesis en gel y con un espectrofotometro Nanodrop 2000c
(Thermo Scientific). Las electroforesis se realizaron en agarosa al 1%, utilizando Mass
Ruter DNA Ladder Mix (Fermentas) como marcador de peso molecular y como patrén
de cuantificaciéon de ADN, y los resultados se visualizaron mediante tincién con GelRed

(Biotium) y observacién en un transiluminador de luz ultravioleta.

Secuenciacién: Los productos de PCR purificados y cuantificados de cada una de las
cepas fueron secuenciados utilizando el kit de secuenciacion BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing (Applied Biosystems) de acuerdo con la siguiente receta: 40 ng de ADN,
0,17 uM del imprimador correspondiente, Sequencing Buffer 1X, 4 pL. del reactivo BigDye
Terminator v3.1 y agua hasta completar 20 pL. Los imprimadores empleados fueron los
siguientes: 18S-3’, 18S-5’, 1F(A), 467F, 557R, 653R, 1141F, 1292R, 1677R y 2280R

(Anexo 1). La direcciéon y posicion de cada uno de los imprimadores utilizados asegurd la
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obtencién de zonas traslapantes y duplicados para varias regiones, como se observa en el
esquema de secuenciacion (Anexo 2). Para la lectura de las secuencias se utiliz6 un

secuenciador automatico Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems).

Alineamiento de secuencias: Las secuencias obtenidas fueron ensambladas, revisadas
y corregidas con el software BioEdit Sequence Alignment Editor v7.1.3.0 (Hall, 1999). Cada
una de las secuencias ensambladas fue comparada con las bases de datos del 1nzernational
Nucleotide Sequence Database Collaboration (INSDC) con el uso de la herramienta Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) (Altshul ez @/, 1997). Ademas, se buscaron secuencias
provenientes de las especies Euglena deses, Euglena gracilis, Euglena viridis y Eutreptiella sp.,
esta ultima para utilizarla como grupo externo. Las secuencias obtenidas, en conjunto
con aquellas con alto grado de parentesco, fueron alineadas con el programa
CLUSTALX2 (Larkin ez al, 2007). Para ello se utilizé6 una penalizaciéon de 8 para la
apertura de nuevos gaps y una penalizacion de 4 para la extension de los gaps existentes.
Posteriormente se recortaron los extremos de algunas secuencias para homogenizar sus

longitudes en el alineamiento.

Construccion de arboles filogenéticos: Se construyeron filogramas a partir del
alineamiento con los paquetes informaticos PHYLIP v3.69 (Felsentein, 1989) y MEGA
(Tamura ¢ al., 2011). Se asumi6 una tasa de transicion/transversion de 2,0 y se utilizaron
dos métodos: el método de unién de vecinos (mezghbor-joining) (Saitou & Nei, 1987)
aplicando el modelo de dos parametros de Kimura (Kimura, 1980) y el de probabilidad
maxima (maximum likelibood). La robustez y confiabilidad de las topologias inferidas fue

determinada a partir de 1000 seudorréplicas del alineamiento.
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RESULTADOS

Extraccion de ADN: Se obtuvo ADN de alto peso molecular (>10 000pb) con minima
degradacion. No se observé un barrido significativo por debajo de la banda principal que

evidenciara fragmentacion del ADN (Fig. 1).

Figura 1. Visualizacién del gel de agarosa de la extraccién de ADN. (1KB) Marcador de peso
moleculat DNA Ladder 1KB (Promega). (EP) Euglena pailasensis. (PF) Euglena sp. de Pailas
Frias. (93) Euglena mutabilis CPCC293.

Amplificacién de ADNr 18S: Las reacciones de PCR generaron un producto que, al
realizar la comparacién con el marcador de peso molecular, mostré un tamafio de
aproximadamente 3000 pares de bases para las tres muestras. Después de purificar los
productos de la PCR se estimd, utilizado el marcador de peso molecular como
referencia, la concentracién de ADN en 20 ng/ul para E. pailasensis y en 10 ng/ul para
Euglena sp. de Pailas Frias y para E. mutabilis CPCC293 (Fig. 2).

La cuantificacion del producto amplificado y purificado, realizada mediante
espectrofotometria, mostré concentraciones de ADN concordantes con las estimadas

mediante electroforesis. Por otra, parte las razones 260/280 y 260/230 para las tres
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cepas tuvieron un valor cercano a 2, lo que indica alta pureza en las soluciones de ADN

(NanoDrop Technologies, 2007) (Cuadro 2).

Figura 2. Visualizacién del gel de agarosa de los productos de PCR purificados. (MM)
Marcador de peso molecular MassRuler DNA Ladder Mix (Fermentas). (EP) Euglena
pailasensis. (PF) Euglena sp. de Pailas Frias. (93) Euglena mutabilis CPCC293.

Cuadro 2. Resultados Nanodrop para tres productos de PCR purificados.

[ADN] Razo6n Razo6n
Muestra A260 A280
(ng/nL) 260/280 260/230
Blanco 0,5 0,01 0,005 2,03 0,66
Euglena pailasensis 16,9 0,339 0,169 2,01 2
Euglena sp. de Pailas Frias 11,8 0,236 0,118 2 1,99
E. mutabilis CPCC293 10,1 0,203 0,102 1,98 2,09
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Secuenciacién: Se obtuvo una secuencia de 2397 pb para E. pailasensis, una de 2389 pb
para Euglena sp. de Pailas Frias y una secuencia de 2463 pb para E. mutabilis CPCC293

(Anexos 3, 4y 5). En los tres casos se logrd abarcar gran parte del gen.

Analisis de secuencias: Las secuencias provenientes de organismos aislados del Parque
Nacional Volcan Rincén de la Vieja presentaron un alto porcentaje de identidad entre
ellas. El alineamiento mostr6é una identidad del 100,00% entre las cepas E. pailasensis y
Euglena sp. de Pailas Frias. Estas secuencias, con respecto a Ewglena sp. CRRAV (secuencia
de E. pailasensis que habifa sido depositada previamente en GenBank en 2002 por
Sittenfeld ez al.), presentaron una identidad del 99,4%, con diferencias en 12 nucleétidos,

del total de 2418 nucle6tidos que conforman la longitud del alineamiento.

En comparaciéon con E. pailasensis y Euglena sp. de Pailas Frias; Euglena sp. CRRAV
presenté delecciones (Fig. 3a), inserciones (Fig. 3b) y transiciones puntuales (Fig. 3c).
Ademas, se observé una insercion de tres nucledtidos en la posicion 909 del

alineamiento realizado (Fig. 3d).
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Euglena pailasensis
Pailas Frias
Euglena sp. CRR4V

Euglena pailasensis
Pailas Frias
Euglena sp. CERRdV

b

Euglena pailasensis
Pailas Frias
Euglena sp. CRRAV

Euglena pailasensis
Pailas Frias
Euglena sp. CRR4V

d

Figura 3. Segmentos del alineamiento de E. pailasensis, Euglena sp. de Pailas Frias y Euglena sp.

CRRAV. (a) Deleccién puntual en Euglena sp. CRRAV en la posicién 113. (b) Inserciéon puntual

en Euglena sp. CRRAV en la posicion 286. (c) Transicion puntual en Euglena sp. CRRAV en la

posicién 1373, (d) Insercion de tres nucledtidos en Exuglena sp. CRRAV de la posicion 911 hasta

En la seleccion de las secuencias con mayor grado de parentesco para las tres cepas en

estudio, se escogieron los resultados que presentaran un valor E de 0,0. Esto arrojé 12

27



resultados en el BLAST idénticos tanto para E. pailasensis como para Euglena sp. de Pailas
Frias (Anexo 6). E1 BLAST realizado para E. mutabilis CPCC293 (Anexo 7) presentd los
mismos resultados, pero con diferentes puntuaciones y en diferente orden. No se utilizé
la secuencia del gen de ARNr 18S de la cepa E. mutabilis PM1 debido a que present6 un
tamafio muy corto. Por lo anterior se seleccionaron 10 de estas secuencias para el
alineamiento. Tampoco se utilizé la secuencia del gen de ARNr 18S de E. mutabilis cepa
SAG 1224-9a (A]J532404) debido a que es idéntica a la cepa E. mutabilis M1857
(AJ532403).

Entre las secuencias que mostraron un mayor grado de parentesco se observé que varias
pertenecen a organismos aislados originalmente de ambientes extremos acidos y
ambientes con altas concentraciones de metales pesados, como rios y lagos acidos o
drenajes acidos de minerfa. El origen del resto de las secuencias utilizadas no pudo ser

rastreado con claridad debido a la escasa informacion depositada en GenBank.

Para obtener secuencias provenientes de E. deses, E. gracilis, E. viridis y Eutreptiella sp. se
emple6 un algoritmo de MegaBLAST dicontinuo, especifico para cada una de las cuatro
especies, con criterios de busqueda flexibles (Anexo 8). MegaBLAST es un programa de
alineamiento de secuencias nucleotidicas que emplea un algoritmo muy efectivo para
secuencias de gran tamafio con diferencias minimas (Fassler & Cooper, 2011). De cada
MegaBLAST se seleccioné el primer resultado. Las secuencias seleccionadas de ADNr
18S de especies distintas a E. mutabilis mostraron un valor de identidad >80% con las

secuencias en estudio.

Se realiz6 el alineamiento con un total de 17 secuencias (Anexo 9). Para el alineamiento
con el programa ClustalX2, los parametros por defecto de alineamiento por pares y
alineamiento multiple no lograron producir un alineamiento 6ptimo. Este se definid
como aquel alineamiento que logre agrupar, en cada posicion, la mayor cantidad de
secuencias con un residuo idéntico. Las penalizaciones tanto para la apertura de nuevos
gaps como para la extensiéon de los existentes fueron muy altas (15 y 6,66

respectivamente). Para corregir este problema se redujeron las penalizaciones a 8 y 4
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respectivamente, con lo que el programa conté con mas libertad para acomodar los

residuos (Anexo 10).

Con el alineamiento se generé una matriz de identidad (Anexo 11) y se produjeron dos
arboles filogenéticos: uno de uniéon de vecinos (Fig. 4) y otro de probabilidad maxima
(Fig. 5). Ambos arboles presentaron topologias muy similares, con diferencias de
robustez y agrupacion de algunos nodos interiores. También presentaron diferencias en

cuanto a la longitud (cambios de nucleétido por posicion) de las ramas.

AY082988|Euglena_mutabilis
EUGLEMA MUTABILIS CPCC233
[ ELI090196|Euglena_mutabilis_ELC
100 AY029278|Euglena_sp. CRRdv
ﬂ(EUGLENA_PAILASENSIS
PAILAS_FRIAS
AF096992|Euglena_mutabilis
AY523038|Euglena_mutabilis_Mew
AJ532405|Euglena_mutabilis_SAG
HMZ213850|Euglena_mutabilis_ACO
01 AJ532403|Euglena_mutabilis_M18
AJE32402|Euglena_mutabilis_ SAG
100" AJ532401|Euglena_mutabilis_M41
53 AJ532426|Euglena_gracilis_SAG
83 _{ AF112872|Euglena_viridis
AJ532408|Euglena_deses_var_in
AJB32398|Eutreptiella

a0

100

(==

43

0.05

Figura 4. Filograma de unién de vecinos (nezghbor joining), agrupando las secuencias parciales de
ADN ribosomal 18S de E. pailasensis, E. mutabilis CPCC293, Euglena sp. de Pailas Frias y las
secuencias de GenBank mas cercanas seguin los resultados de BLAST, cada una representada por

un numero de accesion, seguido por el nombre. Se utilizé el alga Eutreptiella pomquetensis como

29



grupo externo. Los numeros de cada nodo representan el porcentaje de seudorréplicas

concordantes y la escala representa el nimero estimado de cambios por posicion.

AY082988|Euglena mutabilis
EUGLENA MUTABILIS CPCC293
[EUUHD‘IEIElEugIena mutabilis ELC

100 AYD29278|Euglena sp. CRRdv
ﬂ’F‘AILAS FRIAS
EUGLENA PAILASENSIS

—— AY523038|Euglena mutabilis New
AF096992|Euglena mutabilis
5 | AJ532405|Euglena mutabilis SAG
o HM213850/Euglena mutabilis ACO
AJ532403|Euglena mutabilis M18
41(, AJ532402|Euglena mutabilis SAG
100 ' AJ532401|Euglena mutabilis M4
55 AJ532426|Euglena gracilis SAG
84 AF112872|Euglena viridis
AJ532408|Euglena deses var. in
AJ532398|Eutreptiella

100

100

g7

0.05

Figura 5. Filograma de probabilidad maxima (waximum likelibood), agrupando las secuencias
parciales de ADN ribosomal 18S de E. pailasensis, E. mutabilis CPCC293, Euglena sp. de Pailas
Frias y las secuencias de GenBank mas cercanas segun los resultados de BLAST, cada una
representada por un numero de accesién, seguido por el nombre. Se utiliz6 el alga Eutreptiella
pomquetensis como grupo externo. Los numeros de cada nodo representan el porcentaje de

seudorréplicas concordantes y la escala representa el nimero estimado de cambios por posicion.

Ambos arboles, provenientes de metodologias distintas, presentaron topologias casi

idénticas. La principal diferencia entre ambos es la ubicacién de la secuencia de E.
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mutabilis (AF096992). El arbol de unién de vecinos la coloca fuera del clado de E.
mutabilis formado por la cepa New Jersey (AY523038) y las cepas SAG 1224-9b
(AJ532405), SAG 1224-9d (A]532402), M415/4 (AJ532401), M1857 (A]532403) y ACOI
377 (HM213850). El arbol de probabilidad maxima lo coloca dentro de este clado. Esta
diferencia no afecta de forma directa la posiciéon taxonémica de las secuencias en
estudio, por lo que ambos arboles se tomaran como fiables y validos para el analisis
filogenético de estas cepas. Asimismo, sélo se profundizara en el arbol de probabilidad
maxima por ser hecho con base en un algoritmo mas robusto y ligeramente mas eficiente

que el de unién de vecinos (Tateno ef al., 1994).

Este arbol presentd una tricotomia, formada por dos divergencias principales y el grupo
externo: Eutreptiella pomquetensis. E1 primero de los nodos principales estuvo compuesto
por la divergencia de secuencias provenientes de E. mutabilis y E. pailasensis. Este
presentd gran robustez al mostrar 100% de seudorréplicas. Dentro de este mismo, se
presentaron dos clados secundarios. El primero de ellos (100% de seudorréplicas)
presentd una tricotomia que incorpora las secuencias de ADN ribosomal de E. mutabilis
CPCC293, Euglena mutabilis cepa ELC 1 (EU090196) v Euglena of. mutabilis (AY082988).
El segundo clado secundario (100% de seudorréplicas) a su vez se dividié en dos nodos
terciarios. Uno de ellos (100% de seudorréplicas) con las secuencias de E. pailasensis,
Euglena sp. de Pailas Frias y Euglena sp. CRRAV (AY029278). El resto de clados derivados
del segundo nodo terciario presentaron seudorréplicas con valores de entre 41 y 100%.

Sin embargo, todas pertenecen a secuencias aisladas de la misma especie (E. mutabilis).

El segundo de los nodos principales presenté un clado secundario (84% de
seudorréplicas) con E. deses (A]J532408) y uno terciario (55% de seudorréplicas) con E.
gracilis (A]5324206) y E. viridis (AF112872).
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DISCUSION DE RESULTADOS

Obtencién de ADN genémico y amplificacién

Los analisis filogenéticos modernos utilizan las secuencias de ADN como base para
establecer las relaciones evolutivas entre los seres vivos. Por ello, para realizar cualquier
analisis filogenético basado en biologfa molecular es imprescindible la extraccion de

ADN de buena calidad.

En el presente trabajo se realizé una extraccion inicial de ADN genémico. Este tiene un
peso superior a los 10 000 pb y contiene la mayor parte de la informacién genética,

incluyendo las secuencias de las que se transcriben los genes de ARN ribosomal 188S.

Como se muestra en los resultados, se obtuvo ADN de alto peso molecular (>10 000pb)
y con minima degradaciéon (Fig. 1). Esto demuestra que la adaptacion del método de

Porebski ef al. (1997) fue eficiente para extraer ADN genémico de buena calidad.

Mayor evidencia del éxito de la extraccion inicial de ADN gendmico se presentd con la
amplificacion por PCR. La electroforesis en gel de agarosa (Fig. 2) mostré la presencia
de una unica banda bien definida y con poco barrido para cada cepa. Esto revela la
correcta amplificaciéon de un unico segmento del ADN genémico total de la cepa. Por
otra parte, tanto la electroforesis en gel de agarosa como la espectrofotometria
mostraron congruencia en cuanto a tamafio y concentraciéon de los fragmentos

amplificados (Fig. 2 y Cuadro 2).

