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r rNTRonuccroN 

Todos los organismos requieren de un suministro de 

energ1a para llevar a cabo las reacciones sintéticas y las 

actividades necesarias para vivir. Las moléculas orgánicas 

pueden ser utilizadas para el crecimiento o almacenadas en 

forma de reaerva alimenticia y como fuente de energía 

qu1mica que será utilizada por el proceso de la respiración 

llevado a cabo en las mitocondrias de células eucariontes. 

1.1 ESTRUCTURA MrTOCONDRIAL. 

Las mitocondrias son las centrales energéticas de todas 

las células eucariontes, utilizan la energía obtenida de la 

reducción del oxigeno con el potencial reductor de las oxido 

reductasas que darán su energía para la síntesis de ATP. 

En su morfología (Fig.1) las mitocondrias presentan una 

membrana externa, una membrana interna (plegada formando 

crestas) en la cual tienen lugar las fases terminales de la 

oxidación y la matriz mitocondrial la cual contiene enzimas 

de importancia para oxidación de piruvato, ácidos grasos y 

ciclo de Krebs (Lehninger, 1985) 

La membrana mitocondrial externa contiene numerosas 

copias de una proteina transportadora llamada porina que 

forma grandes canales acuosos a través de la bicapa 

lipidica; es una red permeable a todas las mol~culas de 

menos de 10,000 daltons, incluidas las proteinas pequeflas. 



Membrana e><terna 
Membrana interna 

Espacio lntermembranal 

l"iq.1. Esquema de la mltocondria y sus componentos. Aqul los 
mol~culas orgánicas se degradan en energía que se vuelve a 
empaquetar en unidades más pequenas apropiadas para la 
mayor la de los procesos celulares. 



Esta membrana contiene en:.imas como: Acil-coenzima A 

sintetasa, la NAOH citocromo b5 reductasa, glicerofosfato 

acil transferasa, fosfolipasa A2 y una f~rrosulfoproteina 

entre otras; es rica en colesterol y fosfatidil ~nositol (De 

Pierre y Ernster, 1977). 

La topologia transversal de las enzimas de la membrana 

interna es importante debido a que encara dos procesos 

metabólicos importantes para la fisiología celular, por el 

lado de la matriz, el ciclo de Krebs, y por el. lado 

citos6lico la glucólisis y muchos procesos biosint~ticos. 

La mer.ibrana mitocondrial interna tiene una relación 

lípido-proteina alta e 4: 1 por peso lo que corresponde a una 

molécula de proteina por cada 15 de fosfolipido) se han 

encontrado 60 prote1nas diferentes, contiene enzimas que 

intervienen en el transporte de electrones y fosforilaci6n 

oxidativa as1, como otros sistemas de transporte. En e1la se 

localizan la SOH, los citocromos b, e, c1 1 a y a 3 asociados 

al transporte de electrones y ATPasas asociadas a los 

mecanismos de síntesis de ATP. La cardiolipina se encuentra 

en alta proporción, es un fosfol1pido que constituye más del 

10% del contenido lipídico de la membrana y que posiblemente 

contribuye a su impermeabilidad a iones como: H+, K+, Na+, 

Cl- para el transporte de los cuales se requiere de 

permeasas (Alberts, et al 1986). 

Esta membrana está plegada en numerosas crestas que 

aumentan su superficie total. contiene tres tipos 

principales de proteínas: las que cata1izan las reacciones 



de oxidación de la cadena respiratoria, un complejo 

enzimático llamado ATP sintetasa que cataliza la producción 

de ATP en la matriz y prote1nas especificas de transporte 

que regulan el paso de metabolitos hacia la matriz y hacia 

el exterior. 

Entre las enzimas de la matriz se hallan las que 

metabolizan el piruvato y los ácidos grasos para producir 

ACoA, y los que oxidan el ACoA en el ciclo de Krebs. Los 

productos finales principales son el C02 y el. NADH (fuente 

principal de electrones para el transporte a lo largo de la 

cadena respiratoria). También en la matriz existen varias 

copias idénticas del genoma de ADN mitocondrial, ribosomas y 

ARNt y varias enzimas necesarias para la expresión genética. 

(Karp, 1984). 

1.2 FUNCXONES HXTOCONDRXALBS 

El metabolismo de las mitocondrias desempefía 

importantes procer.os bioqu1micos: obtener energía química a 

partir de l.a oxidación de los elementos nutritivos ricos en 

energ1a y convertir las moléculas nutrientes en precursores 

de l.os sill.ares de las macromoléculas de la célula, s1ntesis 

de proteínas, ácidos nucleicos, 11pidos, polisacáridos y 

otros, para degradación de biomoléculas. 

En ciertas condiciones, las mitocondrias emplean una 

fracción del total de la energia respiratoria para fines 

diferentes de la fosforilación del ADP; como el transporte 

de iones a través de la membrana en contra de gradientes de 

concentración. Existen en la membrana mitocondrial sistemas 



de transporte específicos para el ADP, ATP, Pi, piruvato, 

citrato, succinato, a-KG y malato; así como para los 

aminoácidos aspartato y glutamato (Fiskum y Lenhinger, 

1980). Son sistemas activos debido a que solo ~n presencia 

de energía obtenida de la fosforilación oxidativa 

transportan metabolitos en contra de gradientes de 

concentración. 

En cuanto a la acumulación de ca2+ las mitocondrias de 

los tejidos animales pueden acumularlo en contra del 

gradiente en un proceso energeticamente acoplado con el 

transporte de electrones (Fiskum y Lenhinger, 1980). 

Por cada par de electrones que pasa desde el NADH hasta 

el oxigeno se acumulan 6 iones de ca2+ procedentes del 

medio, 2 por cada centro de conversi6n de energía. 

Los iones Mn2+, Fe2+ y sr2+ se acumulan de modo simi1ar en 

las mitocondrias, no asl el Mg2+. 

Utilizan tanto los ácidos grasos provenientes del 

torrente sanguíneo unidos a seroalbümina o de la hidrólisis 

de lipidos intracelulares como el piruvato producido en el 

citosol por glucólisis. Estos compuestos son activados por 

esterificaci6n con coenzima A para formar ésteres acilicos 

de la coenzima A en la membrana mitocondrial externa y se 

convierte en t!steres o-acil grasos de carnitina que son 

transportados a través de la membrana mitocondrial interna 

hasta la matriz en donde son transformados en ésteres de 

acilgraso de coenzima A. Las etapas subsiguientes de la 

oxidación forman ésteres de coenzima A. Las eliminaciones 



oxidativas de ACoA de los acil-CoA grasos saturados de 

cadena larga recibe el nombre de B-oxidaci6n, rindiéndo en 

cada ciclo un AcilCoA y un éster de CoA de un ácido graso 

con dos átomos de carbono menos. 

Los electrones producidos en dos etapas de 

deshidrogenaci6n, (FADH2 , NAOH} fluyen hacia el oxigeno a 

través de la cadena respiratoria acampanados de la 

fosforilaci6n oxidativa del ADP; asi, el ACoA se oxida hasta 

C02 y H20 al incorporarse en la s1ntesis del citrato al 

ciclo de Krebs. (Stryer, 1975). 

Los ácidos grasos y el piruvato se encuentran en la 

célula como sustancias de reserva; las grasas almacenan 

ácidos grasos y el glucógeno almacena glucosa la cual será 

posteriormente transformada en piruvato. 

1.3 GLUCOLYBIB 

En la gluc6lisis la glucosa es degradada en el citosol 

a dos moléculas de piruvato las cuales conservan la mayor 

parte de la energ1a total de la oxidación de la glucosa, con 

la generación de dos moléculas de ATP. 

1.4 CICLO DE RREBB 

La respiración puede ser definida como la transferencia 

termodinámicamente espontánea de equivalentes reductores a 

partir de un reductor a un oxidante v1a una serie de 

componentes redox unidos ya sea a la membrana celular 

(bacterias) o a membranas internas de ciertos organelos 
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(mitocondria) (Alberts, et al 1986). Este proceso va 

acompanado por un cambio en la ener91a libre el cual depende 

de la diferencia de potencial redox del donador y el 

aceptar. 

El ciclo de Rrebs (descubierto en 1937) es responsable 

aproximadamente en dos terceras partes de la oxidación total 

de los compuestos de carbono en la mayor1a de las células. 

sus principales productos finales son C02 , NADH y FADH2• 

Los dos ültimos transportan sus electrones hasta la cadena 

respiratoria, al final de la cual estos electrones son 

uti1izados para reducir o 2 a H2o.(Lenhinger, 1985). 

El ciclo empieza {Fig.2), con la condensaciOn del 

carbono del metilo del grupo acetilo del AcetilCoA con el 

qrupo carbonilo del oxaloacetato; esta reacción es 

catalizada por la enzima citrato sintetasa, se cree que el 

citril CoA es un intermediario transitorio en 1a reacci6n de 

la citrato sintetasa, este se forma sobre el sitio activo de 

la enzima y se experimenta una hidrólisis con formaci6n de 

CoA-SH libre y de citrato, que se liberan del centro activo. 

oe citrato a isocitrato la reacción es catalizada por 

la aconitasa, esta contiene dos átomos de hierro y azufre 

á.cido lábil; promueve la adición reversible de agua al 

enlace doble del cis-aconitato, unido a la enzima de dos 

formas diferP.ntes, una que conduce al citrato y otra al 

isocitrato. 
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l'iq.z. Ciclo do Krebs. 
Oxidaci6n del piruvato hasta oxigeno. En cada paso 
interviene una enzima especifica asociada a la genoraci6n do 
NADH y PADH2, (Avers, 1992}, 



En la siguiente etapa se deshidrogena el isocitrato y 

se desprende C02 para formar a-cetoglutarato; por medio de 

la reacción catalizada por la isocitrato deshidrogenasa, una 

dependiente de NAO+ (mitocondria) y otra de NADP 

(mitocondria y citosol), predominando la primera. 

In vitre la enzima necesita de Mg2+ o Mn2+ para su 

actividad y ésta es parcialmente inactiva en presencia de 

ADP. 

El a-cetoglutarato se descarboxila y forma succinil CoA 

y C02 por la acción del complejo de la a-cetoglutarato 

deshidrogenasa. Este complejo esta formado por tres enzimas 

análogas a las del sistema del piruvato; asi, como una 

enzima unida al TPP, Mg2+, CoA, NAO+, FAD+ y ácido lipoico. 

Pero no posee un mecanismo regulador tan completamente 

elaborado como lo es el de la PDH. 

El producto siguiente es el succinil CoA (de elevado 

contenido energético); en las células este pierde su grupo 

CoA por una reacción acoplada en la que la ruptura del 

enlace tioéster va acompafiada de la fosforilación del GDP a 

GTP. 

La enzima que cataliza la reacción es la succinil CoA, 

hay formación de succinato libre y provoca la formación del 

grupo fosfato terminal de energ1a elevada en el GTP, a 

partir del GDP y Pi; a expensas de la energ1a libre liberada 

en la ruptura del Succinil CoA. 

En esta reacción se conserva la energ1a libre y tiene 

una etapa intermedia en la que la molécula de la enzima se 
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fosforila en un resto de histidina del sitio activo. Este 

grupo fosfato, se transfiere del GDP formando GTP; esta 

formación acoplada del GTP se lleva a cabo debido a la 

energía libre de la descarboxilaci6n oxidativa del a­

cetoglutarato y es una fosforilaci6n a nivel de sustrato 

acoplada al transporte de electrones. 

El GTP formado por la sintetasa del Succinil CoA transfiere 

su grupo fosfato terminal al AOP para formar ATP mediante la 

acción reversible de la difosfoquinasa de nucleósido. 

En la etapa siguiente el succinato se deshidrogena y 

forma fumarato por la succinato deshidrogenasa la cual 

contiene un dinucle6tido de flavina y otro de adenina. Este 

grupo prostético funciona como aceptar de hidrógeno. 

La succinato deshidrogenasa (inhibida competitivamente por 

malonato) se halla unida a la membrana mitocondrial interna; 

contiene un FAD+ y dos centros ferrosulfurados, uno que 

contiene 2 y otro átomos de hierro los cuales cambian de 

valencia Fe(II) a Fe(III) y asi se transportan electrones. 

La hidratación reversible del fumarato a malato está 

catalizada por la fumarasa, esta enzima, hidrata el doble 

enlace en posición trans de1 fumarato; consta de 

subunidades las cuales son cadenas polipeptidicas y no 

necesita de una coenzima. 

En la ültima reacción del ciclo de Krebs el malato es 

oxidado por la malato deshidrogenasa dependiente de NAO+ la 

cual se encuentra localizada en la matriz mitocondrial y 

cataliza la deshidrogenación del malato generando una 

10 



11 

molécula de oxaloacetato finalizando as1 el ciclo. 

Del ciclo de Krebs se eliminan ~ átomos de carbono en 

forma de co2 y se regenera una molécula de oxaloacetato, 

además, de la eliminaci6n de 4 pares de átomos de hidrógeno 

por deshidrogenaci6n enzimática; 3 pares reducen 3 mo1éculas 

de NAO+ a NADH y un par reduce el FAD+ de la succinato 

deshidrogenasa a FADH2 (Stryer, 1975). 

Los 4 pares de electrones de los átomos de hidrógeno 

circulan a través de la cadena de transporte electrónico 

hasta el oxigeno molecular con la formación de 4 moléculas 

de H20, 3 de ATP, 3 de NADH y 2 de FADH2. Como subproducto 

del ciclo se formó una molécula de GTP. 

Las etapas de deshidrogenaci6n antes mencionadas 

proporcionan poder reductor a la cadena respiratoria en 

forma de NADH y FADH2• 

Este ciclo está requlado, por la e1ntesis del citrato 

desde oxaloacetato y ACoA por lo que se considera un 

importante punto de control, la IDH estimulada 

alostéricamente por ADP aumenta la afinidad por sus 

sustratos. si se une NAO+, Mg2+ y ADP es mutuamente 

cooperativa; el NADH inhibe a la IDH desplaza directamente 

NAO+, también es sensible a ATP y el tercer sitio de control 

en el ciclo es la a-cetoglutarato deshidrogenasa inhibible 

por succinil CoA y NADH (Stryer,1975). 

Aunque el ciclo de Krebs forma una parte muy importante 

del metabolismo aer6bico ninguna de las reacciones que 

conducen a la producci6n de NADH y FADH2 utiliza 



directamente el oxigeno molecular Esta es función 

exclusiva de la serie final de reacciones catabólicas que 

tienen lugar en la membrana mitocondrial interna. 

1.5 CADENA DB TRANSPORTE DB ELECTRONES Y BINTEBXS DE ATP. 

A la transferencia de electrones y los complejos 

respiratorios, (Fig. 3) está acoplada la translocaci6n 

vectorial de protones a través de la membrana esto permite 

crear un potencial electroqu1mico que puede ser utilizado 

para sintetizar ATP de acuerdo con el mecanismo 

quimiosm6tico de Mitchell (Nicholls, 1982). 

Las reacciones de los complejos repiratorios son 

medidas por moléculas pequef\as y difusibles como flavinas, 

centros Fe-s, complejos Fe-hamo (de los citocromos) y 

complejos cu. 

Las reacciones de transferencia de electrones en la membrana 

tienen caracter1sticas que las hacen distinguirse de otros 

procesos celulares que involucren cambios redox. Primero 

ocurren rapidamente en un rango amplio de distancias 

moleculares (>>lOA), segundo los eventos de transferencia de 

electrones son frecuentemente acompaf\ados por cambios 

pequeftos en la estructura de los sitios redox; finalmente, 

muchos complejos transferidores de electrones son bombas de 

iones (por ejemplo; citocromo e oxidasa). 
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Los pares de electrones procedentes de los 

intermediarios del ciclo de Krebs y de otros sustratos, son 

transportados a lo largo de la cadena respiratoria hasta el 

oxigeno, ültimo aceptar de electrones en la respiración. 

Este proceso de transporte electrónico genera gran cantidad 

de energía la cual se utiliza para la conversión de ADP + Pi 

en ATP y es llamado fosforilaci6n oxidativa. 

Segün la hipótesis quimiosmótica los intermediarios 

químicos de alta energía son substituidos por una conexión 

entre procesos químicos y de transporte.(Mitchell,1975). 

Cuando los electrones de alta energ1a de los hidrógenos 

del NADH y el FADH son transportados a lo largo de la 

cadena de transporte electrónico , la energía liberada, cada 

vez qué pasan de ciertas moléculas portadoras a la siguiente 

es utilizada para bombear protones a través de la membrana 

interna, desde la matriz hasta el espacio intermembranal. 

Esto crea un gradiente electroquímico de protones a través 

de la membrana mitocondrial interna, y el reflujo de 

protones a favor de este gradiente es utilizado a su vez 

para impulsar, a través de una enzima ligada a la membrana, 

la ATP sintetasa, la conversión de ADP + Pi en ATP, 

completando el proceso de la fosforilaci6n oxidativa. 

El AOP es llevado a la matriz mitocondrial por un 

sistema de transporte de intercambio ADP-ATP, por cada 

molécula de ADP introducida una molécula de ATP es 

desplazada hacia afuera a favor del gradiente 

electroqu!mico. 
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Obtención '-.. AzucarH . / ¡ Grasa1 Poliijcárfdos Proteínas 

do '-. 1 
Acetll Co A Ac. grosos ~lru~~~ºy Am~noácidos 

ACoA · 
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Krebs 
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Respiratoria 

1.,.· 

Oxatoac•t~itrato 
\ 
Cis-Aconitato 

Malato ~ 
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lsocltrato 

co2 
Fumari'ttO C02 oc:-c•toglutarato 

~su6. 
2H"-...__2H ~;~i;i 2H 

/--..NAO~ 
FAD J 
f Flavoprot•Ína 

ADP•Pl\---+1---~> ATP 
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1 
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Citocromo e 

1 

Síntuis 
d• ATP { 

ADP. PI _c;t:_11_o_c-tro_m_o_a ___ ATP 

. 2H'+ 1/2 o2 H
2
0 

Fiq.3. Las etapas de obtención de energ1a de las sustancias 
de reserva son: Gluc61isis, degradación a consti.tuyentes 
simples y solubles; ciclo de Krebs, oxidación hasta C02 con 
formación de equivalentes reductores NAOH y FADH2; Cadena 
respiratoria, transferencia de electrones desde los 
equivalentes reductores hasta el oxigeno molecular y 
Sintesis de ATP. (Avers,modificado 1982). 
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otra funci6n del gradiente consiste en el bombeo de 

ca2+ desde el citosol (la concentraci6n se tiene que 

mantener en un cierto valor <10 µM) ya que pequefias 

al.teraciones de la concentraci6n citos6lica de ca2 + son 

senales que regulan varios procesos celulares. 

cuanto mayor sea la cantidad de energ!a del gradiente 

electroqulmico utilizada para transportar iones y moléculas 

hacia el interior de la mitocondria menor será la que quede 

disponible para impulsar la síntesis de ATP a través de la 

ATP sintetasa. Esta enzima también llamada ATPasa F¡Fo está 

compuesta por dos sectores, el F1 se proyecta hacia la 

matriz desde la membrana interna y se halla unida mediante 

la porción Fo inmersa en la membrana interna. 

La Qltima oxidación se realiza a través de una v1a que 

utiliza los intermediarios del transporte electr6nico, los 

cuales captan la energía a medida que es liberada y la 

emplean para impulsar la reacción ADP + Pi = ATP + H2 o 

(Nicholls,1982). 

Las moléculas que deben ser oxidadas , son hidrógenos 

en vez de hidratos de carbono y la v1a indirecta implica la 

separación de los átomos de hidrógeno en protones y 

electrones, y los protones van hacia el ambiente acuoso 

donde permanecen hasta que los electrones alcanzan a la 

citocromo oxidasa que promueve su transferencia hasta el 

oxigeno el cual es el aceptor electrónico final de la cadena 

respiratoria. 
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Las moléculas que transfieren electrones y las 

moléculas de enzima que sintetizan· el ATP promueven la 

entrada de piruvato, fosfato y ADP y la salida de ATP 

durante la fosforilaci6n que ocurre durante la oxidaci6n. 

La mayor parte de los pares de electrones que se 

incorporan a la cadena respiratoria proceden de las 

deshidrogenasas que utilizan los nucle6tidos de piridina, 

NAO+ y NADP como aceptares de electrones.(Lenhinger,1985). 

La cadena de transporte de electrones consta de 

deshidrogenasas unidas a pirid!n nucle6tidos, a flav!n 

nucleótidos, citocromos o complejos r, II, III, IV, (Fig.4.) 

El complejo I constituido por la NADH ubiquinona 

oxidoreductasa, está formado por 25 polipéptidos diferentes, 

además de FMN, ferrosulfoprote1nas, ubiquinona o coenzima Q 

y _fosfollpidos. 

Su función es transportar electrones del NADH a la 

coenzima Q, que es el único componente de la cadena que no 

se encuentra covalentemente unido a otra proteína y funciona 

como acarreador móvil de electrones entre las flavoprote1nas 

y los citocromos. El transporte de electrones inducido por 

este complejo es inhibido por rotenona, piericidina A, 

barbitüricos, demerol y mercuriales, estos actuán impidiendo 

la reducción de la coenzlma Q y la oxidación de las 

proteínas ferrosulfuradas (Martinez y Chávez,1988). 
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1'19.c. oistribuci6n de los complejos respiratorios dentro de 
la membrana interna mitocondrial los cuales intervienen en 
el transporte de electrones. (GonzAlez-Halphen, 1990). 



El complejo II está formado por la succinato-ubiquinona 

oxido-reductasa. Su principal componente es la succinato 

deshidroqenasa, la cua 1 participa en el ciclo de Krebs. La 

enzima contiene un FAD+ unido covalentemente y dos centros 

Fes, la otra subunidad solo contiene un centro Fes. La 

funci6n de este complejo es transportar electrones del 

succinato a la ubiquinona, aunque también los puede ceder a 

otros aceptares artificiales como el ferricianuro y el 

metasulfato de fenacina. 

La ubiquinona: citocromo e oxidoreductasa, conforma el 

complejo III. Formado de 10 polipéptidos, tres de los cuales 

están asociados a los centros redox, estos son los hemos 

bs62t bss6 y c. La función de este complejo es la 

transferencia de electrones de la dehidroubiquinona al 

citocromo c. Se han propuesto dos mecanismos de 

translocaci6n de protones, el ciclo de la coenzima Q y el 

ciclo del citocromo b. 

Este complejo es inhibido por antimicina, HQNO, 

mixotiazol y 2,3 dimercaptopropanol (Martinez y 

Ch6vez,19BB). 

EL citocromo b localizado en la parte media de la 

bicapa membranal, la porci6n catalítica del citocromo c1 se 

encuentra del lado citos6lico de la membrana, el citocromo e 

tiene una localizaci6n periférica. 

La citocromo oxidasa constituye el complejo IV, es una 

enzima compuesta por los citocromos a (lado citoplásrnico) y 

a3 (matriz), esta cede electrones al oxigeno molecular. se 
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estima que la reacci6n de la citocromo oxidasa utiliza el 

90\ del consumo total de oxigeno de la mayor1a de las 

células. La citocromo oxidasa es una prote1na integral 

formada de 6 subunidades. Este complejo es inhibido por CN, 

N3 , co, C04, SH; el cianuro y la azida reaccionan con la 

forma férrica de este transportador, mientras que el CO 

inhibe la forma ferrosa. 

La s1ntesis de ATP, (Fig.3) se lleva a cabo durante el 

transporte de electrones desde el NADH hasta el oxigeno 

molecular, esta acoplado a la translocaci6n de protones 

desde la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembranal 

de las mitocondrias. Esta translocaci6n es llevada a cabo 

por tres de los complejos de la cadena respiratoria (I, III 

y IV) los cuales son sitios generadores de µH+. (Mitchell, 

1975). 

Algunas sustancias qu1micas llamadas agentes 

desacoplantes impiden la fosforilaci6n del ADP a ATP al 

desacoplar reacciones entre el transporte de electrones y la 

síntesis de ATP. Estos aumentan la permeabilidad de la 

membrana interna con respecto del H+. Por ejemplo el 2, 4 

dinitrofenol y el CCCP son sustancias lipof1licas capaces de 

unir a+ a un lado de la membrana y transportarlos hacia el 

lado en que la concentración de H+ es inferior. 

1,6 CONTROL RESPIRATORIO (CR). 

Como se mencionó anteriormente las mitocondrias en el 

ültimo paso consumen oxigeno durante el transporte de 

electrones. 



La presencia de ADP y 

limitantes en el medio de 

estimulaci6n en el consumo 

el Pi en concentraciones 

respiración induce una 

de oxigeno ( edo. 3) • Esta 
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estimulaci6n se debe a la fosforilacion del ADP en la 

mitocondria e induce un incremento en la oxidación de 

sustratos, con el consecuente incremento de coenzimas 

reducidas para la cadena de transporte de electrones, que 

son capaces de generar el potencial electroqu1mico para 

sintetizar ATP a partir de ADP adicionado (Martinez y 

Chá.vez,1988). 

La estimulaci6n del consumo de oxigeno determina cuando 

el ADP es transformado en ATP, lo que sugiere que el ADP es 

un regulador de la cadena de transporte de electrones; 

despué:s el transporte de electrones regresa a su estado 

basal y hay poco consumo de oxigeno a este estado de la 

respiraci6n se la denomina edo.4. 

El control respiratorio es un parámetro que nos permite 

conocer el estado de acoplamiento entra la cadena de 

transporte de electrones y la tosforilaci6n oxidativa. 

1.7 'ADP/O 

Es un parámetro más para determinar la capacidad que 

tienen alqunos sustratos para permitir la sintesis de ATP en 

las mitocondrias. La cantidad de ATP sintetizado que puede 

ser apoyada por un sustrato dependerá de las coenzimas que 

participan en su oxidación (Martinez y Chávez,1988). 



Se determina por medio de la aceleración de la 

respiraci6n en estado 3 obtenida cuando se mide una pequefta 

alicuota de ADP que es agregada a las mitocondrias. 

Casi la mayoría del ADP agregado se fosforila a ATP, la 

relación ATP/ADP es tipicamente 100:1 cuando se recupera el 

estado 4, la ADP/O se obtiene de los mismos trazos que son 

utilizados para calcular el CR, la relaci6n de nmolas de AOP 

agregado/nátomos de oxigeno consumido. 

Por sustratos que reducen NAO+ (malato, isocitrato, a­

cetoglutarato) el valor teórico es 3, lo que significa que 

por cada oxigeno consumido se sintetizan tres moléculas de 

ATP; mientras que para sustratos que reducen al F}..0+ 

(succinato) el valor de ADP/O teórico es de 2 (Hatefi,1985). 

1.a DIOLOOI~ DB EUglena 

2l. 

Euglena graailis es un organismo muy interesante por su 

origen y caracter1sticas animales, de plantas superiores y 

alqunas exclunivas del grupo, como la de obtener enérg1a por 

medio de fermentación de ésteres de cera; además, presenta 

una amplia capacidad adaptativa en cuanto a metabolismo,. 

puede llevar " cabo la totos1nteis y crecer 

heterotr6f icamente en la obscuridad usando como sustratos 

acetato, succinato, G+M, glucosa e incluso etanol; en ambos 

casos varia la forma de moléculas orgánicas utilizadas y la 

serie de factores de crecimiento requeridos; incluso las 

diferentes cepas de Euglena grac11is se diferencian entre s1 

ya que algunas tienen la capacidad de crecer en hidratos de 



carbono y otras no (todas en acetato) , tienen necesidades 

orqánicas variadas (aminoácidos, ·purinas, pirimidinas, 

factores de crecimiento, etc.) incluso cuando se desarrollan 

heterotr6ficamente presentan una amplia capacida~ sintética, 

por lo cual todavía necesitan incorporar nutrientes 

inorgánicos (Buetow, 1968; 1989). 

En los últimos anos se han efectuado un gran número de 

investigaciones protozoo16gicas, dirigidas en parte al 

conocimiento directo de estos organismos y sobre todo al 

estudio de fen6menos biológicos generales por ser un 

excelente material a nivel celular teniendo la ventaja de 

poder obtener un gran ntlmero de células idénticas e incluso 

en el mismo estadio de crecimiento. 

Los estudios con cultivos axénicos han tenido mucha 

importancia en el entendimiento de los sistemas bioqulmicos 

que utilizan los protozoos para las interconversiones entre 

moléculas orgánicas, a fin de obtener energ!a y los tipos de 

inoléculas requeridas para las reacciones sintéticas como: 

síntesis de proteínas, fotosíntesis, hidratos de carbono, 

ciclo de los 4cidos tricarboxilicos, ciclo del glioxilato, 

oxidaci6n de Acidos grasos, etc. (Sleiqh, 1986). 

Euglena gracilis, (Fiq.5) proporciona un modelo 

experimental muy interesante para el estudio de muy diversas 

funciones, en este caso mitocondriales. 
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Fiq.5. Electromicrografla en transmisión de Euglena 
gracll.is, mostrando algunas de sus estructuras, en células 
crecidas en ausencia de luz. obtenida por Armando Zepeda R. 
y Rodrigo Velázquez E. en el Oepto. de Microscopia 
Electrónica del Inst. Nal. de cardiología "Ignacio Chávez". 



El género Euglena presenta una distribución muy amplia 

encontrandose en muy diversos habitats: agua dulce, salobre, 

ácida, alcalina, en condiciones aerobicas, anaerobicas; 

existen formas solitarias, coloniales "palrnelas" y parásitas 

(Vickermann y Cox, 1967; Buetow, 1968). 

Los Euglénidos son un grupo taxon6micamente 

problematico por el hecho de presentar caracter!~ticas 

animales y vegetales por lo que, han sido ubicados tanto en 

el Reino Animal como en el Vegetal. 

Desde el punto de vista botánico pertenecen a la 

divisi6n Euglenophyta (del griego eu-verdadero, glene-globo 

ocu1ar y phiton-planta), clase Euglenophyceae 

(Marqulis, 1981) al igual que en la clasificaci6n de 

Whittaker y Margulis 1978. se sugiere que de aqu1 derivaron 

algas como las Clorophytas y Charophytas las cuales a su vez 

dieron origen a Traqueofitas y Briofitas respectivamente. 

(Whittaker, 1978). 

La propuesta actual de ubicaci6n taxonómica de éste 

grupo (Margulis et al, 1990) es la siguiente: 

Reino Protoctista 

Phylum Euglenida 

Clase Euglenophyceae 

SegQn Levine y col. la clasiticaci6n es la siguiente: 

Reino Protista 

Phylum sarcomastogophora 

Subphylum Mastigophora 

Clase Phytomastigophorea 
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orden Euglenida 

Suborden Euglenina 

Los zoólogos los han ubicado en el Phylum Protozoa, 

clase Phytomastigophorea. 

Esta clasif icaci6n es dif 1cil ya que como se mencionó 

anteriormente presentan características de aniwales (Fiq.6) 

presentan en la parte anterior por donde entra el alimento 

una invaginación que consiste de un canal estrecho que se 

expande posteriormente en un reservorio en donde se vac!a la 

vacuola contráctil. 

Euglena gracilis presenta dos tipos de flagelos (Fig.7) 

unidos a los blefaroplastos en le base del reservarlo, uno 

interno que no emerge del reservarlo usualmente unido al 

fotoreceptor y el cual probablemente contribuye a la 

transmisión de senales, y otro que se extiende más al14 de 

la abertura anterior siendo el responsable del movimien·to; 

este es helicoidal ; puede desplazarse a lo larqo del 

flagelo en ambos sentidos, pero es mucho más frecuente que 

las ondas de movimiento se originen en la base del flagelo 

que en su extremo (Sleigh,1986). Este flagelo presenta una 

hilera de filamentos delgados (microfilamentos) los cuales 

modifican el movimiento del agua que es producido por la 

ondulación flagelar. 

Presentan una mancha ocular o estigma con un piqmento 

llamado astaxantina como el que se encuentra en crustáceos 

(Buetow, 1968). 
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Hinchamiento 
flagelar 

Mancha 
ocular 

Re~ervorio - - -

Ble! laroplastos _.,,. 

Película -- -

Retículo 
mitocondrial- -

Cloro plastes-- -

26 

-- -Microfilamentos 

- - - -Flagelo corto 

-- -Vacuola contractil 

_ __ u .. osoma 

--Nucleo 

-Endosoma 

__ Pirenoide 

l"iq.,. Esquema de Euglana indicando sus estructuras 
caracterlsticas (Buetow, modificado 1968). 



Fiq.7. Electrornicrograf1a en barrido. Se observa el flagelo 
locomotor de Euglena gracllis, el cual sale del reservorio, 
de células de un cultivo en ausencia de luz. Obtenida por 
Armando Zepeda R. y Rodrigo Velázquez E. en el Depto. de 
Microscopia Electrónica del Inst. Nal. de Cardiolog1a 
"Ignacio Chávez". 
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Como todos los protozoarios excepto amibas poseen una 

membrana celular externa relativamente rígida denominada 

película la cual presenta estriasen espiral (Fig.8), abajo 

de estas se localizan los microtQbulos pa~alelos; su 

relativa flexibilidad o elasticidad parece tener alguna 

relación con la orientación de las estriaciones de la 

película. Esta presenta un mecanismo contráctil, 

citoplásmico esencialmente ameboide. 