En cuanto al analisis espectrofotométrico, se evidenci6 alta pureza de los productos
amplificados. La razén 260/280 corresponde a un indicador de pureza en los
oligonucleétidos. Una razén inferior a 1,8 indica contaminacion por protefnas o fenoles.
Por otra parte, la razén 260/230 corresponde a una medida secundaria de pureza
(NanoDrop Technologies, 2007). Las tres cepas mostraron una relacién cercana o

superior a estos valores (Cuadro 2). Ademas, este analisis mostréd concentraciones
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suficientes para desarrollar la totalidad de reacciones de secuenciacién necesarias, con el

fin de abarcar la region de ADNr 18S amplificada.

La secuenciaciéon realizada generé electroferogramas legibles y traslapantes, que
permitieron ensamblar una secuencia completa y clara de los segmentos de los genes de
ARN ribosomal 18S amplificados para cada una de las cepas estudiadas. Estas secuencias
revelaron tamafios similares a los presentes en las bases de datos de GenBank, las cuales
oscilan alrededor de las 2500 pb. Con ello queda demostrado que se logré amplificar el
ADN genémico mediante PCR y que se logré obtener secuencias provenientes del gen

de ARN ribosomal 188, logrando abarcar la mayor parte del gen.

Alineamiento v analisis de las secuencias

El Parque Nacional Volcan Rincon de la Vieja comprende numerosos ambientes acidos
de origen geotérmico, que comprenden una enorme diversidad microbiolégica
(Hernandez, 2012). Profundizar en el estudio de los organismos acidéfilos que habitan
estos ambientes es de gran importancia y permitird el aporte de grandes recursos para
incrementar el conocimiento cientifico y de valiosas herramientas en el campo de la

biotecnologia.

En el pasado se demostr6 la presencia del organismo acidofilo E. pailasensis en este
parque nacional (Sittenfeld ez a/, 2002). Establecer la novedad de la cepa Euglena sp. de
Pailas Frias con base en los genes de ARN ribosomal 18S permitira definir un referente

para futuras pruebas con respecto a la diversidad de euglenoides presentes en la region.

Al comparar cada una de las secuencias obtenidas contra las bases de datos del GenBank
se present6 un primer indicio de la posibilidad de que E. pailasensis y Englena sp. de Pailas
Frias se traten de la misma especie. Los resultados obtenidos en ambas cepas mostraron
un conjunto idéntico de 12 secuencias con similitud significativa, que presentaron los
mismos porcentajes de identidad y valores E de 0,0 (Anexo 6). El valor E, o valor

esperado, representa el numero de alineamientos diferentes esperados con puntuaciones
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equivalentes o mejores que la secuencia obtenida en una bisqueda en la base de datos.

Entre menor el valor E, mas significativos la puntuacion y el alineamiento (NCBI, 2000).

Para ambas cepas, la secuencia con mayor similitud en las bases de datos correspondi6 a
la secuencia parcial de ADN ribosomal 18S de Ewglena sp. CRRAV; definida como
Euglena pailasensis (Sanchez et al., 2004; Sittenfeld ez a/l., 2002). Todas las demas secuencias
con valores E de 0,0 e identidad superior al 85% pertenecieron a secuencias provenientes

de distintas cepas de E. mutabilis.

El nombre E. pailasensis fue sugerido por Sittenfeld ez a/. (2002) con base en analisis
morfolégicos, fisiolégicos y moleculares que segin los autores mostraron suficiente
evidencia para clasificar esta cepa como una especie. Dentro de los ultimos se desarrolld
un analisis con el gen de ARN ribosomal 18S y otro con el gen de la proteina GAPDH.
Cabe resaltar que en estos estudios la caracterizacion filogenética con ARN ribosomal

18S no mostr6 una clara division a nivel de clado entre esta cepa y E. mutabilis.

E. pailasensis es una especie de morfologia similar a E. mutabilis: ambas se componen por
una dnica célula cuya membrana posee una pelicula proteica flexible formada por
mionemas. Carecen de pared celular y flagelos emergentes visibles al microscopio 6ptico.
Poseen movimiento generado mediante metabolia y se caracterizan por la presencia de
una mancha ocular roja. Ambas miden entre 30 - 45 um de longitud y 6-10 um de ancho
y presentan numerosos cloroplastos discoidales de color verde. En algunas cepas
presentan pirenoides atravesados por varios tilacoides (Hader & Melkonian, 1983;

Sanchez ez al., 2004).

La principal caracteristica distintiva de la cepa E. pailasensis es su capacidad demostrada
de crecer a temperaturas de 50°C, con una viabilidad confirmada de hasta 2 horas en su
ambiente natural. En segundo lugar, se tomé la ausencia de flagelo emergente como
propiedad caracteristica de esta cepa. Con ello se sugirié la posibilidad de una nueva

especie anteriormente desconocida.

A niveles morfolégico y fisiolégico, la capacidad de tolerancia a altas temperaturas

exhibida por E. pailasensis es la tnica propiedad que la separa de E. mutabilis, ya que ésta
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ultima también carece de flagelo emergente (Hider & Melkonian, 1983). Comprobar si la
termotolerancia es determinada genéticamente o si es producto de plasticidad inducida
por el ambiente es determinante para definir la confiabilidad de la resolucién tomada por

Sittenfeld y colaboradores (2002).

Al realizar la comparacion entre las secuencias provenientes de organismos aislados en el
Parque Nacional Volcan Rincén de la Vieja se observo que en efecto las secuencias
provenientes de E. pailasensis y Euglena sp. de Pailas Frias son idénticas. También se
observé un porcentaje de identidad muy alto de estas secuencias con Exglena sp. CRRAV;
con diferencias unicamente en el 0,51% de la secuencia (12 de 2418 nucleétidos). Las
diferencias puntuales entre las secuencias se atribuyen principalmente al tipo de ADN
polimerasa utilizado para secuenciar las regiones de ADNr 18S. El estudio realizado por
Sittenfeld e# al. (2002) utiliz6 Taq ADN polimerasa como polimerizador de ADN
durante la amplificacién, mientras que el estudio actual utiliz6 Pfu ADN polimerasa. A
pesar del gran uso dado a la enzima Taq ADN polimerasa, proveniente de la bacteria
termofila Thermus aquaticus, esta presenta una fidelidad de replicacion relativamente baja,
ya que carece de capacidad exonucleasa de correccion de 3° a 5 y posee un error
estimado de 1 en 9000 pares de bases (Tindall & Kunkel, 1988). Por otra parte, la
enzima Pfu ADN polimerasa, proveniente de la archaea Pyrococcus furiosus, si posee
capacidad de correccién y posee un error estimado de 1 en 1 300 000 pares de bases

(Lundberg ¢ al., 1991).

En Euglena sp. CRRAV se presenta una region de tres nucleétidos (CTG) ausente en las
otras dos secuencias (Fig. 3d). Se desconoce con exactitud la razén de esta diferencia; sin
embargo, es muy probable que se trate de un error de secuenciacion, ya que el resto de
secuencias utilizadas en el alineamiento tampoco presentaron esta regiéon o ninguna

similar.

Por esta razén se puede asegurar, con base en la comparaciéon de genes de ARN
ribosomal 18S, que las secuencias de E. pailasensis, Euglena sp. de Pailas Frias y Euglena sp.

CRRdAV pertenecen a la misma especie.
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Con respecto a la cepa E. mutabilis CPCC293, la comparaciéon con esta cepa ayudo a
determinar si en efecto E. pailasensis corresponde a una nueva especie como afirman
Sittenfeld e al. (2002), o si se trata de alguna variedad termotolerante desconocida de E.

mntabilis.

El alineamiento realizado utilizé un total de 17 secuencias, de las cuales 3 provienen del
ADN secuenciado de las cepas en estudio y 10 son el resultado del BLAST realizado
sobre estas primeras cepas. De las secuencias restantes, 3 son secuencias provenientes de
especies del género Euglena diferentes a E. mutabilis. La Gltima secuencia corresponde al

grupo externo.

Se selecciond E. deses ya que es una especie filogenéticamente muy emparentada con E.
mutabilis. Ambas han sido clasificadas en estudios anteriores como especies hermanas y
como miembros del mismo clado (Milanowski ez a/., 20006). Se seleccioné la especie E.
gracilis ya que anteriormente ha sido utilizada como guia para el alineamiento de
secuencias de euglénidos (Brosnan ez a/., 2003; Linton ez a/., 2000). Ademas la mayoria de
cebadores utilizados para amplificar y secuenciar el ADN en este trabajo fueron
disefiados originalmente para esta especie (Zakrys et al., 2002). E. viridis corresponde a la
cepa tipo del género Euglena (Shin & Triemer, 2004), por lo que se considerd importante

incluirla en el alineamiento.

Se selecciond una especie del género Eutreptiella como grupo externo ya que en estudios
anteriores se ha evidenciado la lejanfa con el género Euglena (Triemer et al., 2000).
Ademas, ha sido utilizado con éxito para definir las raices de arboles filogenéticos de este
género (Milanowski ez al., 20006; Sittenfeld ez al., 2002; Triemer e al., 20006). La secuencia

seleccionada del género Eutreptiella proviene de E. pomquetensis.

En este alineamiento es posible observar con claridad la presencia de diferentes regiones
conservadas y regiones variables entre los diferentes organismos (Anexo 10). Por
ejemplo, fue posible observar bloques completos idénticos en las secuencias
provenientes de las diferentes cepas de E. mutabilis. Ejemplo de ello es la secuencia
CATGAACGAACA, en la posiciéon 626 del alineamiento. Asimismo, se observaron

numerosos bloques idénticos para todas las secuencias, incluyendo el grupo externo.
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Estos se observan claramente en el alineamiento (Anexo 10), demarcados con un

asterisco en la parte superior.

Por otra parte se observaron secuencias exclusivas de un solo organismo, ausentes en
todos los demas. Por ejemplo, la secuencia GGTTCGCCGTCGGG en la posicion 1417
y la secuencia GTGGAGCATCCCCCCGTCCGCGGGAE en la posicion 2512, Ambas

se encuentran unicamente en E. deses (Anexo 10).

En especies que poseen una larga historia evolutiva, como las pertenecientes al género
Euglena, no existe un unico método ideal para analizar filogenia (Linton ez a/., 2000). Por
ello se realizaron tanto analisis de unién de vecinos como de probabilidad maxima.
Dentro del primer nodo del arbol de probabilidad méaxima (Fig. 5) se evidencia la
presencia de secuencias provenientes tanto de E. mutabilis como E. pailasensis, sin division
a nivel de clado. Esto concuerda con lo reportado por Sittenfeld es a/ (2002); sin
embargo, no se ofrece suficiente evidencia a nivel de ADNr 18S para asegurar que E.
pailasensis es una especie diferente de E. mutabilis. De tratarse de especies
filogenéticamente distintas habria una division visible entre las secuencias provenientes
de E. mutabilis y las procedentes de E. pailasensis, planteandose un ancestro comun para

ambos cercano a la raiz del arbol.

Por otra parte, se destaca la importancia de realizar una nueva revision de la taxonomia
de E. mutabilis, ya que dentro del clado respectivo hay mucha variabilidad en cuanto al
gen de ARN ribosomal 18S. Esto se evidencia dentro de la matriz de identidad (Anexo
11), que muestra porcentajes desde 98,8% (AY082988 y E. mutabilis CPCC293) hasta
74,0% (HM213850 y AY082988). Esto representa un porcentaje muy grande de
variabilidad para un solo género taxonémico, mas ain para una sola especie (Fawley ez

al., 2004).

Cabe recalcar que, a nivel de protistas, la increiblemente limitada informacioén genética
disponible impide delinear con exactitud las especies con base unicamente en su huella
genética (Caron et al., 2009; Fawley ez al., 2004). Por ello se evidencia la necesidad de

complementar los analisis moleculares con analisis morfolégicos y fisiologicos.
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En el arbol filogenético desarrollado, E. pailasensis se encuentra mas emparentada a
ciertas cepas de E. mutabilis (AF096992, AY523038, AJ532405, AJ532402, AJ532401,
AJ532403 y HM213850) que a otras cepas de E. mutabilis (AY082988, EU090196 y E.
mutabilis CPCC293).

En el estudio de Sittenfeld ez a/. (2002), el analisis filogenético compara la cepa Euglena
sp. CRRAV (AY029278) con numerosas secuencias de especies de distintos géneros, pero
s6lo una secuencia proveniente de E. mutabilis (AF096992); la cual fue empleada en el
presente analisis como parte del alineamiento y que muestra un porcentaje de identidad

del 88% con las secuencias de las cepas del Parque Nacional Volcan Rincén de la Vieja.

La mayorfa de las secuencias utilizadas en el alineamiento actual fueron incorporadas a
GenBank en fecha posterior a la publicaciéon del estudio realizado por Sittenfeld ez .
(2002). Es por ello que, a diferencia del analisis anterior, el presente trabajp provee una
mayor resolucién a nivel del clado al que pertenecen los euglenoides aislados en el
Parque Nacional Volcan Rincén de la Vieja. Con esto se logré observar con mayor

claridad la estrecha relacion que guardan E. pailasensis y E. mutabilis.

La cepa E. mutabilis CPCC293 se encontré muy emparentada con las cepas Euglena cf.
mutabilis (AY082988) y ELC 1 (EU090196). Entre ellas no presentaron variacién mayor a
4,1% (Fig. 5 y Anexo 11).Estas tres provienen de ambientes extremadamente acidos y
geograficamente distintos: el Rio Tinto en la Peninsula Ibérica (Euglena cf. mutabilis,
AY082988), el Lago Caviahue en la Patagonia (Euglena mutabilis cepa ELC 1, EU090196)
y el Rio Serpiente en Norteamérica (Euglena mutaiblis CPCC293). Con ello se puede
observar que estas cepas corresponden a una subespecie acidéfila diferente de E.

pailasensis.

Con respecto al segundo clado principal del filograma, se vio que E. deses guarda mayor
relacién con E. mutabilis que con E. gracilis y E. viridis, y por consecuente con las cepas de
Euglena aisladas del Parque Nacional Volcan Rincén de la Vieja. Esto concuerda con el
analisis realizado por Milanowski ef al. (2006), donde se muestran E. deses y E. mutabilis
como especies de un mismo clado tanto en un analisis de genes de ARNr 16S como en

un analisis de mayor precision que combina genes de ARNr 16S y 18S. En ese estudio
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también se realizé un analisis con el gen de ARNr 18S que muestra una incongruencia,
ya que emparenta a E. mutabilis con E. gracilis. La justificacién de esto se atribuye a la

rapida evolucion del ARNr 18S de E. mutabilis (Milanowski ez al., 2000).

La posicion relativa de E. viridis y E. gracilis también concuerda con el analisis realizado
por Milanowski ez a/. (20006), ya que se muestra al primero mas cercano a E. mutabilis que

el segundo.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

A partir de los cultivos desarrollados en el CIBCM fue posible la extracciéon de ADN de
buena calidad mediante una adaptaciéon del método de Porebski ez a/ (1997). EI ADN
extraido fue amplificado mediante PCR y secuenciado con éxito, lo que permitié obtener

gran parte de la secuencia nucleotidica del gen de ARN ribosomal 188S.

El alineamiento de las secuencias pareciera revelar que, de acuerdo con los genes de
ARN ribosomal 188, las cepas E. pailasensis, asi como Euglena sp. de Pailas Frias y Euglena

sp. CRRAV son probablemente la misma especie.

La construccion de filogramas a partir del alineamiento produjo un arbol de unién de
vecinos y un arbol de probabilidad maxima de topologia casi idéntica, con alto
porcentaje de robustez en todos los nodos importantes para esclarecer la relacion
filogenética entre las tres cepas de Euglena en estudio. Ademas no hubo incongruencia
con las filogenias desarrolladas en estudios anteriores para el género Euglena, lo que
indica fiabilidad de los analisis realizados. Ademas permitieron definir que E. mutabilis

CPCC293 corresponde a una subespecie acidofila diferente de E. pailasensis.

De acuerdo con estos arboles de genes de ARN ribosomal 18S, las cepas de Euglena sp.
aisladas del Parque Nacional Volcan Rincén de la Vieja pertenecen al clado de E.
mutabilis, y no hacen una clara distinciéon a nivel de especie. Basindose tnicamente en
este gen se podrian vislumbrar dos posibilidades: la primera es que la denominada
especie E. pailasensis no fuera una nueva especie, sino que se trate de una variedad
termotolerante de E. mutabilis. La segunda es que si se trate de distintas especies, pero

para ello serfa necesario redefinir taxonémicamente la especie E. mutabilis.

Lejos de desacreditar el estudio realizado por Sittenfeld ez a/ (2002), este analisis
pretende reforzar la clasificacion de los protistas del linaje de los Euglénidos aislados del
Parque Nacional Volcan Rincén de la Vieja. Con ello se busca brindar una visualizacion
de mayor resolucién dentro del arbol filogenético. Serfa imprudente pretender resolver la

filogenia de una especie basindose tnicamente en la informacién proporcionada por un
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solo gen. Asimismo, serfa igual de imprudente ignorar cualquier nueva informacién que
pretendiese dar luz a dreas oscuras en los diferentes campos de la ciencia, aunque su

naturaleza intrinseca advirtiese el derrumbe del trabajo de cientificos anteriores.

El éxito de la metodologia de extraccion de ADN permite recomendar su uso para el
desarrollo de futuras extracciones de ADN de cultivos de organismos acidéfilos del
Parque Nacional Volcan Rincén de la Vieja. Con ello se podra elaborar un protocolo
normalizado que facilite la investigaciéon cientifica de la diversidad microbioldgica en el

area.

Con respecto a la cepa Euglena sp. de Pailas Frias, se recomienda realizar pruebas de
termotolerancia y observaciones al microscopio electrénico. Esto con el fin de sentar
una base morfoldgica y fisiolégica que permita determinar de forma definitiva si esta

cepa y E. pailasensis son la misma especie.

Finalmente, ante la incertidumbre acerca de si E. pailasensis corresponde a una nueva
especie o una variedad termotolerante de E. mutabilis, se recomienda realizar un analisis
filogenético de mayor profundidad, empleando los genes de ARN ribosomal 16S de
cloroplasto y los genes parl y par2. Estos dos ultimos son genes que codifican para el
baston paraxonemal: una estructura proteica altamente organizada asociada a los flagelos
de los euglenoides y de funcién desconocida. Estos genes presentan fuerte diversidad
genética a nivel de taxén y se ha demostrado su concordancia con las filogenias
establecidas a partir de ARN ribosomal (Talke & Preisfeld, 2002). Se estima que con esto

se podra determinar de forma definitiva la identidad de la cepa en cuestion.
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ANEXO 1. SECUENCIAS NUCLEOTIDICAS DE LOS IMPRIMADORES

IMPRIMADOR SECUENCIA (5’ = 3)) REFERENCIA
Montegut-Felkner &
18S-3’ CGACGGGCGGTGTGTACAAGT
Triemer, 1997
Montegut-Felkner &
18S-5’ CAGTGGGTCTGTGAATGGCTCC
Triemer, 1997
1F(A) AACCTGGTTGATCCTGCCAGT Medlin ez al., 1988
467F AGGGTTCGATTCCGGAG Elwood et al., 1985
557R TTACCGCAGCTGCTGGC Zakrys et al., 2002
653R ACCAGACTTGCCCTCC Diez et al., 2001
1141F CAAACTTAAAGGAATTG Zakrys et al., 2002
1292R TCTAAGAATTTCACCTCTG Zakrys et al., 2002
1677R CGGCCATGCACCACC Cepicka et al., 2006

2280R

TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC

Medlin ez al., 1988

53




957R

1F
1292R
467F
653R
1677R
1141F
2280R

—_

ANEXO 2. ESQUEMA DE SECUENCIACION

467 557 653 1141 1%92 1677 2280

—_— o i
. : L ; ;

| | | i i

I B i

. : :

54



ANEXO 3. SECUENCIA NUCLEOTIDICA DE E. PAILASENSIS

>EUGLENA_PAILASENSIS

GCTGCAGAACCATAATGCTTCGTTCAAGGGCTAAGCCATGCAAGTGTCAGAGGACACTGACTCCAATA
GTTGATCTGTGAATGGCTCCTTAGACCAGTAACCATCGACGTGATAGATGTGTGTGGTACCAGCCTCT
CGCCTGAAGGTGCTCAGTTGGATATCTCTCAAAACCTGGTGGCTAATACACGATCAAGAGGTCAGCCA
TTGTTGCAAGGCAATGTGGCTCAAAGGATACATCTCCAGAGAAGGCGTCCCACTCCACACAGGCCTAG
TGTGGTGGACTGCAACCAGCTGGTGAACAAGACCAGTGCCCAGCAATGGGCAGCGTTGGCTCAGCGTT
GAACCAGGCTGGATCCCAATGGCGTATCATCGAAGGCAAGGGACAGTCAGCTCTGGCGTATGGTCTCT
GCTTGGTCTCGGCCAGGCAAGATCAATATCACTCGTGTGCTTGGGCTCAGCCCTCACTCAGCTTGATC
ATGCGAACTTCTGACCTATCAGCTCTGTGGTGATGTATTGGATCACTGTGGCCTCGACGGGTAACGGA
GAATGAGGGTCTGATTCCGGAGAGGGAGCCTCAGAGACGGCTACCACTGCTACGGTGGGCAGCAGGCA
CGCAAATTGCCCCATGAAAGAACACTCCATTGAGGCAGCAACGAACTGCAGCAACTGTGCATGACCTC
ACCGGTCGGTACAGCTTGGAATGGATGCAACCCAAACACAGTGATGAGTAGCCACTGGAGAGCAAGTC
TGGTGCCAGCAGTCGCGGTAATTCCAGCTCCAAGTGTGTATGCTGTCATTGCTGCTGTTAAAACGCTC
GTAGTCAGACCATGGGATGCAGGACCACTCAGTGTTGTGGACCCGGTTGTCTGGCTGCTGGCTGGGGC
AATCCCACCAGGGTCAGGCGCTGGACCATCCGCAGCTGGTTGGCCTGACGGTTCGCAAGGGGCCGTCA
TCCTGCTCCCACAGCTCAGGCCTCTGTCTGGGCCCTCGGGCCCTGGCAGAAGCCTGGATGGCATGATG
TGCTCTTGCTGTAAGTATCCTCTACTGGACCCTGAGGCGGTATTGCTCCCAACACTAGCCATTGGCAC
CGACGGTGGGTTCAGGCCCCGTGCCTGAAAGACCAGACCCACCTCATGCCAGCCATCGGAGTCTGCCA
TCGTTGTCACCCTGGTGAAAGCAGTGTGCTCCAAGCATCCAACCGTGTCCCTTCGGGGACTCCAAGTC
ATGGCTGAATGTGCAACCAGTGAATGCCAATCAAACGACCTCGTACGGCAATGCTTGTGCTGGTCTTG
AGGCCTACGAACGGGCAATGTGGCAGGGGGAACCATTCAGGAAGCTTGCTTCATGCGATGGGTCCTAG
ACCTTAGCTACTCGATCTCGGATGAGAGGCAGCCCGACGGGGTGAAGGGGACCTTAGTGTCAGAGGTG
AAATTCTTAGATCGCCATGAGACCAGCTGAGGCGAAGGCTCTTCTGTCTACTAGCCTGCCTCTCTCGA
TCAAGAATGGCAGTTTGGGGAGCCAAGATGATCAGACACCGTCGTAGTCCAGTGCCGTAAACGGTACC
ACCCGAGTCCTGTAGTTGATGCGCGCCTCCCATGGCTTCAGGAGTCACCCCCTGACCGAGAGAAATCC
CAAGCGGGTTCAGGGGGGAGTACCGCCGCAAGGCAGAAACTTAAAGGAATTGACGGAGTGGCACCACA
AGGCGTGGAGTATGCGGCTTAATTTGACTCAACGCGGGGAATGTTACCAGGCCAGGACATGGCAAGGA
TGGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATCCCGTGGACGGTGGTGCATGGCCGCTACTGATTGGTGGAGT
GATTTGTCTGGCTGATCCCGATAACGAGTGAGATCTCTGCTTCTGAATAGACTCTGGCTCGCATCTGT
AGGGCTGGAGCCAGTGAACAGCATCGGACCTGGCCCTGCCCTCGGGTGGGAATCTCCAACCGGTGGCT
GCCTGGCTCCCCCGAGAGCCAACAAGGAAGTCTTCTCTGAGGTGCTGCTTTACCGACAAGAAGGCTGA
GCATGCGAGAGGCAACAGCAGGTCTGTGATGCTCCCAGATGTCCTGGGCCGCACGCGCACGACACTGT
TTCAGTGAAGGAGCCACCAAGAAGGCAAGGGTTCTCCCACTGCCCCATGGCCTGAAGAGGCTGGGAAA
CCTTGCAAGCCTGAAACGTGATGGGGATAGATGATTGCAACTGTGTCTCTTGAACGAGGAATGCCTAG
TATGCCCAGGTCATCAGCCTGGATCGACTGAGTCCCTGCCAGTTTGTACACACCGCCCGTCGTTGCTA
CCGATGGCATTGGGATAGTAGCATGTGGAGAATGGACACTGAGCCGATCGAAGCTGGGTGATGTCCTC
TGCTAGAGGAAGCAAAAGTTGTTAAAATGC
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ANEXO 4. SECUENCIA NUCLEOTIDICA DE EUGLENA SP. DE PAILAS
FRIAS

>PAILAS_FRIAS

TGCCAGAAGCCATATGCTTCGTTCAAGGGCTAAGCCATGCAAGTGTCAGAGGACACTGACTCCAATAG
TTGATCTGTGAATGGCTCCTTAGACCAGTAACCATCGACGTGATAGATGTGTGTGGTACCAGCCTCTC
GCCTGAAGGTGCTCAGTTGGATATCTCTCAAAACCTGGTGGCTAATACACGATCAAGAGGTCAGCCAT
TGTTGCAAGGCAATGTGGCTCAAAGGATACATCTCCAGAGAAGGCGTCCCACTCCACACAGGCCTAGT
GTGGTGGACTGCAACCAGCTGGTGAACAAGACCAGTGCCCAGCAATGGGCAGCGTTGGCTCAGCGTTG
AACCAGGCTGGATCCCAATGGCGTATCATCGAAGGCAAGGGACAGTCAGCTCTGGCGTATGGTCTCTG
CTTGGTCTCGGCCAGGCAAGATCAATATCACTCGTGTGCTTGGGCTCAGCCCTCACTCAGCTTGATCA
TGCGAACTTCTGACCTATCAGCTCTGTGGTGATGTATTGGATCACTGTGGCCTCGACGGGTAACGGAG
AATGAGGGTCTGATTCCGGAGAGGGAGCCTCAGAGACGGCTACCACTGCTACGGTGGGCAGCAGGCAC
GCAAATTGCCCCATGAAAGAACACTCCATTGAGGCAGCAACGAACTGCAGCAACTGTGCATGACCTCA
CCGGTCGGTACAGCTTGGAATGGATGCAACCCAAACACAGTGATGAGTAGCCACTGGAGAGCAAGTCT
GGTGCCAGCAGTCGCGGTAATTCCAGCTCCAAGTGTGTATGCTGTCATTGCTGCTGTTAAAACGCTCG
TAGTCAGACCATGGGATGCAGGACCACTCAGTGTTGTGGACCCGGTTGTCTGGCTGCTGGCTGGGGCA
ATCCCACCAGGGTCAGGCGCTGGACCATCCGCAGCTGGTTGGCCTGACGGTTCGCAAGGGGCCGTCAT
CCTGCTCCCACAGCTCAGGCCTCTGTCTGGGCCCTCGGGCCCTGGCAGAAGCCTGGATGGCATGATGT
GCTCTTGCTGTAAGTATCCTCTACTGGACCCTGAGGCGGTATTGCTCCCAACACTAGCCATTGGCACC
GACGGTGGGTTCAGGCCCCGTGCCTGAAAGACCAGACCCACCTCATGCCAGCCATCGGAGTCTGCCAT
CGTTGTCACCCTGGTGAAAGCAGTGTGCTCCAAGCATCCAACCGTGTCCCTTCGGGGACTCCAAGTCA
TGGCTGAATGTGCAACCAGTGAATGCCAATCAAACGACCTCGTACGGCAATGCTTGTGCTGGTCTTGA
GGCCTACGAACGGGCAATGTGGCAGGGGGAACCATTCAGGAAGCTTGCTTCATGCGATGGGTCCTAGA
CCTTAGCTACTCGATCTCGGATGAGAGGCAGCCCGACGGGGTGAAGGGGACCTTAGTGTCAGAGGTGA
AATTCTTAGATCGCCATGAGACCAGCTGAGGCGAAGGCTCTTCTGTCTACTAGCCTGCCTCTCTCGAT
CAAGAATGGCAGTTTGGGGAGCCAAGATGATCAGACACCGTCGTAGTCCAGTGCCGTAAACGGTACCA
CCCGAGTCCTGTAGTTGATGCGCGCCTCCCATGGTTTCAGGAGTCACCCCCTGACCGAGAGAAATCCC
AAGCGGGTTCAGGGGGGAGTACCGCCGCAAGGCAGAAACTTAAAGGAATTGACGGAGTGGCACCACAA
GGCGTGGAGTATGCGGCTTAATTTGACTCAACGCGGGGAATGTTACCAGGCCAGGACATGGCAAGGAT
GGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATCCCGTGGACGGTGGTGCATGGCCGCTACTGATTGGTGGAGTG
ATTTGTCTGGCTGATCCCGATAACGAGTGAGATCTCTGCTTCTGAATAGACTCTGGCTCGCATCTGTA
GGGCTGGAGCCAGTGAACAGCATCGGACCTGGCCCTGCCCTCGGGTGGGAATCTCCAACCGGTGGCTG
CCTGGCTCCCCCGAGAGCCAACAAGGAAGTCTTCTCTGAGGTGCTGCTTTACCGACAAGAAGGCTGAG
CATGCGAGAGGCAACAGCAGGTCTGTGATGCTCCCAGATGTCCTGGGCCGCACGCGCACGACACTGTT
TCAGTGAAGGAGCCACCAAGAAGGCAAGGGTTCTCCCACTGCCCCATGGCCTGAAGAGGCTGGGAAAC
CTTGCAAGCCTGAAACGTGATGGGGATAGATGATTGCAACTGTGTCTCTTGAACGAGGAATGCCTAGT
ATGCCCAGGTCATCAGCCTGGATCGACTGAGTCCCTGCCAGTTTGTACACACCGCCCGTCGTTGCTAC
CGATGGCATTGGGATAGTAGCATGTGGAGAATGGACACTGAGCCGATCGAAGCTGGGTGATGTCCTCT
GCTAGAGG
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ANEXO 5. SECUENCIA NUCLEOTIDICA DE E. MUTABILIS CPCC293