Leedale en 1969, propuso que la pellcula era de origen 

proteico tal vez queratina o elastina. 

Se han encontrado fosfatasas ácidas en la película 

(Sommer y Blum, 1965). 

Adyacentes a la película se encuentran mucocistos los 

cuales secretan material mucoide o mucilago el cual tiene la 

función de lubricar entre los surcos o estrias de las 

ondulaciones durante las contracciones fenómeno muy 

similar en diatomeas para adeherirse al sustrato. 

(Vickermann y Cox, 1967; Buetow, 1968; 1982). 

Nakano et al, 1987 al aislar la pelicula y analizarla 

mostraron un al to contenido de proteínas, lipidos y 

carbohidratos de 68. 7%, 17. 9% y 13. 5% r.espectivamente. La 

composición de aminoácidos es alta, prolina (13.91%), valina 

(10.85%) y alanina (11.54%) este contenido, contribuye a la 

fleKibilidad y elasticidad de las células de Euglena. 

La composición de los lipidos polares de la pelicula es muy 

similar a la encontrada en biomembranas de otros organismos 
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Fig.e. Micrografía electrónica en barrido. Se observan 
claramente las estriaciones de la pellcula o membrana 
externa celular de Euglena gracilis. células crecidas en 
ausencia de luz. Obtenida por Armando Zepeda R. y Rodrigo 
Velázquez E. en el Depto. de Microscopia Electrónica del 
Inst. Nal. de Cardiologla "Ignacio Chávez 11 • 
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La proporción de proteina a 11pidos es de 3. 8 en 

Euglena mientras que las proporciones·en membranas celulares 

eucariontes varia entre 1.0 y 2.0. 

Otra caracterlstica ünica es su contenido relativamente 

alto de carbohidratos. La pentosa y la metilpentosa componen 

el 80% del total de los azo.cares; esto difiere de otras 

biomembranas de organismos en donde el mayor componente es 

la hexosa. Solo presenta un aminoazücar, la glucosamina; la 

galactosamina es un componente comün en muchas biomembranas 

pero está ausente en la película de Euglena gracilis. 

En cuanto a las mitocondrias, éstas var1an en cantidad 

según el volumen del citoplasma, tamafto y estructura, 

presentan una superficie irregular (Leedale et al, 1969). 

La mitocondria está limitada por dos membranas de 60 A. 

aproximadamente (Gibbs, 1960) las cuales contienen enzimas 

que intervienen en el ciclo de Krebs y la fosforilacion 

oxidativa. 

La membrana interna está rodeada por una zona 

cristalina. 

La membrana externa es irregular (Lecdale et al, 1965) 

y por micr6scopia electrónica se sabe que existen dos formas 

de mitocondrias segün las condiciones de crecimiento del 

cultivo y la fuente de carbono; una grande en forma de red 

(grande) filamentosa y ramificada que recibe el nombre de 

ret1culo mitocondrial el cual ocupa del 15 al 16%: del 

volumen total de la célula, esta puede ser temporal 

(Calvayrac et al., 1972., 1974., Ledoight et al., 1972., 
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Lefort-tran, 1975) y otra pequena y redonda (distribu1das en 

toda la célula). 

Otros microrganisrnos presentan ret1culo mitocondrial 

Hlcrosomas pusilla, Trachelomonas, Honoideum y Rhabdmonas, 

Chlamydomonas y Chlorella, hongos, levaduras y plantas. 

osafune et al., 1987 observó cambios dinámicos en la 

morfolog1a del condrioma de Euglena gracilis crecida en la 

obscuridad y en fase estacionaria; una forma reticular, 

granular y otra intermedia entre ambas y que esto depend1a 

aparentemente del ciclo celular, fuente de carbono y 

presencia o ausencia de inhibidores. 

En cuanto a la división de la mitocondria se han 

propuesto dos modelos, uno propone que durante la división 

celular todo el condrioma se divide y otro que se fragmenta 

previamente en muchas mitocondrias las cuAles se reparten en 

las células hijas (Buetow, 1989). 

Brandes et al., 1964 reportó que por estudios 

citoqu1micos algunas mitocondrias muestran actividad de la 

fosfatasa ácida y que los sitios de reacción invariablemente 

aparecen como agrupaciones separadas de la zona cristalina, 

de la matriz o de ambas. 

Existen diferentes tipos de mitocondrias segQn las 

condiciones de crecimiento del cultivo y la fuente de 

carbono. Cuando a Euglena gracilis se le mantiene en ayuno, 

sin fuente de carbono muchas de las mitocondrias quedan 

encapsuladas en una como membrana que es comparable con 

vacuolas autofágicas encontradas en c6lulas de organismos. 
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Al igual que las plantas poseen cloroplastos (Fig.9) 

crecidas en presencia de luz, realizan fotos1ntesis usando 

agua y C02 como sustratos y liberando 02; sin embargo, no 

son capaces de crecer sólo por fotosintesis necesitan 

vit..aminas como B12, aminoAcidos y una fuente de carbono 

(Calvayrac, 1970) • 

Los cloroplastos son muy similares a los que se 

presentan en las algas verdes; excepto por la membrana que 

los cubre: doble en algas verdes y triple en Euglena 

gracilis. 

derivados 

Poseen clorofila a y b , B-carotenos y 

carotenoides ( aloxantina, anteroxantina, 

astaxantina) (Buetow, 1968). 

A diferencia de animales y plantas ¡ Euglena gracilis 

forma paramilo, (Fig.5) un polimero glucos1dico con enlaces 

B-1-3 entre los monosacáridos. se ha observado que al 

crecerlas sin fuente de carbono aumenta considerablemente la 

cantidad de paramilo (Malkoff y euetow, 1964) y es utilizado 

en peri6dos de obscuridad (Cook, 1966). Presentan tetralosa 

como segundo carbohidrato de reserva (Miyatake et ni., 

1984). 
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Fig. 9. Electromicrograf ia en transmición. Observándose 
claramente los cloroplastos de Euglena gracilis crecida en 
presencia de luz en un medio de cultivo Cramer-Myers. 
Obtenida por Armando Zepeda R. y Rodrigo Velázquez E. en el 
Depto. de Microscopia Electrónica del Inst. Nal. de 
Cardiología 11 Ingacio Chávez 11 • 
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En cuanto a la reproducción no es de tipo sexual y no 

se presenta meiosis. Su reproducci6n·es asexual por fisión 

1ongitudinal binaria con división simetrogénica (Fig.10); es 

decir que produce células hijas en imagen especular; el 

tiempo varia de 10-14 hrs. dependiendo de la fuente de 

carbono (Sleigh, 1986). 

Se ha observado la formación del huso mit6tico, pero no 

forma placa ecuatorial metaf ásica y los cromosomas que 

carecen de centr6meros se desplazan hacia los polos de 

manera autónoma. Antes de que haya división los flagelos se 

desplazan al mismo extremo; después se divide el ganoma y 

por ültimo la célula se divide longitudinalmente. 

Para su crecimiento el rango de pH del medio de cultivo 

puede variar de 2.8 a 7.8; pero el pH óptimo depende de la 

fuente de carbono del cultivo (Cook, 1968). sobrevive a 

condiciones extremas de anoxia o altos niveles de radiación 

ionizante (Buetow, 1989) y algunos de estos organismos son 

capaces de soportar altas concentraciones de metales pesados 

(Danforth, 1953). 

Son resistentes a cadmio sx10-4M y cobre, este 

mecanismo de resistencia está basado en la exclusión celular 

que parece estar relacionada con la disminución del material 

orqánico (Bariaud y Mestre, 1984), este material puede 

detoxificar también cobalto y zinc externamente. 

34 



Fig.10. Reproducción asexual de Euglena gracilis por fisión 
longitudinal binaria con división simetrogénica, de células 
crecidas en ausencia de luz. 
A. Fotomicrografla en contraste de fases. 
e. Micrograf1a electrónica en barrido. 
Obtenida por Armando Zepeda R. y Rodrigo Velázquez E. en el 
Oepto. de Microscopia Electrónica del Inst. Nal. de 
Cardiolog1a 11 Ignacio Chávez". 
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En Euglena gracilis el mecanismo de tolerancia al 

cadmio puede no ser explicado por detoxificaci6n del cadmio 

externo, pero está asociado con la disminución de captación 

de cadmio por las células (Bariaud, 1982). Por .otra parte, 

el cadmio provoca cambios en la ultraestructura de las 

mitocondrias da~ando algunas de las enzimas involucradas en 

la respiración (Duret et al., 1986). También se han 

reportado (Kahn, l.974) cultivos de células resistentes a 

dinitrofenol (DtlP), aumentando esta resistencia si son 

crecidas en presencia de arsenato, se mencionan que ésta 

adaptación es similar a la que se observa en Tetraymena 

pyri:formis en cuanto a su resistencia a cianuro, por otra 

parte tambié:m son resistentes a CCCP y "1799 11 (Khan, 1974). 
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En el medio de cultivo se requiere de azufre en forma 

de sales de sulfato como en plantas ya que en animales se 

necesitan formas reducidas; hierro a bajas concentraciones 

sx10-7M; zinc el cual es muy importante ya que la densidad 

final de las poblaciones es funci6n lineal de la cantidad 

inicial de zinc entre 0-15µg/l (Buetow,1989). 

wacker en l.962, sef\ala que la s1ntesis de prote1nas 

disminuye por deficiencia de zinc.(Wacker, 1962). 

En cuanto al nitrógeno se requiere de sales de amonio o 

algunos aminoácidos, observándose gránulos de polifosfato en 

el citoplasma cuando no hay s1ntesis de plástidos por lo que 

es posible que al igual que las bacterias heter6trofas lo 

utilicen como fuente de energ1a y los requerimientos de 

oxigeno son muy importantes para un cultivo 6ptimo. 
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Si carecen de fuente de carbono la actividad de las 

enzimas disminuye, hay una vacuolizac6n en el reticulo 

endoplAsmico y se formam citolisosomas los cuales rodean a 

la membrana. Estos cambios van acompaf\ados de una 

disminución en el RNA, prote1nas y capacidad oxidativa (Blum 

y Buetow, 1963). 

Necesita de otros minerales traza, pero en mucho menor 

proporci6n que los ya antes mencionados, como cobre, 

molibdato, manganeso, boro y cobalto entre otros. 

En cuanto al requerimiento vitam1nico, la vitamina B12 

(cianocobalamina) es muy importante, su ausencia reduce la 

cantidad de ribonucle6tidos, propicia un desbalance en el 

crecimiento del cultivo, retarda la citocinesis y 

cariocinesis en la división de cloroplastos y mitocondrias, 

conduciendo a un incremento en el nfunero de estos organelos 

por célula. Por otra parte la deficiencia de B12 1 no parece 

afectar la respiraci6n en Euglena por lo menos a nivel de 

consumo de oxigeno (Seeger, 1991). 

Las células que son crecidas en deficiencia de B12 

muestran una mayor acumulaci6n de paramilo y carotenos que 

en células normales (Buetow, 1968). 

La vitamina a 1 (tiamina) al ser deficiente, causa 

efectos pero no tan obvios como la a12 • 

En el metabolismo de Euglena se han encontrado enzimas 

de la gluc6lisis, aldolasas clase I y II; la primera se 

encuentra en animales, plantas y protozoarios, la II en 

hongos, bacterias y algas verde azules. 



En Euglena gracllis y Chlamydomonas reinhardi se 

encuentran ambos tipos (Buetow, 1982;'1989). 

De la ruta del qlicolato, solamente se ha descrito la 

glicolato deshidrogenasa (Lord y Merret, 19?1), primer 

enzima de la v!a en algas verdes y en plantas está presente 

la glicolato oxidasa. 

En Euglena hay síntesis de ácidos grasos pero a 

diferencia de los mam!feros no incorporan malonil CoA a los 

ácidos grasos y esta s1ntesis es sensible a avidina. 

La s!ntesis de paramilo, durante la fase exponencial de 

crecimiento en la obscuridad se observan en las células 

zonas blanquecinas que son sitios de síntesis y almacen de 

paramilo (Fig.5). 

Todas las enzimas de la ruta oxidativa de la pentosa 

fosfato están presentes al igual que las del ciclo del 

glioxilato y probab1emente ciclo de calvin, pero a 

diferencia de plantas superiores no se forma sacarosa como 

producto principal fotosintético debido a la ausencia de las 

enzimas que transforman fructuosa 6-fosfato en UOPG. 

En la relación con la fijaci6n heterotr6fica de C02 1 

Lynch y calvin en 1953, reportaron en Buglena gra.cills la 

capacidad de producir ácido ma.1ico, c1trico, asp4rtico y 

glutámico (productos típicos de fijación de carbono no 

fotosintática) además, tiene la capacidad de formar varios 

compuestos fosforilados que son productos t1picos de la 

fotos!ntesis, esta capacidad no se encuentra en otros 

micoorqanismos. 
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Este qénero lleva a cabo la fermentación de ceras en 

condiciones de anaerobiosis o creciendo en sustratos que no 

estimulen el consumo de oxigeno como la glucosa, a 

diferencia del acetato y el etanol que si lo estimulan, en 

cuyo caso, convierten el paramllo en ésteres de cera 

sintetizando ATP (Inui et al, 1982). 
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xr ANTECEDENTES. 

Por muchos afios se ha estudiada a la mitocondria de 

Eugl.ena ya que presenta algunas funciones simi1ares a las 

descritas en mitondrias de mamíferos y plantas superiores,en 

cuanto a la obtención de energía: Ciclo de Krebs y 

fosforilaci6n oxidativa. 

Danforth en 1953, fue el primero en demostrar la 

existencia del ciclo de Krebs en Euglena, al igual que la 

oxidaci6n de diversos sustratos, a diferentes valores de pH. 

As1, el etanol, acetato y lactato fueron oxidados a pH 7, 

mientras que el succinato, fumarato y malato fueron oxidados 

en medio ácido, demostrando que las mitocondrias de Euglena 

eran capaces de oxidar de 6 a 9 intermediarios del ciclo de 

Krebs. 

Actualmente existen investigaciones sobre la actividad 

de las enzimas involucradas en el ciclo de Krebs y algunas 

han sido aisladas y purificadas (Buetow, 1989) 

sin embargo, no se conocen los mecanismos que regulan 

la actividad de estas enzimas en la vía. Exceptuando el 

complejo de la PDH, la o-KGDH y la eintetasa del Succinil 

CoA, las cuales son substituidas por la PDOR dependiente de 

NADP, a-cetoglutarato descarboxilasa dependiente de TPP y 

una succinato semialdeh1do deshidrogenasa respectivamente. 

En las mitocondrias de Euglena se han reportado además 

del ciclo de Krebs y la fosforilaci6n oxidativa, la s1ntesis 

aer6bica de lipidos (Grobovsky et al., 1979), B-oxidaci6n de 

ácidos grasos (Graves y Becker, 1974), activaci6n (Saidha et 
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al., 1985) y reducción (Brunold y Schiff, 1983) de los 

sulfatos, metabolismo del propionato por la ruta del lactato 

(Yokota et al., 1982), síntesis de aminoácidos (Oda, 1982; 

rsegawa et al., 1984), hidrólisis de fosfato inorgánico 

(Miyatake y Kitaoka 1981), actividad de la adenilato cinasa 

(Calvayrac, 1985) ciclo del glioxilato (Yokota et al., 1985) 

y síntesis de paramilo y tretalosa como carbohidratos de 

reserva en condiciones heter6trofas (Miyatake et al., 1986). 

Por otra parte, si las células son crecidas en 

presencia de lactato como fuente de carbono acumulan una 

gran cantidad de paramilo en la fase exponencial del 

crecimiento y éste disminuye en la fase estacionaria. 

Se sabe que el calcio es un importante regulador del 

metabolismo intramitocondrial en mam1feros, ya que actaa so 

bre las enzimas que son el punto de control del ciclo de 

Krebs, POH, IOH y a-KGDH (Handsford, 1985, Moreno-Sánchez et 

ai., 1988 y Moreno-Sánchez et al., 1990). 

Sin embargo, Tamponnet (1989) reportó un sistema 

anAlogo en Euglena gracills al sistema antiport ca2+ /Na2+ 

encontrado en mitocondrias de mam1feros, lo que sugiere que 

hay cierta sensibilidad a calcio y captación de éste. 

En Euglena la fototaxis ha sido estudiada con varias 

concentraciones de ca2+, las cuales son capaces de modificar 

la velocidad y orientación de la célula (Meyer y Hildebrand, 

1988). 
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2.1 CXCLO DB kREBS EN Euglena 

El complejo de la PDH no ha sido detectado en 

mitocondrias de Euglena gracilis, (Inui et al., 1984). La 

enzima que substituye este complejo es la PDHOR la cual es 

extremadamente sensible a oxigeno, y el piruvato como 

sustrato no es oxidado, en presencia de oxigeno este inhibe 

la actividad de la enzima in §..1.ty, in Y.1..t.r.:g, y restablece la 

actividad un 90%. En anaerobiosis la enzima no es sensible a 

altas concentraciones de pfruvato. Esta parece ser la clave 

para regular en la mitocondria la síntesis de ácidos grasos 

y la fermentación de ésteres de cera en condiciones 

anaerobias. 

La enzima tiene un centro fierro-azufre que contiene 

TPP, sin embargo, no presenta un grupo prostético lipoil. 

La actividad de la enzima disminuye en células crecidas 

en un medio deficiente de tiamina y aumenta incubándola con 

fierro 6 aftadiendo un agente reductor como el D'l'T en 

atm6sfera de arg6n o en 2-mercaptoetanol. 

Su actividad no aumenta al agregarle TPP y MgCl2 a 

diferencia de la a-KGDH. La PDHOR fue aislada y purificada a 

30ºc por rnui (1987, 1990). Es una prote1na homodim4rica de 

un peso molecular de 309,000 Da, tiene una actividad de 0.6 

µmoles/mg- 1/min-1 • 
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riq.11. Ciclo de Krebs en Euglena gracllls. (Duetow,1989). 
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El piruvato sufre una descarboxilaci6n a acetaldehido y 

posteriormente se oxida para formar acetato y finalmente 

producir AcetilCoA, ésto ocurre en levaduras y en Euglena o 

bien, el piruvato pasa por una carboxilación oxidativa 

directa a AcetilCoA en una sola reacción como sucede en 

mam1feros. 

se ha reportado (Yokota et al., 19B2b; rnui et al., 

1982 y 1984b) en la mitocondria de Euglena un complejo de 

la PDH dependiente de lipoato, CoA y NAO; este complejo está 

ampliamente distribuido en animales, plantas y algunos 

microrganismos. Se ha demostrado la presencia de otra PDH 

pero, dependiente de NADP, metilviol6geno y FAD+ como 

aceptares de electrones. Esta enzima es fuertemente inhibida 

por oxigeno y presenta alqunas propiedades semejantes a la 

Piruvato Sintetasa presente en bacterias anaerobias. 

Se ha considerado de importancia en la fermentación de 

ésteres de cera. 

Citrato sintetasa. Cataliza la reacción de oxaloacetato 

a citrato, y se encuentra localizada en la matriz 

mitocondrial y los qlioxixomas de Euglena gxaci11s; 

participa en el ciclo del qlioxilato (Graves et al., 1972; 

Collins y Merret 1975). Aislada y purificada (Cannons y 

Merrett, 1984) , está formada de una subunidad con un peso 

molecular de 44,000 Da similar a la de otros eucariontes. 

Aconitasa. Involucrada en la conversión de citrato a 

isocitrato localizada en la membrana interna de la 

mitocondria y detectada tanto en mitocondrias como en part1-
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culas submitocondriales (Bégin-Heick, 1973); en mitocondrias 

y qlioxixomas (Cook y carver, 1966. Cóok, 1968). Esta enzima 

es inactiva da en presencia de sacarosa, y a bajas 

concentraciones de AMP, ADP y ATP. 

Isocitrato Deshidrogenasa. Lleva a cabo la conversi6n 

de isocitrato a Q-cetoglutarato, se sabe que existen dos 

formas que son dependientes de NADP las cuales se encuentran 

localizadas en citoplasma y mitocondrias con Km de 7-20µM y 

17-130µM respectivamente, estas requieren para una mayor 

actividad de Hn2+ {Oda et al., 1981) y la 

dependiente de NAO+ s6lo se encuentra en mitocondria con Km 

de 0.4lmH (Collins y Herrett, 1975). En EUglena gracilis 

s6lo está presente la forma dependiente de NAO+. 

En mitocondrias de animales y plantas el a-cetoglutarato 

es convertido a succinato via de la succinil CoA catalizado 

por el complejo multienzimático de la 

a-KGDH (Zubay, 1988). La conversión de succinil CoA a 

succinato por la sintetasa del succinil CoA en una reacción 

en que la energ1a del enlace tioéster y la enérgia qu1mica 

es usada para fosforilar GDP en animales y ADP en plantas 

(Richter,1978). En Euglena grac111s no existe este complejo, 

la enzima es substituida por la a- ceto9lutarato 

descarboxilasa (Fig.11), dependiente de TPP (parcialmente 

purificada, pH 7, 35-4o0c) presenta alta especificidad por 

su sustrato y no es inhibida en presencia de oxaloacetato o 

piruvato; su localización es en la mitocondria 

exclusivamente (Shigeoka et a.l., 1986) requiere de MgCl2, 



NADP y mercaptoetanol para su activación. El valor de Km 

para a-KG es de JJµM, TPP 56µM, MgCl2 9JµM y NADP JSµM. 

La enzima tiene un peso molecular aproximado de 248,000 Da y 

est6 compuesta de subunidades idt!inticas con un peso de 

62,000 Da cada una. No es estimulable su actividad por 

adición de ADP, AMP o ATP. El mercurio, níquel y cobre 

inhiben la actividad de la enzima pero no as1 la presencia 

de oxigeno. 

La succinato semialdehido deshidrogenasa (NAO+ y NADP). 

La actividad de la forma dependiente de NADP es B-9 veces 

mayor que la dependiente de NAO+ ,aislada y purificada, pm 

150,000 Da (Tokunaga et al., 1976) la cual es activada 

fuertemente por potasio pero no por sodio y ambas son 

inhibidas por zinc (lOµM). El valor de Km para el succinato 

semialdeh1do .fue de J.. 66xl.0-4M. Esta enzima forma parte de 

la lanzadera del GABA ya que contribuye a la asimilación de 

glutamato, que solo como fuente de carbono soporta el 

crecimiento de Euglena (Kempner y Millar, 1965). Por lo 

tanto, la adición de este al 

actividad de la enzima. 

cultivo incrementa la 

Glutamato deshidrogenasa. La forma dependiente de NADP 

está localizada en la matriz mitocondrial en mamíferos y 

Tetrahymena pyriformis (Smith et al., 1975); la dependiente 

de NAO+ en mitocondrias y cloroplastos de plantas 

superiores (Douce, 1985) su actividad no ha sido reportada 

en Euglena gracilis, pero s! la dependiente de NADP en 

citosol (Chaudhary et al., 1984). 
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La oxidación es pobre s6lo con glutamato pero al 

af\adirle malato aumenta considerablemente la actividad por 

la lanzadera del GABA (al igual que con TPP) que une al 

ácido glutámico al ciclo de I<rebs. Esta oxidaci6n esta 

acoplada a la fosforilaci6n produciendo P:O de 2.3-2.5 

(Moreno-sAnchez y Raya, 1987) y de 2.s-2.a (Merret, i9B7). 

En hongos la enzima se presenta en el citoplasma y juega un 

papei en ia asimi1aci6n de amonio (Mif1in, 1984). 

Es fotoestimulable y tal vez juegue un papel importante 

en la asimilación de NH4 y la fotoregulaci6n de esta 

s1ntesis ocurre durante el desarrollo de los cloroplastos • 

LANZADERA DEL GABA 

En Euglena gracil1s el ácido aminobut1rico en el 

metabolismo del glutamato involucra tres enzimas (Fig.11): 

glutamato descarboxilasa, GABA-~-cetoglutarato 

aminotransferasa y succinato semialdehido deshidrogenasa, 

unidas al glutamato en el ciclo de Krebs. 

Las mitocondrias de cerebro (Salganicoff y DeRobertis, 

1965); e h1gado de rata (Brand et al., 1974) son permeables 

al GABA. En estos tejidos la primera enzima de la lanzadera 

es la glutamato descarboxilasa, la cual está localizada en 

el citosol., las otras dos enzimas se encuentran en la 

mitocondria (Salganicoff y DeRobertis, 1965). 

En Euglena las tres enzimas se encuentran localizadas 

en la mitocondria (Tokunaga et al., 1979) 

Succinato deshidrogenasa. Localizada en la membrana 
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interna de la mitocondria, su actividad depende de los 

nutrientes y la fuente de carbono del medio de cultivo. Es 

inhibida en presencia de cicloheximida pero no por 

cloranfenicol lo cual sugiere que es sintetizada en el 

citoplasma (Davis y Herret, 1974). crecidas en glutamato 

aumenta la actividad de la enzima dependiente de NADP. 

En células crecidas en glutamato-malato como fuente de 

carbono el valor de la Km es de 1. 4mM y Vmax o. 4 7 µmol 

min-1 m9-l (Sharpless and Butow, 1970). 

Esta enzima disminuye su actividad en presencia de oxigeno 

(Blum,1963; Begin-Heick,1973). 

Fumarasa. Se encuentra localizada en la matriz 

mitocondrial, aislada (Tokunaga et al., 1979) y purificada 

por Shibata et a.I., (1985) consta de dos subunidades de 

60,000 Da cada una, y la actividad es mayor en células 

crecidas fotoautotr6ficamente. La fumarasa que presentan las 

células de Eug1ena es muy lábil, se estabiliza por fierro y 

reactivos sulfhidrilos (Susuki y Tamura, 1979), la enzima es 

sensible a cicloheximida. Las células crecidas 

heterotr6f icamente en la obscuridad muestran un incremento 

en la actividad de la enzima al ser iluminadas o por la 

adici6n de etanol o malato (Buetow, 1989). 

Malato deshidrogenasa. Cataliza la reacción de malato a 

oxaloacetato. Se han reportado dos formas una mitocondrial y 

otra citoplásmica. La forma dependiente de NAO+ se encuentra 

en la matriz y está presente exclusivamente en animales 

(Zubay, 1988) y en plantas (Ritcher, 1978). En Eug.Iana la 
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forma dependiente de NAO+ . ha sido aislada y purificada; 

además, se han reportado 2 isozimas una en citoso1 y otra en 

peroxixomas pero con propiedades distintas. 

La forma dependiente de NADP se encuentra en matriz en 

un 42% y un 50\ en el espacio intermembranal; localizada en 

cloroplastos de plantas superiores (Slack, 1969; Tinq y 

Rocha, 1971). 

Oavis y Merret en 1974, reportaron una MDH en 

paroxixomas de Euglena mostrando una fuerte inhibic16n por 

oxaloacetato. En Euglena gracilis se encuentran las dos 

formas, y se localizan en mitocondria (69,000 Da) y 

citoplasma (72, 400 daltones) (Peak et al, 1972). Ieeqawa 

(1984), y Miyatakc (19B5a), encontraron una forma en matriz 

y la otra en el espacio intermembranal, con un peso 

molecular aproximado de 71,000 Da. 

La actividad de la MDH mitocondrial y la localizada en 

peroxixomas aumenta pero no as1 la que se localiza en el 

citoplasma. 

En un cultivo de Euglena crecido heterotr6ficamente, se 

encontró que en el citoplasma de las células existe un 

complejo multienzimático que consiste de._ fosfoenolpiruvato 

carboxilasa, AcetilCoA carboxilasa y malato deshidrogenasa, 

las cuales están involucradas en el metabolismo de 11pidos 

(Wolpert y Ernst-Fonberq, 1975), La MDH de este complejo 

muestra propiedades distintas de las otras isoenzimas. 

La actividad de la enzima citoplásmica aumenta en 

relación con el crecimiento de la poblaci6n. 



La actividad de la enzima mitocondrial aumenta el doble 

por la adición de qlutamato y en un 50\ al aftadirle etanol o 

succinato; sugiriendo que los intermediarios del ciclo de 

Krebs regulan esta actividad. 

La cicloheximida pero no el cloranfenicol inhiben la 

s1ntesia de estas enzimas; y esto sugiere que son 

sintetizadas en el citoplasma. 

Se ha propuesto, (Isegawa et al., 1984; Miyatake et 

a.1. , 198Sb) que la NAD-MDH participa en la lanzadera del 

malato entre el citoplasma y la mitocondria y en que opere 

el ciclo de Krebs en la mitocondria. 

Yokota y col (1985) reportaron el papel fisiológico de 

la NADP-MDH localizada en el espacio intermembranal (51%) y 

en matriz (42%). 

Se ha observado que la oxidación del malato es 

resistente a antimicina de un 30-50% (Sharpless y Butow, 

l.970). 

2.2 FOSFORILACIOH OXIDA~IVl\ EH Ellglena 

Buetow y Buchanan (1964), fueron los primeros en 

investigar la fosforilaci6n oxidativa en mitocondrias de 

EUglena gracills, las mitocondrias no estaban acopladas, sin 

control respiratorio (CR) y con P:O (moléculas de ATP 

sintetizado por cada ngá.tomos de Oxigeno consumido) de 1 

para láctico y succinato y de 2 para malato-glutamato y Q­

KG como sustratos. 
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La mitoconclria aislada. de células de Euglena Fig .12,. 

oxida una gran variedad de sustratos, incluyendo NADH 

extramitocondrial (Buetow y Buchanan, 1965; Sharpless y 

Butow, 1970; Collins et.al., 1975; KUmrnel Y. Brinkmann, 

1988), lactato (Price, 1962, Rutner y Price, 1964; Sharpless 

and Butow, 1970; Lord y Merret, 1971; Collins et al., 1975; 

Calvayrac et al. 1978; Tokunaga, 1979; Isegawa, 1984; 

Buetow, 1989), Succinato Buetow y Buchanan, 1965; 

Sharpless y Butow, 1970a, b; Khan, 1974; Datta y Khan 1977; 

Tokunaga et.al., 1976; KUmmel y Drinkmann, 1988; y Moreno­

Sánchez y Raya, l.987), Glutamato + Malato (Buetow y 

Buchanan, 1965; Khan, 1974; Datta y Khan, 1977 y Moreno­

SAnchez y Raya, 1987), :rsocitrato, (Cook y Heinrick, 1968; 

Graves et.al., 1972; .Collins y Merret, 1975; y Oda et.al., 

1981), Acetato (Danfort, 1957; y Cook y Heinrich, 1965) / 

Etanol (Buetow, 1961; y Sharpless y Butow, 1970b), Glicolato 

(LOrd y Merret, 1971), GABA (Tokunaga et al., 1976), 

succinato semialdehido (Tokunaga et ai., 1976), entre otros 

y han sido reportadas pero, no la caracterizaci6n cinética 

de las enzimas involucradas en la oxidación de estos 

sustratos. 

Presentan una respiración end6gena independiente del pH 

y de la fuente de carbono del cul.tivo (Danforth, 1953) 

ademá.s de la habilidad de usar sustratos ex6genos excepto 

acetato. Esto sugiere que compensan sintetizando altos 

niveles de enzimas responsables de la respiración end6gena. 
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Fiq.12. Electromicrografia en transmisión~ Mitocondrias 
aisladas de Euglena gracilis, obtenidas por sonicaci6n de 
células crecidas en Glutamato+Malato como fuente de carbono 
en ausencia de luz. Obtenidas por Armando Zepeda R. y 
Rodrigo Velázquez E. en el Depto. de Microscopia Electrónica 
del Inst. Na!. de Cardiolog1a "Ignacio Chávez 11 • 
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La habi1idad de usar acetato como sustrato parece ser 

una propiedad inducible en Eug1ena (Cook y Heinrich, 1965) • 

La oxidación de algunos sustratos es sensible a 

rotenona, antimicina, amital, cianuro, y oligomicina. Sin 

embargo, esta sensibilidad es parcial, lo cual sugiere la 

existencia de una ruta alterna (Sharpless y Butow, 1970), 

similar a la que se encuentra en mitocondrias de plantas 

superiores, bacterias, algas, levaduras y otros 

microorganismos (Henry y Nyns, 1975); además, de la ruta 

clásica de la citocromo oxidasa inhibible por rotenona, 

antimicina y cianuro. 

Se ha reportado, la presencia de una enzima llamada 

rodanasa, la cual cataliza la formación de tiocianato y 

tiosulfato, localizada en e1 citoplasma de Euglena, su 

funci6n fisiológica parece ser la detoxicaci6n del medio por 

el cianuro liberado de la cianocobalamina esencial para el 

crecimiento de Euglena. (Watanabe et al., 1985). 

Recientemente, BrBnstrop y col. (1989), purificaron la 

citocromo oxidasa de Euglena gracilis la cual consta de 15 

subunidades polipeptI.dicas, que presentan marcadas 

diferencias con respecto a otras oxidasas; en cuanto a 

actividad 6ptica y estructura primaria, probada con 

citocromo e de ~aballo no presentó actividad, pero con C559 

de Euglena la actividad fue normal. La actividad de esta 

citocromo oxidasa fue estudiada en función de la 

concentraci6n de citocromo c55a en presencia de TMPD y 

ascorbato. 
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El alto peso molecular de 320 kOa puede explicarse por el 

bajo contenido de hemo a de la enzima purificada de Buglena 

( 6nmol/mg) con respecto da otras cito cromo oxidasas 

purificadas. 