>EUGLENA_MUTABILIS_CPCC293

GCCTGCCAGAAGCCATATGCTTCGTTCAAGGACTAAGCCATGCAAGTGTCAGAGGACACTGTGAATCG
AGAGTTGATCTGTGAATGGCTCCTTAGACCAGTTGCCATCGACGTGATAGACCGTGTGTGGCACCAGC
CTCTCGCCCAAGGCGCTCAGTTGGACATCCCTCAAAACCTGGTGGCTAATACACGATCAAGAGGTCAG
CCAAAGGACCTGTGGTGATGCAACAACCCTCAAAGTCGCTTCGCGTCTCACCCTCAGTGGTAGACTGC
AACCAGCTGGTGATCAAGACCTGTGCTCCGCAACTCGGAGCAGCGTTGACCCCGCGATGAACCAAGCT
GGATCTCAATGGCGTATCGAAACGAAAGGCAAGGGACAGTCAGCTCTGGCGATTTGATCTCGGCTGTG
GCTCAGGCCTCAGCTGGATCTACACGACATGTGTGCTCGTGGTCTCACCGAGGCCTCGTTCACTCAGC
TTGATCATGCGAACTTCTGACCTATCAGCTCGATGGTGATGCAATGGATCACACTGGCCTCGACGGGT
AACGGGGAATGAGGGTCTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAGACGGCTACCACTGCTACGGCGGGCAG
CAGGCACGCAAATTGCCCCATGAACGAACACCCATTGAGGCAGCAACGAACTGCAGCAACCGTGCATG
ACCTCATTGGTCGGTACGGCTTGTAATGGATGCAACCCAAACACAGTTATGAGTAGCCACTGGAGAGC
AAGTCTGGTGCCAGCAGTCGCGGTAATTCCAGCTCCGAGTGCGTATGCTGTCATTGCTGCTGTTAAAG
CGCTCGTAGTCAGACAATGGGTTGCAGGGACCGTGTAGCCACGCAGGCCCAGTGGGCTCCCAGATGCC
CCGTGCAGATGGTCCCATCGGACAACCCAGCAGCTGCACGTGACCCACGTCCCTCGGCAACGAGGACG
TCTCTCTGCTTCCCACAGCTCAGGCTGCTGCATCGGCTCACCCGTGGCCCGGTGCACGCAGTCTGGAT
GGCATGATGTGCTCTTGCTGCAAGCGCCCTTTACTGGACCCTGAGGCGGTGATGCTCACAACGCTAGT
CATTGGCAACAGTCCGTGTGGAACCACGACCCCGTGTCTGGAAGCCCAGATCCACACCAGCCAGCCCT
CAGAGCCTGCCATCATTGTCACTCTGGTGAAAGCAGTGTGCTCCAAGCGTCCAACCGAAGTCCCCCGC
TCGACGGGGGACCCTCAGTCAAGGCTGAATGTGCAACCAGTGAATGCCAACCACACGACCGCGTGAGG
CAATGCTTGTGCCGGTCTTGAGACCCACGACTTGGGTAGTGTGGCTGGGGGGAACCGGGGACTGGGTC
GCTCCTCGCAGAGGACGAGCCTGACGCGTGCTTCCCTGTCCCAGCCACTCGATCCCGGATGGGATGCA
GCCTCACGGGGTGAAGGGAACCTTTGTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCAATGAGACCACCTGAG
GCGAAGGCTCTTCGACCAACTAGCCTGTCTCTCTCGATCTAAGAATGGCAGTTTGGGGAGCCAAGATG
ATCAGACACCGTCGTAGTCCAGCGCCGTAAACCGTACCATCCGAGTCCTGCAGCTATGCGTGCTTCCC
ATTGCCCCAGGACTCACACCCCTGACCGAGAGAAATCCCAAGCGGGTCCAGGGGGGAGTACAGTCGCA
AGGCAGAAACTTAAAGGAATTGACGGAGTGGCACCACAAGGCGTGGAGTATGCGGCTTAATTTGACTC
AACGCGGGGAATGTTACTAGGCCAGCACATGGCAAGGATGGACAGACTGAGAGCTCTTTCTTGATCCC
GTGGACGGTGGTGCATGGCCGCTACTGATTGGTGGAGTGATTTGTCTGGCTGATCCCGATAACGAGTG
AGATCTCTGCTTCTGACTAGGCTCTGGCTCGCATCTGTAGGGTCGTTCGAGTCCCAGCACCGATCGGA
CCCAGGTCGCCCCCGTGGTGCCTGGGAGCCATCCGCTCGGTTGTCTGGCTGTTTCACCCGAGAGCCAA
CGAGGAAGTCTTCTCTGAGGTGCTGCTTGACGACCAGAAGGCTGAGCATGCGAGAGGCAACAGCAGGT
CTGTGATGCTCCCAGATGTTCTAGGCTGCACGCGCACGACACTGATTCAGTGAAGGAGTCACCTTGAA
GGCAATGGTTCACCCACTGCCCCGTGGCCTGAAGAGGCTGGGAAACCTTGCAAACCTGAGACGTGATG
GGGATAGACGATTGCAACTGTGTCTCTTGAACGAGGAATGCCTAGTAGGCGCAGGTCATCAGCCTGGA
CCGATTGAGTCCCTGCCATTTGTAGCACACCGCCCGTCGTTGCTACCGATGGCATTGTGATAGAAGCA
CTGTGGAGTGGGTCCCCCCCGTGGGTCCCTGCGAAGCTGGTTGATGTCACTCTGCTAGAGGAAGCAAA
AGTCGGAACAAGGCC
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ANEXO 6. RESULTADOS DEL BLAST PARA LAS CEPAS E. PAILLASENSIS Y EUGLEN.A SP. DE PAILAS FRIAS

Sequences producing signiticant alignments:

Accession | Description | Max score Total score | Query coverage |_\ E value | Max ident |
A¥029278.1 Euglena sp. CRRdAV 185 ribosomal RNA gene, partial sequence 4340 4340 99% 0.0 99%
AJS532401.1 Euglena mutabilis partial 185 rRNA gene, strain M415/4 3328 3328 97% 0.0 92%
AJ532402.1 Euglena mutabilis partial 185 rRNA gene, strain SAG 1224-9d 3325 3325 7% 0.0 92%
AJS532404.1 Euglena mutabilis partial 185 rRNA gene, strain SAG 1224-93 3247 3247 97% 0.0 92%
AJ532405.1 Euglena mutabilis partial 185 rRNA gene, strain SAG 1224-9b 3241 3241 97% 0.0 92%
AJ532403.1 Euglena mutabilis partial 185 rRNA gene, strain M1857 3240 3240 97% 0.0 92%
AY523038.1 Euglena mutabilis strain New Jersey (N1) small subunit ribosomal RN, 3153 31383 99% 0.0 91%
HM213850.1 Euglena mutabilis strain ACOI 377 small subunit ribosomal RNA gene 2970 2970 89% 0.0 92%
AF096952.1 Euglena mutabilis 18S ribosomal RNA gene, complete sequence 2964 2964 95% 0.0 35%
AY¥0832988.1 Euglena cf. mutabilis 185 ribosomal RNA gene, complete sequence 1461 2310 95% 0.0 85%
EUD50156.1 Euglena mutabilis strain ELC 1 185 ribosomal RNA gene, partial seq 1453 2314 0% 0.0 36%
JF594007.1 Euglena mutabilis strain PM1 185 ribosomal RNA gene, partial seque 7597 1566 64% 0.0 86%
EU750713.1 Euglena adhaerens strain ASW 08138 185 ribosomal RNA gene, part 584 852 53% le-162 82%
AY523032.1 Euglena stellata strain Michigan (MI) 09 small subunit ribosomal RNZ 579 655 44% S5e-161 79%
E1719611.1 Euglena sp. Jilnal0302071 185 ribosomal RNA gene, partial sequence 877 577 7% 2e-160 79%
AY029408.1 Euglena intermedia var. acidophila 185 ribosomal RNA gene, comple 577 577 37% 2e-160 79%
AJ532426.1 Euglena gracilis partial 185 rRMNA gene, strain SAG 1224-5/25 573 864 52% 2e-159 82%
AF112873.2 Euglena UTEX364 small subunit ribosomal RNA gene, complete sequ 573 860 52% 2e-159 81%
AF081593.1 Euglena anabaena 185 ribosomal RNA gene, complete sequence; mi 568 860 52% 3e-158 82%
AY029409.1 Euglena gracilis var. bacillaris 185 ribosomal RNA gene, complete se 568 568 37% le-157 79%
DOQ140158.1 Euglena sp. MI32 small subunit ribosomal RNA gene, complete seque 556 628 40% 2e-154 83%
AF403157.1 Lepocinclis helicoideus small subunit ribosomal RNA gene, partial set 333 553 38% 3e-133 78%
D0140148.1 Euglena gymnodinioides small subunit ribosomal RNA gene, complete 544 544 37% 2e-150 78%
E1719612.1 Euglena sp. MI&7 185 ribosomal RNA gene, partial sequence 534 534 38% la-147 78%
AJ532454.1 Euglena spathirhyncha partial 185 rRNA gene, strain SAG 1224-42 532 532 37% 4e-147 78%
A¥523035.1 Euglena geniculata strain Michigan {MI) 61 small subunit ribosomal | 5831 531 37% la-146 78%
AJS532416.1 Euglena sp. M1858 partial 185 rRNA gene, strain M1858 531 531 37% le-146 78%
DOQ140144.1 Trachelomonas volvocinopsis small subunit ribosomal RNA gene, cor 82l 527 37% 2e-145 78%
AJS532448.1 Trachelomonas sp. M1352 partial 185 rRNA gene, strain M1352 527 527 37% 2e-145 78%
EF999898.1 Trachelomonas sp. T101 small subunit ribosomal RNA gene, complet 525 525 34% 6e-145 79%
E1719606.1 Discoplastis sp. Gungnamji052507K 185 ribosomal RNA gene, partial 520 646 44% 3e-143 80%
AYE26064.1 Euglena viridis strain ACOI 2951 18S small subunit ribosomal RNA ge 520 520 34% 3e-143 79%
F1719610.1 Euglena sp. Bibongl100404-2 185 ribosomal RNA gene, partial seque 518 518 38% la-142 78%
AYS523033.1 Euglena stellata strain New Jersey (NJ) sandy small subunit ribosom 514 622 44% le-141 79%
AJ532436.1 Euglena polymorpha partial 185 rRNA gene, strain SAG 1224-32 512 512 37% Se-141 78%
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ANEXO 7. RESULTADOS DE BLAST PARA LA CEPA E. MUTABIILLS CPCC293

Sequences producing significant alignments:

Accession |

Description |

Total score |

gue!! coverage

|__'\ E value

Max ident

AY082988.1
EU090156.1
JF654007.1
AY025278.1
A1532405.1
A1532404.1
A1532402.1
A1532401.1
AI5532403.1
AY523038.1
AF0S65992.1
HMZ213850.1
DQ140151.1
A1532408.1
AJS32405.1
AI532411.4
F17159611.1
AF150936.1
A1532415.1
D140158.1
HO287520.1
D140156.1
HM213346.1
EU750713.1
AY523032.1
A1532418.1
AF403157.1
DO140143.1
AYOT0247.1
EUS70450.1
AYG26064.1
HMZ213345.1
AI5532482.1
F1719628.1
AYG26061.1
F1715634.1

Euglena cf. mutabilis 185 ribosomal RNA gene, complete sequence
Euglena mutabilis strain ELC 1 185 ribosomal RNA gene, partial seqgu
Euglena mutabilis strain PM1 18S ribosomal RNA gene, partial seque
Euglena sp. CRRdV 185 ribosomal RNA gene, partial sequence
Euglena mutabilis partial 185 rRNA gene, strain SAG 1224-9b
Euglena mutabilis partial 185 rRNA gene, strain SAG 1224-93
Euglena mutabilis partial 185 rRNA gene, strain SAG 1224-9d
Euglena mutabilis partial 185 rRNA gene, strain M415/4

Euglena mutabilis partial 185 rRNA gene, strain M1857

Euglena mutabilis strain New Jersey (N1) small subunit ribosomal RM.
Euglena mutabilis 185 ribosomal RNA gene, complete sequence
Euglena mutabilis strain ACOI 377 small subunit ribosomal RMNA gene
Euglena tristella small subunit ribosomal RNA gene, complete sequer
Euglena deses wvar. intermedia partial 185 rRNA gene, strain ASW 0{
Euglena deses partial 185 rRNA gene, strain SAG 1224-19b

Euglena tristella partial 185 rRMNA gene, strain SAG 1224-35
Euglena sp. Jinal0302071 185 ribosomal RNA gene, partial sequence
Euglena stellata 185 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequ
Euglena stellata partial 185 rRNA gene, strain SAG 1224-14
Euglena sp. MI32 small subunit ribosomal RNA gene, complete seque
Lepocinclis oxyuris 185 small subunit ribosomal RNA gene, partial se
Euglena sp. MI17 small subunit ribosomal RNA gene, complete seque
Euglena deses strain ASW 08076 small subunit ribosomal RNA gene,
Euglena adhaerens strain ASW 08138 185 ribosomal RNA gene, part
Euglena stellata strain Michigan (MI) 09 small subunit ribosomal RME
Euglena geniculata var. terricola partial 185 rRNA gene, strain SAG
Lepocinclis helicoideus small subunit ribosomal RMNA gene, partial set
Euglena gymnodinioides small subunit ribosomal RNA gene, complete
Euglena tristella SAG 1224-35 small subunit ribosomal RMNA gene, pa
Euglena sp. pseudostellata strain ACOI 2956 185 small subunit ribos
Euglena viridis strain ACOI 2951 185 small subunit ribosomal RNA ge
Euglena deses strain ASW 08075 small subunit ribosomal RNA gene,
Phacus caudatus partial 185 rRNA gene, strain ASW 08020

Phacus hamelii strain ACOI1088 185 ribosomal RMA gene, partial set
Euglena viridis strain SAG 1224-17b 185 small subunit ribosomal RN/
Phacus raciborskii strain ACOI1758 185 ribosomal RNA gene, partial
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ANEXO 8. RESULTADOS DEL BLAST PARA ESPECIES DIFERENTES DE E. MUTABILLS

Euglena gracilis
Sequences producing significant alignments:

Accession | Description | Max score Total score | Query coverage | _. Ewvalue Max ident
AJ532426.1 Euglena gracilis partial 185 rRMA gene, strain SAG 1224-5/25 573 864 52% 4e-164 82%
M12677.1 Euglena gracilis small subunit rRNA, complete 373 864 32% 4e-164 82%
AY025409.1 Euglena gracilis var. bacillaris 185 ribosomal RNA gene, complete se 568 368 37% 2e-162 79%
AF283309.1 Euglena gracilis 185 small subunit ribosomal RNA gene, partial seque 556 866 52% 4e-159 83%
AJ532425.1 Euglena gracilis var. bacillaris partial 185 rRNA gene, strain SAG 122 556 848 52% 42-159 82%
AF283308.1 Euglena gracilis 185 small subunit ribosomal RNA gene, partial seque 532 848 52% 7e-152 84%
EU263309.1 Euglena gracilis strain G46 185 ribosomal RNA gene, partial sequenc 279 273 14% 1e-75 81%
Euglena deses
Sequences producing significant alignments:

Accession | Description Max score Total score | Query coverage |_\ E value Max ident
Al532408.1 Euglena deses var. intermedia partial 185 rRNA gene, strain ASW 0f 650 989 54% 0.0 80%
AJ532408.1 Euglena deses partial 185 rRNA gene, strain SAG 1224-19b 836 996 4% 0.0 82%
AJ532407.1 Euglena deses partial 185 rRNA gene, strain SAG 1224-23 823 974 54% 2e-130 81%
HM213846.1 Euglena deses strain ASW 080756 small subunit ribosomal RNA gene, 296 934 53% 2e-172 80%
HM213845.1 Euglena deses strain ASW 08075 small subunit ribosomal RNA gene, 578 204 52% Ge-167 80%
AJ532410.1 Euglena deses var. mesnili partial 185 rRNA gene, strain SAG 1224- 426 1019 50% 2e-121 81%
HMZ213844.1 Euglena deses strain ASW 08074 small subunit ribosomal RNA gene, 273 273 12% 3e-73 81%
HM213348.1 Euglena deses strain CCAP 1224/44 small subunit ribosomal RNA ger 260 260 12% 2e-71 81%
HM213847.1 Euglena deses strain ASW 08137 small subunit ribosomal RNA gene, 242 242 12% 5e-66 79%
HM213848.1 Euglena deses strain CCAC 0092 small subunit ribosomal RNA gene, 241 241 11% 2e-65 81%
HM213843.1 Euglena deses strain ASW 08044 small subunit ribosomal RNA gene, 219 219 11% 6e-39 78%
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Euglena viridis

Sequences producing significant alignments:

Accession | Description | Max score Total score | Query coverage | _. Ewvalue Max ident
AF112872.1 Euglena viridis small subunit ribosomal RNA gene, complete sequenc 554 1116 61% 0.0 82%
AY523036.1 Euglena viridis strain Mew Jersey (NJ) 001 small subunit ribosomal R 650 1127 62% 0.0 81%
AF090868.1 Euglena viridis 18S ribosomal RNA, complete sequence 650 1098 61% 0.0 82%
AJS532417.1 Euglena viridis partial 185 rRNA gene, strain SAG 1224-17d 832 994 54% 0.0 82%
AF445460.1 Euglena viridis 185 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequer 623 1055 61% 0.0 80%
AY626064.1 Euglena viridis strain ACOI 2951 18S small subunit ribosomal RNA ge 614 950 52% 2e-177 83%
AY070246.1 Euglena viridis SAG 1224-17D small subunit ribosomal RNA gene, pal 581 943 51% 9e-168 82%
AY523037.1 Euglena viridis strain SAG1224-17c small subunit ribosomal RNA gen 376 1048 61% 4e-166 82%
AYBE26061.1 Euglena viridis strain SAG 1224-17b 18S small subunit ribosomal RN 534 859 52% 1e-159 79%
AJ532415.1 Euglena viridis partial 185 rRNA gene, strain SAG 1224-21 448 1082 31% le-127 82%
Eutreptiella sp.