El polip6ptido I (42 kDa) probablemente corresponda a 

la subunidad I en otros aucariontes ya que el paso molecular 

y la hidrofobicidad son similares. El polipéptido II (33kDa) 

difiere ligeramente del peso molecular de la subunidad II de 

otras oxidasas, la subunidad III de otros eucariontes es 

similar al polipéptido III de Euglana (32 kDa). 

Presenta una cinética monofásica obtenida con el 

citocromo c 5 se indicando la presencia de un a6lo sitio 

catalitico en el citocromo e de Eugl.ena, con una Km de = 
lµM. 

No sólo la citocromo oxidasa, sino también el citocromo 

e difieren marcadamente de las moléculas correspondientes en 

levaduras y eucariontes• 

Se ha demostrado que la expresión funcional de la 

cadena alterna depende de la fuente de carbono del cultivo 

en procariontes (Escamilla et al., 1987). 

En Euglena gracll.ls la respuesta insensible a CN y 

estimulable por AMP también depende de la fuente de carbono 

(Sharpless y Butow, 1970). Esta cadena alterna de transporte 

de electrones es capaz de oxidar NADH, succinato, y lactato 

estimulables por AMP, insensibles a antimicina y cianuro 

pero, sensibles a DPA (Sharpless y Butow, 1970a,b; collins 

et al., 1975a,b; calvayrac et al., 1978; Moreno-Sánchez y 
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Raya, 1987). 

La cadena alterna puede ser· inducida en células 

crecidas en presencia de antimicina (Sharpless y Butow 

1970), o con etanol o lactato (Calvayrac, 1970; .1971; 1978) 

como fuente de carbono, pero no en células crecidas en 

glutamato-malato. 

Se han propuesto var las rutas para la oxidaciOn de 

sustratos. 

2.2.1 Ruta de la citocromo oxidasa sensible a CH. 

La cadena sensible a cianuro es similar a la encontrada 

en mitocondrias de plantas y animales, debido a que ambas 

presentan sensibilidad a este inhibidor, y es responsable de 

la transferencia de electrones desde el NADH endógeno y 

succinato (Buetow, 1989). 

2.2.2 Ruta de la citoeromo oxidasa resistente a Cff. 

Estimulada por AMP y sensible a SHAM (ruta do la 

oxidusa alterna) para el transporte de electrones desde el 

succinato y no acoplada a fosforilaci6n. 

Existe una ruta de la oxidasa alterna resistente a CN y 

estimulable por AMP. (Buetow, 1989) 

La respiración en tejidos de mam!f eros es 

extremadamente sensible a CN (Zubay, 1988) a diferencia de 

los tejidos de plantas superiores los cuales muestran una 

respiración residual en presencia de antimlcina, CN, azida, 

y CO. Estos 3 1.1.ltimos inhibidores a altas concentraciones 

inhiben a la citocromo oxidasa completamente (Siedow, 1982; 
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oouce, 1985) • Tambil!n, hay una ruta insensible a CN en 

hongos, protozoarios y algas (Lloyd, 1974). 

En Euglena grac111s esta oxidasa alterna no esta 

identificada (Rustin et al., 1986). En Euglena gracilis esta 

oxidasa alterna no está identificada (Rustin et al., 1986) 

2.2.3 oxidoci6n de NAÓH ex6gAno. 

Esta caracter1stica es sumamente importante, a 

diferencia de las mitocondrias de animales las cuales no lo 

oxidan, pero similar a la de plantas superiores (Siedow 

1982; Douce 1985; Mollar y Lin 1986) y algunos 

microorganismos (Lloyd, 1974), 

Se ha propuesto que en presencia de CN el NADH es 

oxidado por la ruta insensible a CN estimulable por AMP y 

otra ruta no estimulable por AMP, pero a diferencia de la 

oxidaci6n de succinato esta si esta. acoplada a la 

toatorilaci6n (P:0-1) (Sharpless y Butow, 1970). 

La tosf orilaci6n en el sitio entre la f lavoprote1na y 

ia ubiquinona en la v1a principal de transferencia de 

electrones demostr6 ser inhiblible por CCCP (Bonsel y 

calvayrac, 1978). 

La v1a insensible a CN es inhibible por SHAM en 

mitocondrias de Euglena (Bonsel y calvayrac, 1978} y en 

plantas (Douce, 1985). 

Sin embargo otros autores, han reportado que el SHAM no 

afecta el consumo de oxigeno (KUmmel y Brinkmann, 1988). 
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Se han propuesto (BUetow, 1989) 

oxidación de NADH exógeno, (Fig.13): 

rutas para la 

1) Sensible a rotenona (a diferencia de plantas superiores), 

involucrando a la oxidasa alterna, 

2) Sensible a rotenona, antimicina y CN, 

3) Sensible a rotenona y CN, pero resistente a antimicina, 

1a cual involucra a un citocromo tipo b diferente del 

citocromo tipo b de la cadena clásica, que se salta el 

sitio de inhibición por antimicina. 

En presencia de rotcnona y antimicina el CN inhibe el 

100t el consumo de ox1qeno con NADH como sustrato. La Xi de 

rotenona con NADH como sustrato es de i.1sµM. 

En plantas superiores ha sido caracterizada la enzima 

NADH deshidrogenasa sensible a EGTA (1 mM). 

2.2.c Oxidaci6n del succinato 

se ha reportado que altas concentraciones de CN (lllH) y 

antimlcina no bloquean completamente la oxidaci6n de 

succinato en mitocondrias de Euglena gracills (Buetow y 

Buchanan, 1965) por lo tanto, esto sugiere la presencia de 

una ruta alterna resistente a ambos inhibidores, similar a 

1a encontrada en mitocondrias de plantas _(Raison y Smillie, 

1969). 

Resulta interesante que el desarrollo de la ruta 

resistente a CN en Euglena gracilis es inducible por 

antibióticos. sin embargo, alqunos de estos como el bromuro 

de etidio bloquean funciones en ribosomas de cloroplastos, 

otros inhiben la síntesis de DNA. 
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l'i9 .13. Esquema postulado de las mO.l tiples v1as de 
transferencia de electrones en la mitocondria de Euglena. 
De acuerdo con la hipótesis de la teor1a quimiosm6tica la 
transferencia de electrones va acampanada de una 
traslocaci6n neta de protones (nH+) del exterior al interior 
de la membrana interna mitocondrial, generando un potencial 
electroqulmico para la s1ntesis de ATP. (Buetow, 1989). 



La oxidación de suc~inato por esta v1a (Fig.13), 

insensible a CN y antimicina es est.imulada por AMP, ADP, 

ATP, GMP e IMP, pero no está acoplada a la fosforilaci6n. El 

succinato como fuente de carbono no estimula la respiraci6n 

endógena y su energía la obtienen de procesos anaer6bicos 

como la fermentación de 6steres de cera (caracter1stica 

exclusiva de Euglena). 

2.2.5 Oxidación de Lactato 

Price en 1962, fue el primero en demostrar la oxidaci6n 

de lactato en extractos celulares, aparentemente esta 

oxidación depende de la presencia de zinc en el medio de 

cultivo, por otra parte, obtuvo evidencia de 2 LDH 

dependientes de NAO; una insoluble la cual no disminuye su 

actividad por deficiencia de zinc (L-LDH), y una solub1e que 

muestra particularidades a la falta de zinc (D-LDH) • 
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En 1971 Lord y Merret y en 1975 Collins y Merret, 

observan 1a oxidaci6n de O-lactato en c6lulas de Euglena 

crecidas en presencia de luz. Estas presentaron una 

inhibición por CN (lmM) s6lo de lOt. 

Tokunaga et al (1979), reporta la actividad de LDH-NAD+' 

en una fracci6n de sobrenadante (100,oooxg) 

La oxidación de lactato est6. acoplada a 2 sitios de 

fosforilaci6n (Sharpless y Butow 1970a,b), un sitio acoplado 

a la cadena que va del citocromo aa 3 hasta el oxigeno y el 

segundo sitio con un flujo de electrones desde el citocromo 

b al citocromo c. De acuerdo con el descubrimiento de Rutner 

y Price {1964) los electrones desde el O-lactato entran 



principalmente a la cadena de transporte de electrones de 

Euglena a nivel de la ubiquinona. 

Se han propuesto (Buetow, 1989) diversas v1as de 

oxidación de lactato en mitocondrias de Euglena Fig.13: 

1) El lactato como sustrato entra mediado por un 

citocromo tipo b el cual transfiere electrones al citocromo 

e acoplado a la fosforilaci6n y cantina.a por la cadena 

cl4sica de transporte de electrones, por esto la oxidación 

es parcialmente insensible a antimicina. 

Involucra a la oxidasa alterna y es sensible a SHAM y CN. 

2) Probablemente los electrones que llegan a este 

citocromo tipo b sean transferidos a la ubiquinona y 

continuen la ruta clásica sensible a antimicina y CN, 

3)' Resistente a antimicina (50-90\) pero sensible a CH. 

4) Insensible a CN involucrando a la oxidasa a1terna 

(Calvayrac y Butow 1971; Collins y Merret 1975; Calvayrac et 

al., 1978). 

La oxidaci6n por vía alterna, propone un citocromo tipo 

"b" que brinca la inhibici6n por antimicina pero siquen 

aiando 2 sitios de acoplamiento.(Buetow, 1989). 

1) cadena normal --------- 2 ATP sensible a antimicina 

2) por na via cit b? ----- 2 ATP insensible a antimicina 

3) via oxidasa alterna --- o ATP 
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submitocondriales de plantas (Grover et al., 1981) • su 

efecto inhibidor involucra la tormaci6n de mezclas bisulfuro 

y grupos sulfidrilos suprimiendo el paso de electrones hasta 

el oxigeno. 

Se ha identificado (:Kolner y Alexander, 1986) que 

inhibe la oxidación de malato y la cadena al terna en un 

sitio de baja afinidad posiblemente el complejo r de la 

cadena respiratoria ; no inhibe lipoxiqenasas como el SHAM. 

En preparaciones de mO.sculo de corazón de rata inhibe la 

succinato deshidroqenasa, pero no en mitocondrias de hígado. 

Recientemente, Jay (1991) demostr6 la inhibición por 

disulfiram (60µ!1) de la actividad de la succinato oxidasa y 

la succinato deshidrogenasa en PSM de coraz6n da res, la 

cual se revierte por DTT, estos resultados están en términos 

de una modificación en los grupos -SH localizados on el 

sitio activo de la SDH. 

Por los antecendentes antes mencionados es evidente que 

el estudio del metabolismo energético, la caracterización 

enzimática, la utilizaci6n de sustratos, la capacidad 

adaptativa, etc. de EUglena, es de gran importancia para el 

entendimiento de las .funciones metabólicas de este 

protozoario as1 como de su capacidad adaptativa en el 

transcurso de la evolución en relación con las 

características metabolicas de otros organismos. 
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2.2.& Inhibidores. 

El propil-galato es un inhibido~ de la ruta insensible 

a CN y sensible a SHAM en un ranyo de concentraci6n para 

ejercer su efecto de 2-SµH, ( lo que equivale. de 10 a 50 

veces la concentraci6n de ácido hidrox4mico que se requiere 

para inhibir esta v1a en mitocondrias de plantas) (Siedow y 

Girvin, 1980) y no inhibe el consumo de oxigeno en crecida 

en lactato, pero si se inhibe en anaerobiosis prolongada con 

este inbibidor (Carra et ai., 1988). 

La difenilamina (OPA), á.ctua entre la regi6n de 

succ1nico y las NAOH deshidrogenasas, y el primer citocromo 

qua compone la cadena de transporte de electrones en 

mitocondrias de plantas superiores, en estas inhibe la 

cadena alterna y la fosforilaci6n oxidativa (Ki 2.7xio-4 K). 

La respiraci6n insensible a antimicima se inhibe por 

OPA completamente ya que inactiva a la succinato oxidasa , 

sugiriendo un camino alterno (Baker, 1963) • Parece que el 

efecto de inhibici6n está relacionado con la solubilidad del 

OPA en lipidos. 

El SHAM, quela metales como fierro principalmente en 

estado férrico. En 1971 Schonbaum, mencion6 la inhibici6n 

( lmK) de la cadena alterna (insensible a antimicina y CN) 

por este ácido hidroxámico en mitocondriaa de plantas. La Ki 

aparente del SHAM en mitocondrias de plantas es de 150nM. 

(Rich et al., 1978). 

El disulfiram quela metales pesados y es un potente 

inhibidor de la cadena alterna en mitocondrias y part1culas 
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Con el objeto de tratar de caracterizar el flujo de 

electrones tanto por la v1a clásica como por la a1terna, 

mediante la sensibilidad de la mitocondria de Euqlena a 

diversos inhibidores en relaci6n con la oxidación de 

sustratos, al igual que la relativa capacidad de los 

diversos sustratos para llevar a cabo la fosforilaci6n 

oxidativa y algunas reacCiones dependientes de energ1a. 

Por lo que el objetivo de este trabajo fué determinar la 

oxidación de diversos sustratos en mitocondrias aisladas de 

Eug.lena gracilis en relación con las distintas vias de 

transportadores de electrones. 
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UJ: HATBRJ:ALBB Y KBTODO. 

Se utiliz6 la cepa de EUglena gracil1s, la cual 

presenta las siguientes caracter1sticas; el tiempo 

generacional de 10-14 horas, depende de la fuente de carbono 

(Buetow et al., 1968), tendencia a blanquearse entre 34-Js0c 

(Hutner et: al., 1956), Crecimiento nulo en galactosa como 

fuente de carbono (Cook, 1.968), por sus caracter1sticas es 

relacionada con la cepa z. 

3 o l HBDJ:O DB CULTJ:VO. 

Las células de BUglena gracilis fueron sembradas como 

Horeno-s.S.nchez y Raya (1987); y Devars et al., 1992 en un 

medio ác1dico organotr6f ico descrito por Hutner (Hutner et 

al., 1956), modiricado por Schiff, 1971, el cual contiene: 

CaC03 

Puente de carbono 

6cido L-qlut:Alllico 

6cido DL-a6lico 

Minerales 

H9S04 

(NH4) 2HP04 

JOl2P04 

ZnS04 

Concentraci6n rinal(t) 

( 1 litro) 

0.02 

o.s 

0.2 

o.os 

0.02 

o.os 
9xio-3 



MnS04 

Na2Mo04 

C0Cl2 

CUS04 

H3B04 

NaI 

FeCl3 

Vitaminas 

Disulfuro de Tiamina (B1) 

Clorhidrato de Piridoxal (56) 

cianocobalamina (B12l 

axio-3 

·2x10-3 

i.6x10-4 

3.9xio-4 

2.ax10-4 

1.2xlo-5 

o.o5x10-2 

ioxio-3 

o.1x10-3 

ioxio-2 

El pH inicial del medio da cultivo fue ajustado a 3.5 

El medio de cultivo sin vitaminas ae esteriliz6 por 35 

min a una preai6n de 20 libras a 120°c. 

Las vitaminas 56 y 812 fueron alladidas como neurobi6n 

(HERCK) en polvo, que junto con la 81 se esterilizaron por 

filtraci6n con una aambrana millipore de o.22µm. 

Posteriormente se agregaron al medio de cultivo fresco en al 

momento de sembrar. 

El paso de células a medio de cultivo rresco, como la 

toma de muestras de células se realizó en una campana de 

flujo laminar VECO. 
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3.2 llllllrrBlll:KIBllTO DBL CULTIVO. 

cultivos axénicos de Euglena gracills fueron mantenidos 

en la obscuridad en medio de Hutner, a temperatura ambiente 

(20-2sºc), con agitac16n constante en un agitador orbital 

(61 rev/min). 

se realiz6 una curva de crecimiento en matraces de 1 

litro tomando muestras· de cultivos durante 6 d1as 

consecutivos los cuales se contaron para conocer la cantidad 

de c6lulas por mililitro y el tiempo en que el. cultivo se 

encontraba en la fase exponencial (log) y estacionaria. 

Posteriormente, una alicuota de cultivo de 100-lSOml de 

c4lulas fue colectada en la fase logar1tmica de crecimiento 

y transferida a 1 litro de medio de Hutner fresco se 

incubaron 3 1/2 d1as (Fase loq). 

se realiz6 un cont6o de c•lulas en la c4mara de 

Naubauer diluyendo e inmovilizando con st de Hcl 

(concentración final). La viabilidad de las c6lulaa fue 

determinada por exclusi6n de O. 01\ de azul de metileno 

(Carre et al., 1988). Para obtener una poblaci6n inicial con 

una densidad de o.2.x106 células por mililitro. 

se cosecharon las células en la tase 109ar1tmica de 

crecimiento por centrifu9aci6n diferencial. 



3.3 OBTBNCIOH DE HITOCOHDRIAS DE Euglena gracilis. 

Se sigue t:1l método descrito por· Moreno-Sánchez y Raya 

(1987), el cual consiste en romper las células por 

sonicaci6n y recuperar las mitocondrias por ce~trifugaci6n 

diferencial, con algunas modificaciones (ver diagrama). 

Las células se centrifugaron (XEC centra SR) a 1780 xg 

durante 13min, se resuspendieron en un medio estándar que 

contiene Sacarosa 250mM, HEPES 10mM y EGTA 2mM (SHE) a pH 

7.4 para centrifugar a 327xg durante 5 min. 

Posteriormente, se lavan con medio de SHE y albdmina 

bovina delipidada (siqma) al 0.1\ (SHBA) dos veces, 

centrifugando a 327xg durante 5 min cada vez. 

Se realizó un contéo en la ·c.§.mara de Neubauer, para 

sonicar de 1-1.sx109 célul"s (se rompen del 60-80\ de 

c6lu1as) en J0-40ml de medio SHEA en un sonicador SONIPREP 

150 (10-12µicrones de amplitud) en un bafto con hielo por 2 

intervalos de 15 s cada uno. Posteriormente, so centrifug6 a 

5Blxg durante 10 min, el sobrenadante que contenta a las 

mitocondrias se centrifug6 10 min a 8714xg en una centrifuga 

SORVALL. 

El paquete mitocondrial (O.Sgr peso bQmedo) obtenido ae 

resuspende en medio de SHEA a un volumen aproximado de 5ml 

para incubar con ADP 1mM y o.25\ de albo.mina delipidada por 

un lapso de 10 min. Trascurrido el tiempo de incubaci6n so 

centrifug6 a B714xg durante lOmin y el sobrenadante ae 
• 

resuspendi6 en aproximadamente 1 111 de SHEA (11-2om9/ml de 

prote1na mitocondrial) 
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Aislamiento da Kitooondriaa de Eug.l.ana qrASú..li.a 

colectar las células en fase 
logar!tmica de crecimiento. 
centrifugar lOmin. 1780xq 

¡ 

Lavar las células en un medio 
de Saqarosa 250mM, HEPES lOmM, 
EGTA 2mM (SHE) pH 7, 4. 
centrifugar Smin. J27xq 

¡ 

Lavar las células en medio SHE 
y albQmina delipidada 0.1% 
(SHEA) 2 veces 

conteo en cámara de Neubauer 
¡ 

sonicar i-1.sx109 células en 30-40ml 
de medio SHEA (10-12 µ de amplitud) 
durante 2 intervalos de 15" cada uno 
en un bafto de hielo. 

¡ 

centrifugar 10 min a se1xg 

¡ 
centrifugar el sobrenadante 10 min 
a B714xg. 

Resuspender el paquete mitocondrial 
e incubarlo con 1mM de ADP y 0,25% de 
albllmina delipidada durante 1omin. 

¡ 
centrifugar 1omin a B714xq 

Resuspender en aproximadamente 
1 ml de SHEA. 
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3.4 MBDZCZOH DEL CONSUMO DB OXZQBHO. 

La velocidad del consumo de ·oxigeno con diversos 

sustratos en mitocondrias de Euglena gracilis se midi6 con 

un electrodo tipo Clark (YSI modelo 53) a 30° e en 1.9 ml de 

medio estándar conteniendo 120mM de KCl, 20mM de MOPS, 2mM 

de EGTA y SmM de Pi a pH 7.2 (KMEP). 

La solubilidad del oxigeno en el agua a una temperatura 

da 3o0 c se consideró de 400 ngátomos 02/ml a una altitud de 

2240. 

3.5 OXZDACZOH DB SOSTllllTOS. 

La oxidación de sustratos se llev6 a cabo: incubando 

las mitocondrias (1 mg/ml) en medio XMEP por 4 minutos, 

posteriormente, se aftadieron los diversos sustratos 10mM de 

L-láctico, lOmM de succinato, lOmM de a-cetoglutarato, 

qlutamato y malato 7.SmM y lSmM respectivamente y O.lmM de 

NADH y se dej6 que consumieran oxigeno por un peri6d.o de 4-5 

minutos cada trazo con los distintos sustratos. 

El control Respiratorio (CR) se calcul6 a partir de los 

trazos de oxidación de sustratos, ae obtuvo del cociente de 

la velocidad respiratoria en presencia dQ....0.4mM de ADP y la 

velocidad de la respiraci6n end6qena en ausencia de ADP. 

La relaci6n ADP/O también s'e obtuvo a partir de los 

trazos de oxidación de sustratos en presencia de ADP e 

indica la relaci6n entre el ADP (nmolas) alladido y el 

oxigeno consumido (n&tomos). 
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Los valores de la constante de Michaelis-Menten (Km) 

(concentrac16n de sustrato la que una enzima determinada 

llega a la mitad de su Vmax) para los diversos sustratos se 

obtuvieron de las dobles reciprocas de las gráficas 

obtenidas de la oxidaci6n de sustratos. 

LOs valores de las constantes de inhibición (Ki) se 

determinaron calculando la inversa de la velocidad del 

consumo de oxigeno; la concentraci6n del sustrato se 

mantiene constante y se determina el efecto que sobre la 

velocidad ejerce el incremento de la concentración del 

inhibidor. 

3.6 SXHTBSXS DB ATP. 

La s1ntesis de ATP fue determinada por método 

enz im6.tico después de la extracci6n con ácido percl6r leo 

(HCl04), Khym, 1975. 

Se prepararon viales conteniéndo 1. Eml da medio 

estAndar KMEP en un baf\o a 30°c, lmg/ml de prote1na 

mitocondrial y los diversos sustratos a las concentraciones 

ya mencionadas para la oxidación de sustratos 

Se incubaron las mitocondriae 2 min y se les agreg6 lmM 

de ADP después de transcurridos 2 min se detuvo la reacción 

adicionando 3t (v/v) de ácido percl6rico agitando. 

Se tomaron alicuotas de 1.Bml y se centrifugaron por 2min 

en una centrifuga cl1nica a JSOOrpm ULTRACOM ROTO-UNI II 



De aqu1 se toman fracciones de 1.6ml aproximadamente y 

para remover el perclorato de potasio-se extrajo con 1ml de 

mezcla 1:1 de 

Triclorotrif louroetano 

temperatura ambiente. 

Tri-n-octilamina y 

(Fre6n-amina cuaternaria 

1,1,2 

a 

Cada uno de los tubos se agitó durante 30 s y se 

observaron 3 fases, se tomó una alicuota de la fase más 

superficial de o.6ml la cual se congela; pera posteriormente 

realizar la determinaci6n de la cuantif icaci6n de ATP 

formado por método enzimático. 

La determinación enzimática (Williamson y Corkey, 1969) 

se realiz6 en un espectrofot6metro de doble haz. En un medio 

el cual contenían 1.Bml de HEPES lOOmM, glucosa lOmM, 0.2mM 

de NADP, 2mM de MgCl2, 5 unidades de 9lucosa 6-fosfato 

deshidrogenasa de Leuconostoc mesenteroides (Boehringer, 

Sigma tipo XXIII) y 0.2ml de extracto obtenido del método de 

extracci6n con ácido percl6rico. 

Se midi6 la formaci6n de NADPH a una longitud de onda 

de 340nm, absorbancia de 0.2, velocidad de lOOs/pulg a 

Jo0 c. 

La reacción se siguió por 2 min. Posteriormente se le 

af\ad16 hexoquinasa de levadura en suspensi6n (Boehringer), 

transcurridos de 4-6min so les agre96 o.02mM de ATP. 
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3.7 DBTERHillACION DBL POTENCIAL DB MEMBRANA. 

Las mitocondrias (1 mg/ml) se incubaron durante 7-8 

min. en 3 ml de medio estándar KMEP , anadiéndo cada uno de 

los diferentes sustratos a las concentraciones indicadas en 

la medici6n del consumo de o 2 , se registró la absorbencia 

con safranina 10 µM a Joºc. La diferencia de absorbancia con 

safranina de 533 menos 511 nm fue medida en un 

espectrofotOmetro de doble haz con oxigenación y agitaci6n 

constantes. 

El cambio en la senal de absorbancia de la safranina es 

considerado como un reflejo del cambio en la magnitud del 

potencial de membrana (Akerman y Wikstrom,1976). 

Se determinó el potencial de membrana cuantitativamente 

con Tetrafenilfosfonio (TPP+) • Las mitocondrias (lmg/ml) se 

incubaron en 1 ml de medio KMEP, este conten1a 2µM [ 3H]-TPP+ 

(aproximadamente 20,000 cpm/nmol) a 3o0c. 

Después de 2 min se adicionó el sustrato oxidable; 1 

min después, la suspensión mitocondrial fué centrifugada en 

una microfuga durante 1 min. Las al1cuotas del precipitado y 

el sobrenadante fueron contadas por radioactividad. Se 

realiz6 una corrección como sugiere Rottenberg ( 1984) • El 

potencial de membrana fue calculado usando la ecuación de 

Nernst. 

Posteriormente se agreg6 CN para observar su efecto 

inhibitorio con los diferentes sustratos y CCCP para 

colapsar totalmente el potencial (hace más permeable la 

membrana interna respecto a a+). 
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3.8 HINCKAMIENTO HITOCOllDRIAL. 

Se midi6 en un espectrofot6metro de doble haz a una 

longitud de onda de 540 nm, y un delta de absorbencia de 

o.s. 
Las mitocondrias (lmg/ml) se incubaron en 1.9ml de 

medio KMEP a 3o0c, posteriormente se aftadieron los sustratos 

a las concentraciones mencionadas anteriormente, las 

mitocondrias se hinchan lentamente al agragarles el 

sustrato, se les af'i.adi6 300 nmolas de ADP en consecuencia 

las mitocondrias se contraen. Para obtener un m4ximo de 

hinchamiento mitocondrial se agreg6 al final de cada ensayo 

valinomicina (0.4Snmolas/mg de prote1na) lo que produce un 

incremento en la permeabilidad de la ~embrana interna 

mitocondrial al potasio, con la consecuente entrada de agua 

y el aumento del volumen mitocondrial. 
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3.9 EBTAI>O REDOX DB LOB PIRIDIN lltlCLBOTIDOS. 

Las mediciones de formaci6n de NAD(P)H (incremento en 

la fluorescencia) se realizaron en un fluor6metro AHINCO 

SPF-500, a una longitud de onda de emisi6n de 460 nm y una 

longitud de onda de exitaci6n de 340nm, Angulo de 90°, 

velocidad de 9.99 e/pulgada a Jo0 c, con oxigenaci6n y 

agitación constante. 

Las mitocondrias (lmg/m1) en 1.9m1 de medio KMEP y se 

preincubaron durante e-10 min, posteriormente se af\adieron 

los diversos sustratos a las concentraciones utlilizadas en 

ensayos anter lores, se artadi6 CCCP 4µM para ver oxidaci6n 



total y rotenona O.OSmM, antimicina O.OlmM, mixotiazol 

O.OlmM, HQNO O.OlmM, y OPA o.2SrnM al final de cada registro 

con el fin de ver la reducci6n total de los sustratos 

af\adidos. 

3.10 DBTBRHINACION DE PROTEIKA. 

La prote1na mitocondrial fue estimada por el método de 

biuret (Gornall et al., 1949) en presencia de 1t (p/v) de 

desoxicolato de sodio y utilizando albúmina como estándar •• 

La turbidez ocasionada por el paramilo fue eliminada 

centrifugando los tubos después de 20 min de af\adido el 

reactivo de biuret a 327 xg durante 5 min a 4°c en una 

centrifuga IEC-CENTRA SR. 

Los inhibidores rotenona, antimicina, oligomicina, 

HQNO, SHAM (SIGMA), disulfiram (INC), fueron disueltos en 

DMSO, OPA (ALORICH) en etanol, y mixothiazol (SIGMA) en 

metanol. El CCCP fué disuelto en OMSO. 
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IV RESULTADOS y DISCDSION. 

Los resultados de este trabajo· ayudan a proponer las 

distintas vias de oxidaci6n de sustratos, as1, como algunas 

características particulares del metabolismo mitocondrial en 

Euglena gracilis. 

4.1 CURVA DE CRECIMIENTO. 

Las células crecidas en medio de Hutner y como tuente 

de carbono glutamato + malato presentan una curva de 

crecimiento con un comportamiento logistico como se observa 

en la Fig.14, las células empiezan su crecimiento en el dia 

cero (al transferirlas a medio do cultivo fresco) con una 

población inicial de 0.2 x io6 células por mililitro, a las 

24 hrs se observa una fase de latencia inicial (I) de 

multiplicaci6n lenta (0.77 células por mililitro), esta tase 

va seguida de una fase exponencial de crecimiento (II) a las 

48 y 72 hrs, 2.73 y 4.5 células/mililitro respectivamente, 

después una fase de disminución de la velocidad (III) en 

donde hay una máxima de poblaci6n, sequida de una fase lenta 

(I.V) en la que se observa una meseta a las 120 hrs (5.7 

células/mililitro) la cual puede prolongarse seqO.n el 

cultivo; en esta fase las células empiezan a enquistarse y 

la población comienza a disminuir. 

La pendiente de la curva en la fase de crecimiento 

exponencial o la población má.xima varia de acuerdo con la 

temperatura, disponibilidad de alqunos factores, etc. 
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riq .14. Curva de crecimiento de una población de Euglena 
gracilis, mostrando las diferentes etapas;crecidas en 
cultivo con G+M como fuente de carbono, temperatura 
ambiente, agitación constante y en ausencia de luz. 
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El enquistamiento conduce a una retracción de la célula 

y una degradación quizá de los componentes celulares, entre 

los que se incluyen mitocondrias y gránulos de reserva 

principalmente (Sleigh,1986), se forma la pared del quiste y 

deja de apreciarse cualquier tipo de metabolismo y 

movimiento citoplásmico, por lo tanto, el organismo entra en 

un peri6do de vida latente. se ha mencionado que los quistes 

son capaces de soportar muy altas o bajas temperaturas, 

presiones, desecación y carencia de oxigeno. (Sleigh, 1986). 

Lao muestras y el conteo de c6lulas se realiza como se 

indica en métodos. 

Las células se recolectaron a los 3 1/2 d1as en la fase 

loqar1tmica o exponencial de crecimiento (tase loq) ya que 

en este peri6do su actividad metab6lica es mayor; 

transcurrido ese tiempo las células comienzan a formar 

estructuras de resistencia (quiatos) en los cuales la 

pel1cula que cubre a la célula es mAs dit1cil de romper y el 

metabolismo está diaminuldo. 



4.2 CONSUMO DE OXIGENO. 

El consumo de oxigeno en las mJ:tocondrias aisladas de 

Euglena grac:llis fue estimado por la adición de diversos 

sustratos NADH 1mM, Glutamato +Malato (G+M) 7.~ y 15tnM, Q­

cetoglutarato 10mM, succinato lOmM y lactato lOmM, comparado 

con datos previamente reportados por otros autores, como se 

muestra en la Tabla. I en donde alqunos valores son muy 

semejantes a los obtenidos y otros diferentes quizé debido 

al proceso de obtenci6n de la preparacion mitocondrial y al 

medio de cultivo en que fué crecido el organismo. 

La velocidad del consumo de o 2 rue calculada de los 

trazos de ox:imetr1a restando el consumo de oxigeno de las 

mitocondrias sin sustrato (respiraci6n end6gena) y 

calculando la estimulaci6n por el sustrato. 

El malato 15mM y el etanol o.23M como sustratos no 

estimularon el consumo de ox:lqeno (datos no mostrados) a 

diferencia de lo reportado por Buetow, 1961 y Wilson 1958 1 

los cuales si observaron una estimulaci6n por etanol. 

Por otra parte, la carencia da la habilidad en la 

preparaci6n mitocondrial de oxidar malato es sorprendente, 

ya que se ha reportado que este sustrat.o puede apoyar la 

tostorilaci6n oxidativa (Buetow y Buchanan, 1965; Tokunaqa, 

et al., 1976; G6mez-silva et al., 1985 y Kilmmel y Brinkman, 

1988) y síntesis de protelnas 

mitocondrias de EUglena. 

(Delorme, l.986) en 
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Tabla 7. Oxidaci6n de sustratos (estado 4) en mitocondrias 
aisladas de Euglena grac111s. Los valores representan la 
media ± error estándar con el nfunero de preparaciones usadas 
indicadas entre paréntesis. 