Sequences producing significant alignments:

Accession | Description Max score Total score | Query coverage | _. Ewvalue Max ident
A15323598.1 Eutreptiella pomguetensis partial 185 rRNA gene, strain CCMP 1491 466 466 28% le-132 80%
A1532397.1 Eutreptiella braarudii partial 185 rRNA gene, strain SCCAP K-0026 466 466 28% le-132 80%
AJ532399.1 Eutreptiella eupharyngea partial 185 rRNA gene, strain SCCAP K-00 357 376 33% 7e-100 80%
F1715618.1 Eutreptiella gymnastica strain Masan 18S ribosomal RNA gene, parti 346 534 31% 1e-96 80%
AJ532400.1 Eutreptiella gymnastica partial 185 rRNA gene, strain SCCAP K-033! 346 534 31% 1e-96 80%
AF081590.1 Eutreptiella gymnastica 185 ribosomal RNA gene, complete sequenc 346 335 31% 1e-96 80%
10337867.1 Eutreptiella sp. LIS 2000 18S ribosomal RNA, partial sequence 333 333 20% 1e-92 80%
DQ249873.1 Eutreptiella braarudii strain CCMP-1594 185 small subunit ribosomal 333 333 20% 1e-92 80%
AF112875.1 Eutreptiella CCMP389 small subunit ribosomal RNA gene, complete s 322 322 20% 2e-89 79%
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ANEXO 9. SECUENCIAS UTILIZADAS EN EL ALINEAMIENTO

Accesion
Descripcion Origen

GenBank

AY082988 | Euglena of. mutabilis gen de ARN | Aislada en el Rio Tinto: pH 2 con
ribosomal 18S, secuencia completa | altas concentraciones de metales

pesados (Amaral Zettler ez al., 2002)

EU090196 | Euglena mutabilis cepa ELC 1 gen | Aislada en el Lago Caviahue,
de ARN ribosomal 18S, secuencia | conocido  como  Lago  Agrio
parcial (Brankatschk ez a/., 2007)

AY029278 | Euglena sp. CRRAV 18S gen de | Aislada de wuna paila de barro
ARN ribosomal 18§, secuencia | hirviendo en el Parque Nacional
parcial Volcan Rincén de la Vieja (Sittenfeld

et al., 2002)

AJ532401 | Euglena mutabilis cepa M415/4 gen | Origen desconocido (Matin et al.,
de ARN ribosomal 18S, secuencia | 2003)
parcial

AJ532402 | Euglena mutabilis cepa SAG 1224-9d | Coleccion SAG
gen de ARN ribosomal 18§, | Aislada en Harz, Alemania, por E.
secuencia parcial G. Pringsheim, 1958 (Marin ef al.,

2003)

AJ532405 | Euglena mutabilis cepa SAG 1224-9b | Coleccion SAG
gen de ARN ribosomal 18S, | Aislada en Bohemia, Republica
secuencia parcial Checa, por F. Mainx en 1924 (Marin

et al., 2003)

AJ532403 | Euglena mutabilis cepa M1857 gen | Origen desconocido (Matin ef al.,
de ARN ribosomal 18S, secuencia | 2003)
parcial

AY523038 | Euglena mutabilis cepa New Jersey | Aislada de pequefos pozos en New
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/29466100?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=SYG46BGK01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/29466101?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=SYG46BGK01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/29466104?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=SYG46BGK01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/46488642?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=SYG46BGK01N

(NJ) gen de ARN ribosomal 188,

secuencia parcial

Jersey, E.E.U.U. (Shin & Triemer,
2004)

HM213850 | Euglena mutabilis cepa ACOI 377 | Coleccion ACOI, origen
gen de ARN ribosomal 188, | desconocido (Karnkowska-Ishikawa
secuencia parcial et al., 2010)

AF096992 | Euglena  mutabilis gen de ARN | Origen desconocido (Hwang & Boo,
ribosomal 188, secuencia completa | 1998)

AJ532426 | Euglena gracilis cepa SAG 1224- | Coleccion SAG
5/25 gen de ARN ribosomal 18S, | Aislada por E. G. Pringsheim en
secuencia parcial 1950

AJ532408 | Euglena deses var. intermedia cepa | Coleccion ASW
ASW 08044 gen de ARN | Aislada en Austria por E. Kusel en
ribosomal 188, secuencia parcial 1986 (Marin et al., 2003)

AF112872 | Euglena  viridis  gen de ARN | Origen desconocido (Linton e/ al.,
ribosomal 18S, secuencia completa | 1999)

AJ532398 | Eutreptiella pomquetensis cepa CCMP | Coleccion NCMA

1491 gen de ARN ribosomal 18S,

secuencia parcial

Aislada en Puerto Pomquet, Nueva
Escocia, Canada por Mclachlan,
Seguel y Fritz en 1992 (Marin e/ al.,
2003)
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EUCLENA_FRILAGENIIE
FAILAI FRIAS

A¥029278 |Euglana sp. CRRdw
IUCLENA_MITABILIG CPECa83

KY0B2988 |Euglana mutasilis
IUDS0196 | FuFlana mutasilis ELC
AT633301 | Euglana mutanilis M4l
RT532302 |Euglana mutabilis 955
AT633303 |Euglana mutanilis M18
14213850 | Fuglana outakilis OO
AT633306 |Euglana mutanilis SAC
AF096992 |Euglana mutatilis
K¥523038 |Euglana mutanilis _Haw
RT532308 |Euglana dases_war._in
KF113872 |[Euglana rikidis

RT532426 |Euglana gracilis SkG
AI533388 |Fufraptialla pomfuatinatas

IUCLINA_PRILASENSITG

FRILAS _FRIAS

AYN28278 |Tuglana sp. CRRdw
IUCLINA PUTABEILIG CPCC2D3
AYNB298E | Euglana Tutaoilis
IU090196 |Fuglana outabilis ELC
ALTE33401 |Euglana mutaoilin Mal
AI533402 |Euglana outabilis SRS
AI532303 | Xuglana outasilis_M1E
HM213850 |Euglana outailis l.CO
ALTE33205 |Euglana mutaoilin SAC
AF095992 |Euglana mutaiilis
AYE23I038 |Euglana mutabilis dasw
AT532408 |Euglana dases _war. _in
A¥113872 |Tuglanawiridia
RI532336 | Fuglana_gracilias_Sko_
AJ532396 |Futraptialla pomquatanaia

IUCLINA_PRILASENGIG
FRILAS _FRIAS

AY029278 | Tuglana_sp. CRRdw
IUCLINA_BMITREILIS CPCC253

AYNBA9EE |Euglana Tutasoilin
IU090196 |Euglana mutanilis ELC
AJ532201|Euglana outanilis M3l
RI532302 | Fuglana mutaibilis SAC
ALTE33403 |Euglana mutaoilin MLE
1213850 | Euglana mutaillis koo
AI53330% |Euglana mutanilis SRS
AF096992 |Fuglana outabilis
AVE2I03E | Tuglana mutainilia dasw
RI533308 |Euglena dases_wae._in
AF112872 |Euglana wviridis

AJ532426 |Xuglana gracilia_SRG
AT53239E | Euteaptlalla_pomfuatinaia

IUGLINA_PRILASENSIZ

FRILAS _FRIAS

AY028278 |Xuglana gp. C
IUCLIHA PUTAEILIG CPCC283
KY¥0H2988 |Euglans mutaisilis
IU090196 |Euglana outabilis ELC
ALTE33401 |Euglana mutaoilin Mal
AI533302 |Euglana putabilis SRS
AT533303 |Euglana mutainilis M1E
HMZ13850 | Fuglana mutaibilis koo
ALTE33205 |Euglana mutaoilin SAC
AF096992 |Fuglana outabilis
AYS2I030 |Euglana outalsilis Haw
AJ53IZA00 |Euglana dases _var . _in
A¥113872 |Tuglanawiridia
AT532826 |Fuglena gracilia 8RG_
AJ532390 |Futraptialla ;nmw(untamu

ANEXO 10. ALINEAMIENTO DE LLAS SECUENCIAS
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=RCCCC TCR—C—TCAC CTTC RTCR TG CGARCTTC TC RCCTRTC ACCTCT
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T CC e AT TRAT T C AT RS T o T CiCC T SR e S S TRRC CC A ARTC AC S TC T oA T GO C ACRC CC RO CCTCAC ACACCC CTRCCACTCCTRCOCC
CTCCTC ATE TATTG G ATC RC TG TG CC TE CRCC G S TARC G AC ARTC ACCCTC T GRTTCCGC AC RC GG R CCTCACAGRCCC CTRCCRCTCCTACCS
ATCCTC RTGC ARG C AT Rt R T CCC T SR C G G TR CC O AR TG A C G T T G T CCC AC RO G RC CC T TACACRACCC CTRCCACTCCTRCCC
BTCCTC TG ARTG G AT R RUC TG 0 TE CRACC GG AR G G ARTC ACCCTC T GRTTCCGC AC AC GG MG CCTTAG AGACCC CTRCCACTCCTACCS
ATCCTCRTCC ARTC CRATC AC RCTC O T CRCCGC TRARC COCC ARTC ACCCTC TORTTCCOC ACRCGC RO CCTTACACACCC CTRCCACTC TTRACGC
CTCCTC ATE TATTG G ATC RC TG TG CC TE CRCC G C TR G BC ARTC ACCC TC T GRTTCCGC AC RC GG R CCTC ACAGRCCC CTRCCRCTCCTACCS
ST CC T AT TRATT C AT RS T T o T SR S S TR o A AR T A S TC T oA T OO C AC RC CC RS CCTCAC ACACCC CTRCCACTCCTRCOCC
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CCCCC—CTTC ATCC CRAGACCTTC T ACC TATC ACC TT- - CAC T IO C TG TRATCC CACC AC ARG TCCCC TTCRCCGC TARC CC AC ARTC ACCC T T CATTCCOC AC RC GG RO CCTCAC ACACCC CTRCCACTRACC RRGC
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TETCCT oo R C RS TS O CTRAT T C A O T CC AR T T TATC C T T AT T C T o To T T AR AR CC T CTRC TR CACCATC CC AT C s S~ CATTC A CTC T T oD G CC CC AT S RC S TC TS ACACCTC ACCC TE RRRCCTC R
TCTCCTGOC ARG CRACTCC CC CTARTTCC ACC T CCARC TC T TATCC TC T AT T C T G TG TT AR ARG GO T G TAC TC A CACC A TC GC ATCC AC C—RC CATTC ACTC TTOTC GC e CC AT T CC AC CTCTCACACC TCACCC TC AR RCCTC R
TCTCCTGOC ARG CRACTCC CC CTARTTCC ACC T CCARC TC T TATCC TC TC AT T C T G TG T T AR ARG GO T G TAC TC A CACC A TC GC TG C AC C—RC CATTC ACTC TTOTC GC CC G AT T CTRC CTCTCTCACC TOOCCC TCARRCCCC R
TCTCCTGOC ARG CRACTCC CC CTARTTCC ACC T CCARC TC T TATCC TC T AT TCC TG TG TT AR ARG GO TC G TAC TC A CACC A TC GC AT C AC C—RC CATTC A C T CR T CTC CC O C— AT T CC AC CCCTC T IO CRTCCCCC TC AR RCCTC R
TCTCCTGOC ARG CRACTOC CC CTARTTCC ACC T CCARC TC T TATCC TC T TT IO C TG TG T T AR ARG GO T G TAC TCACACTATC GG RC G AC C—RC CATTCACTC TTOTC GO CC G R RC CC RC CCCTCRCACC TOCCA—TCRRRCC—C R
TETCCTCOC RS CACC T CC CTRATTCC AC CTOCARC SO C CTATRC TRRC KT T C T o Co T T AR AR S T TRC T T o SR CTC S TS C s C—T T TS C T o S ~C . T TE G TR T CAC TC S C TS SO TEC O TIC ——C oo CC D
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TECTTCTTRCCIC TS T AR CRC T TCCTCCRRCC RTCC —RRCC S T—C—— T O T— T . —————C CC RC T CRA S~ ——TC R TC C C TS AN T—C T CC R ~——C CRC T A-RTC C CARTC AR - CCROC TCC TRCCSCRRTCCTT
TECTTCTCRCCC TS T AARC CRC TC TCCTOCRRCC RTCC — AR S T—C—~ T O T—TC . ————C o RC T C AR S~ ——TC R TC C CTC AR T—C T CC AR ~——CCAC T AR TS CCARTC AR R~ CCROC TCC TRCCSCRATCCTT
TECTTCTCRCCC TS T AR CRC TC TCCTCCRRCC AT C — AR S T—C—— T O T—T . ——————C o RC T C AR S~ ——TC RTCC C TS AR T—C T CC A ———CCACTC AR TS CCARTC AR R~ CCROC TCC TRCCSCRATCCTT
TERTTCTCRC T TS T AR CRC T To T o T RRC T — A RS S A—RC T O CC D os TS R———C S0 CC RS D TR S~ —— T ARG S C TS AR T—C T CC AR ~——C CAC T AR TS CCARC CAC - CCROCC OO TC RCCCRATCCTT
TCRTTCTCRCTC TGS T AR CRC T TCC T O ARG C ST C C AR C A—RC TCC O C O TOC ARG C CC oo CC R O TR G~ ——TC RRCC CCC AR T—C T G R ———CCAC TC A—RTCC CARC CRCA-CCROCCCCTC ARCCCRATCCTT
TCRTTCTCRC T TS T AR CRC TC TCC T O CRRC C C T — ARG S A—RC T O T CC Coe T h——C oo C S RC S TR S~ —— T ARG CCTC AR T—C T CC AR ———CCACTC A—RTCCCARC CACR-CCROCC OO TS RCCCRATCCTT
TECTTCTCRC O TS T ARG CRC TC T CTOCRRCC AT C — ARG S A—RC T TIC O ~— T ————C G AR CA TR S~ ——TC AT o C C T AR T—C T CC AR ———C CAC T AR TS CCARTC AR R~ CCAOC RCC TC RCCCRATCCTT
TCCTTCTCRCCC TGO TS R ARG CRC T TCC T OC ARG AT — AR G A —RC T T O —— T —— G G AR C A T A G- —— T ATCC CTC AR T TG AR ———CCACTC A—ATCCCARTC RAR - CCROC ACC TC RCCCRRTCCTT
TCCTTCTCRCCCTGC TS ARG CAC T TCC IO ARG AT — AR C G A—RC T T CC —— T — G G AR CC TR G- —— T ATCCCTC AR T TG A, ———CCACTC A—ATCCCARTC AR - CCROCACC TC ACCCRRTCCTT
TECTTCTCRCCCTOC T AR CRC TC TCCTOCRRCC RTCC —AACC S A—RC T T O ~— T . —————C G AR CC IO R S~ ——TC RTC C C TS AR T—C T CC AR ———CCAC T A—RTCCCARTC AR R~ CCROC RCC TC RCCCRATCCTT
TECTTCTCRCCC TS T ARG CRC TC T CTOCRRCC AT — ARG S A—RC T TC O ~— T . —————C G AR O TR S~ —— T AT o C T AR T—C T CC AR ~——C CAC T AR TS CCARTC AR R~ CCROC ACC TC RCCCRATCCTT
TCRTTCTCRCCATCOCTC AR RC CRCTC TC T TOC ARG AT TR CC—RC T T CC R — T A— G C AR C AR T A A T T T T AT C CAC AR T TG A, ———CCACTC A—ATCCCARTC A TA- CCRAOC TCC TC ACCCARTCCTT
TCCTTCTCRCCC TGO TS ARG CRAC T TCCTCARRCC AT — AR C G A—R i T O —— T —— G RGO TR G- —— T ATCC CTC AR T C R TR ———CCACTC A—ATCCCARTC AR - CCROCTCC TC ACCCARTCCTT
T GICA G CRiC CC TG G AR AT TC AC T TCCTCARC GO G T —RCC RC TGO T A TOTC . T— L R TG G AT TC AR CC ——TRCCCACC ARG C—CC GO TTOC TG AC TTC TCC TG CCCTTCCCCCOCC TTE TG C CC AR TS —TG
TECTTCRCRTCOC TS RARRCTC RS TC TCCTC AR SO CTEC T—C TTRE T-C o Toh A TOTCCAT—CC ATC RARTC T C AR S ——C R G ACC G RS C T T O k- ~——C T S AC TTC TR T S CTT OO AR COC T TE TOC SC R R—CC
TCTTCCACRCCC TGS AR R RCTC AC TC TCCTCARRCC RTCC COC CC e — G TO AR T C AT — O A TC C AR T TC AR G —C AT CACC ARG T—C TGOl ———TTCCACTTC TCC TC CCCTT OO CCCOC ACTC TG C RC RRC C—TC
CCGCTC T CRC CC TG AfuC B BT T RuC B TC IO CRRR R G RICC G — R TR T TG CC T TA T T C——CCATC GO ATC A CARRC —C ATCCACC RC AT —CCCC T ———TTTC TRTTTTCC TC CCCTTAR TCCOCC TC ARCCCCRRTC —CC
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CIGCTC- G TG R CCC— TAC O R A O G AR — TC T CC—ACCCCCR M CATT —————— CCTTCATCCCATCCC TCCTA GACC TTACCTRCTCCAT-CTCCC
STCCTC-CTC TS RS SC C————— TACCAAC—CC CC A A—TC TCCC—RCCCCC RS CAT T ———— =L TTCRTCCCATC CCTECTACACC TTACCTRETCCAT-CTCCC
CTCCTC-CTCTTC AC e C————— TACC R AC—CC CC A A—TC T CC—ACCC CC A M CAT T ——————— C—CTTCATCCCATCCC TCCTA CACC TTARC TAC TCCAT—C TCCC
CIGCC -G TG AC R C—— CACCRAC TTCC G TR — T T TG GO GO R M COC R ————— GGG T C T TG C ARG RC G ———CCRCC TG ACC CC—TC CTTCCC T O TOC C-ACCC RCTCCATCCCCG
CIGCC -G T TG AC A C—— COCC R TTCC G TR — T T CC TG GO GO AR CORCC W ———————— I T T C T TG CAC RC G ———C GO T ACC CC—TC CTTCCC T O TOC C-ACCC ARCTCCATCCCCG

STCCC G~ CTC TS RS s C—————— CRCCRAC TS C CThE —TC TCCC TCC QO SO RRC COC CC

o CC T CTC TS CACRC SR ~——C ChOC CTC RO CC~TC CTIC CCTCTCCC-RC CC R TCCAT—CCC o

STCCTC~CTC TS RS SC C———— R TC L TS e CC A ——TC TCCC—RC G CC R CAT—————————— TCRCARCCTC ATCCCCRTC RC—TCCATCCTCCTCOCC~RCCTRETCCAT-ATCCC
CIGC T -GN TG A e C—— CATC O T SO G AR — TC T o —ACCCCC AR CAT——— —TCRCRARCCTC. ATCCCCATC AC—TCCATCCTCCTOC G- ACCTRCTCCAT-ATCCC
CIGCTC- G TG A CCC— CATC TC T O G AR —TC T CC—ACCC GO AR C AT TCRRRCTCT COCRC AR TCCATTTCTC-CCC-ACCTRCTCCATCTCCC
STCCTC-CTC TS RS SE C————— A TC T T-CC CC A A——TC TCCC—RCCCCCRAC CAT OO RC RR—TCCRTTIC TS~ CCC-RCCTRCTCCAT-CTCCC
STCCTC-CTC TS RS Se C———— CRTC T TS e CC A A——TC TCCC—RC S SO CAT——————————— o CCRRTC RRC TS CATC CTRCTCC C-RCCTRETCCAT-ATCCC
STCCTC- ST TS RS SC C———— CACCCAR—CC O A A——TC TCCC—RCCCCCRAC R RC A—CTTCRTCCRATCCCTECTCCRCC C-RCCTRETCCAT-COC T
CIGCTC- G TTC AC CCC—— CACCATC—COGC AR —TCTCOC—ACCC GO AR CRACC A—CTTCATCCARATCCATCCTCCACC C-ACCTRCTCCAT-CTCCC

GTC=C o SRS CC O O s TS S CR RS T SC T S TS C oo CC T ST e T T o e O T O T G O T S ST Cos O SO T TS S CC S S S ST T T S CC CRC ST S SO Ge TEC CC ST OOt AC TS CCC RTC RACC SR
TEC=CRTCTTCC fi . —————— CR TCRC o S —C S —CTRC R CC TRAC CTCC oI —————

STCCTCT T T ToC R C———— R TR AR AT ST CCC T OO T~~~ CCCCT T
CCCTIC-GoCCCCCC
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BIGACRCCCRCCCOC RCGC GG TG ARG o CR CCTTHRC TC TC ARG RCC TC ARRTTC T TACETCCCCATC RC RCC RC CTC A CGC CARCC CTC TTC TG T TRA—C TR GCCTCCCTC TC TCC ATC —ARC RATCCCACTTTICCGC RCCC RRC RTC ATC
RTCRCACCCRCCCCC RCCC e o ARC CC CACC TTRC TC T RCACC TC RRRTTC TTA CATCCC CRTS R o R C TSR SO SR RS CTC TTC TE TE Th—C TA CCC T CCCTE TE T . AT —ARC ARRATCCCACTTTCCCC RS CCRAC ATCRTC
RTCRCACCCRCCCCC RC S e T ARG CC CACC TTRC TC T RC ACC TC RRRTTCTTA CRTCCC CRATS R R RC C TR S SR RS S C T T TE T Th—C TA CC O T CCCTE TE T AT —ARC ARATCCCACTTTICCCC RS CCRAC ATC RTC
BICCCRTCCRCCCTC RCCC oG TG ARG GO R A CC TT T TC T ARG ACC TC AR RTTC T TACAC COC RATC RC RiCC RCCTC A GG CARCC CTC TG RCCAR—C TACCCTCTCTC TCTOC ATC TARC AATCCCACTTICCOC RCCC ARC RTC ATC
BICCCRTOCRCCCTC RCCC oG T ARG CC AR CC TT T TC OO ARG RCC TC AR RTTC T TACAC COC RRATC RC RiCC RCCTC A GG CARGC CTC T RCCAR—C TACCCTCTCTC TCTOC ATC —ARC RATCCCACTTICCOC RCCC ARC RTC ATC
BIGCCRTOCACCCTC ACCCCC T ARC G AR CC TTTC TC T G ACC TC ARRTTC T TACAC COC RRATC RC RiCC RCCTC A CGC CARGC CTCTTCC RCCAR—CTACCCTCTCTC TCTCC ATC —ARC ARTCCCACTTTICCOC RCCC ARC RTC ATC
RTCCCRCCCRCCCCC R CC ST ARG CC C AT TTRC TC T ARG ACC TC RRRTTCTTACRC COC CRTS R R R CTC R SO SR RS S CTC TS RC C A R—C TR CC O T CCCTE TE T . AT —ARC AATCCCACTTTICCCC RS CCRAC ATC RTC
BICCCRCCCRCCCOC RCCC G TG ARG GO CACC TTRAC TC T ARG ACC TC ARRTTC T TACAC COCCATC RC RiCC RC CTC A CGC CARGC CTC T RCCAR—C TACCCTCCCTC TCTOC ATC —ARC AATCCCACTTTICCOC RCCC ARC RTC ATC
BICCCRCCCRACCCCC RCCC oG TG ARG GO CACC TTRAC TC T ARG ACC TC ARRTTC T TACAC COCCATC RC Rt C G CTC A CGC CTACC CTC TG RC CAR—C TACCCTCCCTC TCTOC ATC —ARC RRCCCCACTTTICCOC RCCC ARC RTC ATC
BICCCRCCCRCCCOC RCCC oG TG ARG GO CACC TTRAC TC T ARG ACC TC ARRTTC T TACAC COCCATC RC RiCC RC CTC A CGC G TACC CTC TG RC CAR—C TACCCTCCCTC TCTOC ATC —ARC RRCCCCACTTTICCOC RCCC ARC RTC ATC
BICCCRCCCRACCCOC e o CC T ARG CC A CC TTAC TC T AC ACC TC AR RTTC T TACAC COCC ATE R Rt BC C T A COC CARCC CTC TS RC CAR—C TR CCC T CCCTE TC TEC AT —ARC AATCCCACTTTICCCC RCCC ARC RTCATC
BICCCRTOCRCCCC ARG GO oG TG ARG GO TACC TTRC TC OO ARG RCC TC AR RTTCT TACAC CRCCATC RC RiCC RC CTC A GG C ARG CTC TTC TT T AR—C TACCCTCCCTC TCTOC ATC —ARC AATCCCACTTICCOC RCCC ARC RTC ATC
BICCCRCCCRACCCCC RCCC G TG ARG GO CACC TTRC TC TC ARG ACC TC ARRTTCT TACAC CCRATATC RC RiCC RC CTC A CGC C ARG C CTC TTC TT T ARRC TACCCTCCCTCCCTOC ATC —ARC ARTCCCACTTTICCOC RCCC ARC RTC ATC
BTCCCRTOOC RCC R T RC e TC AR GO TACTOCCC OO O ARG RCC TC AR R T TC T TACAC COCCC C ARG R R CC G CoC G ARG C OO CTT T —CAR—CCC T T T T OO —TOC ATC —ARC RRCCRACACTCOCCOC RCCARRC RTC ATC
RTCCCRTCCCRATCCC T RC e T ARR SR TACTOC RRCC CC RCACC TC RRRTTCTTACRC COC TS CARC ATC G CC Qi SO SRRSO TIC T —C AR—CTCC TE CTT-Co AT AT —RARCCATC A CACTCTCCCC R CARAC RCCRTC
BRCTCRA TGO C A T TTC CC o e T ARR CATACCCC RS CC e G R C T A AR T TC T TAC ATC GO T O A AT C A T C R G S ARG C OO T T —C AR —C T CCRC CTC—CC —TCC ATC —ARC RATCACACTTOCCOC RCCARRC RTCATC
CACTCRCGOC RCCCCTCCTCC TCATC GO TA TTCRCC OO0 CTHRG ACC TC AR RTTC T TACATCCCCTTC GG RCC TTC TR AGC C ARG C OO TTTT. —C AR —CCCC R TC T OO —TOC ATC —ARC ARCCACACTCTICCOC RCCC RRAC RTC ATC
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BCRCACC CTCCTRG TCC RC T—CCCCTRARC GO TRCC RCCC G RC T CTC TRC T TOR TGOS CoC C T C AT GO TR —— GG G R —C OO T RC CC RC R CRAR R TOOC ARG — L CC TTCACCCCCCACTACCC OGO RACCCRC A
RCRCACC ST S TRC TEC RS T—C o CTARRC CCTACC RCCC C RS TCCTC ThC T TR T COC CoC CTCC CR~TC CC TTC A ——C S A CTC RC—CC CC TS RCCC ARG R CARA TCOC ARG . ——C oo TTCACCCCCCACTRCCCCCCC RACCC RC A
RCRCACC oI S TRC TEC R T—CCCCTARRC CCTACC RC CC C RS TCCTC ThC T TR T COC CoC CTCC CR~TC CC TTC A ——C S A CTC RC—CC CC TS RCCC ARG R CARA TCOC ARG . ——C oo TTCACCCCCCACTACCCCCCC RACCC RC A
RCRCACC oI S ThC T R C—C o CTARAC T TACC RTCC C s TC O T C o T- AT S0 ToC TTCC CR—~T T S CC C R —~C SR CTC RC RCC D T RiC CC RS R CARA TOOC ARG ——C e TCCACCC CCCACTAC RO TCCC RACCC RC AR
RCRCACC ST S TRC TEC RS C—CCCCTARRC CoTACC RTCC C RS TCC T C o T- AT C0C ToC TTCC CR~TTCCCC CA—~CCACTC RC RCC CC T RCCC ARG R CARA TCOC ARG . ——CCC TCCACCCCCCACTAC RS TCCC RACCC RC A
RCRCACC ST CTRC TEC RS C—CCCCTARRC CCTACC RTCC C RS TCC T C o T- AT C0C ToC TTCC CR~TTCC CC CA—~CCACTC RC RCC CC T RCCC ARG R CARA TCOC ARG . ——C oo TCCACCCCCCACTAC RO TCCC RACCC RC A
RCRCACC oI CTRC TEC R T—C o CTARRC CCTACC RS CC C RS TCCTe ThC T TC R T COC CoC CTCC CR~TC CC TTC A ——C S A CTC RC—CC CC TS RCCC ARG R CARA TCOC ARG C ——C oo TTCACCCCCCACTACCCCCCC RACCC RC A
RCRCACC ST S TRC T C R T—C o C T AR RS CCTACC RiC O C R T CTo ThC T TR T C0C CoC C T C CR~TC CC TTC A ——C S A CTC RC~CC D T RCCC RS R CARA TOOC ARG ——C oo TTCACCC CCCACTRACCC OO CC RACCC RC AR
BCRCACC CTCCTRGTCC RC T—CCCCTRRRC GO TRCC RiCCCG AC T CTC TRC T TC A TGOS CoC C T CC AT e T A —— GG A G R —CCCC T RC CC AC R CAR R TCOC ARG —CCC TTCAGCCCCGACTACCCCCGC RACCCRC A
RCRCACC ST S TRC TEC RS T—C o CTARRC CCTACC RCCC C RS TCCTC ThC T TR T COC CoC CTCC CR~TC CC TTC A ——C S A CTC RC—CC CC TS RCCC ARG R CARA TCOC ARG . ——C oo TTCACCCCCCACTRCCCCCCC RACCC RC A
RCRCACC ST S TRC TEC RS T—CCCCTARRC CCTACC RCCC C RS TCCTe ThC T TC R T COC CoC CTCC CR~TC CC TTC A ——C S A CTC RC—CC CC TS RCCC ARG R CARA TCOC ARG . ——C oo TTCACCCCCCACTACCCCCCC RACCC RC A
RCRCACC ST S TRC T C RS T—CCACTARAC CCTACC RiC CC C R T CTC ThC T TR T C0C CoC C T C CR~TC CC TTC A~ SR CTC CR—CC Do T R CC RS R CARA TCOC ARG ——C oo TTCACCC OO CACTACCC TECC RACCC RC AR
BCRCACC CTCCTRG TCC ARG T—CCCCTRRRC GO TRACC RO OO A T CTC ATC T IO R T SO CoC T C C AT CC T A —— GG G R —C O CC T RC CC ARG R CRAR R TCOC ARG —CCC TTCACCCCCCACTACTC TCCC RRCCCRC A
BCRCACC GG TG TCC GG C—RCCCTCARC COTC CC R C TG L TCCCCC CooC— —ARRTTCCCA—CC RCCCCC TCCRC GO R GO CC CTCC RRCC R GO R R TOCA—ACCCC ATC GO TTCCGGCCCGACTTACCO TGO RRC GO TC A
RCRCACC oI CTRC T C R C—RCTC TAARC CCTC CC RS CC RCC CCTTRC CRCC— BfC CTC AR RSO S RC CCCCC TR C TR e ARG O CC C TR AR C C AR R TOCAC R CC T Te CC TTC RCCC S CACTRCC TICCC RRCCCTC R
RCRCACC oI S ThC T C GO S RC TC TAR A SR T CC O S R s CC TS CAC R O ~—RC AR T CTh——C RCTC TC TCR S o RS TS T CC it RRiC SR AR TO TR RS C T T SC TTEACCC SO CACTAC TC TECC RACCCTC A
BCATACC T G TRG TCC A—CTRCCC T AR RC R A TC TCCC CTOGC e T CC O IO TA T I TG TT T C ARG C RC RCCCCCC T TOC A — T TTTTCC AR C R CRARR TCAR—ACC TTC TCCC TTC AGCCCCCACTACTC TCCC ARCCOTC A
...... 1g60......1670......16@80......1690......1700......1910......1320......1%30......1%40......1980@......1%0@......1770......17680......1780......1800

66




EUCLENR _FAILRAEXAEIN

PRILAS _FRIRS
kYIlEBE'.‘ElIug’lGT\A a5 . _CRRAwr
EUCLENA _MUTREILIY CPCC293
KYDE2TAE IIuglam_mtabllin
EU090196 |Fuglana mutabilis L
RI532401 |EuFlana mutasilis K41
RI532402 |Euglana outaisilis_Sho
AI532303 |Euglana outaisilis_MLE
HM213850 | Luglana mutandlis ACO
RT532405 |EUFlana mutasilis 9RC
hF0965982 |Euglana _mutainiliz
KY523038 |Luglana mutandlis Haw
AJIG3IZI08 | Tuglana dages _war. _in
AF112872 |Tuglana _wiridisg
RJG3I2326 |Tuglana geaclilis SRS

LI532398 | Eutraptialla_pooduetdnais

EUCLENR_FRILRAXHEIN

PRILAS _FRIRS
kYIlEBE'.‘ElIug’lGT\A a5 . _CRRAwr
EUCLEfh_BUTHEILIS [= J-T ]
hYIIEZ!!!IIuglG:na. outaiilis
EU050196 |Euglana mutasilis ELC
AJ532201 |Euglana mutaisilis 41
AT532302 |Euglana mutaisilis ShG
hJI532403 | Euglana mutainllis HlB
HMZ1IE50|Euglana mutamilis ACO
RT532405 | EUFlana mutasilis 9RC
AF096992 |Euglana mutaisilis
RY523038 |Euglana mutainilis daw
AhTEI2A08 | Euglans dages _war . _in
AF112872 |Euglana wiridis
RT532826 |EUFlana gracilis SAG

hJIG32388 IIutzaptinlla_pcuqmtannln

EUCLENR_FRILRAEHEIN
PARILAS FTRIAS

KYD28278 IEuglana ap. CRRAr
EUCLENh_BOTHREILIS CPCCand
hYIIEZ!!!IIuglG:na. outaiilis
EU080196 |Euglana mutaioilis ELC
hTG32401 |Euglana _mutaiollis I\Hl
hJIG32402 |Euglana mutaioilis 8ShC
hTG32403 | Euglana _mutaiollis Hl!
HM213860 | Euglana _mutaiollis MD
KT532305 |Euglana outanilis SkG
AF096992 |FuFlana mutainilisz
KY523038 |Luglana mutanilis Haw
hJIG3IZ2I08 | Tuglana dages _war. _in
AF112872 |Euglana wiridis
RT532826 |EUFlana gracilis SAG