SUSTRATOS 

G+M 
(7. 5mM, 15JllM) 

60 ± (10) 
38 
46-65 

a-cetoglutarato 50 ± 4 (10) 
(10mM) 18 

37 

NADH 41 ± 1 (20) 
(1mM) 62 

47 

Succinato 76 ± 2 (20) 
(10mM) 72 

Lactato 
(10mM) 

Sin sustrato 
afiad ido 

78-122 
35 
19 
88 
60 

90 ± 6 (34) 
125 
91 
34 
70 
52 

21 ± 1 (20) 

Este trabajo 
Tokunaga et al., 1976 
Moreno-Sánchez y Raya, 1987 

Este trabajo 
Tokunaga et al., 1976 
KUmmel y Brinkmann, 1988 

Este trabajo 
Sharpless y Butow, 1970 
KUmmel y Brinkmann, 1988 

Este trabajo 
Buetow y Buchanan, 1964 
Sharpless y Butow, 1970 
Tokunaga et al., 1976 
Calvayrac et al., 1979 
Moreno-Sánchez y Raya, 1987 
KUmmel y Brinkmann, 1988 

Este trabajo 
Sharpless y Butow, 1970 
Buetow y Buchanan, 1964 
Tokunaga et al., 1976 
Calvayrac et al., 1978 
Kilmmel y Brinkmann, 1988 

Este trabajo 

Lactato > Succinato > NADH = G+M = aKG 



Quizá la obtención de mitocondrias por sonicaci6n o la 

incubación de estas en un medio ccinteniendo 2mM de EGTA 

induce una disminución de la actividad de la malato oxidasa, 

como lo reporta Kümmel y Brinkman (1988). 

El glutamato tampoco estimula el consumo de oxigeno 

(dato no mostrado). As1, el requerimiento de glutamato pa=a 

la oxidación de malato en estas preparaciones mitocondriales 

indican que el glutamato produce a-cetoglutarato v1a una 

transaminaci6n con oxaloacetato (Shigeoka, 1992). 

El sustrato que fue oxidado más activamante fue el 

lactato (Tabla I) este sustrato también es oxidado por 

bacterias, levaduras, hongos, y plantas super lores en los 

cuales varia el isómero oxidado ya sea D o L, o ambos. 

El NADH también fu~ oxidado a diferencia de animales 

pero muy similar a la oxidaci6n que se presenta en plantas. 

La diferencia en la proporci6n de oxidaci6n entre los 

disferentes sustratos no se dcbi6 a una baja concentraci6n 

de sustrato ya que se usaron concentraciones saturantes de 4 

a 10 veces el valor de la Km (Tabla II). 

Por otra parte, la menor velocidad de oxidaci6n del 

NADH, a-KG y G+M comparadas con la velooidad de oxidación 

del lactato y succinato no se debe a una menor afinidad por 

el primer grupo de sustratos. 
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4 • 3 CONSTANTE DE HXCHAELZS-HENTEN (Km) 

Los valores .de Km para los diversos sustratos se 

muestran resumidos en la Tabla II comparados con datos 

anteriormente reportados por otros autores. 

Estos valores se obtuvieron a partir de las gráficas de 

Lineweaver-Burk de las dobles reciprocas obtenidas de las 

gráficas de velocidad inicial contra concentraci6n de 

sustrato (Figs. 15, 16 y 17). 
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En todos los casos, la velocidad inicial (medida cuando 

muy poco del sustrato adicionado ha reaccionado) creció al 

·aumentar la concentraci6n del sustrato hasta el punto donde 

la enzima se satura y no es afectada por incrementos 

ulteriores en la concentraci6n de sustrato, como sucede en 

las Figs 15, 16 y 17. 

con todos los sustratos, alqunos como el G+M (Fig.15A y 

B), succinato (Fig.17A) y lactato (Fig.178) alcanzan una 

velocidad inicial mayor que el a-KG y el NADH Figs.16A y 168 

respectivamente. 

En todos los casos con un aumento posterior de la 

concentración de sustrato la velocidad de la reacción llega 

a ser independiente de la concentración_del sustrato y se 

observa una forma asintótica de la curva aproxim6ndose a una 

velocidad constante y por lo tanto, la enzima ya est6. 

saturada con el sustrato. 



Tabla :xx. constante de Michaelis-Menten para diversos 
sustratos (edo. 4) en mitocondrias aisladas de Euglena 
grac1lis. Las condiciones experimentales descritas en 
material y métodos. Los valores de Km se obtuvieron a partir 
de las dobles reciprocas de la concentraci6n de sustrato 
contra la velocidad del consumo de 02. Los valores 
representan la media ± error estándar de 3 preparaciones 
usadas. 

StlS!l'RATO l'tDl (mM) 

Glutamato 0.12 0.06 Este trabajo 

Malato 2.s ± o.1s Este trabajo 

a-cetoglutarato 0.1 ± o.os Este trabajo 
O.OJJ Buetow, 1989 

NADH 0.27 ± 0.07 Este trabajo 
0.14 Oatta y Khan, 1977 

Succinato o.ss ± o.os Este trabajo 
1.4 Sharpless y Butow, 1970 
0.6 Oatta y Khan, 1977 

Lactato o.s2 ± 0.04 Este trabajo 
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Piq.15. Efecto de la concentración del sustrato sobre la 
Velocidad de una reacción catalh::ada por una enzima. De esta 
representación se obtienen los valores de Rm (Constante de 
Michaelis-Henton) • A.Glutamato + Malato (G+H), D. Malato + 
Glutamato (H+G) como sustratos en mitocondrias aisladas de 
Euglena grac111s. 
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Pic¡.u. Valores de Kili. A. a-cotoqlutarato. D. NADH. como 
sustratos en mitocondrias aisladas de Eu.glena gracllls. 
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Todas las enzimas mostraron efecto de saturación, pero 

varia ampliamente con respecto a la concentraci6n de 

sustrato que se necesita. 

4.4 INHIBICION DE LA OXIDACION DE BOBTRl\TOB. 

La sensibilidad de la oxidación de los diferentes 

sustratos a diversos inhibidores se muestra en la Tabla III. 

Como sucede en mitocondrias de mam!feros, la oxidación 

de G+M es inhibida por rotenona, lo que sugiere su entrada a 

la cadena por una flavoprote1na conectada al sitio I y el 

paso de electrones a la citocromo oxidasa, la cual no 

presenta una inhibic16n total con CN (90%). sin embargo, la 

sensibilidad a antimicina es sólo parcial como ya se habia 

reportado (Sharpless y Butow, 1970b), lo que sugiere que la 

v1a por la cual se oxida este sustrato se brinca el sitio de 

inhibici6n por antimicina, tal vez mediante la participaci6n 

de un citocromo tipo 11 b 11 que es componente de la v1a 

alternaª 

La insensibilidad de ~stos inhibidores puede 

interpretarse en términos de una cadena respiratoria alterna 

(Sharpless y Butow,1970a; Buetow,1989)ª 
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Tabla zzz. rnhibici6n del consumo de o2 con diversos 
sustratos en mitocondrias de Euglena i;¡racilis. 
Las mitocondrias fueron incubadas con los inhibidores 
indicados por 4 min antes de la adici6n de 1tnM NADH, 10mM 
succinato, 10mM L-lactato, 7. SmM de glutamato + 15mM de 
malato (G+M), y lOrnM de a-cetoglutarato. Los datos mostrados 
representan la media ± error estándar de 6 p:i-eparaciones 
usadas. 

INHIBIDOR 

G+H 

Rotenona 100±0 
(0.05mM) 

Antimicina 50±3 
(0.01mM) 

Mixothiazo1 100±0 
(0.01mM) 

HQNO· 100±0 
(O. 01mM) 

cianuro 90±0 
(0.1mM) 

OPA 100±0 
(O. 25mM) 

Disu1f iram 100±0 
(0.5mM) 

SHAM 0±0 
(0.5) 

Oliqomicina 100±0 
(0.1mM) 

a-KG 

100±0 

100±0 

100±0 

100±0 

0±0 

100±0 

100±0 

35±3 

100±0 

SOSTRA'l'O 

lll\l)H succc~nato Lactato 

% da Inbibici6n 

96±4 7±3 34±1 

94±2 97±2 14±6 

100±0 100±0 72±3 

100±0 100±0 78±2 

62±5 100±0 66±3 

87±2 77±3 83±8 

45±2 29±4 9±2 

14±1 4±2 2±1 

83±6 83±4 9±6 
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Sin embargo, el mixotiazol y el HQNO, inhibidores 

especificas del citocromo b en mamíferos (Von Jagow, 1986), 

bloquean la oxidación de estos sustratos. Es interesante el 

caso de los sistemas respiratorios de bacterias en donde se 

ha descrito una via insensible a antimicina pero sensible a 

HQNO, por la quino! oxidasa alterna. 

La oxidación de G+M ocurre preferentemente por la v!a 

clásica c!e transporte de electrones pero quizá una pequena 

parte de la oxidación de estos sustratos se vaya por una v1a 

alterna. 

La inhibición de la oxidación del lactato por 

antimicina, CN y HQNO sugieren que este sustrato es 

preferentemente oxidado por la v!a alterna, el lactato 

probablemente dona sus electrones a la cadena por un 

citocromo tipo "b" componente de la v1a alterna, el cual 

transfiere electrones al citocromo c acoplado a la 

fosforilaci6n ya que la sensibilidad a CN es mayor que su 

sensibilidad a antimicina. Se ha observado (Sharpless y 

Butow, 1970a) que el O-lactato es más sensible a antimicina, 

y el L-lactato parcialmente sensible pero si fosforilan. 

La oxidación de NADH ex6geno (Tabla III), fue sensible 

a rotenona a diferencia de plantas, (KUmmel y Brinkman, 

1988), sensible a antimicina, pero sólo parcialmente 

sensible a CN, ya que en presencia de este inhibidor es 

oxidado por la v1a insensible a CN ( Sharpless y Butow, 

1970a; Buetow, 1989). 
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La oxidación de a-cetoglutarato, fue sensible a 

rotenona, antimicina, mixotiazol y 'HQNO, pero totalmente 

insensible ~ CN. este tUtimo efecto pudo haber sido un 

artefacto de la técnica ya que los ceto~cidos re~ccionan muy 

fácilmente con el cianuro formando cianhidr!nas. Por otra 

parte, la oxidación de este sustrato fUé completamente 

inhibida con azida de sodio 100µM (dato no mostrado), por lo 

tanto, la oxidación de este sustrato sigue la v1a clásica. 

El patrón de inhibición de la oxidaci6n de succinato 

insensible a rotenona, sensible a antimicina y cianuro 

sugieren que éste sustrato es oxidado por la v!a clásica de 

transporte de electrones. 

Una sensibilidad similar con antimicina y cianuro en la 

oxidación del succinato fue previamente reportada (Sharpless 

y Butow, 1970a) , al iqual que una oxidación de1 sustrato 

insensible a estos dos inhibidores puede ser inducida en 

mitocondrias de células crecidas en presencia de succinato y 

antimicina o s6lo con etanol como fuentes de carbono 

(Sharpless y Butow,1970b). 

con el fin de inhibir la v!a alterna, se usaron 

diversos inhibidores de la respiración insensible a CN. 

El OPA fué un inhibidor efectivo de la oxidaci6n de 

sustratos Tabla III. Act1la entre la regi6n del succ!nico, 

las NADH deshidrogenasas y el primer citocromo que compone 

la cadena de transporte de electrones. Este es utilizado 

como inhibidor especifico de la v!a alterna en mitocondrias 

de plantas (Baker, 1963). 
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El efecto del OPA sugiere la innibic.:..6n de ambas v!as 

de transporte de electrones: una inhibicióu especifica de la 

v!a alterna 1a cual muestra un efecto parcial y sin efecto 

en la oxidación de sustratos como el succinato 

preferentemente oxidado por la v1a sensible a CN. 

un efecto del OPA en ambas v1as durante la oxidación 

del succinato, fue previamente reportado (Sharpless y Butow, 

1970b) . Parece ser que su efecto está relacionado con la 

solubilidad de el OPA en los l1pidos. 

La respiración insensible a antimicina se inhibe por 

OPA (Baker, 1963), en mitocondrias de plantas superiores, en 

Euglena gracil.is sucede lo mismo si las mitocondrias son 

incubadas con ambos inhibidores durante min, en la 

oxidación de 1actato, la cual se inhibe un 100% (dato no 

mostrado). 

El Disu1firam, es un inhibidor de 1a respiraci6n 

insensible a CN en mitocondrias aisladas de plantas 

(Grover,1981). Este inhibió totalmente la oxidación de G+M y 

o-cetoglutarato, pero no asi 11'1 oxidación de NADH, 

succinato, y casi nada la oxidaci6n de lactato. 

Este patrón de inhibición no corelaciona con el efecto 

especifico de 1a vía insensible a CN, pero sugiere un efecto 

no especifico posiblemente unido a la reacci6n del 

disulfiram con los grupos tioles en el sistema de transporte 

del sustrato, en la deshidrogenaci6n (La Noue, 1979. y 

Ch4vez et aL. , 1989) 6 quizá inhiba un sitio de baja 

afinidad posiblemente el complejo de la cadena 
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respiratoria. 

El SHAM, de acuerdo con lo ya reportado por KUmmel y 

Brinkmann (1988); Schonbaum (1971). no tiene efecto en la 

oxidación de sustratos en la mitocondria de Euglena. Se ha 

mencionado (Buetow, 1989) que la oxidación por 1a vla 

insensible a CN es estimulable por AMP. En estas 

preparaciones mitocondriales no encontramos esta 

ostimulaci6n con ninguno de los sustratos ensayados. 

como so aabe la cadena respiratoria puede ser inhibida 

por diversos compuestos y ~sta inhibición nos ha dado 

información muy valiosa acerca del orden de los distintos 

c~mponentes de la v1a. 

El zn2+ (lOµM) no bloquea la oxidación de G+M, sucinato 

y lactato e.n estado 4 en un medio de consumo de oxigeno en 

ausencia de EGTA (dato no mostrado), pero si bloquea 

totalmente la oxidación de estos sustratos en estado 3. 

Por otra parte, el zn2+ es utilizado como un :fuerte 

bloqueador del citocromo O en bacterias (Kita et al., 1986) 

pero no bloqueó la oxidación de succinato y lactato. 

La oligomicina inhibió fuertemente la oxidación de 

todos los sustratos excepto el lactato. Es un inhibidor 

clásico tanto de la ATPasa (Stryer, 1975) por lo que podr1a 

indicar que la oxidación de lactato no está acoplada a la 

fosforilaci6n. sin embargo, la s1ntesis de ATP determinada 

en este trabajo indica lo contrario ver adelante Tabla V, 

por lo que al efecto de la oligomicina podria no ser 

especifico para la oxidación de lactato. 

91 



Un inhibidor puede interferir en la entrada del 

sustrato alterando la permeabilidad, disminuyendo los 

mecanismos de transporte, o reduciendo el total de enerq!a 

potencial disponible para bloquear ya sea v1as enzimáticas o 

interfiriendo en los procesos de acoplamiento. 
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4,5 CONBTllll'rEB DE IllHIBI~ION 

Los valores de las constantes de inhibici6n se 

determinaron calculando la inversa de la velocidad del 

comsumo de oxigeno contra concentraci6n de inhibidores 

determinándose el efecto que ejerce sobre esta velocidad los 

diversos inhibidores, como se muestra en las Figs. 18-29. 

Los valores de las distintas Ki aparentes se muestran 

resumidos en la Tabla IV. 

Con G+M como sustratos se prob6 unicamente el OPA, e1 

cual presentó una inhibición del lOOt a o.25rnM (Fig.18) se 

observó s6lo una pendiente con una Ki de o.035mM. 

En las Ki aparentes obtenidas con succinato como sustrato 

probando antimicina (Fig,19), cianuro (Fig.20), oligomicina 

(Fig. 21) se observó s6lo una pendiente indicando un s61o 

componente, de 0.032mM, 35µ.M y 21.SµM respectivamente. Con 

este sustrato el DPA (Fig.22) inhibe el 100% a una 

concentración de O.OSmM y se observan dos pendientes, una 

positiva y otra en la cual el componente tiene una constante 

de inhibición de Q,315mM. 

En el caso del lactato con todos los inhibidores 

probados se observan 2 pendientes excepto con antimicina 

(Fig.24) en donde hay s6lo una pendiente con un valor de Ki 

44µM. A 70µM no hay una inhibición del 100\, como se observa 

en la Tabla III. la antimicina (10µM) s6lo inhibe un 14% la 

oxidación del lactato. 



Tabla XV. Constantes de Inhibición (Ki) pRra diversos 
sustratos (estado 4) en mitocondrias ais1adas de Euglena 
grac111s colectadas en fase log. Las mitocondrias img/ml 
fueron incubadas en presencia de las concentraciones 
indicadas del inhibidor. Los valores de Ki se ca1cularon en 
el intersecto del eje de las abcisas para cada region recta 
de la linea. La concentraci6n del sustrato se mantiene 
constante, como se describe en materiales y métodos. 

XJIBIBIDOR 

Rotenona 

Antimicina 

Cianuro 

DPA 

DJ.igomicina 

G+M 

35 

SUS:i'RATO 

(¡¡!() 

succinato 

32 

35 

220 

215 

Lactato 
Xi1 Ki2 

7.3 96 

44 

5 42.5 

30 120 

22 110 
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1/Y 

º·' ... º"~ 
~-" 

0.1 0.2 º·' OPA tmMl 

l'ic¡.18. Efecto de la concentraci6n de DPA sobre la velocidad 
da consumo de oxigeno con G+M (7. 5mM + 1511lH) • Las 
mitocondrias aisladas de Euglena gr:Jc1lis fueron incudabas 
en presencia del inhibidor. La velocidad neta fue calculada 
restando la respiraci6n en ausencia del inhibidor. De esta 
representación se obtienen los valores de la Constante de 
Inhibici6n (Ki) como se indica en materiales y métodos. 
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D.05 

Antlmicina tmMl .... 
D.03 

KI 0.032 rnM 

11.03 0.0!1 

Antirnlcina tmMl 

Piq.19. Valor de la Ki para Antimicina sobre la 
deshidrogenasa succlnica. Lae condiciones experimentales 
como so describan en materiales y métodos. 



20 .. .. •• CN CJ.IM:J ,,. 
0.1 ... ... 

40 6D 80 
CN C~MJ 

7iq.20. Valor de la Ki para Cianuro sobre la deshidrogenaba 
sucotnica. Las concHciones experimentales como se describen 
en materiales y métodos. 
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J'iq.21. Valor de Ki para Oligomicina sobre la deshidrog,masa 
succ1nica. Las condicionec experimentales como se describen 
en materiales y m6todod. 
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1'19.22. Valor de Ki para Ditenilamina {OPA) sobre la 
deshidrogenasa succinica. Las condiciones experimentales 
como se indica en materiales y 1116todos. 
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J'ig.23. Valor de Ki para Rotenona sobre la actividad de la 
deehidroganasa láctica. Las condiciones experimentales como 
se indica en 111ateriales y m6todos. 
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J'i9.2.(. Valor de Ki para Antimicina sobre la actividad de la 
deshidrogennsa lActica. Las condiciones experimentales como 
se indica en materiales y métodos. 
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l'ig .. :zs .. Valor de Ki para Cianuro sobre la actividad de la 
deshidrogenasa láctica. Las condiciones experimentales como 
se indica en materiales y métodos. 
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0.02 o.oc o.o~ 

Dll;omlclna tmMl 

l"iq.26. Valor de Ki para Oligomicina sobre la deshidrogenasa 
láctica. Las condiciones experimentales como se indica en 
materiales y métodos. 
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P'iq.Z7. Valores de Ki para DPA sobre la actividad de la 
deshidrogenasa láctica. Las condiciones experimentales como 
se indica en materiales y métodos. 
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l'i9.2a. Valor de l<i a concentraciones bajas de OPA sobre la 
actividad de la deshidrogenasa láctica, primera serie de 
puntos tomados de la grAfica de la fig.27. Las condiciones 
experimentales como se indica en materiales y métodos 
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Wi9.at. Valor de Ki a concentraciones altas do OPA sobre la 
actividad de la deshidroqenaea lActica, segunda serie de 
puntos tomados de la gráfica de la fiq.27. Las condiciones 
experimentales como se describen en materiales y métodos. 
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En las Figs. 23, 25, 26, 27 con lactato se observa 

c!.aramente que son bifásicas, sugiriendo la presencia de dos 

componentes con distintas sensibilidades a rotenona (Fig.23) 

Ki 7.3µM y 96µM; a cianuro (Fig.25) SµM y 42.SµM; 

oligomicina (Fig.26) o.022mM y llmM, con OPA (Fig.27) se ven 

también 2 componentes en la gráfica los cuales se dividieron 

en dos para observarlos más claramente, la primera parte que 

consta de los 10 primeros puntos (Fig.28) con una Ki de 

o. OJmM y la segunda pata con los puntos restantes de la 

Fig.29 con una Ki de 0.12mM. 

La inhibici6n de las enzimas involucradas en la oxidaci6n de 

los diversos sustratos implica una disminuci6n en la 

velocidad de una reacci6n en particular y su importancia 

metab6lica. 

Estos resultados nos pueden indicar acerca de las 

distintas sensibilidades de los sustratos hacia los 

inhibidores, lo cual nos ayudar1a a tener evidencias sobre 

la v!a alterna, y quizá sólo estemos bloqueando una de las 

v1as y no ambas 6 s61o uno de los componentes. 

En la inhibici6n influyen factores como el pH, fuerza 

i6nica, temperatura, amortiguadores y la pureza de la 

preparación. 
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4.6 CONTROL RESPIRATORIO Y 'ADP/O 

El control respiratorio (Fig.30) muestra que en la 

preparación mitocondrial hay acoplamiento entre la 

respiraci6n y la fosforilaci6n oxidativa con todos los 

sustratos, por lo tanto, esta preparación tiene la capacidad 

de permitir la s1ntesis de ATP. 

El G+M tuvo una ADP/O de 2.9 y el control respiratorio 

más alto en comparaci6n con los demás sustratos probados 

(Tabla V) e incluso en relación con lo observado en 

mitocondrias de mamtferos. 

Los datos se resumen en la T~bla V. , este proceso 

(control respiratorio) fue bloqueado por oligomicina y 

carboxiatractil6sido inhibidores espec1ficos de la ATP 

sintetasa y el traslocador de ATP/ADP respectivamente. 

El AMP (1mM n=7), no ostimul6 el consumo de ox19eno en 

estas mitocondrias con ninguno de los &ustratos ensayados. A 

diferencia de io reportado por Sharpiess y Butow (1970) los 

cuales observan una estimulaci6n por AMP con succinato como 

sustrato. 

LOs valores de ADP/O correlacionan con los valores 

previamente reportados para G+M (Tokuoaga et al.,1976; 

G6mez-Silva et al.,1985 y Moreno-Sánchez y Raya, 1987), a-KG 

(Buetow y Buchanan, 1965 y Tokunaga et al., 1976), NADH 

(Sharpless y Butow,1970a), succinato (Sharpless y Butow, 

1970a y Tokunaga et al.,1976) y lactato (Sharpless y Butow, 

1970a). 
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r19.Jo. Estado J da la reap1rac16n probado en diversos 
suatratoa. 

Las mitocondriaa fueron incubadas (1-.g/al) en un 11Gdio 
lCMEP, a la concentración de sustratos descrito en iaétodoa. 
Donde ae indica ?20 (A), 450 (B), 300 (C,•) y 250 (O) nntol 
de ADP fueron adicionadas. Loa ntlm.eros a la izquierda de los 
trazos indican la velocidad del consu•o da o 2 en ng6tomos 
O/min/mq. 
Las IJlP/O indican la cantidad total de ADP adicionado en 
nmola• en relación con la cantidad total de consumo de o 2 
en ng6.tomos inducidos por la aclici6n de ADP. 



~abla v. control Respiratorio y ADP/O con diversos sustratos 
en mitocondrias de EUglena grac111s. La velocidad de 
resplraci6n del edo. 3 (estimulada por ADP) fue determinada 
en las condi:::iones experimentales descritas en material y 
métodos. El control respiratorio fue calculado de la 
velocidad del edo. 3 entre el edo. 4 obtenido de la primera 
adici6n de ADP. Los valores representan la media ± error 
estándar con el nOmero de preparaciones usadas indicadas 
entre paréntesis. 

BUBTIU\TO con•uao de o2 estado 3 'ADP/O CR 
(nqitoao• 02/aim-1/aq-1) 

G+M 150±2 (11) 2.9±0.3 3.6±0.4 

a-cetoqlutarato 34±2 (4) 1.9±0.4 1.4±0.1 

NADH 33±1 (6) 2.3±0.6 2.4±0.1 

succinato 40±2 (6) 1.6±0.2 1.7±0.5 

lactato 56±2 (7) 2±0.1 2.3±0.2 
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Loa altos valores de control respiratorio con todos los 

sustratos claramente indican un perfeccionamiento en el 

método de obtención de mitocondrias acopladas de Euglena por 

sonicaci6n (Moreno-sánchez y Raya, 1987); es la sonicaci6n 

suave el paso critico en el perfeccionamiento de este 

procedimiento de extracción de mitocondrias. 

Hay que hacer notar que la respiración en estado 4 fué 

mAs alta cuando se agregaba el sustrato después de incubar a 

las mitocondrias durante 4 min (Tabla.!.), que en presencia 

del sustrato cuando este era incubado por 4min. Estas 

observaciones sugieren que como sucede en mi tocondr las de 

mam!feros, la oxidación de sustratos en la mitocondria de 

Eugiena est4 probablemente sujeta a la modulaci6n por 

adenina, pirid1n nucle6tidos o el ca2+ que se encuentra en 

la matriz. 
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4.7 BIHTEBIB DE ATP. 

Una determinación directa de lis. s1ntesis de ATP fue 

confirmada con los 5 sustratos los cuales llevan a cabo la 

fosforilaci6n oxidativa. (Tabla VI). 

Las velocidades de s1ntesis de ATP no correlacionan 

estrictamente con las velocidades de consumo de o 2 (Tabla 

V). Sin embargo, si es confiable realizar comparaciones del 

efecto de inhibidores sobre el consumo de 02 y sintesis de 

ATP. 

S6lo la stntesis de ATP apoyada por lactato fué 

parcial~ente resistente a antimicina (Tabla VI) similar a la 

velocidad en estado 3 con lactato ya que la velocidad fué 

parcialmente inhibida por antimicina (68 ± 1% n-3), pero 

esta fue completamente inhibida con 10µM de mixotiazol y 

HQNO (datos no mostrados). 

La respiraci6n en estado 3 fue completamente bloqueada 

por o.01mK de CN o o.2smM de OPA con lactato. 

Por otra parte, este dato nos da una idea de que el 

lactato · es oxidado a través de una v1a insensible a 

antimicina que tiene dos sitios de conservaci6n de enerq!a, 

mientras que los otros sustratos utilizados estimularon la 

fosforilaci6n oxidativa usando la v1a sensible a antimicina. 

La oxidaci6n de G+M y NADH en ausencia de ADP fue 

parcialmente resistente a antimicina (Tabla II) • 

Entonces el flujo de electrones se va por la v1a 

alterna pudiendo parecer incapaz de qenerar un qradiente de 

H+ de una suficiente maqnitud para la s!ntesis de ATP. 
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Tabla vx. Fosforilaci6n oxidativa con diversos sustratos en 
mitocondrias Euglena gracilis. La s1ntesis de ATP fue 
determinada enzimáticamente como se discribe en· material y 
métodos. Las concentraciones indicadas de los inhibidores se 
afladieron al medio de incubaciOn antes de la adiciOn de 
mitocondrias. Los valores indican la media ± error estAndar 
de 4 preparaciones usadas. 

Blnteai• 4• J\.TP 

Xnhil>idor a+K a-KO 111\.DH euaainato Lactato 

naoll\.TP/ min-1/ mg-1 

228±12 140±8* 200±6 198±18 245±5** 

Rotenona 17 10 11 176(2) 199 
(0.05mM) 

Antimicina 17 6 35 41(2) 130 
(0.01mM) 

Cianuro 65 o 70 35 47 
(0.1mM) 

Oligomicina 48(2) o 32(2) 43(2) 39(2) 
(0.01mM) 

• P < 0.001 para a-KG versus ningdn otro sustrato 
** P < o.os para lactato versus G+M, NADH o succinato 
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La alta velocidad de la fosforilaci6n oxidativa se 

logró con lactato sugiriendo que este sustrato puede proveer 

directamente la unión entra la gluc61isis y la cadena 

respiratoria para proveer de cncrg1a suficiente a las 

células de Euglena crecidas en la obscuridad. 

El piruvato es oxidado a ACoA sólo bajo condiciones 

anaer6bicas por una PDOR-NADP sensible a 02 (Inui et al., 

1985; Inui et al., 1990). 
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4.8 l'OTENC:rAL DE MEMBRANA. 

Las mitocondrias de Euglena gracílis son capaces de 

generar un potencial de membrana con todos los sustratos 

(Fig.31) como se muestra con la prueba semicuantitativa de 

safranina (Akerman, 1976). 

El CN no colapsa completamente el potencial de membrana 

generado por la oxidación de G+M, succinato y lactato. Esto 

sugiere, de acuerdo con un trabajo previo (Moreno-Sánchez y 

Raya, 1987), que la respiración resistente a CN puede o es 

capaz de generar un potencial de membrana sensible a 

desacoplantes. 

sin embargo, una correlaci6n estricta entre la 

respiración resistente a CN y el potencial de membrana 

resiste"nte a este inhibidor no fué encontrada para NADH y 

succinato (Tabla III y Fig.31 C,D); la razón de esta 

discrepancia no se conoce. Tampoco sucede con a-KG por que 

si colapsa el potencial pero no inhibe el consumo de 

oxigeno. 

La senal de absorbencia con safranina alcanza un máximo 

con la adici6n de los sustratos (Fiq.31) disminuyendo 

después. Esta disminuci6n espontánea del potencial de 

membrana fué quizás por un ligero desacople inducido por la 

entrada de colorante (Rottenberg, 1984). Se utilizó la 

relación de lOnmol de safranina por mg de proteína como se 

sugiere para mitocondrias de mamíferos (Akerman, 1976). 
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riq.31. Generaci6n del Potencial de Membrana con diversos 
sustratos. 

Las mitocondrias (lmg/ml) f'uoron incubadas como se 
describe en métodos con lOpM de saf'ranina. Después do B min. 
los sustratos fueron adicionados y so re9istr6 la 
absorbancia a 511-533. La concentraci6n de sustratos 
indica en la Tabla I. lOOpH de CN y lµH de CCCP. 



Para medir el potencial de membrana cuantitativamente 

dependiente de la oxidación de sustra~os se us6 3H-TPP+. 

El TPP+ es una determinación más fiel del potencial que la 

safranina ya que éste se incorpora como r~spuesta al 

gradiente electroqulmico a la membrana mitocondrial y con 

safranina podr1an existir ciertas variaciones sobre todo si 

hay una alto contenido de 11pidos en la preparación ya que 

en vez de fijarse a la membrana mitocondrial lo hace ~ los 

l~pidos contaminantes. 

Los valores obtenidos mediante ésta técnica con los 

diferentes sustratos son 99, 96, 83, 77, y 70 mV para 

succinato, lactato, G+M, NADH y a-KG, respectivamente. 

Estos valores de potencial de membrana se obtuvieron 

después de la uni6n inespec1flca de TPP+, como se indica 

para mitocondrias de h1gado de rata. La posibilidad de la 

uni6n inespecifica es grande por lo tanto, los valores 

pueden ser no estimados. 
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4.9 HINCHAMIENTO. 

La adición de varios sustratos i"nduce un incremento en 

el volumen intramitocondrial (Fig.32) el cual fué más 

prolongado con a-KG (Fig.32 D) ,pero no tan pro.longado con 

los otros sustratos, G+M, NADH, succinato y lactato. 

Con la adición de ADP las mitocondrias se contraen y y 

esta respuesta es sensible a oligomicina con G+M (Fig.328) y 

con todos los sustratos usados (datos no mostrados). 

La contracción inducida por ADP fue también probada con 

sustrato no adicionado (Fig.32C) y fue fosfato dependiente 

indicando que esta fosforilaci6n oxidativa es un proceso que 

involucra un cambio en el volumen mitocondrial. Esta 

observaci6n fué reportada hace varios anos en mitocondrias 

de mamíferos (Packer, 1967). 

Adem6s, la adici6n de un ion6foro de K+ la valinomicina 

induce un incremento en el hinchamiento (permeabilidad a K+) 

el cual fué significativo con G+M, NADH, succinato y lactato 

y negligible en ausencia de estos sustratos (Fig.32 C). esto 

indica que los cambios en el volumen de la matriz fueron 

dependientes de energia y en donde también los movimientos 

de K+ están involucrados. 
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,.iq. 32. Hinchamiento. 

Las mitocondrias fueron incubadas (1 mg/ml) en 2 ml do 
medio KMEP descrito en métodos. A y B 7, 5mM do glutamato + 
15tnM de malato (G+M), O. lOmM de a-l<G, B. lmM de NADH, J", 
lOmff de succinato y a. lOmM de lactato, JOOnmol de ADP, o. 45 
nmol de valinomicina (VAL) y O,Olll'IM de oligomicina (aligo). 