RIS32398 | Eutraptialla pooduatanais

EUCLENh_FPRILRIRHEIS

PRILAS _FRIRS
kYIlEBE'.‘ElIug’lGT\A a5 . _CRRAwr
EUCLENA _MUTREILIY CPCC293
KYDE2TAE IIuglam_mtabllin
EU090196 |Fuglana mutabilis L
AJ532201 |Euglana mutaisilis 41
AT532302 |Euglana mutaisilis ShG
hTG32403 | Euglana _mutaioilis Hl!
213850 | Luglana mutandlis ACO
RT533305 |Fuglana mutabilis” Ghe
AF0965992 |Euglana mutaisilis
AYE23038 |Euglana mutaiodlis faw
AJIG3IZI08 | Tuglana dages _war. _in
K¥112872 |Euglana_vieidis
hTE32336 |Tuglans geracilia SRS

hIG3I2300 |Futraptialla p-umq:mtnnnln ChC'IChCMM'NMCCM

R TTRRE CCARTTC RCC CRGTC CCRC CRCRA COCC TG RC TRTCCCCC TTRA TTT CACTC RRCCC GOS0 ARTS TTRCCA COCCRCC RCATC SC RRC S ATC CRCKCR T TCRC RC CTC TTTC TTC RTC CCC TCCRCCCTOC TC CRTSC CCGE
ACTTRRACCARTTC RCCGRACTC CC R CAC R GO S TG AC TATCCC CCTTRA T T TG A CTC AR CCCC e AR TG TTACC A CCCCACC AC ATC G ARG CATC CRACACHT TC A AC CTC TT . TTC ATC CCC TCCRACCCTCC TCCATCCCCCC
ACTTARRACCARTTC RCCGRCTC CC R C AR GO Lo AC TATCCC CCTTRA T T TG A CTC AR CCCC e AR TG TTACC A CCCCRCC AC ATC CC ARG CATC CRACACHT TC A RC CTC TT I TTC ATC CCC TCCRACCCTCC TCCATCCCCCC
ACTTARACCART TG RCCG AT . CC R C AR GO L TG AC TATCCC GO TTAA T T TG A CTC AR CC GO AR TG TTACTA CCCCACC AC ATC G ARG CATC CRCRCRC TC A RC CTC TT I TTC ATCCCC TCCRACCCTCC TCCATCCCCCC
RCTTARACCARTTCACCCACTC CC e CRCRA COCCTo G AC TRTCC CCC TTRA TTT SR CTC AR CCCC s ARTC TTRCTA SO o TR AC AT CC AR AT CRCACRC o AC e CTE TT . TTC RTC CCC TSRO CCTOC T CATCC CCC
ACTTARACCARTTC ACCCRACTC CCRCCACRACOCC TG ACTATCCCCCTTRA TTTCACTC ARCCCCCGC ARTC TTACTACCCCRCC ACATC SC RRCCATC CACRC A TS AC RC CTC TTTC TTC ATCCCC T CRCCSTOC T CATSCCCGE
ACTTRRACCART TG RCCG AT . CC R CAC R GO L TG AC TATCCC CCTTRA T T TG A CTC AR CCCC e AR TG TTACC A GO CCACC A ATC G ARG CATC CACACHT T A A CTC TT I TTC ATTCCC TCCRACCCTCC TCCATCCCCCC
RCTTARRACCARTTCACCCACTC CC e CRCRA COCCTo G AC TRTCC CCC TTRA TTT CACTC AR C CCCC e ARTC TTRCCA SO D TR AC AT S AR AT CACAC AT IS AC RC CTE TT . TTC RTICCC TSRO CCTOC T CATCC CCC
RCTTARACCARTTCACCCACTC CC RC CRCRA COCCTo G AC TRTCC CCC TTRA TTT CACTC AR CCCC e ARTC TTRCCA SO D TR AC AT S AR AT CACAC AT IS AC RC CTE TT . TTC RTC CCC TSRO CCTOC T CATCC CCC
RCTTARACCARTTC ACCCRAC T CC RC CRC A COC ST AC TRTCCCCC TR TTT SR CTC AR CC CC s ARTC TTRCCA SO DR AC AT S AR AT CACAC AT IO AC RC CTE TT . TIC RTC CCC TSRO CCTOC T CATCC CCCD
ACTTRRACCARTTC RCCGRACTC CC R CAC R GO S TG AC TATCCC CCTTRA T T TG A CTC AR CCCC e AR TG TTACC A CCCCACC AC ATC G ARG CATC CRACACHT TC A AC CTC TT . TTC ATC CCC TCCRACCCTCC TCCATCCCCCC
RCTTARRACCARTTCACC CACTC CC e CRC A COTC TG AC TRTCCCCC TTRA TTT CACTC AR CCCC s ARTC TTRCCA SO D TR AC AT S AR AT CACACATIC AC RS CTE TT . TTC RT-CCC TCCRCCCTOC T CATCC CCC
RCTTARACCARTTCACCCACTC CC e CRCRA COTC TG AC TRTCC CCC TTRA TTT CACTC AR C CCCC CC ARTC TTRCCA SO DR AC AT S AR AT CACAC AT IS AC RC CTE TT . TTC RTC CCC TO RO CCTOC T CATCC CCC
RCTTARACCARTTC ACC CARTC CC e CRCRA COCCToC ACTRTCC CCC TTRA TTT SR CTC ARC RC CC S ARTC TTRCCA SO TR S ACATTC C C RC S AT CACAC R T AC RC CTE TT . TTC RTIC SR TSRO CCTOC T CATCCCCC
ACTTARRACCARTTC ACC CARTC CC RC CRC A COC ST AC TRT S CC OO TTRA TTT CACTC AR RC SO S ARG S TTRCCA SO TCRCC R RC RS TR AT CACAC AT IS AC RS CTE TT . TS RTCC IO T CRRC S TOC TC CATCC CC oD
RCTTARACCARTTCACC CARTC CCRC CRCRA COCCToC ACTRTCC CCC TTRA TTT CACTC AR  CCCC s ARTC TTRCCA SO TCRCC RS C AR ToC S AT TC A CAC AT IS AC RC CTE TT . TTC RTC TTC TCCRCCCTOC T CATCC CCC
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TRCTCRTTCCTCC RC TS RTTTC TC T G- TSR TOC O RTARC C RS TS RC AT T To O T TE TS AR TR —RC TC TS S C T SR T TC —ThC CC E TS C RS —CCR S T ~—RRC RS C—~ATC CC RS T-C o OO ToCOC TR 0 ——TC0 o0 AT
TACTCATTCOC TGOS RCTC ATTTC TCTCCC TCR TOCCC ATARCCACTC RC ATCTCTCC T TCTC ARTAC—RC T TG CTCCC A TCTC — ThRC CCCTC G RC—CC A C TG —— RRC ACC—ATCCCACC TGO CC TCCOC TOCCC —TCCC RATC
TACTCATTOC TGOS RCTC ATTTC T TG CC TCR TOCCC ATARCCACTC RC ATC TCTCC T TCTC ARTAC—RC T TG CTCCC A T TC — ThRC CCCTC G RAC—CC A CTC —— RRC ACC—ATCCCACC T—CCCCC TCCOC TOCCC —TCCC RATC
TACTGRTTOG TG G RG TS RTINS T TG GiC TGA TOC OGS ATARC G RG TS RC AT TC TG C T IO TG A TRC—LC TE TG G CTCGC R TC TS — TR G T—C G TT—L LA G TC CC AL C ACC C AT L RCC CRGC TCCCCCOC L TO G TLEC TR GG L CC
TACTCATTICCTCC RCTCRTTTC TC TS CC TSR TOC O AT ARG C RS TS RC ATC T ToC T IO TS Rt TRC—CC TE TS S C T S A T C e —The S T—C T T—C TR S TC ST R C A C AT CC RS C RS TCC Do COC S EC CC o C IO SC RO DD
TACTCATTCOC TGOS G TC ATTTC TCTCCC TCR TOCCC ATARCC AT RC ATC TCTCC T TOTC AC TAC—CC TC TG C T OGO A TCTC — ThC CC T—C G TT—C T A C T CC R C ACC G AT GO ACCCACC TCCCCCOCC T O TGO CTCCC RGO
TACTCATTCOC TGOS R TC ATTTC TCTCCC TCR TOCCC ATARCCACTC RC ATCTCTCC T TOTC AC TAC—RC TC TG CTCCC A TCTC — ThRC GO C—C G TT—CCA CRC —— RRC ACC—AC TG RCCT—CCCCC IO TOTTCCCA—TCCC ATCC
TACTCATTCOC TCC RCTC ATTTC T TCOC TCR TOCCC ATARCCAC T RC ATCTCTCC T TOTC AC TAC—RC TC TG CTCCC A T TC — TRC GO C—C G TT—CCA CAC —— RRC ACC—RACTC RCCT—CCCCC IO TOTTCCC A—TCCC ATCC
TACTGRATTOCTCG G TS AT TC TG GC TGR TOCCC ATARCC ARG TS RC ATC TC TGO T IO TG AiC TR —RC TE TG G CT O A TC . — TR GO C—C G TT—L CRCAC —— RRC AGC —RC TG ARG T—L G CCC TOOCTTE L Go —TO GG RTCC
TACTCATTCOC TGOS R TC ATTTC TCTCCC TCR TOCCC ATARCCACTC RC ATCTCTCC T TOTC AC TAC—RC TC TG CTCCC A T TC — ThRC GO C—C G TT—CCA CAC —— RRC ACC—ACTC ARG T—CCCCC TCCOTTOC G0 —TCCC ATCC
TACTCATTCOC TGOS R TC ATTTC T TG CC TCR TOCCC ATARCCACTC RC ATCTCTCC T TCTC ARTAC—RC TC TG CTCCC A TCTC — TRC GO C—C G TT—CCA CAC —— RRC ACC—ACTCCC CT—GCCCC TCCOTTOC G0 — IO G RATC
TACTCATTOC TCC RCTC ATTTC TCTCCC TCA TOCCC ATARCCACTC RC ATCTCTCCT TOTC AC TAC—RC TC TGO CTCCC AC TTC —ThCCC T—C G TT—CCA CAC —— RTC ACC—ACTCCC CTT—CCC IO TCCCTC GO A—TCCC RATC
TACTCATTCOC TGOS R TC ATTTC TCTCCC TCR TOCCC ATARCC AT RC ATCTCTCC T TOTC AC TAC—RC TC TG CTCCC A T TC — ThC GO C—C GCA—CC A CAC —— RTC ACC—ACTCC ACT—CCCCCCC TOCTOCC A—TCCC RATC
TCCTCATTCCTCS RCTCATTTC TCTCCTTCA TTCCC ATARC CRCTC RC ACCTCTCCC TOCC RC TAC—CC TCC S0 CTOGE R T TC —C TheG G0 T RRC S —RC - CCCRCC GO GC GO CCCCC TC RCCCC CACCCOC TEC CCOCCCC TGO
TCCTCATTCC TCC RCTC ATTTC TCTC O T TCA TTCCC ATARCCAC T RC RC A TCTCCC TOCC AC TAC—CCTCC GO CTCCC A T TIOC —C ThC G0 T TG CCC G — TG AR CC OO T CC T TTC T RC ACCAC TCCCCT-TCC TCCCCTC TC CACC

TCCTCATTCC TCC ACTC ATTTC TCTC O T TCA TTCCC AT ARCCAC T RuC RC A TCTCCC TOCC A TAC—CC TC ACC CTCCC A T TIC —C TG GO TTE GG C—— T CTCC G- TC CCRC CCCCC T GO AR CRC GO

TECTCRATTICC oG RS TC RTTTC TCTC CT TSR TTCCC AT ARG C RS TS R AT T T o . TOC AR TR T C C o S TE T S A TTRT. The OSSO RS oo SO C A ST ST  CC CC—TC CC oo o Co o e —
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=TCCRRCOCCTCC—CTCCCTC CCTEC oS R O Rl FoRC o —— RS~ T TTC T TC R C TS T CTTTRCC C AR SRR oC CTC RS CRATC CCRC RCC Ol R R CC R C TE Te T AT S C T CCRC R TC TCC IO CCC o CRCCC oo RCC R
=TCCRRCOCC oo —CTCCCTCCCTEC oS CRC O Al RS —— R RS~ T TTC T TC R C ToC T CTT TRACC CRC AR SRR OC CT . e CATC CC R R C TR R C R S R TE TE T AT S C T CC R R TC TCC IO CCCCC CRCCCCC RCC R
—TCCARCCoC oS —CTCCCTCCCTEC OO G A SR O AR R A — R ARG —TC TTC TC T R C TCC T CTRTACC C AT AR CARCC CTC RC CATC CC R ACC CARC A S RS TCTC TG ATCC T CC AC R TC TCC IO CCCCCCACCCSC RCC R
RTCCCCTOCC TTC TE e CC TE TTTEACC OIS CRC O Al S RS —— R RS~ T TTC T TC R C To T CTTC A—C CRCC A GRS C T RS CAT S CC R R C TR R C R S R TE TE T AT S C T CC RC R TC TTC TR CC TCCACCCCC RCC R
RTCCCCTOCC TIC TE e CC TE S TTEACC OIS CRC O Al S RS —— R RS~ T TTC T TC R C ToC T CTTC A—C CRCC A C R OC C T RS CATC CC R R C TR R C R S R C TE TE T AT S C T CC RC R TC TTCTACCC TCCACCCCC RCC R
ATCCCCTOCC TIC TETC CC TE S TTEACC OIS CRC O Al S RS —— R RS~ T TTC T TC R C ToC T CTTC A—C CRCC A GRS C T RS CATC CC R R C TR R C R S R TE TE TS AT S C T CC AR TC TTCTACCC O CACCCCC RCC R
=TCCRCCCRC TC S —C o CC Te S TTEC CC Do CRs O Al RR S —— R R~ T T T T T R C T T CTT TRACC C R AR SRR S CT . e CATC CC RS A TR R C R S A C T Te T AT S C T CC R R TC TTC IO CCCCC CACCC OO RO R
=TCCRCCCRC TCC—CTCCCTCC TTEC CC S CRC O Al RS —— R RS~ T TTC T TC R C T T CTT TRACC CRC AR SRR OC C T e CATC CC R R C TR R C R S R e TE TE TS AT S C T CC RC R TC TTC IO CCCCCCACCCCC RCC R
=TCCRCCCRC TCC—CTCCCTCC TTEC CC S CRC O Al RS —— R RS~ T TTC T TC R C T T CTT TRACC CRC AR SRR OC C T e CATC CC R R C TR R C R S R e TE TE TS AT S C T CC RC R TC TTC IO CCCCCCACCCCC RCC R
=TCCRCCCRC o C—C o CC TE S TTEC oD CRC O AT R —— R RS~ T T T T T R C T T CTT TRACC C R AR SRR S CT . RS CATC CC RS R TR R C R S R . TE Te T AT S C T CC R R TC TTC IO CCC o CACCC OO RO R
=IO CC R TG —C IO CC IO CTTOCCC O CRC CC Al R R — R R —TC T TC T TG A G T C T CT T TACCC AC AR CRARCC CTC RC CATC CC RC ACC CA R CA CC R e T T TC ATCC TCCC AC A TC TTC TG COCCCCACCCCC RCC R
=IO CC R TG —C IO CC IO C TTOCCC O CRC CC Al R R — R RC—TC TTC TC TG A G T C T CT T TARC C A TCACARCC C T RC CATC CC RC ACC C AR CA CC A e T T TC ATCC TCCC AR A TC TTC TG COC T CACCCCC RCC R
=TCCRCCCRC o C—CTCCCTE S o CC oS CRC O Al RS —— R R —~TC T TC T TC R C ToC T CTT TRCC C R AR SRR oS C T e CATC CC R R C TR R C R S R TE TE T AT S C T CC AR TC TTC IO CCCCCCACCCCC RCC R
= C R TR TS —C oo CC S~ TE S C o S RC i CCC R TTT T Ah— G0 T T T R S o T T TH—C S CRC C A R ST C R C AT CTRC RS CR R A S A e T To T AT C T S RC R TC TCC IO C oo CC CACCCCC R TR
BTCCACRC RCC—CCCCTC—C OO CCCCR G R CC OO R TTCCC AR RTCC TTC TC T AGC TG C T T Th—C GC LG C A R CTCC AT CATC CTAG R CC AR C A G ARG C TC T TG AT C T CC ARG R TC TCC IO COCCCCACCCCC RC TR
CACARTC TR CCCCTCCATC CTCCCGR CRC CCTOC B TT—C A— 0 TTC TC T ARG TG C T T T —C GO CRC R A R OC CC ATC CATC CTAC RCCC AR C A G A C TC T TG AT C T CC ARG R TC TCC IO CCCCCCACCCCC RC TR
=G TROCC OO —CCG AT — T CC CGR G AG CTOGC GG TTTRC RC—GC T T To A G L C T. TG0 Th— G T R R A ST AT C AT CC ARG AL CR R A G TG TE TS TO AL C TCC TRC R TC TCC IO CLCCC CACCCLC R TR
...... 2110......2120......2130......2140......21580......2160......2170......2180......21580......2200......2210......2220......2230......2240......2250