4.10 PIRIDIN NUCLEOTIDOB 

se pretende inicialmente l~ caracterizaci6n de 

reacciones que involucran la oxidación de 1actato y el 

estado redox del NAO(P)H intramitocondrial. 

Los patrones de oxido-reducci6n de NAD(P)H fueron 

observados con G+M: la adición de un desacoplante (CCCP) 

entre la s1ntesis de ATP y el transporte de electrones, 

induce una rápida oxidaci6n. Sin embargo, OPA, rotenona, 

mixotiazol y HQNO producen una reducción total (Fig. 33 

A,B,J,K). 

con lactato como sustrato, ol CCCP induce más 

extensamente la oxidación de NAO (P) H la cual fue 

parcialmente bloqueada por rotenona (Fig.33C), y mixotiazol 

(Fig.33H). Sin embargo, el OPA (Fig.33E} y el HQNO (Fig.33I) 

lo redujeron totalmente. 

El incremento en fluorescencia inducido por antimicina 

con lactato (Fig.33 D) no se relacion6 con la reducci6n de 

NAD(P)H. 

La adici6n de antimicina en mitocondrias incubadas en 

ausencia de sustrato (Fig.33 G) también indujo un incremento 

en la fluorescencia. 
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l'iq.33. Estado Redox de los Pirid1n Nucle6tidos en 
preparaciones distintas de mitocondrias aisladas de Euglena 
gracilis oxidando lactato y G+M. La fluorescencia de la 
suspensión mitocondrial fué medida como se describe en 
métodos. Las mitocondrias (1mg/ml) fueron incubadas en 2ml 
de medio KMEP durante e-1omin despu6s de la adición de los 
sustratos indicados, 4µM CCCP, 12.SµM rotenona (Rot), 0.25mM 
OPA y lOµM antimicina. No se adicion6 sustratos en los 
trazos 11' y G. 



Estos datos de la Fig. 33 C, E, H, I, sugieren que la 

o>tidaci6n de lactato está asociada· con la formaci6n de 

NAD(P)H. sin embargo, la actividad de la lactato oxidasa fue 

detectada en preparaciones frescas de part1culas 

submitocondriales (obtenidas por sonicaci6n y centrifugación 

diferencial a 105, 000 x g) , hay que hacer notar que la 

actividad de esta lactato oxidasa baja casi un 80% en 

muestras de preparaciones congeladas; aunque esto requiere 

de más caracterizaci6n, parece ser que la lactato oxidasa 

está localizada en la membrana mitocondrial interna. 

Price en 1962 describe una D-LDH en extractos celulares 

dependiente de zinc la cual no tienen como requerimiento 

esencial el NAO en Euglena; la localización subcelular de 

ésta actividad de la enzima fué identificada en una fracción 

mitocondrial (Graves, 1972; Collins y Merret, 1975), en la 

cual también se observ6 que el CN (lmM) s6lo inhibe un 10% 

la oxidación de O-lactato. 

Por otra parte, resulta interesante una D-LDH dependiente de 

flav1n directamente unida a la cadena respiratoria, también 

descrita en E.coli y algunas bacterias. 

La presencia de la actividad de la _lactato oxidasa en 

mitocondrias de Eug.lena sugiere una uni6n evolutiva entre 

cadenas respiratorias de bacterias y Eug.lena. 
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La actividad de la citocromo oxidasa de mitocondria de 

Eug.lena graci.Iis, fue medida con citocromo e de caballo ésta 

no mostró diferencia alguna entre este citocromo y el 

citocromo e de levadura, pero si varia utilizando citocromo 



e de EUglena dependiendo del medio de cultivo usado 

(Calvayrac et al., 1978). 

Se confirmó, de acuerdo a datos ya reportados (Devars 

et al., 1992) que la adición de citocromo e de caballo o de 

levadura (10 µM) no estimulan la actividad de la citocrorno 

oxidasa de Euglena. 

La actividad de ~sta oxidasa fue de 267 ± 2 (15) ngátomos de 

02/min-1 /mg-1 , con el número de preparaciones indicado entre 

paréntesis. Esta aumentó casi al doble en preparaciones de 

part1culas submitocondriales 488 ± 3 (10), ambas fueron 

sensibles a CN y azida de sodio (dato no mostrado). 
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V CONCLUBJ:ONBS. 

La realizaci6n del presente trabajo nos permite 

concluir lo siguiente: 

Las mitocondrias aisladas de Euglena presentan 

acoplamiento entre la respiraci6n y la sintesis de ATP por 

los altos valores de CR Y ADP/O obtenidos con los diferentes 

sustratos utilizados. 

Por otra parte, la oxidac16n de estos sustratos 

presenta sensiblilidad parcial a diversos inhibidores (Tabla 

III), tanto de cadena cl6sica como rotenona, antimicina y CN 

y algunos de cadena alterna reportados para Euglena y para 

mitocondrias de plantas, esto con el fin de corroborar la 

presencia de una o varias vias alternas de oxidaci6n de 

sustratos. 

Aunque la mitocondria de EUglena muestra algunas de las 

reacciones dependientes de energ1a encontradas en 

mitocondrias de mam1feros se observaron alqunas diferencias 

interesantes. 

Buglena presenta una cadena respiratoria insensible a 

CN y aerla interesante demostrar que esta v1a es capaz de 

apoyar reacciones dependientes de ener91a. 

seria muy importante contar en esta investigaci6n con 

un inhibidor especifico de la respiraci6n insensible a CN y 

de la v1a alterna, pero no se ha descrito ninguno. 
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Los datos de la Tabla III. indican que 1a antimicina o 

la baja concentración de CN sólo como inhibidor de la 

citocromo oxidasa no afectan la oxidasa alterna, para la 

cual no se ha encontrado un inhibidor espec1f ico. 

El SHAM no inhibe de manera especifica y eficiente la 

respiración insensible a CN en Euglena, pero si la inhibe en 

algunos eucariontes inferiores (Henry y Nyns, 1975). 

Se observó que la vla alterna es capaz de llevar a cabo 

una pequena s1ntesis con 100µ.M de CN, en este caso el CN 

puede actuar como un bloqueador del flujo de electrones por 

la v1a clásica y en cambio incrementa la utilización de 

rutas alternas insensibles. Sin embargo, se puede observar 

un remanente por que la concentraci6n de CN no inhibe la 

oxidasa alterna. 
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El HQNO, mixotiazol y OPA inhiben la vta alterna pero 

también parecen tener efecto al bloquear la respiración 

sensible a CN. 

La combinación de dos inhibidores para el estudio de la 

via alterna en reacciones dependientes de energia puede ser 

!ltil. 

Es muy importante el análisis de la cinética con 

inhibidores respiratorios ya que reveló la efectividad de 

cada uno de estos con los distintos sustratos sugiriendo que 

existe una ramificación en el sistema respiratorio. 



El mantenimiento de un pequeno potencial de membrana en 

presencia de CN con G+M (Moreno-sánehez y Raya, 1987) fue 

confirmado en éste estudio y ampliado a los otros sustratos. 

Esta observaci6n sugiere que el. citocromo o , . la oxidasa 

alterna pueden ser una bomba de protones en la mitocondria 

de Euglena. 

Una demostración directa de la fosforilaci6n oxidativa 

llevada a cabo por el lactato result6 insensible a 

antimicina (sensible a .HQNO) lo que confirma que este 

sustrato es oxidado por la v1a al terna y que esta via no 

presenta aparentemente una ramif icaci6n en la citocromo 

oxidasa (Sharpless y Butow, 1970b; y Suetow. D. 1989). Asi, 

como se hab1a postulado por Sharpless y eutow (1970) la 

mitocondria de Euglena parece tener dos vias alternas, una 

via insensible a CN en la cual hay una pequefta s1ntesis de 

ATP y una v1a alterna lactato-dependiente que es capaz de 

llevar a cabo reacciones dependientes de energ1a. 
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La medición del consumo de oxigeno y el potencial de 

membrana sugieren que el succinato es preferentemente 

oxidado por la v1a cllisica de transporte de electrones en 

tanto que los dem~s sustratos probados alimentan también la 

v1a alterna. 

La v1a alterna involucra un citocromo tipo 11 b 11 

(Buetow.D.1989), insensible a antimicina que se manifiesta 

en la oxidación de lactato y G+M; y una oxidasa alterna 

insensible a CN durante la oxidación de NADH y lactato 

principalmente. 



Resulta interesante, la presencia de una lactato 

oxidasa en particulas submitocondriales de Euglena ya que 

indican que la lactato deshidrogenasa es un componente 

integral de la cadena respiratoria, estas caracter1sticas 

son importantes ya que son similares a las caracteristicas 

descritas para la oxidación de lactato en sistemas 

respiratorios de bacterias. 

Esto implica que puede existir una proximidad 

taxon6mica y evolutiva entre algunas bacterias y las 

mitocondrias de Euglena. Una comparaci6n entre la LDH de 

mitocondrias de Euglena y bacterias puede proveer una 

evidencia de su relación filogenética. 
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VZ PBRBPECTZVAB. 

Pienso que la investigación que se ha realizado ha 

permitido tener una mayor comprensión de la oxidaci6n de los 

diferentes sustratos en mitocondrias aisladas · de Euglena 

gracilis, algo con respecto a su regulación, la capacidad de 

la mitocondria de sintetizar ATP y otros procesos 

dependientes de energ1a. Sin embargo, queda un amplio campo 

por investigar: 

Caracterizar las vías alternas mediante la medici6n de 

citocromos, espectros diferenciales, creciendo a las células 

en diferentes fuentes de carbono ya que parece que estas 

vias alternas son inducibles. 

Quizás un aspecto más interosanto en la composici6n de 

los citocromos es la existencia de varias oxidasas 

terminales con diferente sensibilidad por el oxigeno y 

diferente sensibilidad a diversos inhibidores. 
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Definir la composición de la(s) cadena(s) de transporte 

de electrones, en donde, seria de gran ayuda contar con· 

inhibidores espec1ficos. 

Relación entre la cot1posici6n de los ci tocromos y su 

eficiencia para formar gradientes de H+ 

Caracterización de la oxidación del Lactato ya que as 

el sustrato que se oxida a mayor velocidad y es poco 

sensible a diferentes inhibidores. 



y purificar la Lactato Deshidrogenasa 

mitoconrial de Euglena gracilis ya que parece indicar que es 

un componente integral de la cadena respiratoria con el fin 

de encontrar alquna relaci6n entre esta enzima y la cadena 

respiratoria de bacterias. 

Caracterización de las mitocondrias de células crecidas 

en presencia de Hg, Cd y Plomo, que es uno de los 

principales contaminantes ambientales y observar la 

capacidad adaptativa de las células a ambiemtes adversos. 

Comenzamos a caracterizar al organismo, su metabolismo, 

capacidad adaptativa a muy diversas fuentes de carbono, pero 

queda mucho por descubrir acerca de aspectos importantes en 

bioener'gética y su requlaci6n. 
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JIPENDJ:CE A. 

Centrifugaci6n Diferencial. 

Se le llama centrifugación diferencial al proceso 

f 1sico que aplica la fuerza centrifuga para separar 

organelos de acuerdo, con el coeficiente de sedimentación de 

cada uno. Los organelos más densos sedimentan primero. La 

porción de sobrenadante de cada centrifugación se somete 

nuevamente a una fuerza centrifuga mayor, obteniéndose la 

separación de los diversos componentes celulares, en orden 

decreciente de su densidad. 

El coeficiente de una part1cula depende del tamafio, 

forma, 

medio. 

densidad de la partícula y de la viscosidad del 

Si se somete a una célula a la acción de una fuerza 

centrifuga adecuada, sus organelos se distribuirán en 

diferentes capas dentro de la célula dependiendo de su 

coeficiente de sedimentaci6n. Las mitocondrias sedimentan 

aproximadamente a 10.oooxg, nücleos 1oooxg, microsomas 

105,000xg (120min) , reticulo y ribosomas 105,000Xq (20min). 

La centrifugación debe realizarse a una temperatura 

1 igeramente superior al punto de congelación para impedir 

que los sistemas enzimáticos funcionen, lo que lesionar1a 

los organelos durante su separación. 

El control de la pureza de las fracciones obtenidas 

debe realizarse al microscopio electr6nico o por métodos 

bioqu1micos. 



APEJID:ICB B, 

H6todo Polarogr6fico. 

Este método de análisis está basado en las curvas 

corriente-voltaje que salen de un (micro)el~ctrodo. La 

difusión es el paso determinante de la velocidad en la 

descarga de iones. Lo sobresaliente del método es que 

produce una corriente de electr61isis restrictiva que es 

directamente proporcional a la concentraci6n de la especie 

electrolizable y un potencial de media onda, el potencial en 

que la corriente ha alcanzado la mitad de su valor 

restrictivo, que es caracter1stico de cada especie. 

Un electrodo se considera que está polarizado cuando 

adopta un potencial aplicado sobre él con m1.1y poco o sin 

cambio de la corriente (Willard, et al.1975). 

La velocidad de difusión de especies i6nicas 

particulares es proporcional a la diferencia entre estas dos 

concentraciones, y está dada por la lay de Fick: 

il a M! (C-Co) 
6t d 

En donde A= área expuesta de la superficie del electrodo 

O= coeficiente de difusi6n del i6n 

ó= espesor de la capa de difusión alrededor del 

microelectrodo. 

Conforme 1a región alrededor del microelectrodo empieza 

a agotarse de iones electroactivos, esto es, conforme Co se 

aproxima a cero, la velocidad de difusi6n se vuelve 

proporcional a la concentraci6n en la masa de la soluci6n, e 
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Esta es otra propiedad caracteristica de un electrodo 

completamente polarizado, y sirve como la base para el 

analista cuantitativo. 

cuando se establece el equilibrio en un microelectrodo, 

la velocidad de descarga de los iones por la corriente será 

igual a la velocidad de difusión del electrodo. 

La influencia de la temperatura sobre la corriente de 

difusi6n es muy marcada, particularmente conforme el 

coeficiente de difusión de muchos iones cambia de 1-2% 

alrededor de 2s0 c, la cual es la temperatura estándar 

escogida para el trabajo polarográfico. Esto, implica que la 

temperatura de la soluci6n, en la celda polarográfica debe 

de ser controlada para que exista una variaci6n solo de 

o.s0 c o menos (Willard et al.,1975). 

La sonda sensible a 02 es una celda electrolítica con 

· c4todo de oro (o platino) separado de un ánodo de plata 

montados en una base de la celda rodeada por una cubierta de 

agua. El c1nodo está electricamente conectado al cátodo por 

un 9el electrolítico, y el sistema químico total se 

encuentra aislado del medio ambiente por una fina membrana 

permeable al 02 (frecuentemente de tefl6n), bajo esta se 

pone KCL saturado que acto.a como electrolitn 

(Whittaker,1982). 

132 



El electrodo de platino está polarizado a -0.6V 

respecto al electrodo de plata y el 02 reducido en el 

electrodo de platino • 

02 + 2H+ + 2é 

H202 + 2H+ + 24 

El oxigeno, en la muestra, se difunde a través de la 

membrana, se reduce en el cátodo con formaci6n del producto 

de oxidaciOn en el ánodo de plata (Fork,1972a). 

La corriente resultante es proporcional a la cantidad de 

oxigeno reducido. 

La unidad analizadora opera en un margen de O. 2 a -

o.av; éstos incluyen a los halógenos y al so2 , y el a 2s 

contamina los electrodos. 

Una medida eléctrica de oxigeno es posible ya que estb 

disminuye en el cátodo negativo de platino, probablemente 

por la reacción: 

02 +2H20+4e-40H-

El ánodo de plata y KCl como soporte electrolitico; la 

reacción en el ánodo es: 

4Aq+4Cl-•4AqC1+4e 

En consecuencia se toman 4 electrones (e)..._ del electrodo de 

platino, provocando una corriente que fluye del electrodo 

Ag/AgCl. La magnitud de la corriente es directamente 

proporcional a la concentración del oxigeno en soluci6n. Es 

posible hacer mediciones hasta que todo el oxigeno sea 

utilizado. 
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El resultado de la corriente de flujo es proporcional a 

la concentraci6n de ox1geno en la muestra (Fork,1972b). 

El polarograma de corriente contra fuerza electromotriz 

tiene una meseta plana, las variaciones de voltaje aplicadas 

al electrodo no producen variaciones en la corriente de 

rlujo. 

El voltaje var1a si una larga resistencia existe en el 

circuito, ya que los cambios de corriente producidos por el 

oxigeno evolucionan con la muestra y tienen un cambio en el 

potencial del electrodo de platino. Para evitar la 

resistencia del electrodo · de referencia se propuso una 

resistencia de 100 ohm.a y, el voltaje es mediado a través de 

un amplificador (Douglas y Donald,1988). 

Kouchkovsky encontr6 que el logaritmo del radio de 

corriente de flujo por mol disuelto de oxigeno aumenta 

linealmente con el reciproco de la temperatura absoluta (Q 

alrededor de 2.B). 
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APBNDJ:CB C. 

Bspeotrofot6metro. 

Proporciona la relaci6n o una función de la relación, 

de la potencia radiante de dos haces con una .función del 

espectro de la longitud de onda. Estos dos haces pueden 

separarse en tiempo, espacio o ambos. 

Los componentes principales son : una fuente de energ1a 

radiante, filtro para el aislamiento de una banda de 

energ!a radiante, un sistema óptico para producir un haz 

paralelo a la luz filtrada para el pasaje &. travéR de una 

celda de absorci6n (celda), un detector para la energ1a 

radiante no absorbida y medidores de lectura asociados. 

se usa un prisma o emparrillado como aparato dispersor para 

el aislamiento de una banda espectral deseada de energía 

radiante. Las fuentes son importantes desde el punto de 

vista de su rango y su distribuci6n espectral relativa 

dentro de este rango, su estabilidad y su temperatura de 

operación (Willard, et al.1975). 

cuando la enerqia radiante incidente esta. 

instrumentalmente restringida a un rango de frecuencias 

absorbidas por el i6n o molécula, el cambio de ~orcentaje en 

respuesta para un cambio de concentraci6n de.. da, se hace 

mayor. El receptor no se limita al rango de luz visible sino 

que permite el ultravioleta y cercanos al infrarrojo. 

La funci6n de la fuente de luz es la de proveer luz 

incidente de suficiente intensidad para la medici6n. 
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Para trabajar en las regiones visibles cerca del 

infrarrojo y el ultravioleta, la fuente más comO.n es la 

lámpara incandescente encerrada en vidrio, de filamento de 

tungsteno (emite su principal porción de energ1a en la 

regi6n cercana al infrarrojo del espectro). 

Las caracter1sticas de un aparato de dispersión son ; 

la anchura del paso de la banda, la longitud de onda de la 

banda del centro y su transmitancia en el pico de la banda. 

La selecci6n del filtro es un compromiso entre la 

transmitancia de la cresta y la anchura del paso de la 

banda; la primera debe ser muy alta y la segunda tan angosta 

como sea posible. 

Los filtros de vidrio usuales tienen anchuras de paso 

relativamente amplias 35-SOµu y su transmitancia del 5-2\. 

La acci6n del filtro es la absorción de la energ 1a no 

deseada, se debe considerar el calor de dispersión as1 como 

la resistencia al cambio en sus caracter1sticas espectrales 

después de largos peri6dos de uso. 

La acción de un prisma es dispersar un haz 

policromático de radiación dentro de un espectro y depende 

de la variaci6n del indice de refracción con la longitud de 

onda. 

Como se usa en los espectr6metros la luz de la fuente 

es dirigida a través de una lente convergente hacia una 

abertura de entrada en el punto focal de la lente, de ah1 

pasa a un prisma y a una segunda lente convergente. 
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Aqui es muy importante mencionar la ley de Lambert y 

Beer: "La concentración de una substancia es directamente 

proporcional a la cantidad de energía radiante absorbida e 

inversamente proporcional al logaritmo de . la energía 

radiante transmitida" (I<aplan y Pesce,1991). 

La absorbancia es directamente proporcional al paso de 

la energía radiante a trav~s de la célula. 

La relación matem6tica entre la absorbancia de la 

energía radiante, concentraci6n de una soluci6n y el paso de 

la luz se muestra por la ley de Lambert-Beer: 

A = a b e 

a ~ coeficiente de extinción molar 

b - paso de la luz en la soluci6n en cm 

e - concentraci6n de la muestra 

La transmitancia de una muestra en soluci6n es definida 

como la proporción de la luz incidente que atraviesa la 

muestra. Usualmente, se describe como porcentaje (%T). Este 

concepto es importante por que es s6lo la luz transmitida la 

quq puede ser medida. 
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La disminución en el porcentaje de transmitancia varia 

inversa y loqaritmicamente con la concentración, por lo que 

es más conveniente utilizar la absorbencia, que es 

directamente proporcional a la concentración, pero es 

importante tener en cuenta que la absorbencia no es una 

medida cuan ti ta ti va directa pero sólo se obtiene por un 

cálculo matemático de la transmitancia (Raplan y 

Pesce,1991). 



La relaci6n entre absorbencia y el porcentaje de 

transmitancia es una escala lineal de o a 100%, mientras que 

la escala de absorbencia es logar1tmica y va de infinito a 

cero. 

La dispersión del vidrio es aproximadamente 3 veces la 

del cuarzo, y es el material de elección para la porción 

visible del espectro. 

Entre más sensible sea el aparato de medición para la 

radiación emergente, más angosta será la abertura de la 

banda y más puro el haz emergente de radiación hasta cierto 

punto. 
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APl!!NDICl!l D. 

Esp~ctro~ot6metro de doble bam. 

En un espectrofot6metro de doble haz, se toman dos 

haces equivalentes de fuente de la luz y, por medio de un 

espejo giratorio y un interruptor de luz, cada haz atraviesa 

el sistema monocromador-detector en ciclos alternados. Se 

coloca la muestra en un haz, en tanto se deja vacio el haz 

de referencia o contiene un blanco de referencia o soluci6n. 

En tanto haya más del 95% de radiación incidente que sea 

absorbida por la muestra o solvente, el instrumento es 

efectivamente inactivo y la traza del espectro no significa 

nada. Esto debe tomarse en cuenta para hacer la selección de 

solventes, concentraciones y espesor de las celdas (Willard 

et nl.,1975). 

El amplificador se ajusta a la frecuencia del cortado 

del haz de luz; las senales de frecuencias diferentes no son 

amplificadas. La senal resultante, activa un mecanismo 

autoregulador que mueve un prisma 6ptico o colector­

obturador que está montado en el trayecto del haz de 

referencia, reduciéndo as1 su energ1a hasta que ambos haces 

están nuevamente balanceados. El atenuador 6ptico está 

ligado mecanicamente a una pluma registradora que se mueve 

sobre el papel conforme se está buscando el equilibrio. Por 

lo tanto, el registro trazado es la transmitancia relativa 

de la muestra. 
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La exactitud y reproducibilidad de la lectura del 

espectro depende de la velocidad y sensibilidad del detector 

y amplificador. 
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Un sistema de registro, no intenta alcanzar una 

ecualización f1sica do las intensidades del haz de muestra y 

de referencia. Las sef\ales de los haces se separan después 

de la amplificación, generalmente por microinterruptores 

operados dsde el mango del motor que impulsa al espejo 

giratorio. La frecuencia de cortado se arregla para incluir 

un intervalo oscuro entre cada peri6do de iluminación de la 

rejilla de salida. Las dos sef\ales separadas, amplificadas 

independientemente una de la otra, se rectifican para 

corriente directa y se alimentan hacia un potenciómetro 

registrador. El potencial del haz de referencia, se coloca a 

través de todo el alambre cursor 1 y la sef\al del haz de 

muestra se alimenta hacia un contactar variable. Por esto la 

proporci6n de transmitancia se alcanza automaticamente y es 

continuamente registrada. 

Una caracteristica importante es que el ajuste 

automático de la velocidad de exploración sea inversamente 

proporcional a la velocidad del cambio de la transmitancia 

con la longitud de onda. Esto permite un fiel registro 

cuando se encuentra una porción compleja del espectro o 

cuando el nivel de la energ1a. que llega al detector es 

reducido como en el análisis diferencial. 



APENDXCB E. 

Fluorescencia. 

Es el fenómeno mediante el cual una molécula puede 

liberarse de su exceso de energ1a después de la absorci6n de 

radiación electromagnética y se caracteriza por tener un 

tiempo de vida del orden de 10-4 a 10-B segundos. La 

radiaci6n excitante y remitida puede caer en las regiones 

visibles, ultravioleta, o más regiones energéticas del 

espectro. 

Este proceso se caracteriza por dos espectros, uno de 

excitaci6n y otro de emisión. 

La distribución espectral de la radiación de 

fluorescencia es una caracter1stica f isica y absoluta de una 

sustancia determinada. 

La excitaci6n consiste en exponer a una especie a la 

radiación en la porción del espectro donde la molécula es 

capaz de absober energ1a. En donde un cuanto de luz que 

golpea a una molécula, es absorbido aproximadamente en 10-15 

segundos. 

si la energ1a de la molécula aumenta lo suficiente, se 

llevará a cabo una transición electrica hacia un estado 

electrónico superior. 

Por lo tanto, la excitación se lleva a cabo en el nivel 

vibracional más bajo del estado electrónico normal {G o S0 ). 

En el estado basal cada ·electr6n está acoplado con 

otro; es decir, en cada orbita existen dos electrones, con 

spins opuestos los cuales se anulan. 
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La energ1a radiante de cierta frecuencia es absorbida 

dentro de una banda de absorción normal de una molécula en 

donde uno de los electrones acoplados se eleva a un estado 

excitado y estas transiciones son responsables del espectro 

de excitación (Willard et al.,1975). 

En cuanto a la emisión, el estado excitado persiste por 

un tiempo finito de orden de 10-8 a 10-4. Durante este 

intervalo, cualquier energia absorbida en exceso se disipa 

rapidamente. La disipación de la energ1a vibracional puede 

involucrar la transferencia de energia por colisiones entre 

moléculas hasta alcanzar el nivel vibracional más bajo del 

estado excitado, en este punto, la posibilidad para que el 

electrón regrese a su estado basal es muy alta y si su 

energía no ha tenido mayor disipación con otras moléculas 

después de un lapso de tiempo los electrones regresan a su 

estado basal, y durante esta transición se libera energ!a 

que desencadena la emisi6n fluorescente. 

El primer requisito para la fluorescencia es el de 

disponer de una estructura absorbente. La fluorescencia 

puede expresarse generalmente en moléculas que contienen 

dobles ligaduras de conjunción mQltiple , con alto grado de 

estabilidad de resonancia, y tener cuando menos un grupo 

donante de electrones. 

La magnitud de la fluorescencia total dependerá. de la 

cantidad de fluoróforos en solución, y sigue la ley de Beer, 

la cual establece que en una solución de una sustancia 

absorbente, la absorbancia es directamente proporcional a la 
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concentración; y sólo se cumple para soluciones diluidas del 

orden de unas partes por millón o menbs, la intensidad de la 

fluorescencia es proporcional a la concentración (Kaplan y 

Pesce,1991). 

La sensibilidad de la fluorescencia tiene cuando menos 

dos ordenes de magnitud mayores que la espectrometria de 

absorción, por abajo de 10-4 µg/ml y ·es lineal arriba de 10 

µg/ml o más alto. 

El Fluor6metro consta de tres partes básicas:una fuente 

de energía radiante con la cual se irradia a la muestra, un 

portamuestra y un detector para medir la fluorescencia. 

La selección de la longitud de onda de excitaci6n se 

realiza con un filtro primario en el haz incidente antes de 

la celda de muestra, para compensar en forma parcia1 la 

relativamente débil fluorescencia de muchas muestras se 

conectan en paralelo dos fotoceldas o se emplea un espejo 

reflectante para aumentar la fuerza de la senal. Actualmente 

se usan los tubos fotomultiplicadores. 

En una posici6n en Angulas rectos con respecto al haz 

incidente y con rejillas los detectores ven s6lo el liquido 

iluminado y no las caras iluminadas de ..l.as celdas, lo que 

minimiza la reflexión de cualquier radiaci6n excitante 

intensa. Para proteger a los detectores de la radiaci6n 

dispersada se colocan filtros secundarios para que absorban 

radiación dispersada primaria, pero que transmitan la luz 

:fluorescente. 

143 



APBNDJ:CB JI'. 

Daterminaci6n da protaina. (BIURET) 

Cuando hay una reacci6n de biuret se forma un complejo 

Cu-proteína que se detecta por un aumento en la absorbancia 

545 nm (violeta). 

El cobre se pone en forma de sulfato, y el color es más 

intenso a medida que se aumenta la concentración de cobre. 

El hidroxido de sodio previene la f ormaci6n del complejo de 

hidroxido de cobre. 

El alcali acelera la reacción y a muy bajas 

concentraciones desarrolla color en d1as, por arriba del 2%. 

El tartrato es un agente estabilizante de los reactivos que 

contienen cobre, su acción es lenta y hay que esperar a que 

se desarrolle color, su efecto no depende de su 

concentraci6n sino de su relación con el cobre. 

La temperatura no tiene efecto en la reacción por que 

aumenta 1a escala con aumento de los 10°c. 

una de las propiedades importantes es que los reactivos 

de biuret estabilizados con tartrato no desarrollan turbidez 

en la mezcla de reacción (Gornal et al.,1949). 

Con ioduro de potasio, hay una autoreducci6n del cobre y el 

complejo prote1na-tartrato no se forma. 

Se selecciona un blanco y estándares de albdmina. 
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Cyanide-sensitive and cyanide-resistant rcspiration of dark-grown 
Euglena gracilis 

Silvia Devars, M. Eugenia Torrcs-Márquez. Diego González-Hulphenª~ Aida Uribc, 
and Rafael Morcno-S;.inchez 

Dtpar1amtnto dt Dioquímlca,Jru1i1u1.i /\'nr/11na/ dt' CarJw/,,gú.1, J1ull'I (l.1Jwn" ,.,.,, l. Mt<iM D-F. J.llniU un,/ "lrulllutn dt fiJl<1/1.11ff" 
Celular, Uriu·rrJ/da,/ Nurfonu/ AuhlnonuJ dt ,\tt\IW ( Mi.\iw} 

tP.cceivcd Augul\ 26\h, 1991; rc .. üion m:ci\cJ No.cmbo:r \9th, 1991; acccpLcd No .. cmhcr 2hl. 1991) 

Thc ratc oícndogcnous tt"tpi1a1ion oí Euglrnu gr1m//1 Klchi gro"'11 1n thc dark 111 the p1cscn1:c oí difTcrcnl carhon ~oun;a, bolh 
in late lo¡arithmic and c:uly Halionary phases, was studicJ. DifTcn:nl Knsit1\ily ofcnd11gcnou• mpiraunn to C)anh.lc was obscrvcd 
íor cach ¡ro.,.,th condition. llov.c .. cr no sig11ilican1 d1ffcrcnce in thc ratio oí cyloch1omc" lo "ªJ "'ª' found. lnhibil1on c0Mt:inl1 
íorcyanidc oícndogcnous and tctramcthylphcny\cncdiaminc.uimu\ateJ rc~p1ra11on v. ere abo of:i sími!Jr m:isnitude. Thc n1tc oírci· 
piralion ofbolalcd mitochondna w1u inhibitcd by 1..")anide to a diffcrcnl u1cn1 dep:nding on 1hc o•ldi1:iblc $uh11r.11e ui.cd.. h ¡, sug· 
ge11cd thlll thc Knsitivity oícndogcnou$ rcspiralion to cyanidc in Eugltn<1 xruri/u cclls b ~latcd to 1bc C)toplasm1c a..,ailabifüy oí 
~ubttnue gcnctlllcd by thc particub.r ¡rowlh condi11ons. 

Kry wotth: Eugltna grut'il/J: cyanidc resislant rcspir~tion; cytoch1omc o 

lntroductlon 

Euglt!na gracills posscsscs both autotrophic and 
hctcro1rophic charactcristics which place this pro· 
tist ncar thc carlicst phylogcnctic branching oí a 
widc varicty of cukaryotcs including plants, nni­
ma1s, fungi, cilio.tes and amochas ( I). Severa! 
studics hnvc focusscd on thc dcvclopmcnt of 
chloroplasts {2-5] whcrcas others have dcalt with 
mitochondrial mctabolism (6,1). Euglcna cells 
grown in the dark lack chlorophyll and the 
dcvclopmcnt oí proplastids into chlorop\asts does 
not tale.e place. Howcvcr, thesc cc\ls rctain func­
tional mitochondria {3-5] allowing thc study of 
mitochondrial mctabo\ism in situ. In fact, Eug/ena 
has bccn rcgardcd asan hcpatic ccll modcl {8), The 
use oí uniccllular organisms in studics of in· 
tcnncdiary metabolism avoids thc damage that 

Corrrspondtrtrt lo: Rafael Morcno-Sinchci, Dcp.trtamento de 
Bioqulmie1.ln11hu10 Nacionll de Cardiolosla, Juan Badi•no 
No. l. Mi!i.ico D.F. 14080, Muico. 

cou\d rcsull when lis: 1e·forming cclls are 
scparated. Moreover, a:ir.c1 ic Eug/ena cultures are 
inc:ir.pensive and high yiclds of biological material 
can be obtained. 

Mitochondria isolatcd from Eug/e11a ¡:radlis cx­
hibit oxidativc phosphocylation lJ0-18) with 
severa\ substratcs, Howcvcr phosphorylation as 
wcll as respiration are partially inscnsitive to cyan­
ide, rotcnonc and nntimycin, dcpcnding on thc 
substratc uscd {1,I0,11,19,20). Thus, il has becn 
suggcstcd that Eugle11a mitochondria posscss an 
alternate respiratory chain (11}. The a\tcrnalc 
pathway secms to oxidi11.: NADH, succinatc nnd 
lactatc 17], is stimulated by AMP and is blockcd by 
diphenylaminc (20). A h·type cytochromc, prob­
ably o, is involved (11); this pathway also uppcars 
to gcncrnte nn uncoup\c:r·sensitivc mcmbranc 
potentiat (18). 

Endogenous respiralion uf E11glcm1 cc\ls can be 
modificd by the prevailing culture conditions such 
ns pH, tcmpcraturc, oxygcn concentration, carbon 
sourcc, and culture agc (9,21-25}. 

016!1-9"4S:!:i<J:!::~OS,OO ttl 199:!: Ehcvicr Scicn1ific Puhlishcn lrdJ11J Lid 
Printcd Jnd Puh\ishcJ 111 lrd~nJ 
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Thc qucstion arises as to whcthcr thc ulternatc 

rcspiratory chain plays a role in the ccllular cncrgy 
balance of Euglena gracilis grown in the dark, 
since it has bcen rcportcd that cyanide·rcsistant 
rcspiration can be diffcrcntia\ly induccd by vary· 
ing the carbon source in thc culture mcdium (20}. 

In the prcscnt study thc cyanidc rcsistant rcspi­
ration oí E11gh·na gracifü cclls grown in the dark 
with diITcrcnt carbon sourccs was dctcnnincd in 
late logarithmic and carly stut~onary growing 
phascs. Thc different cyanide scnsitivitics of thc 
cndogcnous cell respirution wcrc comparcd with 
respect to dilTcrcnt affinitics for thc inhibitor ami 
cytochromc o and aaJ contcnt. 

Malcrlals and Mcthods 

Cell cullures 
Snmplcs of wild typc Euglcna gracilt'.f (a strain 

similar to Z. scc Ref. 18) cultured in d.nkness for 
4 years werc reactiv11tcd by 3-6 transfcr cyctcs in 
thc corrcsponding medium. The ce\ls werc grown 
axenically in the dark, with gcntle orbital agitation 
at 61 rcv,/min, at room tcmpcraturc (20-25ºC) in: 
(l) peptonc plus acctatc (p + a) mcdium of initial 
pH 6.8 containing O. l"lo (w/v) oí each of the follow· 
ing components: bactcriological pcptone, meat 
pcptonc, and sodium acctatc; (2) the acidic 
orgnnotrophic medium dcscribed by Hutner et al. 
(261 as modificd by Schirf et al. {27) of initial pH 
3.5, which containcd glutamatc plus malatc 
(g + m) as carbon source; and (3) thc lactatc (lac) 
medium in which glutamatc + malate of thc 
(g + m) medium {26,271 werc rcplaccd by 36 mM 
OL·lactic acid. In thcsc media cc\ls wcrc harvcsted 
aftcr thc culture rcached thc late lo¡;arithmic (3 
days) ar carly stationary (5 days) phasc of growth. 
A rcsting mcdium (2) containing 1% mannilol of 
initial pH 6,8 in which thcrc was no ccll division 
was also uscd: an aliquot of 100 mi ofcclls growing 
on (g + m) mcdium far 3 days was mixed asep­
tically with 500 mi ofrcsting mcdium, and thc cclls 
werc kcpt for 4 more days bcíore harvcsting. 

Cultures wcrc startcd with an inoculum of cells 
(5-10'%, v/v) in the exponcntial phasc of growth 
containing 0.2 X 106 ccl\slml far (g + m) and 
(lac) media and 0.07 x 106 ccllslml far (p + a) 

mcdium. At the carly stationary phase thc den· 
sities rcached wcrc: 5 ± 0.27 x 106 (7) ccllslml 
íor (g + m) mcdium, 3.07 z 0.19 x 106 (9) 
cc\ls/ml far (lac) mcdium and 1.3 ::i:: 0.14 x 106 

(3) ccllslml far (p + a) medium. Valucs are mcans 
± standard errors and the numbcr of cxpcrimcnts 
is givcn in parcnthcscs. Similar ceU dcnsitics werc 
obtained in cultures of IOO ml (uscd far who\c ceUs 
cxperimcnls) or 1 1 (used to isolatc mitocbondria). 
Cells transícrrcd from (g + m) mcdium to rcstlng 
medium rcachcd a dcnsity of approximatcly 1 x 
106 cclls/ml aftcr 2 days and rcmaincd constan\ 
thcrenfter. Cclls wcrc harvcsted, washcd by ccn· 
triíugation at 1000 x g far 10 min in potassium 
phosphate at pH 7 .O 128) and kcpt in the dark, 
whcn uscd far oxygen consumption mcasure· 
mcnts, or in a mcdium containing 250 mM 
sucrose, 10 mM N-(2-hydroxyethyl) pipera:tinc· 
N-(2...cthane) su\fanic acid (HEPES) and 2 mM 
cthylcncglycol·bis-(J3·aminocthylcthcr}N',N ',N' ,N' • 
tctraacctic acid (EGTA), pH 7.4 (SHE medium), 
whcn cclls wcrc uscd to isolaie mitochondria. Ali 
thcsc manipulations wcrc done in dim green light 
(a Ouoresccnt white light wruppcd with green trans­
parcnt papcr) al room tcmpcrature. 

Cells wcre counted in a Ncubauer chambcr after 
di\ution and immobilization in thc prcscnce of 
0.5% HCI (final conccntration). Cctl viability, as 
dctcrmincd by 0.01% mcthylcnc blue exclusion 
(29], was always 92-98% aítcr harvesting and 
decreascd to 90-92% aficr 4 h. 

Dettrmlnalion of c/lloropl1yll 
Thc mcthod of Amen (30] was adaptcd to intact 

ccUs. Approximately 0.3 mi of ccll suspcnsion was 
mixcd with 5.6 ml of 80% aqueous acetone. Thc 
mi.J.turc was vigorously stirred far 2 min and ccn· 
trifuged al 2000 rcv.lmin far 5 !!Ún· Thc absor· 
bance of th~ supcrnatant fluid was dircctly 
mcasurcd at 645, 652, and 662 nm, and calcula­
tions wcrc made using the cxtinction cocfficic1.ts 
rcported by Aman 130]. Thc contcnt of chloro­
phyll wu < 1 pg and 120-160 pg far 101 dark 
and light·grown cells, rcspc<:tivcly. Electron micro· 
scopy of dark-grown ccl\s confirmcd thc abscnce 
of well derincd chlorop\asts, ahhough proplastids 
were obscrvcd (not shown). 



O.xygen ccm:mmpticm mea.ruuments 
Oxygen uptake of Euglena (5-7 X 106 cells) 

was mcasured with a Cfark·lypc clectrodc (YSl 
mode1 53) al JOºC in 3 mi of a mcdium containing 
120 mM KC1, 20 mM 3-(N-morpholino)pro­
panesulfonic ;lcid (MOPS), 2 mM MgC12, 2 mM 
K·phosphateund 2 mM EGTA, pH 7.2. Sofubility 
of oxygen was taken to be 400 ng atom 0 2/ml at 
30ºC and al an ullitude of 2240 m. Cells wcre kept 
in lhc dark until use, bul the measurcmcnt of 0 2 
uptakc was done under cxposure to ambicnt ligM. 

Cefls grown under ilJumiruition (0.002S W/cm 2J 
on Cramer-Myers mcdium 131} and har\·cstcd ut 
the cxponcntinl phasc (J-4 days) showed an oxy· 
gen uptake of 100-200 ng ntoms oxygen/min pcr 
101 cclls when respiration was mcasured in lhc 
dark. Exposurc of thesc cells lo lighl (0.0056 
W!cm 2 induced an ac1ive oxygen productíon of 
300 ng alom.s º"ygcn formcc.llmin pcr I01 ccl!s. In 
contras!, cells grown in the dark wcre unnhle to 
produce oxygen a.nd the ra1e of oxygcn uptake wns 
nol signifícan1ly modificd by illumina1ion (not 
shown). Thus, thc p1csence of propla.stids in dark· 
grown Euglena cclls (3,321 apparently did not af­
fcct the measurcment of the rate of rc:spiration. 

Preparation of mitocltandria 
Mitochondria wcre prcpared as prc:viously de· 

scribed (J8} cxccpt thal SHE medium was uscd 
conta.ining 0.5% (w/v) a.Jbumín nnd sonication was 
carried out al 10-12 p.W (40% of maximal power). 

CJ'tochromt! oxidase actfrity 
Ox.ygcn uptake of milO(hondrial preparations 

(0.S-1.5 mg proteín) was mcasurcd in 2 mi of n 
mcdium contnining 250 mM sucrose, 20 mM 
MOPS, 2 mM EGTA, 7 mM ascorbatc, 4.B µM 
ho~ cytochromc e, S µM antimydn A, 1 µM c11r­
bonyl cyanide m-chlorophenylbydrazone (CCCP) 
and 0.7 mM TMPD, pH 7,4, The rnle of oxygcn 
uplake under these conditions was considcred to 
be a mensure ofcylochrome e oxidase nclivíty aftcr 
subuaclion oí lhe oxygcn uplake rcsistanl to 10 
mM sodium azide (llJ. 

Differtm:c spectra in the pre.unce of carbon 
monoxide 

Ciubon monoxide differcm:e spcctra or dilh· 

ionite rcduced mitochondria were obtaincd in 
SHE mediumdilutcd 1:1 (v/v) wi1h glyccrol, using 
idcntical sampte.s 1hermos1ated at 25"C. The ex­
perimental sample was bubblcd wíth carbon mon­
oxide under dim light for 30 s to ·re~'cal lhe cyto­
chrome aaJ signa!, or for 16 mln to íu!ly revea! 1he 
signa! of cy1ochromc o: diITcrence specira werc 
measurcd betwecn the unlreated and C0-1rcated 
samples. The overlapping of the cylochromc aa, 
signal and that of cyrochrome o was climinated by 
bubbling carbon monoxide in the refercnce cuvene 
Cor 30 s. The con1cn1s oí cytochromes (J and "ªJ 
werc estim1ued using the millimofar ell:IÍn<:tion 
coefficients reporicd for bacteria [34}: t (428.5-
445 nm) ::: 148/mM pcr cm for cytochromes 
(a + tlJ) and f (418-430 nm} = 160/mM per cm 
far cylochromc o. 

Protein determina1íon 
Mitochondrial protcin was mensurec.1 by thc: 

biurel mc1hod (35}. Turbidity, prcsumably due lo 
rcmaining pnramylum round in sorne prcpara.­
tions. was climinatcd by ccnlrifugation of the col· 
orcd solutions at ISOO rcv.lmin for 5 min at 4ºC 
befare dctcrmining a.bsorbance. 

Resulls and Dbcusslon 

The rate of endogcnous rcspímtíon ar darli:­
grown EuglMa cclls was stimulated by lhc arti· 
ficia! clcctron donor tc1rnmcthylphcnylcncdiamine 
(TMPD) (Fig 1). Thc TMPD·stimulated respira· 
tion was blocked by cyanidc, bul only partially af. 
feclcd by the a.ltcrnatc respiralory ch:J.in inhibitor 
OPA (diphenylaminc) (20,36). This pallem of 
inhibhion by cyanide and OPA was similar for 
ceUs grown in glulamatc + malate (g + m) or 
pcplone + acc1a1c fp + a) media (F'ig. l}. Respira· 
tion was ni.so slimulatcc.l by lhe uncoupler CCCP 
(S-20 µM), bul a s1able stcady state ratc was not 
att:J.incd. Jnlc:restingly, thc rate of endogenous rcs­
pinttion showed a dilTcrenl scnsitivily to cyanidc 
dcpcnding on the growth medium. Figure 1 shows 
1hat endogc:nous respiralion is not affected in 
(g + m) celfs whcrcas in {p + a) cclls it is inhibitcd 
60"/o by 0.1 mM cyanide. 

The rates of cndogcnous and TMPO-s1imulatcd 
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flt;, t. Endo¡cnous retpiflllion of duk-gro .... n Eutltna cdh. Eugl<'fw tcradfü wu ¡rown in 11K! dark in gl1,u:1.1ruttc + malalc: (;\) or 
peplo ne + acclau: (8) media ror ~ days u des.i:nbcd undcr McthoJs. An aliquot of cclli (3 x 101> for 1 + m cells and 6 x 106 for 
p + a cclb) 111u lncub;r.tcd in 3 mi oíl he mcd1um dcuukJ undet Mcthoi.h for mcasuring OJ.)'gtn up1ah. Wherc indka1ed 1 mM OPA 
or 0.2 mM TMPD fí) wcrc addcd; KCN (0.1 mMJ wu addeJ in thc lm:ubation medium bcfore the reaction wu 11ar1ed by thc addi· 
tlonofcclls u.hcrc lndica1cd. 

T.W.1. Rc:spiration oí Eugltt14 «lb grown in thc: daik 1t1.ilh diITcrcnl media (ng atoms Oll)"gcnlmin per 101 c;dil). Euglnw ccfü ""'Crt 

srown In thc indicatc:d mcdium: endogcnous and TMPD 1timulated 0)1.)'gcn uputl.e wcre me1uultd u dcK:ribcd undcr Mcthods. Thc 
valun oblainC'd from cc\11 maintaincd in resting (manniloll medium far 4 dilys wctc pla.ccd bc1wccn logarithmie (Ll and slationary 
(S) phuts bccause the tell numbcr did not change undcr lhne conditions. The d;ita shown repn:scnt mc;in ± Hand;ird error wi1h 
the numbcr of cell preparation1 in pan:nthcscs. 

Culture 
medlum 

(1 + m> 
Lat1•te 
(p + 1) 
Mannilol 

-TMPD 

207 * 10 (41" 260 ± 17 (7¡&.b 
181 * JOIS) 149 ± 29161 
1611 * 36(.S) 13& ± 27(41 

l41::t:l6(6)b 

+ TMrD {0.2 mM) 

)62 ± 76 (4) 480 ± 42 (6J'ÍI 
lJOs.46(.S) 2º9s.J0(8)d.f 
2J4s.24C41 JOOs.7S(4)'·' 

24S::t:l8(3)<.J.< 

Compariwn oí v1lues wilh thc Ame kucr wcn: ii¡niítcantly dirTcrcnt; olhcr comparhons wcrc no111naly1cd. •p < 0.00S; bp < 
0.005; c.l.ap < 0.00S; •bp < O.OS ¡,1udent I ltst for un~ircd u.mplcsJ. 



rcspiration of Eug/ena cells grown or maintnincd 
in 4 diffcrent media are shown in Table l. No sig­
nificant differencc in thc ratc of cndogcnous respi· 
ration was found bctween the lognrithmie and thc 
stationary phascs for (p + a) or lactatc cclls; in 
(g + m) cclls a slight incrcase was found for the 
stationary phase. Cclls from mannitol mcdium 
showcd an cndogcnous rcspiralion similar to lhal 
attained by lactatc or (p + a) cclls in tite sta­
lionary phasc, but lowcr than that obscrvcd in 
(g + m) cells (Table J). A diminishcd rcspiratory 
activity was obscrvcd in thc sta1ionary phasc for 
cclls grown in ethanol or lactatc media (8), whcn 
respinllion was measured in the culture Jlask. 
Prcsumably, in this lattcr case the inhibition in rc­
spiratory activity was duc to sorne factors prcsent 
in the culture mcdium when the stationary phase 
was reached. 

The addition of TMPD induccd an increase in 
the ratc of endogenous rc5piration in ali typcs of 
cclls (Table 1), As thc rcdox potcntial ofTMPD is 
rclativcly high (+260 mV), it is expccted that 
cytochromc e is primarily rcduced by TMPD. 
Hcncc thc stimulation of enJogenous respiration 
byTMPD may rcílect cytochrome e oxidase activi­
ty; the high scnsitivity of TMPD·stimulatcd respi­
ration to cyanide supports this notion (Fig. 1). 
However, other variables such as substratc avail-

ability may al~o ulTect thc linal absolutc valuc of 
TMPD-stimulalcd respiralion. Cytochromc o 
might be also reduced by TMPD as rcported íor 
haclcrial cytochrome o with a rcdox potcntial of 
+125 mV (37). 

A diífercnt sensitivity of cndogcnous respiration 
to cyanidc was found in cclls from different growth 
media. The data are summarizcd in Table 11. A 
highly cyanidc·resistant cndogcnous rcspiralion in 
cells from lactatc, (g + m), and mannitol media 
was obtaincd; rcspiration of (g + m) cells was thc 
most resistan! to cyanidc. In contrnst, cndogenous 
respiration from (p + a) cclls was more sensilivc 
to cyanidc (50% inhihition). This could indicatc 
that cndogenous respiration in (p + •1) cclls is sup­
poried both by thc cytochtome e oxidase pathway 
anda cyanide-rcsistant palhway, whcreas in cclls 
from thc olher media respiration is mainly sup­
por1cd by the cyanidc-resistant pathway. ln­
tcrestingly, titration of endogenous and TMPD­
stimulatcd rcspiration in (p + a) cclls with cyanide 
rcvealed two components with diffcrent sensitivity 
to cyanide (Fig. 2). 

TMPD-stimulatcd rcspiration was vcry sensitivc 
to 0.1 mM cyanide (Table 11). This is in agrcement 
with a prcfcrenlial stimulalion of cytochrome e ox­
idase by TMPD, sincc this enzymc is cxpccled to 
be completcly inhibited (K1 = 4-14 µM, Fig. 2) at 

T1Wc 11. lnhibition oí Ol con1umption in t"ux/~tuJ (\'aluu ¡i1\'en in ~~¡• 

Cu!ture -TMPD + TMro 102 mM> 
rnedium 

KCN O.I mM OPA 1 mM KCN 0.1 mM OPA 1 mM 

••m 
L' .. l(j) 94 *' 2 (J) ,,. lil) ,,. 9(4) 
s l. 2 (SI 89. 4 lll 84. 6(4) ". 7(5) 

üu1a1~ 

L 17 * IO(S) 87±3(4) 8l. S(SJ 46±12141 
s ,,. 6(6) 82.:1:4{6) ". sm " . 5(6) 

, .. 
L ". 5151 92 * 4 º' 68 * 1213) SI * 11 Cll 
s ,,. 4(41 84 * 4 (4) ". 4(41 45 all(4J 
Mannitol 11. 4()) 92 ± 4 IJI 76. 4(3) JS:t:7(3J 

Anays 11.cn .. J'C'IÍormcd :n im11c,"c•l in l'i¡t J. 
•f\.kan 4 '-t.tnJ.11J erro• ¡, ,¡,.,.,n l"r thc numht-r e>Í l'H"!'"'·Hinm iu p1renthc~\. 
~l., ll>~.uÍLhmi<- I''''" •!.ilinn.u] 11ln<r 
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TI¡. 1. lnhiblti<m oí TMPO.nimulated rc:1piration by cyanide. Rcspir1uion or (JI + a) cclb {6 x ¡Qbl) mi) co\1ectcd in thc ita· 
tlon.ry phuc wu stimul11ed by 0.2 mM TMPD in thc pm.cncc or lhc indic:atcd cyanidc contcn1rauon1 u dc:icrihed in Fi1. l. Nct 
ralts oí ThfP0.11imu\alcd rcspiration wcrc calculatc:d ancr 5ubuac:lion or rc:ipintion in thc ab!oCnce ofTMPD and oíTMPD auto­
Ol!.idation (01 c:onsumplion In thc ab!oCncc of c:c\h). Thc: inhibition connant1 (K,l ,hnwn "'Crc i::akulatcd from thc intc:m:¡'ltJ of thc: 
abtclua ui1 for each straight ponion oí thc linc. 

thc conccntrutiori oí cynnide used. The rcmaining 
TMPD-stimulatcd rcspiration insensitivc to cyan­
ide (approx.imatcty 20%) might be thc result oí 
somc TMPD-dcpcndcnt rcduction oí the alterna te 
pathway or simply thc stimulation of the alterna te 
pathway whcn lhc main palhway is blockcd by 
cyanidc. 

A diffcrcnt pattern of inhibition wns obtaincd 
with OPA (Table 11). Endogcnous respiration was 
sevcrely inhibitcd in ali types of cc\ls whcrcas 
TMPD-stimulated respiration was SO'Y11 inhibitcd. 
Thus, l mM OPA appeared to inhibit cytochronic 
e oxidase, ns wcll as tite alternatc pathway. 

Dixon plots obtained for cyanide inhibition 
were clearly biphnsie, suggcsting the prcscncc of 
two componcnts with distinct sensitivitics to 
cyanidc in both cndogenous (not shown) and 
TMPD-stimulated respiration of (p + a) (Fig. 2) 
and {g + m) cclls (not shown). Thc calcutated 
inhibition constants are presented in Table 111. 

This pattcrn of inhibition suggestc; an ability of 
TMPO to reduce an ;iltcrnnte oxid.ise in addition 
to cytochrome oxidase either directly or through 
cytochrome c. The cakulated values oí K1 for 
cyanide werc similar for (g + m) and (p + a) cclts 

Table 111. lnhibltion c;on~tants K, for the elTccl ofcyanide on 
c;cllular rctpiration ar Eugltnu f14M). As11y1 wcre pcrformcd u 
mdicateJ 1n Mattriall and Mcthods and in Fi¡. 2. Thc K, 
valuct 111crc ulcu\atcd 1u indkatni in Fig. 2 íor low (1) and 
high (2) cyanidc conccnua1'""'· Thc valuci •re 1hc me1n~ or 
two dirTcrcnt c;c\I prcpantion' 

Culture - TMPD 
rnedium 

01 

la + m) l-4 
lp + 1) 42 

111 

lOO 

'" 

+ TMPD (0.2 mM) 

{I) 

10 

• 
"' 
" " 
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8 
30 S•C COr•f. 
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FI¡. J, Carbon mono.Jdc diffcnnc:c 1pcctra or rcdui:cd Eurlrna mi1ochondria. Mitochondri• iwlated rrom (¡ + m) celb 11 111• 
tlonary CAi or loprilhmic (BJ ¡rowth phuc wcrc suspended 11 J ms (B) or 4 ms rrotcin IAI per mi In SHl3 mtdium dilutC'd 1:1 with 
slycerol and werc ttduccd by 1ddi1ion af solid IOdium dilhionilc. CO was bubblcd íor JO 1 or 16 min ín thc wimplc cuvcuc or 30 
1 in the refcrence lreO cuvctte íollowcd by O] as lndicated. 

(scc Table 111); thus, thc diITcrcnt cyanidc sen­
sitivitics ofcndogcnous rcspiration (Table 11) can­
not be explaincd in tcmlS of distinct affinities for 
eyanidc, nor by diffcrcntial accei.sibility to thc in-

hibilor. Othcr possiblc intcrprclations íor a bi­
phasic Dixon plot are: thc prcsencc of a hctcro­
gcnous populalion oí thc cnzymc; product(s) accu­
mulation; ora tightly bound inhibilor (38J. Nonc 



oíthcse intcrpretations would nppear suitable for 
cytochrome e oxidase, as n similar K, valL~e for 
cyanidc has becn reported for particu1ate or 
isola.tcd cnzymc from severa! sources [39}, product 
inhibition i!I ncgligiblc a.nd endogcnous inhibitors 
have not becn íound. Howe\'Cf, studies oí the 
kinctics oí thc isolatcd enzyme from E11glena 
should further cla.riíy this poinL 

Dixon plots obtained for OPA inhibition oí en· 
dogenous respira.tion showed only onc componcnt 
with a K1 of O.IS mM and 0.2 mM for (g + m) 
and (p + a) grown cclls, respcctively (data no! 
shown). 

An alternative explanation for the diITerent sen· 
sitivities of endogenous rcspira1ion to cyanide 
could be based on different contcnts of cyto· 
chromcs aaJ ando. Therefore, mitochondrinl frac· 
tions wcrc isolatcd írom cclls grown in (g + m) 
and (p + a) media and cytochromes aaJ and o 
wcre spcctrophotometrically quantitated. Dif· 
ícrcncc spcctra oí dithionitc·reduccd mitochondria 
upon reaction witb carbon monoxidc for short 
times (3'J scc) showed a signal characterislic oí 
cylochromcs aaJ: a peak al 418 nm, anda trough 
al 445 nm (Fig. 3); for unknown reasons the 
trough at 603 nm was only rarely detccted. Al 
longcr times oí reaction with carbon monoxidc n 
shouldcr at 430 nm wa!I rcvealed and a trough al 
561 nm appcared. This was strongly indicativc oí 
n slow carbon monoxide reacting b typc cylo­
chrome, i.e. cytochrome o, prcsumnbly the posl­
ulatcd altcrnate oxidase associatcd to the cyanide· 
rcsistant rcspiration [11,20). 

The quantitntion of cytochrome aa1 was esti­
matcd from the signa! obtained afler a 30 s reac­
tion with carbon monoxidc. This signa! was 
somctimcs lost or maskcd at longcr reaction times, 
cspccially whcn thc signa! oí cytochromc o was 
high (Fig. 38). Thc contcnt oí cytochromc o was 
cstimatcd írom thc spectrum obtained at long 
times (16 min) oírcaction with CD. This last spcc· 
lrum containcd the signals oí thc two cyto­
chromcs: lhus to oblain the signa! corresponding 
solcly to cytochrome o, carbon monoxidc was 
blown into the refcrencc cuvcuc fer 30 s. Thc con· 
tcnt oí cytochrome o cstimatcd írom this corrccted 
signa! was similar to that cs1imatcd from thc 16 

min CO signa! (Fig. 30). Thc furthcr oxygenation 
oí the CO-treated reíercncc cuvcllc rcstorcd thc 
aa1 cytochromc signa! (Fig. JA). 

A lowcr cytochromc a/cytochrome aa1 ratio 
could explain a greatcr scnsitivity to cyanide. Thc 
spcctrophotomctric detcrmination of the contcnts 
of thesc two cytochromes (Fig. 3) showed thnt in 
mitochondria from (p + a) cells the contents oí 
cytochromes a and m11 were only 60% of those 
detemtined in mitoclwndria írom (g + m) cells 
(Table IV). Morcover, the polarographic dctenni· 
nation oí the cytochromc ('oxidase activity (cyto­
chromc cia1) in mitochondria írom Cp + a) cells 
was also 65'Yu oí tlml obtaincd in mitochondria 
from Ce+ m) cells: 235 ± 23 (3) and 361 + 34 (4) 
ng atoms 0 1/min pcr mg, respccti\1cly. Thus, 11 

corn:lation betwcen total oxidase content and 
ratcs of endogenous and TMPD·stimulated respi­
ration (fablc 1) could be establishcd. Howcver thc 
similar cytochrome o/cytochromc aa1 ratio found 
in both typcs of cells (Table IV) indicatcd that thc 
cyanidc scnsitivity oí cndogenous rcspiration was 
not rela!ed to thc predominance oí one respiratory 
pathway. 

Cytochrome e oxidase activity oí Euglcna 
mitochondria has been rcportcd to be ncgligiblc 
whcn mcnsured with horsc cytochromc e and 
variable with cxogenous Eug/e11a cytochrome e 
dcpending on thc culture mcdium used (15). Wc 
havc confinncd that addition oí horsc or yeast 
cytochrome e (up to 10 µM) did not stimulatc the 
activity of cytochrome e oxidase in Euglcna 
mitochondria. Thus, the values oí cytochromc e 
oxidase activity for mitochondria from (g + m) 
and (p + a) cells might change in the prcsencc of 
exogenous Eug/e11a cytochrome c. 

T•ble IV. Rclati~c contcnl oí cy1ochtomcs o and 1J111 in 
isolatcd mi!ochondria (pm0Um11 protcin). Auays l'ICtc pcr· 
íormcd u lnd1c11cd in Mcthod' ond in !he lcscnd oí Fi11. 3. 
Milochondria wcrc isolatcd from lo¡;arithmic phasc i;c:\11. Thc 
valuc1arcmean1 ± standardcrrortoí]ccll prcpuatlon1. 

Cuhurc 

(a+ m) 
lp +a) 

6S ± 14 
311 ± 11 

30±1 
11 ± 4 

2.5 :i: 0.8 
2.4 ... 0,5 



The diITerent cyanide sensitivity of endogcnous 
respiration could be ahcmatively explained by thc 
oxidation oí diITcrcnt substrntes in the various 
typcs of cc\ls. Thcrc are severa! rcports (J0-14, 
16-18,40,41] indicating dífferent rcspiratory in· 
hibitor scnsitivitics and P/O rntios (phosphale 
esterified into ATP pcr oxygcn consumed) in 
isolatcd mitochondria from E11g/en11 depcnding on 
thc substrate oxidized, This has bccn intcrpre1ed 
as a distinct pathway of ckctron transpon with 
prcícrcncc for oxidation of sorne substrates 
(7,10,11,18,20], Thercfore thc ratc of rcspiration of 
mitochondria isolatcd from logaritlunic (g + m) 
cclls was measured with diITcrent substrates. ll was 
íound that oxygen consumption was inhibitcd IOO 
:1: O (4), 90 :1: o (3), 66 ± J (4) and 62 ± 5%{4) 
by 0.1 mM cyanidc with succinatc, glutamatc + 
malate, lactatc or NADH as oxidizable substratc, 
rcspectivcly. This suggests that lactate and NADH 
are oxidiud both by tite cyankle-scnsitive nnd 
cyanidc-resistant pathway whereas succinate and 
glutamatc + malatc would be oxidized by the 
cyanide-sensitive pathway. 

In conclusion, a sys1cmatic charactcrization of 
oxygen consumption in E11glena gracilis cclls 
grown with severa! carbon sourccs wns undcrlaken 
in this study. A diITcrcnt scnsitivity 10 cyanide was 
round in celb grown in diITcrcnt media. This dií· 
fcrence was not relatcd to the contcnt oí the main 
and alternate oxidase, nor to a distinct nffinity for 
1he inhibitor. Based on thc prcscnl and prcvious 
studics il is proposed thal the diffcrcnt cynnide 
scnsitivitics may be due to thc cytoplasmic sub­
strates madc available to thc mitochondria in each 
medium used far cell growth. 

Thc spectroscopic dctermination of cytochromc 
o perfonned in this work rcvealed that Euglena can 
providc anothcr biological sourcc for isolation of 
an altematc oxidase. In somc yeast an altcmate 
oxidase is ex.pressed only when exposed to an· 
timycin and cyanidc (42,43), an altcrnate oxidase 
was also induced in Euglena cells grown in the 
presence of anlimycin [11]. Howcver, as shown in 
this work, the alternate oxidase of Eug/ena mito· 
chondria is naturally occurring and the amount oí 
cytochrome o can be manipulated by changing thc 
growth mcdium. 

Rererenccs 

1 R.R. Whit111kcr and L. M.ugulil, Pro1iu clauifaation 
and lhc kingdoms oí org:milm~. llioS)slcms, 10 (1918) 
3-18. 

2 A.W. HolowimkyanJ J.A. Sch1íl", E\'cnu1urroundin¡: thc 
car\y dcvdopment oí E11gftn<1 chloroplaus. loduction by 
prcillumination. Plant PhyHol.. 4S (1970) JJ9-J47. 

3 T. Osaíunc. S.Klcin 11nd J.A. Sch1íl", E\cms surrounding 
!he c:uly <lcvdopmen1 of f:.,gl.-n11 d1!<>roplas1s. J. 
Uluutruct. Ru., 73 (19801 77-'lO. 

4 M. Eiklman 11nd Z. Kahana, {""hloroplJsl pro1cin s)"n· 
1hcsis. in: D,E. IJuctow (Ed.J, Thc Diology oí l:.'ut:lrna, 
Vol. IV. Acadcmic l'rc:u, Ncw York. 1989, pp. JJS-JSO. 

S R.O. llillick and O.E. Buc1ow. Chloroplast ONA, in 
O.E. Duc1ow (Ed.), The Diology oí Eu¡;lcnJ, \'ol IV, A..:a· 
dcmic l'rns, Ncw York, 19119. pp. :lSl-414. 

6 S.Kitaoka, Y. Nakano, K. Mi)atakc amt A. Yokota, En· 
lymcs and 1hcir functi<'.'nal location, in: D.F.. Buciow 
(t::d.), The Diolug~ oí Euglen.1. Vol. IV, /\cademic I'rcis, 
Ncw York, 1989, pp. 1-IJ6. 