CRCTLTTTICRCTG ARGC RCCC RCC AR CRRGC CRRGC QT TS CRC T DO CCR TG GC O ARG R GC T G G AR RCC TTC CRR OO C TG R ARG TG RTGC GG A TR R TC AT CRRC T To TC T TIC RAC A CCARTC CCTRCTRTCCCCR
CACTCTTTCACTS RRCC RCCC RCC AR C AR CCCRARCC G TTC T CAC TC OO CC A TC CC O ARC R CC O CC ARRCC TTCCARCCCTC AR RC CTC ATCCCC ATACE TCRTTC CARC TC TC TC T TTC ARC CACCARTC CCTACTATCCCCA
CACTCTTTCACTS RRCC RCCC RCC AR C AR CCCRARCC G TTC T CAC TC OO CC A TC CC O A RC RC CCTC GG ARRCC TTCCARCCCTC AR RC CTC ATCCCC ATACE TCRTTC CARC TC TC TC T TTC ARC CACCARTC CCTACTATCCCC A
CACTCRTTCACTE RRCC RCTC ACC TTCARCC CARTC G TTC RCC CAC TC OO CC G TC e CTC ARG RC CCTCCC ARRCC TTCCARAC CTC AC RCC T ATCCCC ATACACCRTTC CARC TC TC TC T TTC ARC CACCARTC CCTACTRACCCCCA
ERCTCATTICACTC RRCC RS TC ARCC TT CRRC S CRATC ST RCCCAC T CC o ST o CC oD AR RS CC T CC AR RCC TTCCRRRC C T RS RC ST RTCC CC AT A CRC ST CARC TC TC TC T TIC RAC CACCARTC CCTACTRCCCCCR
CACTCATTCACTS RRCC RCTC ACCTT CRRCC CRRATC S TTC ACCCAC TCCC CC S TO GO CTC ARG RCCC TCCCRARRACC TTCCRRACC T RC RCC TS RTCCCC AT A CRCC AT CARC TC TC TC TC TIC RAC CACCARTC CCTACTRSCCCCA
CACTCATTCACTS RRCC RC CC AR RRC AR CCCARCC G TTC T CAC T OO CC G TC e CTC ARG RC CCTCCC ARRCC TTCCARCCCTC AC RCC T ATCCCC ATACE TCRTTC CARC TC TC TCTC TTC ARC CACCARTC CCTACTATCCCCA
CACTCATTCACTE RRCC RCCC AR R R CARCCCARCC G TTC T CAC T OO CC G TC e O ARG RC CCTCCC ARRCC TTCCARCCCTC AC RCC T ATCCCC ATACA TCRTTC CARC TC TC TC T TTC ARC CACCARTC CCTACTATCCCCA
ERCTCATTCCCTC RRCC RCCC AR AR CRRCCCRRCC S TTE o  CAC T CC e ST o CC oI AR RS CC T CC AR RCC TTCCRARCOC T RS RC ST RTCC CC AT A CR T AT CARC TC TC TC T TIC RAC CACCARTC CCTRCTRTCCCC R
CRCTCRATTCCCTC RRCC RS CC ARG AR CRRCCCRRCC CTTE o  CAC T CC e ST o CC oI AR RS CC T CCRRRCC TTCC AR OO C T RS RiC ST RTCC CC AT A CR T AT T CARC TC TC TC T TIC RAC CACCARTC CCTACTRTCCCC R
CACTCATTOCCTS ARCC RCCC ARC AR CARCCCRRCC CTTC TCCCAC TCCC CC S TO OO CTC ARG RCCCTCCCARRCC TTCCAROCCTC G RCC TS RTCCCC AT ACR T AT CARC TC TC TC T TTC ARC CACCARTC CCTACTATCCCC A
CACTCATTCRACTS RRCC RC CC RCC R R C AR CCCRARCC G TTC T CAC TC OO CC G TG e O AR RC CC O CC ARRCC TTCCARCCCTC ARRC CTC ATCCCC ATACA TCRTTC CARC TC TC TCTC TTC ARC CACCARTRACC TACTATCCCCA
ERCTCRATTICCCTC RRCC RCCC RCC A CRC S o CRRCC ST o  CAC T CC ST o CC oD AR RS CC e CCARRCC TTCCRROC C T A AR ST RTCC CC AT A CR T AT CARC TC TC TC T TIC RAC CACCARTRCC TRCTRTC CCC A
ERCTCRTICCCTC RS e O CC e CT—~~C T TCOC T CCC AT T CC o s CCC T CC Do AR Te S T CC AR ARG C C T o R oC o C e TS TE C TS CC AT A SR T AT T CARC T TCC S CTTC RAC CTCCARTC CCTACTRCICCC T
ERCTCATOCRC TS ARCC RC——T——-—CCTAC—TC CC o T Te TE ARG S CCC To CC oo AR T CC T CC AR ARG C C TR CR A CTC T G AT S TC C TS S CC AT A CR TR T T, TARC TC T TS CCTIC RAC CTCCARTC CCTRCTRCCCCTT
CATTCTCRCACTS ARCC T ——T—-—CCRCA—TC o C R TCCC C TGS CC D To CC O ARG NG CCTC CC AR AT  CTCC AR OO C T T RC S TRC TS O CC AT A CR TCCTTC CARC T T TCCCTTC ARC CTCCARTC CCTACTATC CC T
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1824
1983
1887
1964
18598
18989
1885
1825
18594
1833
1820
1820
1728
1767
1678



IUCLENA _FRILASENSIA
FPRILRS_FRIRS

RY038278 |Tuglana_3p. CRRdw
IUCLENR _BMUTRBILIS CPCC293
AYDE29HH8 |[Euglana mutaisilis
0090196 |Tuglana muta-ilis ELC
ALTE32301 | Fuglana mutaisilis M4
AT533302 |TUFlana mutailis SRG
RT532303 |Euglena mutainilia M1E
213650 | Fuglana mutasilis_RCO
JLTE32305 | Fuglana mutaioilis_ SRS
AFO9E983 |Fuglana mutalsilis
RY523038 | Fuglena mutasilis_Haw
fuI532408 | Euglena dages _war. _in
AF112872 |Euglana riridis
AuI532426 | Euglana geacilia SRS

AIA32398 | Eutraptialla pomdquatanais

EIUCLENA_FRILASENIIS
PRILAS_FRIRS

RY028278 |Luglena 3p. CRRdw
IUCLENA _MUTHREILIS CFCC283
AYODB29B8|Euglana mutalnilis
IU0S0196 | Euglana mutabilis LD
JLTE3201 | Fuglana mutaioilis MAL
JLTE32402 | Fuglana mutaioilis_ SRS
RTE334803 |Euglans mutaiilis M18
HM213650 | Fuglena mutasilis RCO
RT532305 |Fuglena outaiilis SRS
EFO056592 |EuTlens mutanilis
RYS2I0IE | EuTlens mutandlis Haw
RI532308 |EuTlens dasas war . _in
AF112872 |EuFlena riridis
AJ532426 |RUFlena Jeacllia _SRGC

AJE32398 | Euteapt hlli_pﬂmﬂt;n!l! CCCIG——— GO T ARTTTCCCCARTC TCC TCC TRTTRAC ACC RACCARRR

S TR TCRC CC T C AT C R T R TE CCTSC SRS TT T TA—CRC RCCC CCC S TCCTTEC TROCC TS C CRTTC C G TG TR CC—RTC TS S AC AR T ——C TCRCCCC—
CETCRTCRCCC TCCRTOC RCTC ARG TCCCTOEC RS TT T TA—C AC RCCCCCC G TCC T IO TROCCRATCCCATTC CCR TRC TACC—ATC TGS AC ARTC ——C TG RCCCC—
COTCATCRGCCTCCATCC BT TG A TCCCT SO CA—TTTC ThA—C R R CC CCC G T G T I CC TACC C AT C CATTCCC A TAC AR AC—ATC TCC ACARTC —C TCRCCCC—
COTCATCRGCC TG C R CC BTG RC TCCC T GO C AT TS TG C R R O C O G T G T T OE TACCCATCCC ATTC T A TAC AR CCRC TC TG ACTL CC ——TOCCCC O TCCCTCCC—
COTCRATCRGCC TG C R OO BTG A T CC T GO C A TT T ThA—C R R O C O G TE G T T OC TACC C ATCCC AT TC T A TAC AR CC—C TO TG ACTL CC —— TGO O TCCCTCCC—
COTCRATCRGCC T C R CC BTG A TCCC T O C A TT T ThA—C A R O C O G T G T T OC TACC CATCCC ATTC T A TAC AR CC—C TO TG ACTC CC ——TGCCCC O TCG
CCTCRTCRCCCTCCATOC RO TS A TC CC T CC AT T I TA—C R RO o S TC LT TR TRCCC AT C CATTC CC R TRC AR A C—ATC TCC AC ARTC —C RRCCC—CCT—
COTCATCRGCCTCCATC BT TG A TCCCT SO C A TTTC ThA—C R R CC CCC G T G T I GC TACCC AT C CATTCCC A TAC AR AC—ATC TCC AC AR T —C RRCCC—LCCT—
COTCATCRGCCTCCATC BT TG A T CC T SO C A TTTC TA—C R R O CCC G T G T TG TACC C AT C CATTCCC A TAC AR AC—ATC TCC ACARTC —C ARCCC—LCCT—
CCTCRTC

S TCR TR O C T C AT R TS R T C O T SC ST I TA—CRC RO CC CCC S TC CT TR TROCCRATCC CRTTC SO TRCRER C—RTC TS S AC AR T ——C) RS TC—CCT—
CCTCRTCRCCCTCCATCOC RC TS A T CC T e C AT T T Th—C RC RC O O L T C T TOC TRCCC AT CCATTCC G R TAC AR AC—ATC TLC AC AL C CTCC - TLCTCRCCT—
CCTCRTCRCCC T C AT RC T A TE CC T SC ST I TA—C RC R O o S TE C T T TRCCCRTCCCRTTC CC R TRC AR A C—ATC TCC ACC RCC ——O) CCC—CCC—

BCTCRTCRC . TCRC RC CC ATTC T T CC T C ST T I Th—C RC R O O S TH O T T TRCCC AT S CCC ST G TRC RS CC—RC CC S ARG C e —C O Do S O C O C T SR CAT O S S o CCC TCC SE C oo COC TRCCC TCRCCCC

COTCRCCRGCC AR R CC BT T T CC T GO C A TT T ThA—C R R O C O G T G T T OC TACC C ATC AT CCTC G A TAC AR C C—ATC ACCACC TCA—C —COCAGCCC TCTCTOC ARG
CCTCRTCRCC o CAC R CC RTTC T TE CCTSC ST I TA—C RC R O o S TE C T T TR C R TS C ToC C T G TRC RS TC—ATC RCCACC TIC TCC RCCCC QT TICT: SCCCCRCTRCRCCH
BCTCRTCACC T CAC T ATTC T TECCTSC Ch—TT I TA—C AC RCCC CCC S TECTTOC TROCC ATC ATRC RRCC R TRCAC CC-ATC ACCRCCCOCCCCCCSCCCTT SCCCa9c—
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——————— —RTCCRRCCTOCC TORATC T-CCTC TLC TR GG
—ATCCRRCCTCCCTCATC T-COTC TOC TR RGC
—ATCC RRCCTC GO TCATC T TCCTC TCC ThC RCC ———
—TCCCRRCCTCCTTCATC TCACTE ToC ThE RCC RAC CRRRR
— T o AR CTCCTTCATC TCACTC TCC TRC RCC RAC CRRRR

—RTCRRRC CTCCC TG ATC T TICC T TS THS RoCC RoRC CRRCRR
—RTCARRCCTCCCTCATC TTCCTE ToC ThE o RAC CRRNR
——————— —RTCARRCITCCCTCATC TTCCTC TOC TR RCCEETC CARRR

—RTCCRRCCTCCCTGATC TTICCTE TEC THG RCC RoRC CRRRR
— AT ARRC CTC GO TCATC T TCCTC ICC TRC RCC ARG CARAR
—RCCCRRCCTC GO TCATC T TCCTC TCC TRC RC—RACCARAR
TGRCCCC O CCC AR T TTCC CCATCCCCAC THOC TAC TR AC CARRR
CCRCh———CC TG ARRTTCCC TCATCCCCAC TCRC TRC RCCRACCARRR
TR ——CCCC RRRTTC G RCCATC TCCRC CCRC TR RCC RRCCRRRR
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ANEXO 11. MATRIZ DE IDENTIDAD DEL ALINEAMIENTO

CPCC293
EU090196
AY082988
AJ532401
AJ532402
AJ532403
HM213850
AJ532405
AF096992

AY523038

E._PAILAS
ENSIS

P_FRIAS
AY029278
AJ532408
AF112872
AJ532426
AJ532398

CPCC
293

D

0.976
0.988
0.817
0.817
0.811
0.743
0.817
0.799
0.803

0.806

0.806
0.803
0.599
0.588
0.584
0.556

EU090
196

0.976

0.969
0.802
0.802
0.798
0.758
0.802
0.784
0.788

0.796

0.796
0.794
0.588
0.576
0.572
0.544

AY082
988

0.988
0.969

0.813
0.813
0.808
0.740
0.813
0.797
0.801

0.803

0.803
0.800
0.599
0.588
0.585
0.557

AJ532
401

0.817
0.802
0.813

0.998
0.971
0.888
0.969
0.906
0.917

0.905

0.905
0.904
0.600
0.597
0.602
0.564

AJ532
402

0.817
0.802
0.813
0.998

0.971
0.888
0.968
0.906
0.917

0.905

0.905
0.904
0.599
0.596
0.602
0.564

AJ532
403

0.811
0.798
0.808
0.971
0.971
ID
0.909
0.964
0.895
0.913

0.900

0.900
0.898
0.595
0.595
0.599
0.565

HM213
850

0.743
0.758
0.740
0.888
0.888
0.909
ID
0.883
0.820
0.837
0.828
0.828
0.825
0.538
0.537
0.540
0.506

AJ532
405

0.817
0.802
0.813
0.969
0.968
0.964
0.883

0.897
0.921

0.901

0.901
0.899
0.597
0.597
0.600
0.564

AF096
992

0.799
0.784
0.797
0.906
0.906
0.895
0.820
0.897

0.885

0.872

0.872
0.871
0.587
0.587
0.586
0.555

AY523
038

0.803
0.788
0.801
0.917
0.917
0.913
0.837
0.921
0.885
ID

0.891

0.891
0.889
0.594
0.591
0.592
0.556

E._PAILAS
ENSIS

0.806
0.796
0.803
0.905
0.905
0.900
0.828
0.901
0.872
0.891

ID

1.000
0.994
0.596
0.588
0.599
0.561

P_FRI
AS

0.806
0.796
0.803
0.905
0.905
0.900
0.828
0.901
0.872
0.891

1.000

ID
0.994
0.596
0.588
0.599
0.561

AY029
278

0.803
0.794
0.800
0.904
0.904
0.898
0.825
0.899
0.871
0.889

0.994

0.994

0.597
0.587
0.598
0.560

AJ532
408

0.599
0.588
0.599
0.600
0.599
0.595
0.538
0.597
0.587
0.594

0.596

0.596
0.597

0.722
0.711
0.650

AF112
872

0.588
0.576
0.588
0.597
0.596
0.595
0.537
0.597
0.587
0.591

0.588

0.588
0.587
0.722

0.745
0.678

AJ532
426

0.584
0.572
0.585
0.602
0.602
0.599
0.540
0.600
0.586
0.592

0.599

0.599
0.598
0.711
0.745

0.688

AJ532
398

0.556
0.544
0.557
0.564
0.564
0.565
0.506
0.564
0.555
0.556

0.561

0.561
0.560
0.650
0.678
0.688
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