7 O.E. lluctow, Thc mitochonJr1on, m: O.L. lluctow (Ed.), 
Thc Diology oí Eut:faia, Vol. IV, Ac11dcmic Pren, Ncw 
York, 19&9, pp. 247-314 

8 f. Thuillicr·Druston, J. llriamJ and D. la~al·Mattin, Ef· 
fe<:t• oía rirst uposurc to cthanol on lhc compmilion of 
ncu1ral 11nd polar lir.ids m Euglcna flrun/iJ, takcn as a 
hcpatic mo<lcl. Blochcm. Mcd. Mctabol. Biol.. 44 (1990) 
1S9-174. 

9 J.R. Cook, Thc cuhivalion 1111d growth oí Eugl<na, in: 
O.E. lluctow (Ed.), lhc Oiology oí Euglcna, Vol. 1, Aca· 
dcmic Prcss, Ncw York, 196!1. pp. :?44-314 

10 O.E. Buctow and P.l. Buch11n11n, 01idahvc phosphoryla· 
tion in milochondria ilolatc<l írom Euglrna grlld/U. 
Diochim. Biophyt. Acta, 96 (1964) 9-l"I. 

11 T.K. ShafTllcn and R A.Buww, Phmphorylation siles, 
cy1ochromc compkmcnl and a\tcrnatc palhways ofcoupl• 
cd c1t::1:1ron tran1port in Ellglrna iradfo mmxhondria. J. 
Diol. Chcm .. 24S(l970¡ SO-S7. 

12 J. Kahn. Physiological adap1111ion of E~g/rna grarilu to 
uncouplc~ and inhibitors of 01idativc phosphorylation. 
An:h. Diochcm. IJiophys., 164 (1974) 266-274. 

13 N. Collins, R.11. Brown and M.J. Mmctt, Oddalivc 
phosphorylauon durina glycolhuc mctabotism in mito­
chondria írom phototrophic Ellg/t'na gradlls. Bioc;hcm. J., 
IS0(197SJJ7J-177. 

14 M. Tokunaga, Y. Nakano 11nd S. Kitaoka, Prcpar111ion of 
physlotogically intact mi1oc;hondria írom Eugl<'nll iruc//is, 
A¡ric. Biol. Chcm., 40 (1976) 1439-1440. 

U R. C.lvayrac, M. Lcvy, J. Vaurl, J. llriand and M. 
Oainc, Activitc cytochromc 01ydascs des mitochondrics 
d'Eu¡kna ¡racilit Z: Comparison de 1'01ydation du fcr­
r<Kytochromc C·S58 de ícrrocytochromes C de 
mamiícm Oiol. Ccll., 31(1978)141-148. 

16 M. Chaudhary, A. Fayya1 and M.J. Mcrm1, G\)-c:olla.1i:­
pathway cnzymcs in mitochondria from phololrophic, 



orpno\rophic 11.nd mixotrophic cclb oí Eug/tNJ grac"ili1. 
Planta, 162 (1984) 518-5D. 

17 B. Gomcz·Sílva, A.I. Stcm, T. Saidh11.1mdJ.A. SchirT.O•· 
idative pho1phorylation coupkd lo rcspiration in highly 
puriricd intact Eugftna milochondria. J. Plant. Phyiiol., 
ll0{1985)4)1-440. 

18 R. Morcno-5'ncha and J.C. R11y11, Prcpanuion oícoupl· 
cd mitochondria írom Eurlt•~ by 1onication. Plant Sci., 
48 (1987) 151-157. 

19 J.K. R11.iwn and R.M. Smillic. Rcspi111tory cylochromcs 
oí t."ugltlld gnuJ/11. Biochim. Biophy1. Acta, 180 (1969) 
500-508. 

20 T.K. Sharplcn nnd R ,\. Butow, An indu.cihlc nltcrnatc 
terminal 01iduc in Eugfrn" gradfü mitochondria. l. Dio\. 
Chcm., 245(1970) 58-70. 

21 O.W. Wibon 11.nd W.F. Oaníonh, Thc c1tcnt oí ncctatc 
and c1hanol Ollid11tion by Eug/tna grarlf/5. J. Gen. 
Microbiol., l8tl9S81HS-542. 

22 O W. Wi!son, O.E. Uuctnw. T.L. Jahn and D H. Lc:.,.cdahl. 
A dirTcrcntial crTcct on ccll growlh and rcsp1rntion. E1p. 
CcllRct., 18(1959)454-465. 

23 O.E. Ducto\Oo, Ethanol stimulation oí 01idati\'C mctaOO. 
füm in Euttftna gradU... Naturc. 190 (1961) l 196. 

24 J.R. Cook and D. llcinrich. Glucose "'· acetatc mc:tabo· 
\lsm in Eugftna. J. rrotoiool, 12 (196.H 581-584. 

2$ W.F. Danforth, Rcspiration, in: O.E.Buctow (Ed.J, Thc 
Biology oí EuglrM. Vol. 11. Acadcmic Prcu, Ncw York, 
1968, pp. 55-71. 

26 S.H. Hutner, M.K. D.ich anJ G.l.M. Rou. A 1ug.ar con· 
u.ining bua1 mcdium for ~itamin R·l2 auay with 
Eugltna: applicntion tobody íluids. J. Protozool., l( 1956) 
IOl-I05. 

27 J.A. Schiff, 11. Lyman anJ G.K. Runc:ll, lw1ation of 
muiants írom "E11glow grac//u. McthoJs Eruymol., 23 
(1971)143-162. 

28 B. º""il and M.J. Mcrrctt, Thc crTci;t of li¡ht on thc 1}'11• 
1h"i1 of mitochondrlal C1U)mt1 in 1füidon 1ynchroniz.cd 
Eugfrna cu!turcs. Plant Phy1iol., SJ (1974) 575-580. 

29 l. Canc, J.L Bomi.cl and R. Cal~ayuc. Da:11y of 
cy1ochromcsand11ppcar111ccoí11cynnidc·inscnsiti.,.cclcc· 
!ron lransfcr pathway in Eug/rna groc//i1 ¡rown in ano-ia. 
Pl11nt Sci., 5"'(19!181193-202. 

30 D.T. Arnon. Coppcr cniym" in iso\11.lcd chloropluts. 
Planl Physiol., 24(1949) l-15. 

JI M. CJamcr and S. Mycrs, Growth and photosynthctic 
charactcristics of EugfttuJ gr11dfll. A.rch. Mikrobiol., 17 
{1952) l84-402. 

32 Y. Bcn·Shaul, J.A. Sc:hilT nnd H.T. Epllcin, Studics or 
cltloroplast dcvclopmcnl in Eu¡lcna. Vll:ílnc 11fUClurc of 
thc dcvcloping planid. Plan\ Phy1iol., )9 (1964) 231-240. 

33 R. Morenl>S.inchci, O.A. Hoguc, C. Bravo, A.H. 
Nc10om1n. A.S. B.uilc and P.K. Chian¡. lnhibition oí 
1UbS1ratc odd1tion in mitochondria by thc pcriphcr11I• 
t)pc bcnzodiuepine m:cptor li¡and AllN 086. In!. J. 
Biochcm .• 41 (1991) 1479-1484. 

34 L. Smith, Bnctcrial C)'tochromc1 1nd thcir spcctnd 
ch1ractcri1.1uion. Mcthoi.h l:!nzymol., S.l (1979) 202-212 

35 A.G. Gorna11, CJ. Bardawi11 and M.M. David, Octcrmi· 
nation of ..ctum protein1 by mean1 oí thc blurcl rcactlon. 
J. Biol. Chcm .• 177 (1949) 751-766. 

36 E.J. BaJ..cr, Oiphrny\aminc inhibltion of clcctron trant· 
port in plan\ mi!ochondria. Arch. Dux:hcm. Diof'h)s. !Ol 
(1"63) 148-155. 

)7 K. KJta. K. Kom1hi 11.nd Y. Anraku. Purifkation and pro­
pcni" oí 1wo terminal ol.ida..c complcus oí Escf.trlchW. 
rol/ acrobic ropirntory cbain. Mctho1.h Enlymol., 126 
(1986) 94-113. 

38 l.H. Scgt:I, Eniymc Kinc1ici, Wilc:y, Ncw York. 1975. 
39 D.F. Wiilon and M. Erttlnska, Ugands oícytochromc e 

odda.JC. McthoJs Enz)mol., 53 (1978) 191-201. 
40 O.O. Datta and J.S. Kahn, Sorne blocbcml1..1I propcrti" 

oí rnitochondria iwlatcJ from E.,.ltM grac/IU. J. Pro-
101001.. 24(1977) 187-192. 

41 A. 'Yokollll, Y. Nakano and S. Kilaolr.a, Somc blocbcm!cal 
propertic1 oímitochondria iwlatcd from c.,.1~111Jgrael/ll. 
Agric. Biol. Ch~rn. 4211978) 121-125. 

42 D.L. EJ'l-ards, E. Ro~cnbcrg and P.A. Maroncy, lnduc· 
tfon oí cyanidc-iMe111i!i\1: re1rira1ion In NtiuaJpora 
rro.ua. J. Dio\. Chcm., 249 (1974) JSSl-l5S6. 

43 N. Minagawn and A. Yoshimo10, The induttion of 
cyan1dc.rcsistan1 1c1piu.1ion in 1l<Jnun11la anoma/a. J. 
mochcm., 101(1987) 1141-1146. 



PLANT SCIENCE 

Ch1el Ed•lors JA Sch11t 1Wallh1m, MAi and J,H Wed (Strasbourg) 

ProlHtor J.romt A. khlll 
Ch1el Ed1IO• 
P1antScu:'"ce 
ln111tu!e lorPholOb10lo9y 
B1ance1•Un1ye1soty 
Wallnam MA022$.1·9110USA ;!ay 7, 1992 

.J.'1.5-1785 

Dr. Rafael Moreno-Sanchez 
Pathology Oepartment, MS '435 
Jfahnemann Cniversity 
Bread and Vine Strcct 
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Doar Dr. Moreno-Sanchez: 

Your paper, "Energy-dependent reactions supporced by severa! substrates 
in coupled Euglena sracilis mitochonJcia," by Aida Urlbe and Rafael 
tloreno-Sanchcz:, has been 1·eaJ by two revtowers f41llll1ar l.lith the field; 
their cc:nments are encloscd. I have also been over one oí che manuscript 
copies and have indicated numcrous changes. ,\s both revlewcrs indicate, 
mdlatc is used efficiently by Euslena mitochondria (anothl!r examplc is 
in the 1.mclosed reprint of Dclocme et al. whcre malate is an cffictcnt 
substrate for driving anothcr cncrgy-requiring procesa, protcin synthesis). 
The failure to US:l cala.te is very stro.nge and should be di9cussed. Is it 
used in the prescnce of glutnmatc? Is glutamate ni.ccssary for its 
utili:z:ation? Does sonication, pcrhups, sclcctively af[cct malatc 
utili:z:ation? Also the point r.iad<! by revi~1.1.;r 2 in his cor.n~ent 1 is 
importont .. nd will havc to be dcalt "1ith; it \.lould be hlghly dcsirablc 
to have state 3 vnlues to support thc n.1t11re of thc r-esplratory ¡rnthways. 
The othcr comments of the r-cviewct"s are also impot"tant. 

Double space cverythin:; in thc manuscript (lacludins Table heodings) 
to fncilitnte editing. Spell out all al>breviations at fit"st use! What 
is "u" for sonication? Explain. G and tir.ic ncedc.J for centrifugation 
second line, pa:;e 6. Indicate which insti;-umcnts wcre used for- mcasurement 
of volume chang¿.s and pyridine nucleotides. Is the E. coll data bottom 
of page 8 from the present work? So indicate. Pagc-11:-rfne 5, adenylat.e 
kinase has becn demonstra.tcd and localh:ed in Euglena mitochondria (scc 
encloscd ieprint, Saidha et al.). At bot.tom of page 17, I thlnk you mean 
an evolutionary link betwcen certain bacteria and Euglena mitochondria.~ 
(The mitochondria. of eucaryotic cella are thought to havc ariscn from 
endosymbiotic invasion of bacteria)--the rest of the Euglena cell (out.side 
of the chloroplasts and mitochondria) would havc other- affinitics, to thc 
Protozoa (not to the bacteria), Thc Tables and Figure legenda nced sorne 
wrk. In Figure 1, what are the nurnticr-s to thc left of thc traces? 
Indicatc in Figure lcgend. Indicatc in all lcgends (Figur-c and Table) 
thot conccntrations givcn are final concentrations. Thc rcaction volume is 
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Dear Dr. Morcno-Sanchcz: 
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Your paper, "Energy-dcpcndent renctions supported l>y severa! substrates 
in coupled Euslcna gracilla mltochonJria," by ,\ida l!ribc and Rafael 
Horcno-Sanchez:, has been rcnJ by two reviewers familiar 1.1lth the field; 
their cc:nmcnts are enclosed. l havc also becn over onc o( che manuscrlpt 
copies ond ha ve indicatcd numcrous changes. .\s both reviewers indica te, 
malate Ja uscd cfficiently by Euslena mitochondrla (another examplc is 
in thc enclosed reprint of Delorme et al. whcrc mala.te is an efficient 
substrate far drivlng anothcr energy-requirlng procesa, protein synthesls). 
The failurc to us~ m11late is vcry strangc and should be dlscusscd. Is it 
used in the prescnce of glutamate? Is gluta.'llate nt<.cessary far its 
utilizotion? Doca sonicatlon, pcrhaps, selectivcly affC!ct malar.e 
utilii;ation? Also lhe point r.iad<i L>y revi""""r 2 in his cor.1~-¡enr. ¡ iu 
important .:.nd will have to be dcalt with; it \./ould Le hlghly dcslrJble 
to have atar.e 3 values to support thc nature of the respiratory pathwa.ys. 
Thc other coro.menta of the rcvicwcrs are also ir.1port.int, 

Double space cverythin:; in the manuscripr. {i;tcludln¡:; Table headtngs) 
to facilir.ntc edlting. Spell out all abbrevlations at first use~ Wha.t 
is "u" for sonica.tion? Explaln. G and tir.ie necdcd far cenr.rifugatlon 
second line, page 6. Indlcate which instrumenta werc used far mensuremcnt 
of volwne changes and pyrldine nucleotldcs. Is the E. coll data bottom 
of page 8 fro111 the present work? So indicate. Pnge-11-;-Trne 5, adenylate 
kinase has been demonstrntcd and locaUzed in f.uglena mitochondria (see 
enclosed Leprint, Snldha et al.). At L>ottom oí page 17, 1 think you mean 
an evolutionnry link beti.reen certaln bacteria and Euglena mitochondrla~ 
(The mitochondria of eucaryotic cella are thought to have arieen from 
endosymbiotic lnvasion of bacterla)--the rcst of the f.uglenn cell (outside 
of the chloroplnsts and mltochondria) would havc othcr affinlties, to the 
Protozoa (not to the bacterlo). Thc Tables and figure legcnds need sorne 
wrk. In Figure 1, what are the numbcrs to the lcft of the traces? 
Indlcate in Figure legend. Indicate in all legenda (figure and ta.ble) 
that concentratlons glven are final concentrations, The renction volume ls 



Dr. Rafael Moreno-Sanchez - 2 - May 7, 1992 

needed in Figure J since ADP is given in nmol. In all Tables, what 3rc the 
numbcrs in parenthests; indicace in cach table. "Ng" ehould re.ad "mg pro te in" 
in all cases. Means ± S.E . .are shown in Table II? So indicate. The 
concentrations of substrates are needed in heading of Table III (or refer 
to Table I?). 

Ple.ase make the changes indicated above, on che 111.anuscript copies and 
in the reviewers' comments and respond to any queries. Return two clean 
copies of a euitably-revtsed manuscript together with two sets of xeroxed 
figures; I have rl!:tained your high c¡uality illustrations here. 

JAS/aeb 
Enclosures 

Í S inccroly,. ( 

1
. : 

1 ( L".-·: . .;. /l . ' " \ 
./. Jerome A. sch

0

1ff ~ 
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Aida Uribc and Rafael Moreno-Sanchei, JAS-1785, Refercc #1 

This is another interesting papcr from Moreno-Sanchei and collcagues on Eug!ena 
mitochondria. Oxidative phosphorylation was measurcd with several subsuates in assays 
displaying the highest rcspiratory control values so far attaincd with thesc mitochondria. These 
substtates also are shown to support thc formation oí a membrane potential, sweUing and ea1

• 

uptakc cssentially far the füst time with thcsc: organclles. Further, lhe rather "unusual" utilization 
of lactate is shown to be, at least as far as its oxidation is conccrncd, similar to lactate oxidation 
in bactcrial systcms. In sum, this papcr conuúns considerable amounts of ncw data. Thus, this 
papcr warrants publication in Plant Science, but the authors should consider thc following: 

l. Shouldn't thc tille rcad "Energy-producing reactions ... " rathcr lhan "Encrgy-~ 
reactions ... "? 

2. Page 8, lincs 9-10 down: say that malate ~ did not sti.mulate O: uptakc. What 
cxplains lhis rcsuh'? Malate has becn shown to stimulate the uptake of Oi by isolatcd 
~ mitochondria by scvcral laboratorics previously (see rcf. 10 for further 
refercnccs). 

3. Page 13, lincs 6 and 8 down: Fig. 2 rathcr than Fig. 37 
4. Page 17, lincs 10-13 down: On lhc basis of data publishcd by othcrs, lhcsc two pathways 

already havc bccn postulated previously (sec rcf. 10). The data in lhc present papcr 
~ .fil!.QR2!1 this postulate. 

~. Table 1 legcnd, lincs S-6 down: What is the meaning of thc numbcrs in pmnthescs, Le., 
10, 20 and 34, following thc means ± S.E. (n-6). 

Scveral corrcctions tluoughout lhc text are notcd in red ink. 
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Comments - Referee 2, JAS-1785, A. Uribe and R. Moreno-sa.nchez 

1. Conclusions are made about the presence and absence of 
different pathways of respiration basad on the effects of 
various inhibitors on the oxidation of a numbcr of substrates 
by isolated mitochondria (Tablo I). However, the conditions 
used to monitor the inhibitor effects were not optima!. 
Respiration was apparently measured under state 4 conditions 
(the medium contained EGTA and phosphate, but lacked 
magnesium and AOP) , so that the observad respiration would 
represent tho basal or uncoupled ratea. This is supported by 
the lack of an effect of oligomycin on lactate oxidation 
(Table I) and the rcspiratory control values observad with 
ADP and reportad in Figure 1 and Table II. If sweeping 
conclusions are to be made about pathways of respiration 
solely on the basis of inhibitor studies, then at leai==t 
optima! conditions should be employed to rneasure the 
respiration (state 3). The authors indicate sorne resulta 
obtained undcr state 3 conditions (p.12), but a 
complete list of findings should be incorporated into or 
substituted for Table I, and discussed, before suggesting 
which respiratory pathway may be utilized for a given 
substratc. 

2. All genus and species names of organisms mentioned in the 
text should be underlined or italicizcd. 

J. Mala te did not stimulate respiration by isolated mitochondria 
(p.8). This is contrary to resulta reported by others (ref. 
15, for example), but no explanation is offered. 

4. Fer the detarmination of the redox state of pyridine 
nucleotidcs is there a rcference for the fluorescence 
technique uscd? Also, with lactate as substrate, the text 
(bot. p.14) states that CCCP induces pyridine nucleotide 
oxidation which 11 was not blocked by rotenone or antimycinº. 
However, Figure 4 c,o, indicates substantial reduction in the 
presence of these compounds? 

5. Other corrections and suggested changes are indicated 
directly on the manuscript. 



lJU 
Hahnemann Universlty 

June s, l.992 

Professor Jerome A. Schiff 
Chief Editor 
Plant Science 
institute for Photobiology 
Brandeis University 
Waltham, MA 02254-9110 

Dear Professor Schiff: 

This letter is in reference to the manuscript entitled 
11Energy-dependent reactions supported by several substrates in 
coupled Euglena mitochondria 11 , which was submitted for publication 
in Plant science, Physiology and Biochemistry section. The 
manuscript was returned with the comments of two reviewers who 
raised several questions and considerad tha~ the papar should be 
revisad. we have triad to answer the various points that were 
raised ~.nd al.so made the necessary corrections. These are as 
follows: 

First referee: 

l.- We consider that the title, as stands, better reflecta tha 
work done in this study. ATP synthesis, swelling and Ca2+ uptake 
are enerqy-dependent reactions rather than enorgy-producinq 
reactions. 

2.- The inability of our mitochondrial preparation to use malata 
is certainly intriguing, as pointed out by the reviewers. Enclosed 
you will find, for your analysis, an original experiment where the 
addition of malata did not stimulate 02 uptake of Euqlena 
mitochondria. This experiment was repeated in at least 5 different 
mitochondrial preparations. We havo now triad to explain this 
observation on p. e, last 5 linea, and p. 9, first paragra~h, as 
suggested by both referees. 

J.- The error on p. 14, linea 12 and 14 has been corrected. 

4.- We agree with the referee and have modified the statement on 
p. 19, line 7, accordingly. 

s.- The meaning of the numbers in parentheses in the leqend of 
Table I has been clarified. 

Second ra:feree: 

1.- We agree with the referee that state 3 conditions are more 
appropiate in studies of respiratory pathways that can generate a 
H+ gradient and support ATP synthesis. We also studied the effect 



of several inhibitors on substrate oxidation in state J conditions 
and found that, with the exception of lactate, respiration was 
extremely sensitiva to the inhibitors tested i.e. no stimulation 
of 02 uptake by ADP in the presence of inhibitor. These results, 
together with those of Table r (in state 4 conditions), led us to 
conclude that lactate was oxidized through an alternate pathway 
with phosphorylating capacity, as previously postulated in 
references J and 10. The oxidation of the other substrates 
appeared to support ATP synthesis only through the antimycin­
sensitive pathway, although soma electron flux could be drained 
through a non-phosphorylating alternate pathway. Thus, we feel 
that the data obtained from both state J and state 4 candi tions are 
useful in the interpretation of the effect of inhibitors on 
substrate oxidation. 

A more complete list of findings on inhibition of state J 
respiration and further discussion on this point has been 
incorporated on p. 13, linea 6-20, as suggested by thc referee. 
Addition of Mg2+ was not required to induce state J respiration, 
which indicated the presence of an intramitochondrial Mg2+ pool. 

2.- This point has been corrected, 

J.- see point 2 of first referee. 

4.- The interpretation of Figure 4C,D has been modified on p. 16, 
linea 8-14, according to the refereo, We have al so enclosed a 
Fiqure with soma of the data not shown in the papar, for your 
analysis. 

We have updated the references citad concerning information 
about bacterial lacta te dehydrogenase and cytochrome o. 
Accordingly, the text on p. 16, last 3 linea and p. 17, lst. 
paragraph has been slightly changad, and last paragraph on p, 18 
has been added. The numbering of the references has been changad 
by the addition of referances No. 16, 24,25,36,41-43, and 47. We 
have also made the changas indicatcd on the returned manuscript 
copies. With the exception of these changas, the text remains the 
same. 

We thank both editor and reviewers for their input in this 
work. We feel that the papar is strengthened by their comments 
and su99estions. We hope that in its present form the manuscript 
is acceptable for publication. 

Sincer~ 

Rafael oreno-sanchez, Ph. D. 
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Energy-dependent reactions supported by severa! substrates in 
·coupled Eug/ena gracilis mitochondria 

Aida Uribc' and Rafael Moreno-Sdnchezb 
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The ability oí glut.im11c + m1la1c, .!-01u~u1ame. SADH. suc.cinJtr 1nd DL·lac1.;11c fo support o-.idall\c photphof)'lation, lhc 
foma1ioo o( membninc potenllal. swdhng anJ c..:• upuke m E:111lt~ nutochonJria 1u.s ttuJied. OJ.idallvc phosphol)'J;ttion wu 
Juppontd by lb.e íhe subutues UM}Cd ,.11h the 1pprop1ue ADP.O n11os and !'ugh rcspin11ory conltol valuc:s. Oxidative phos· 
phof)'latioo 1uppon.:d by lacule "'U tt'lil.Uanl 10 anwn~na. b1.11 M.'/\l1U•( 10 2·hcpl)'J4-hyd1olyqw11oline·N-0Ude ¡HQNO), rn)'X· 
othiuol and r;yanidr. Rrsp111uon and mcmbran( po!tnual res11un1 lo C}u\Jde "'en: obi.eroed wi.tb bi:u~ and, lo 1 ltuer cuenr. 
with gluta.JMtc + mal:11c. A 'urulir palle/'ll oí inlub1u.,n. ~onfirmnJ 1n 1h11 uucl)', h11 br.:n dtsctibcd for o.o.iJ.ltioo or P..la,uie 111 
bac1c~l1 syne~. 0.o;ídJtion oí l1cU1t 111Juccd aq mcrc.uc 1n m:llru ~AO(PJH. ho,.cvcr thc nieouon o( lacta1c o.1;ída.i.e acúvuy in 
1ubnutochondnl1p.uuclcs111g¡n1ed 1h11. Hrnllarl1cuic o~d:iuon 111 b1c1cn1l S}stemi, NAD(PJ wu nol an eucnul1 ra¡uimncnt 
in 1hi1 ructioll. Substnlc ol.idauon mduced 1.,..cJ!1n1 .. hcrc:.;u ATP 1~1Uht'li11 c:uuM 1hnnk1re. e.al• upulc IO.U only panill.ly 
inhibhed by nnhcniwn ~ and wu eor.iplctcly 1b<lh1bnl by an unco~plcr 

Kty ''"'"ds: Eutlt"4 ftOn/i.r, nulochondna.; rnpírat1on. 1t1trnbr:inc potcntial; c.J• 1ur11port 

Introductfoa 

lsolated mitochondria from thc protist Euglena 
graci/i.Jcan oxidiz..c a varicty ofsubsuatcs compris­
iog succinatc (l-8J, 2-o:icogJutaratc (l,4,6,7j,c:iclcr­
nal NADH (l-S,7J, glutamatc and malatc [l,4,S,8J 
and olhcr mctabolilcs not commonly used by 
othcr l<lnds of mitochondria such as lact.11c 
(l-J,6,7), succinatc scnúaldehydc [61 and -,.­
arrunobutyric acid (GADA) (6J. A mod1ficd Krcbs 
cyclc has bctn describcd in Eug/ena mitochondria 
(9,JOJ, where 2-oxoglutaratc decarboxylasc 19,11) 
aod succinate sern.ialdebyde dchydrogenasc 
(9,12,IJJ substitutc for the abscncc of2·oxogluta­
ratc dcbydrogcnase and succinyl-CoA synthasc 
(9J. OABA is oxidized through thc so-c.illed 
GABAshunt (IJJ, whcrcas the oxidation ofl.:tclatc 

CorrtJp<Jn.fc"u 10 R~fael Morcno·S.1.11che2, Ph D 
Hlhncmann Uni~crs1t)I, PatholoJY Oi:p.1.rtment. MS 4H, 
Broad 1nd Vi11c St. Phil.ldelphia. PA 19102. USA 

¡----· 

has bccn suggcsled lo oc.cur through a Jaclale 
dehydrogcnasc dircctly conncctcd to tbc rcspir· 
atory cbain at the Jcvel of sil antimycin·insensitivc 
cytocbrome b IJ,IOJ. 

The findir:ig that Eugfena mitochondria, isolated 
from cells grown with ctbanol or succinate + 
antimycin (JJ, but also from a mcdium with 
glu1.:im.ate + mala.te f2J. showcd an aolimycin and 
cyanide.insemíth·e respiratioo kd to thc suggcs-
1ion that thcsc mitochondria contaioed ao altcr­
nate respiratory chain [2.JI. A b·typc c)1ocbrome, 
presumably cytochrome o, ablc to rcact wilh cnr· 
bon monoxide (2,3), appearcd lo be rclatcd to thc 
altematc otidase. Thc cyaoidc·inscnsitive pathway 
was stimulalcd by AMP (3), blocked by diphcoyl­
amine PI and was able to gcneratc a s111.1II, 
uncouplcr-sensitive. membrane poleolial (8); the 
cyanide-insensi1h·e pathway also appearcú to be 
prest"nl in an AMP·insensilive form (2.3J. Based 
on stud1cs of antimycin and cyanidc inhibition, a 
respiratory cha in wilh two tcmtinal oxidases and 

'J•.:.·.~ 



scparate routcs far oxidation of NADH, succinatc 
and lacta te was proposed {2,3,10). The use of othcr 
specific inhibitors ar cytocbromc b such as myx­
otbiazol and 2·bcptyl-4-hydroxyquinolinc-N­
olidc {HQNO) [14) would appear to be uscful in 
thc funhcr charactcrization of cyanidc·insensitivc 
rcspiration of Euglena mitochondria. 

Ox.idative pbosphorylatioa and rcspiratory con· 
trol bavc ~n shown with sorne substratcs in 
Euglena mitochondria [6,8,15]. A prcvious study 
showcd that Eug/ena mitochondria gcncratc a 
mcmbraac potcntial and accumulate Cal• whcn 
using glutamate + malate {8). Thc qucstion arises 
to as wbcthcr thcsc cncrgy-dcpcndcnt processcs 
can be supported by thc diffcrcnt substratcs oxj­
dizcd by Eug/ena mitochondria. 

In this work a systcmatic, comparative study of 
thc oxjdation of substratcs and its scnsitivity to 
diffcrcnt inhibitors was carricd out in Eug/ena 
mitocbondria. AJso, thc rclative capacitics of dif­
fcrcnt substratcs to support oxidativc phospboryl· 
ation and otbcr cncrgy-dcpendent rcactions wns 
cxamined. 

Malcrfals and Mctbods 

~ti culture ami growth conditioru 
Stock cultures of wild-type E. gracills Klcbs 

(a Z..lilc.c strain) le.epi in tbc dark fer more thao 4 
years wcrc activatcd as indicated prcviously (8, 16). 
Cclls wcrc g:rowo in tbc dark on an acidic 
organotropbic mcdium with glutarnatc + ms.13.tc 
as earboo source (17) for 4 days in Erlcnmcycr 
flasks at room tcmperaturc (20-25ºC) aod gcntlc 
stírring (60 rpm). Cclls wcre harvcsled by ccn­
trifugation at 1000 X g for 10 mio and wasbcd 
once in a mcdium containing 250 mM sucrosc, 
10 mM 4-{2-bydroxyctbylH·piperazjnccthanc­
sulfooic acid (Hcpes) and 2 mM cthylenc glycol 
bis(p-aminoctbylcthcr) N,N,N' ,N' •tctraacctic 
acid (EGT A), at pH 7 .4. Ccll numbcr was dctcr­
mlned with a Ncubaucr cbambcr; ce\! viability was 
detennioed by cxclusion of 0.01% mctbylcnc bluc 
(ISJ and was always >96%. 

Prtparation o/ milochandria 
Tbc proccdure prcviously dcscribcd (8) was u.sed 

wilh thc following modifications: {1) the sonica-

tion oftbeccll suspension was madc at 40-SO"/o of 
maximal powcr and (2) thc mitochondrial pcllct 
was.incubatcd with 0.25% (w/v) fatty acid free 
al bum.in + 1 mM ADP for 10 min on ice befare thc 
final centrifugation stcp. 

Oxygtn conrumption 
Mitochondria werc incubated in 1.9 mJ of a 

standard mcdium containing 120 mM KCI, 20 mM 
3-(N·morpbolino)propancsulfonic acid {MOPS), S 
mM phospbatc and 2 mM EGT A (pH 7 .2) at 
30"C. Oxygcn consumptioo was mcasurcd witb a 
Clark-type clcctrodc; thc so\ubility of oxygcn was 
takco to be 400 ng atoms/ml at 30"C and 2240 m 
altitudc. 

Dtltrmination o/ ATP syn1hesls 
Mitocbondria wcrc incubatcd in 2 m1 of stan­

dard mcdium with thc substratcs indicalcd in lhc 
Rcsults section. Aftcr 2 min, 1 mM ADP was 
addcd. Thc rcaction was stopped 2 mio latcr by thc 
addi1ion of Jo/, {v/v) pcrcbloric a.cid; thc samplc 
was theo ccotrifugcd in a clinical ccntrifugc at 
3000 x g for 5 min; thc pH of thc 1upematant 
fraction was ncutralizcd (and pcrcbloratc cx­
tracted) with a J:I rnixrnrc oftri-n-«tylarninc and 
l, l ,2-trichlorotrifluoroetbanc according to K.hym 
(19]. ATP was dctcrmiocd cozymatic.aUy (201 with 
hexok..inase aod glucosc-6-phospbatc dcbydro· 
gcnasc from Lcuco°:o~toc mcsentcroidcs1 whicb 
was found to &iVe-rCpfoducible rC"sÜlti. -· 

Deurmination of membrane potertlial 
Mitocbondria (3 mg protcin) wcrc incubatcd in 

3 mi ar standard medium wilh 10 "M safraoinc at 
30"C. Thc absorbancc difTcrcncc of safraninc at 
511 - 533 om was measurcd in an Arnlnco DW2c 
double beam spcctrophotometcr undcr contiouous 
gassing with 100'% 0 2 and gcntlc stirriog. ibc 
cbangc in tbc absorbancc signa! of safranine is 
considcrcd to rcílect changcs in thc magnitudc of 
membranc potcnti31 (21J. 

Mcmbranc potcntial wa.s also quaotitativc\y 
dctcmúncd by mcasuring tctrapbenylpbo~pbon· 
ium (TPP•) distribution. Mitocbondria (l mg 
protein) wcrc iocubatcd in l m1 of standard 
mcdium that cont.aincd 2 µ.M (JH1TPP• ( - 20 000 
counts/min pcr nmol) at 30ºC. Alter 2 min OX• 



idiza.ble substrate was addcd as indicatcd in 
Rcsults; 1 min latcr, the mitochondrial suspcnsion 
was centrifuged in a microfugc at 4-SºC for 1 min. 
Aliquots of thc pcllet and supcrnalant fractions 
wcrc counted for radioactivity. After correc1ion 
for binding as suggested by Rottcnbcrg [22), the 
mcmbranc potcntial was calculatcd using thc 
Ncmst cquation. 

lntramilochondrkll vofume changes 
Light scattering ofmitochondrial suspcnsions (1 

mg protcin!m1) was mcasurcd at 540 nm in an 
Aminco DW2c spcctrophotometcr in 2 mi of stan· 
dard mcdium at 30ªC. A dccrcasc in the absor· 
bance signa! rcOccts swclling whereas incrcase in 
thc signa! indicatcs shrinkagc. 

Redox stafl! of pyridine-nu.cfeotides 
The Ouorcsccnce of a mitochondrial suspcnsion 

illuminatcd at 333 nm was mcasured at 460 nm in 
an SPF-Aminco spcctrofluorometer thcrmostatcd 
at JOºC, under gcnllc stirring and continuous ga.ss· 
ing wilh 100% Oz. 

ea1• /ransporl 
Mitochondria (2 mg protein) wcrc incubatcd in 

3 mi of a mcdium containing 100 mM sucrosc, 1 
mM K·phospbatc, 10 mM tris Hepcs, 0.2 mM 
ADP, S µM oligomyci.n and SO µ.M "'CaCl2 (1000 
count.s/m.in pcr nmol) (pH 7.3), for 2 mio at 25ºC 
wilh an oxidizable substrate as indicatcd in 
Results. Ca 1&. uptakc was detcnnincd by filtra­
tion as dcscribcd prcviously [8J. 

Determination of protein 
Mitocbondrial protein was de1ermincd by the 

biuret mcthod [231 in thc presence ar 1% {w/v) 
sodium dcoxycholatc and using bovioe scrum 
albuminas standard. Tbe turbidity obscrvcd in the 
rcaction tubc, prcsumably originated from 
paramylum, was removed by centrirugation of thc 
colorcd solutions at 1500 rcv.lmin for S m.in at 
4ºC, befare measuring the absorbance. 

Chemlc:als 
Rotcnonc, antimycin, otigomycin, 2·heptyl-4-

hydroxyquinoline·N-oxide {HQNO), 2-salicylhyd· 
roxanúc acid (SHAM} and carbonyl cyanidc m· 

chlorophenylhydrazone (CCCP) were írom Sigma 
Cbemical and wcrc dissolved in dimclhylsulfoxidc. 
Oiphenylamine (OPA) (Aldrich) and myxothiazol 
(Sigma} wcrc dissolvcd in ethanol; disulliram 
(ICN) was dissolved in dimcthylsulíoxide. 

Rcsults and Dlsc:usslon 

Respíration and oxidalive phosphoryfa1ion 
Thc ra1e ar oxygen uptake of Eugftna m.itochon· 

dria was slimulated by addition ar severa! 
substra1cs (Table l). Malatc (IS mM) alone or 
ethanol (0.23 M) did not stimulate 0 2 uptalce (not 
sbown). The !acle of ability of the prescnt 
mitocbondrial preparation to oxidize malate is 
surprising, sine.e it has bcen rcportcd that tbis 
subs1ra1c can suppon oxldative phosphorylation 
[l,6,7,15] aod proteio syntbesis (24) in Eugftna 
mitochondria. Tbe preparation or mitocbondria 
by sonication pcrhaps sclectivcly afTectcd malatc 
uliliz.ation, or the incubation ar mitocbondria in a 
medium containing 2 mM EGTA induced a 
dirninutioo of tbc malate oxidase activity, as noted 
by Hummel and Brinkmann (7). Glutamate a.lene 
wa.s also unable to s1imulate OJ uptai:c (not 
sbown). Thus, tbc rcquiremeot of malate far tbe 
oxidation of glu1.amate in the prescnt nútochon· 
drial prcpara1ion indicated that g]utamate produc· 
cd 2-oxoglutaratc vía tran!>amination witb 
oxaloacetate (25J. 

Tbe sensitivity of subslrate oxidation to severa! 
respiratory inbibitors is sbown in Table t. An­
timycin and cyanide did not comple1cly block tbe 
oxidation of ~u1.amate + malate and lacta.te. The 
inscnsitivity to thesc inhibitors has bccn intcr· 
prcted in terms of an alternate rcspiratory chain 
(2,3, IO). Morcovcr, myxothiazol and HQNO, 
other spccific inhibi1ors of mammalian cyto· 
cbrome b [14J, effectivcly blockcd lactate and 
glutamate + malate oxidalion. Intercstingly, an 
antimycin·inscnsitivc but HQNO scnsitive alter· 
nate quino! oxidase has beca dcscribed in bacteria! 
respiratory systcms [26-28). In the prcscnt study, 
it was confinned in cxpcrimcots with inside-out 
membrane yesiclcs of E. coli that tbe oxidation of 
D-lactate:Suc.cinate wcrc rcsist.ant to 20 µM anti· 
mycin ( 1 ± 0.5% and 3 ± 7% inhibition, rcspoc· 
tivcly; n = 3), but wcre partially inhibited by 50 



Tab&c l. lnhibitioQ or 11ubs1r.11e o.dd.1111on in Eutltn.J m.ilochonJri1. Milcxhondn1 wcre incub11cd wilh 1hc indiealcd inhibi1ors íor 
4 min prior to thc additlon o( (íinal conccn1ra1.10111) 7.5 mM gluunu.1e + J 5 mM nu.lue (0 + M), 10 mM l-01oglutu.111e (2-00), 
1 mM NADll., 10 mM 1uo:in.11e, nr 10 mM OL•l1CL1te. The ritn oí OJ u.pule in che .11b.ence oí inhibilon werc respectiHly (n¡ 
atoms 011111 PfOtdn x m.in): 60 :1: 2 (11 = 10). 50 * • (11 • 10), 41 * 1 {"' .. 20), 76 * ~ {11 .. 201 and 90 • 6 {11 = 34). Tbe nte oí 
O;iNn the ab.ence oí inhibilon and added 1ubm111n wu 22 * 2 {11 • ]4). The dat.I 1hown bclow reprnent the me.an * S.E. o( 6 
nútcxbonllrial prcpuuionl. 

Intubilor SubHrate("/•lnhibilJonJ 

G+M 2-00 

Rotmone 100 *o 100 *o 
(0.05 mM) 

Antim)'d11 '°. J 100. o 
(0.01 cnMJ 

My.u1thluol 100 *o 100 *o 
(0.01 lllM) 

HQNO 100 *o 100 *o 
(0.01 mM) 

Cyanld< 90. o ... 
(O,I mM) 

OPA 100 *o 100*0 
(0.2J111M) 

Olsulfü1111 100 *o 100.0 
(0.5mM) 

SHAM o. o J5 *) 
(0.5mM) 

otiaomfQn 100 *o 100 *º 
(0.1 mMJ 

µM HQNO (3S : S% and 42 ::l: 6% inhibition, 
rcspcc:tivcly; 11 = 3). In addition, the bacterial 
altcmate ox.idascs are also scnsitive to cyanidc 
(26,29) but they are less scnsitivc than cytochrome 
oa3 (28,JOJ. 

Hencc, lhe pattern of inhibition of lacta le ox.ida­
tion by anlimycin, HQNO and cyanidc would 
appcar to suggest that, although a fraction of elec­
tro o flux wcnt through the cyanide·scnsitive 
pathway, this substrate was prcferentially oxidizcd 
by the allcmatc palbway. Following the same 
rational, thc oxidation of glutama1e +mala.le 
seemed to occur tbrougb thc cyanide-scnsith·e 
pathway, witb a small fraction going to the altcr­
natc pathway. 

Tbc oxidation of externa! NADH was scnsilive 
to antim)'Cin but only panially inhibited by 
cyanidc, supponing the notion that externa! 
NADH was also ox.idized by the alterna te pathway 
(2,3,IOJ. The cyanidc·inscnsilivity of 2-

NADH Suo:in.ate '-'<u .. .. . . ,., " .. , .. , 97 *2 ". 6 

100 *o 100 *o n•J 

100 *o 100 *o 71• 2 

62 * 5 100 *o 661.i 

17 *2 77 • l IJ •• 

45•2 29 •4 .. , 
14 * 1 •• 2 '• I 

IJ * 6 ll•4 ••• 

oxoglutarate oxidatioa may be an anifact rcsultiog 
from a spurious rcactlon betweca cyaaidc and 2-
oxoglutarate (31). The pattem ofinhibition oísuc­
cinate oxidation by roteoonc, antimycin and 
cyanidc indic.a1ed that thls substrate was oxidizcd 
tbrough the main respiratory chain. A similar scn­
sitivity of succinate oxidation to antimycin and 
cyanidc was previously rcported 121; an antimycin· 
and cyanidc·inscnsitive succiftate oxidation could 
be induccd in m.itocbondria from cclls grown with 
succinate in the prescnce of antimycio. or ethanol 
as carbon sourcc (3). 

Severa! postulatcd inhibitors of cyanidc­
inscnsitive respiration wcre also tested. OPA (31 
was an efTcctive blockcr of substrate oxidation 
(fa ble 1). Considcring that inhibition of onc routc 
should cnhancc nux through an ahemate rou1c, 
!he efTcct of OPA suggcsted thal tbis inhibilor 
blockcd both the main and the altemate pathway: 
a specific inhibition of thc altcrnate pathway by 



DPA woulJ be cxpcctcd lo show pa.rtial or no 
cffcct on thc oxidation of thosc substratcs (suc· 
cinatc) prcfcrcntially oxidizcd by thc cyanidc· 
scnsitive pathway. An cffect of OPA on both 
pathways during succinatc oxidatio~ was also 
prcviously found (lJ. 

Disulfiram, an inhibi1or of cyanidc·inscnsitivc 
rcspiration in plant mitochondria (321. was a 
strong inhibitor ofthe oxidation of 2-oxoglutaratc 
and glutamatc + malatc aod a weak inhibitor oí 
thc oxidation of succinatc and lactate. This pattem 
ofinhibition did not corrclate with a specilic cífcc1 
oo lhc cyanidc·rcsistant pathway, but rathcr sug· 
gcsts a noospccilic cITcct rossibly Jinked lo a rene· 
tion of disulflram wilh csscntial thiol groups in thc 
substratc transport systcm or in dehydrogcoation 
(33,34J. According to rcportcd data (7), SHAM 
(35] bad no cITcct on substralt" oxidation by 
Eugltna mitochondria. Znh (10 µM}, 11 slrong 
inhibitor oí bacteria! cytocbromc o (26}, did oot 
block thc ox.idalion oí glutamatc + malatc, suc· 
cioatcand lactatc in a mcdium laclcing EGTA (not 
shown). 

A ,.,,. 
.. ¡ 

B 

ADf>/02.t 

""" ¡ 

Oligomycin showcd a potcnt inhibitory cITect on 
substratc oxidation with thc cxception of lactatc; 
this cITc-ct Wc;>uld appcar not to be rclatcd to inhibi· 
tion oí cndogcnous oxidativc phosphorylation 
sine.e lactate was ablc to support ATP synthcsis al 
high ratcs in tbc prcscnt mitochondrial prepara· 
tion (~e bclow). 

Oxidative phosphorylation was observcd with 
ali tbc substralcs assayed witb thc appropiatc 
ADP/O ratios and high rcspiratory control valucs 
(Fig. 1). Thcsc data are summarized in Table 11. 
This process was blockcd by oligomycin and car· 
boxyatractylosidc, spccific inhibitors oí the ATP 
synthasc and thc ATP/ADP translocase, rcspcc· 
tivcly (not sbown). AMP (1 mM; n = 7) also 
stimulated oxygcn uptakc by an oligomycin· 
!teositivc mccbanism (not sbown), indicating thc 
prcscncc of an active adcnylate Jdna.se (36) (and 
cndogenous ATP) in tbc prcscnt mitocbondrial 
prcparation. Thc ADP/O ratios obtaincd cor· 
rclatcd wcll with valucs prcviously rcportcd íor 
g)utamatc and malatc (6,8,151. 2-oxoglutaratc 
[1,6), cxtcrnal NADH (21, succinatc (2,6) and lac· 

TI¡. l. Sute 3 rnpiralion 1upponed by scvtral 1ub11ra1es Mi11xhondri1 (1 m1 pro1eiQ.lml) "'crc incubattd in 1.9 mi oílhc st.andud 
mtdium deKribed ín Mc1hod1 with thc foJlo.,.ing 1ub11ra1es H'lnal concentrauons): 7.!i mM 1lu1amau: .¡. ¡s mM malalc (A}. 10 mM 
DL•lact.atc IB). 10 mM 2-olOJlUIUllC (C), 10 mM 1uo:in11c 101 and 1 mM NADH (E). Whcrc indicaltii no (A), '4!i0 (8), JOO (C.El 
or l!iO (0) 11mol ADP w111ddcd. Thc numbcn 10 thc lcft or !he traces indu:.atc 1he ratc ofOJ uptakc in na .a1ouu/mg protcin )( min. 
Tbc ADP/Oralio1indicf.tc1hc 1ou\ 1moun1 of adJcd ADP 1n nmol in rcl1t1on 10 the 1oul amount oro1 up1.akc in ng.atoms indll«d 
by 1hc 1ddilio11. oí ADP. 



T•blc 11. Ener¡y couphng in E11rlt..a mnochondri.1. The ratc of 11.11c J (ADP·stnnul.1lcd) re1pin.tion wu dctcmúncJ in thc u peri· 
mental condition1 dncnbcd in F1g. l. Tbe rnp1TllOI')' control \'Jlues (RC) 1hown .,.ere c.i.lculaled from thc ntio bc:l.,..een thc r11es 
ofll"lc l aad statc 4 rctpinlion obta.ined wi1b 1befin1 addilion oí ADP. Thc ntes of1u1c 4 rcpinu1on obt.lincd in these cond111on1 
bc:forc lhc •ddition oí AOP -re lna: aloms Ozlm1 protcin x nunl; '6 '*' J (11), 27 s. 2 (4), 20 '*' 4 (6), 25 '*' S (6) .1nd 42 Jo 4 (7) 
far O+ M, 2-00, NAOH, 1uccin1tc •nd lactatc, fl'Spcctívdy. Thc \'&lutt 1hown rcprci.cnl lhc mun * S.C. wtlh lhc numbcr oí 
prcpu11ion1inp.1rcn1hesc1. 

Subl111tc R.1tc OÍlt.llc: l 
rcspir.111011 
tng 1tomsOzl 
mg protcin x mini 

Glu1.11TU.tc+mal11e ISO* 2 (11) 
2-0togluur11c )4.s.2{..t) 
NADH 3Jsl(6\ 
Succin.11c 40 * 2 (6) 
Lacta te 56 ... 2 (7) 

tate (2). The higb respiratory control values 
acbicvcd witb all thc subslrates assayed clcarly in· 
dicatcd an improvcmcnt in the method íor obt.ain­
ing wcllo<ouplcd Euglena m.itochondria by 
sonication (8); it is thought that a more gcntlc 
sonication was the critica) step in the improvemcnt 
or this proeedure. 

Note tbat the rate or state 4 respiration wllS 

higbcr in the absencc Iban in the presencc or 
adcninc nuclcotidcs witb glutamate + malatc or 
lactate as oxidiz.ablc substrate (scc Figs. IA,B). 
Morcover, the prciocubation or mitocbondria for 
4 min in an EGTA-containing medium bcfore the 
addit.loo or oxidiz.ablc substrate, in comparison to 

Aorro RC 

2.9 * O.l (11} l.6 *04(11) 
19 '*' 04 (4) 1.4 zO.I (4) 
2) * 06(6) 2.4o1oOl{6) 
l 6-* 02(6) t.7z05{6) 

2 * 0.1 {7) 2.3 * 02{7) 

a protoeol with no prcincubation (Fig. 1), ioduced 
a higher ratc or state 4 respiration (sec legcod or 
Table 1 for values). Thcse obscrvatioos suggest 
that, similar~'inammalian mitochondria, substratc 
oxidation in Euglena mitochondria is probably 
subject to mo<lulation by adcnine and pyridioc 
oucleotidcs and matrix c.a. 2•. 

A direct detcrmioation or A TP synthesis COO• 

finned tbat the fiv::: substratcs assayed supportrd 
ox.idativc phosphorylatioo (fable 111). Howcver, 
for as yct uocxpla.ined rcasons, the rotes or ATP 
syothcsis did not strictly corrclatc with lhe rales 
predicted by thc 0 2 uptake data (tbe rate or state 
3 respiratioo x the ADP/O ratio; sec Table 11). 

T•blf UI. O~d.ltive pho1phol)'l.1tion in Eutl~M milochondna. Thc ra1c oí ATP 1yntheiis ... u dctcnnuied cnryna1ic..:illy u dcsi:nb­
cd in thc Mclhod1 ICClion. The 111d1e.atcd con«nuation' oí thc 1nhib1lon "'ere pr~nl 1n lhc 111i;ub~11on medium b<:forc thc 1dJ1tion 
ol mltochondria. Othcr upcrimcnuJ .;k1.,1.ih ffrc dncribcd in Tables 1 and 11. 

lnhib1tor ATPSynthcm -, 

• Gluum.ate + malalc 2-0G 

(. nrnol A TP fonncd/ 221:1:12(4) 140 * 8(4)1 

i;n1proL x min) 
Rotcnonc 17 10 

(O.OSrnM) 
Antim)'Cia 11 

{O.OlmMJ 
Cyanide 65 

(0.lmM) 
Oli1om)c1n 48(l) 

tO.OlmM) 

•p < 0001 fot .:?-olo¡lut.an.tc ~1'UI .1ny othef tuburalc. 
11P < o os for l.1cl.llC ~cr1u1 G•M. NADH or IUCC11\ltC. 

NADU Succi1111c Lutate 

200 :1: 6(•) 191o1ol8(4) 20,,,,(4)11 

11 176(2) 199 

" 41(2) 130 

10 " " 
32{2) 41m 39(2) 



Dcsr;itc this cavcat, wc bclieve that the data oí 
Tables 11 and m are sufficicntly reliable to make 
comparisons oí the cffccts of inhibitors on 0 1 up­
takc and ATP synthcsis. 

Only ATP synthcsis supported by faclalc was 
rcsislant to anlimycin (Table 111). Similarly, lhe 
ratc ofstatc 3 rcspiration supportcd by lacta1e was 
partially inhibitcd by antimycin (68 .:1:: 1%. n = )), 
but completcly (100'/o) abolishcd by 10 iiM llQNO 
or myxothiazol; statc 3 rcspiradon supportcd by 
thc other substra1cs was complctcly (100'%) in­
hibitcd by antimycin and also by HQNO and myx­
othiazol (not shown). State J respira1ion was 
completcly blockcd by 0.1 mM cyanidc or 0.25 
OPA with laclalc or any other oí thc substra1cs 
uscd (not shown) Thus, thcsc data support thc no­
tion (J,IOJ tbat lactatc is oxidizcd through an 
antimycin-rcsistant pathway which slill preserves 
two sitcs of cncrgy conscrvalion, whcrcas the 01hcr 
substratcs stimulatc oxidativc phosphorylation 

KCN 

A f'....1 

using thc antimycin-scnsitivc pathway. As thc oxi­
dation oí glutamatc + malatc and NADH in thc 
abscncc oí .ADP was partially rcsistant to anti­
mycin (scc Table 1), thcn thc clcctron flux draincd 
through thc allcm:uc pathway would appcar 
unablc to gcncra1c a tt• gradicnt of a sufficicnl 
magnitudc lo drive ATP synthcsis. In addition, the 
high ratc oí oxidative phosphorylation attaincd 
with lac1a1c suggcsts that lhis substralc might pro­
vidc !he dircct link. bctwcen glycolysis and the 
rcspiratory chain fer an cfficicnt cnc:rgy supply in 
dark·grown Eugf~na cclls; pyruvatc is oxidizcd to 
acctyl·CoA only undcr anacrobic condi1ions by an 
O~·scnsitive NADP-pyruvatc oxidorcductasc 
(37,JSJ. 

Membrant polmtial 
Eugltna mitochondria werc able to gcncratc a 

membranc potcntial with ali of thc substratcs 
assaycd (Fig. 2), as shown with thc scmiquan-

KCN 

!'\I 
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1 1 

ú•M 2-0G 

KCN 

('.......' 
1~1~ 
"' 100uc (\T 

E '. "'\ WIC.P 

o 

'--.i 
t 

Succinate 
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Lc:tctate 

flc. 2. Oencr1uon oímcmbranc potcnhal by se•cr.al 1ubt.tr.a1u. M1to.:hondria !1 ma promn1m.IJ y,crc incub.ated 11 dcK:ribcd In 

Mc1hod1 with 10 11M s.aíraninc Aíicr 8 m1n, thc ind1cucJ 1ub11run wcrc .addcd ind thc aosorb.anc.c: d1rTcrcncc 11SI1-Sll nm 11r.as 
mcuured. Add11ioni flin,¡I conccn1n1ionll 7 j mM tluum.a1c • IS mM m.ilaic IG • MJ, 10 mM 2·o•oglutar.atc 12-00J. 1 mM 
NADll. 10 mM 1ucc1na1c. 10 mM OL·l.1C131C, o 1 mM KC:-0, 1 11\I cccr 



tilalivc probc safranine (21). Remarkably, the ad­
dition or cyanidc did not completcly collapse the 
mcmbrane polential gcneralcd by oxidalion of 
glutamate + malatc, succinatc or lact.'.ltc. This sug­
gests, in agrecment with prcvious work 18), that 
the cyanide-resistant respiration can gcncrate a 
small, uncoupler-~nsitive mcmbrane potcntial. 
Howcver, a strict correlation betwccn cyanide· 
rcsistant respiration and cyanide-resistant mcm­
branc potcntial was not found for NADll and suc­
cinatc (see Table ( and Figs. 2C and 20). Thc 
rcason for this discrepancy is unknown. Note that 
thc safranine absorbancc signa! reachcd a max­
imum with thc addition or substratc (Fig. 2). 
decrcasing to a lowcr sleady state thcreaftcr. This 
spontancous diminution of mcmbranc po1cntial 
WJU indicative or a slight uncoupling cfícct in· 
duccd by the uptake of dyc (22). We uscd a rcla­
tion of 10 nmol safranine per 1 mg protcin. a~ 
suii;gestcd for mammalian mitochondria 1211; 
clcarly 1he effcct of diITcrcnt s:ífraninelprotcin 
ratios on the incrcase of the absorbancc signa! has 
to be cxplorcd in Euglena mitochondria. 

A more quantiLativc de1crm.ina1ion of mcm· 
branc polcntial WJU carried out using the dis1ribu­
tion of (1H]TPP•. In prcliminary cxpcriments lhc 
valucs of membrane potcntial obtaincd with dif­
fcrcnt substrates wcrc as follows: 99, 96, 83, 77 and 
70 mV for 10 mM succinalc, 10 mM lac1a1e, 7.5 
mM glutamatc + 15 mM malatc, 1 mM NADH 
and 10 mM 2-oxoglut.'.lratc, rcspectlvcly. Thesc 
values of mcmbranc potcnlial wcrc obtained aftcr 
correction for unspccific binding oí TPP", as 
indicatcd for rat livcr mitochondria {22J. Thc 
possibili1y remains that a grea1cr unspecHic bind­
ing of rpp"t¡,¡ occurs in Eug/i!llQ mitochondria and 
ben~ thc values of mcmbranc potential may be 
undcrestimated. 

Elurgy·dtpttuknt swellíng and shrinkage 
The addition of various substrates induccd an 

incrcasc in intram.i1ochondrial volume (Fig. 3), 
which was cxtcnsive wi1h 2-oxoglutarate but sr.iall 
with lhc othcr substratcs. Thc addition of ADP 
promptcd an oligomycin-scnsifrvc shrinkagc (fig. 
38) with ali thc substra1cs uscd. This ADP­
induced shrinkagc was also cncrgy tFig. 3C, no 
added substrale) and phosph:nc-dcpcndent Cnol 

shown). indicaling that oxida.11 .. c phosphorylation 
was thc process involvcd in this change of 
mitochondrial volumc. This obscrvalion was 
reportcd scveral years ago for mamm.tlian 
mitochondría (39), hui proba.bly bccause of the 
lack of a v..dl-couplcd prcparation this ob~rva­
tion had nol bccn prcviously confirmcd for 
Eugkna mitochondna. Thc further a.ddition oí the 
K • ionophorc valinomycin induced an incrca~ in 
swclling (K • uptake) which was significan! with 
glu1amate + mala1c, NADH, succina.tc and lactatc 
and neglig1blc in the abscncc of added subs1ra1cs 
(f1g. JC). This indica1cd that the changes of 
matrix volumc werc encrgy-dcpcndcnt and that 
K • movcmcnts wcrc involved. 

Rtdox s1are o/ pyridine-nucfeot1de.1 
In an initial attcmpc to charactcrizc lhc rcac­

tions involvcd in the o:r;idation of lactatc, thc 
redox state of in1ranti1ochondrial NAD(P)H was 
mca.sured. T11e cxpcctcd paltem of oxidation­
rcductíon of NAO(PJH was obscrvcd wilh 
glutamalc + mala1c as substrate: the addition of 
thc uncouplcr CCCP induced a fast oxidatioo. 
whcrcas OPA and rotcnone yicldcd full rcductioo 
(Figs. 4A.B). With lac1atc, CCCP induced a more 
cxtcnsivc NAD(P)H ox.idation which was parlially 
blockcd by rolenonc {Fig. 4C) or myxothiazol {not 
shown), whcrcas OPA (rig. 4E) and HQNO (oot 
shown) fully restored the reduction. Thc incrca.5c 
in nuorcsccncc induccd by antimycin (Fig. 40) 
was not rcla1cd to NAD(P) rcduction, since thc ad­
dition of antimycin to milochondria incubalcd 
wilh no addcd substrates (Fig. 40) or to a cuvette 
with no mitochondria also induccd an incrca.sc in 
nuorescencc. 

Tbus, thc da.ta oí F1g, 4 suggcsl that thc o:r;ida­
lion of lactatc is associalcd with 1hc formation of 
NAD(PJH. Howc,er. laclatc oxidase activity was 
dctectcd in fresh preparations of submitochondrial 
particles (preparcd by sonica1ion and centrifuga­
tion al I05 000 x g) but not in frozcn samplcs 
(data not shown): ahhough this rcquircs further 
charactcriza1ion. 11 sccms that lactatc oxidase is 
localizcd in thc mitochondrial inner mcmbranc 
a.nd that it does nol havc an csscntial rcquircmcnt 
for pyridine nuclcotidcs. Pricc [.iOJ dcscribcd a 
zinc-dcpcndcnt, particulate D-lactatc dchydro-
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(uK:c), 10 mM PL·IUUte, JOO nmol AOP, 0.45 nmol vali11om)'Cin (V&!} per m¡ proteio, 0.01 mM oligomycin (oligt¡). 

gcnasc with no csscntial rcquircmcnt for NAO in 
ccll cxtracts of Eug/ena cells~ the subccllular 
localization of this activity was idcntified in thc 
m..itochondrial fraction (41]. lntcrcstingly, a flavin­
dcpcndcnt o-Jactatc dcbydrogcnasc directly linked 
to thc rcspiratory chaio has bccn dcseribed in E. 
eoli and otbcr bacteria (42}. In insidc-out E. coli 
mcmbranc vcsiclcs, o-lactatc oxidation can 
gcncratc a H• gradient [43) and support orjdative 
pbnspborylatinn (22 1- 2 runol A TP/ mg pro· 
tein x min, n = .;, this study). Thus, the prescnce 
oí lacta te oxidase activity in Eugltna mitochondria 
suggests an evolutionary link bctween the bacteria! 
and Eugltna respiratory chains. 

ea1
• uptakt 

Ca 2• uptake was supportcd by ali the substratcs 
assaycd wilh thc cxception oí 2-oxoglutarate 
(Table IV). In agrecmcnt witb prcvious work (8], 
Ca2• uptakc was collapscd by an uncouplcr and 
only partially inhibitcd by ruthcnium red, a strons 
inbibitor oíthis rcaction in mammalian milochon­
dria [44). MorcOVC", thc Ca 2 .. rclcase induccd by 
carboxya1ractylosidc, a wcll-describcd rcaction in 
mamrnalian mitochondria that · invol~s a 
cyclosporinc·scnsiti'(,e Ca 2• pore (4SY and 
rcíercnccs thcrcin), 1ippcars not to be prcs.cnt in 
Eug/ena mi1ochondria fE. Chavez, pcrs. com· 
mun.). Thus, these data suggcst that Ca2• 
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S1.1bstn1c 

7.S mM ¡luwnatc 
+ 15 rnM ma.late 

10 mM 2-cu.ogJutante 
1 mMNADH 
IOmM1ucc:i.11ate 
IOmM W:utc 
IOmMlact.uc•S1<M 
Nl~niUJt1n:d 

10 mM lawte + 5 JiM cccr 

nmollmgprotcin 

47 * 2 .. , 
35 * 3 , .. , ... , 
36 * 1 

•• o 

transpon in Eugfena·mi1ochoadria Jack sorne oí 
thc propcnics prcscnt ia mamm31i3n 
mitochondria. 

Concluslon.s 

Wc bavc íunbcr cbaractcrized somc oí thc 
cacrgy-dcpcndcm rc3ctions in Eugltna mitochon· 
dría. A light coupling betwecn rcspiration and 
ATP syothcsis cao be achicvcd in thcsc mitochon· 
dria as shown by thc higb rcspiratory control 
valucs and ADPIO ratios obtaincd with thc dií· 
ícrcnt subnr:ucs uscd. 



Allhough Euglena mitochondria show the same 
cncrgy-dcpendent rcactions íound in manunalian 
mitochondria, they cxhibitcd sorne interesting dií· 
ferenccs. Eugfena mitochondria have a cyanide­
resistant respiratory chain anda relcvant qucslion 
that ariscs is whcther this pathway can supporl 
any oí lhe energy-dependcnl rcactions dcscribcd. 
A helpíul tool in that invcstis:uion would be the 
use oí a specific inhibitor for thc altcmate or thc 
cyanidc-scnsitivc pathway. Thc data oí Table 1 in­
dieatcs that such an inhibitor may be antimycin, or 
a lowcrcyanidc conccntration ( <0.1 mM) for solc 
inhibition of cytochrome c oxidase withou1 afTec­
ting thc altcrnatc ox..idasc; a specific inhibitor for 
tbe alternate oxidase was not found. 

It sccmcd clcar that thc nltcrnatc pathway did 
not support oxidativc phosphorylation since 0.1 
mM cyanidc blockcd this rcaction; howcvcr it re· 
mains to be sbown whcthcr this cyanidc concentra­
tion is not inhibilOJY' for thc altcmatc oxidase. 
HQNO, myxothiazol and OPA inhibitcd the altcr­
natc pati&ay but thcy also a¡:.peared to block thc 
cyanidc·sensitivc rcspiration. Thc combination of 
two inbibitors for 1hc study ar thc role oíthe alter· 
nate patbway in thc cncrgy-depcndcnt rcactions 
could be another uscful approach. 

The maintcnancc ofa small mcmbrane potcntial 
in thc presence of cyanide [8) was confirmcd in this 
study and extended lo othcr substrates. This 
observation suggests that cytochrome o, tbc alter­
nate oxidase (2,3,16), may be a ff• redox pump in 
Euglena mitochondria; indccd, the bacteria! 
cytochromc o has been shown to have H .. pump­
iog capability [46,47). 

Thc direct demonstration ar oxidati\'e 
pbosphorylation supportcd by lact.atc which was 
antimydn-rcsistant (and HQNO-sensitivc) con· 
finncd lhal this substrate was oxidized by an alter· 
nate patbway that did not bypass cytochromc e 
oxidase (3,10). Thus, as previuosly postulated 
(3,10), Euglena mitochondria sccm to have two 
altematc pathways: a cyanide-rcsistant pathway 
whicb appears not to support A TP synthcsis and 
a lactalc-depcndcnt ahem:uc pathway which is 
able to support severa! cncrgy-dcpendcnt 
rcactions. 

Tbc prcsencc of lactate oxidase activity in sub­
mitochondrial particles indicatcd thal Jac1ate 

dchydrogcnasc was an integral componcnt of the 
rcspiratory chain. lnlcrestingly, thcse character­
istics are stril.;:ingly similar to those described for 
thc oxidation ar lactate in bacteria! respiratory 
systems. This implics thnt a clase taxonomical and 
evolutionary link bctwcen sorne bacteria and 
Eugfena ntitochondria might exist. A comparison 
ofthc isolatcd lactatc dchydrogcnase írom Euglena 
ntitochondria and bacteria might providc cvideocc 
oí a phylogcnctic rclationship. 
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