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Endosymbiotic  theory  is  traditionally  founded  in com­
parative  physiology  and  biochemistry.  That  is  also 
where  it  works  best. Mereschkowsky’s  first  formula­
tion of  the endosymbiotic origin of plastids was based 
on  the  comparison of physiological  attributes of plas­
tids  and  cyanobacteria  (Mereschkowsky  1905).  The 
revival of endosymbiotic theory  for the origin of mito­
chondria  and  chloroplasts  by  the  late  Lynn Margulis 
(Sagan 1967; Margulis 1970) was also very much based 
on comparative physiology, although her suggestion for 
an  additional  endosymbiont  for  the  origin  of  flagella 
from spirochaetes was based on morphological similar­
ity. When hydrogenosomes were discovered by Müller 
in  1973  (Lindmark  and  Müller  1973),  they  looked 
much more  like clostridia than mitochondria  from the 
standpoint  of  comparative  biochemistry,  but  that  is 
mainly  because  in  1973  the  concept  of mitochondria 
was built around  investigations on rat  liver mitochon­
dria, a strictly aerobically functioning organelle, and in 
addition very little was known about the mitochondria 
of anaerobic eukaryotes. As advances have accrued  in 
the  understanding  of  mitochondria  of  anaerobic  eu­
karyotes,  the  smaller  have  become  the  biochemical 
differences  between  mitochondria  and  hydrogeno­
somes  (Müller et al. 2012). Today  it  is  clear  that  they 
share a  common ancestry and  that  they  represent  re­
lated biochemical manifestations of one and  the same 
endosymbiotically derived organelle.   
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Introduction

The  role  of  the  Euglena  gracilis  mitochondrion  as  a  bio‐
chemical  missing  link  between  typical  mitochondria  and 
hydrogenosomes,  has  been  studied  in  recent  years  using 
the  example  of  wax  ester  fermentation.  While  wax  ester 
fermentation in the facultatively anaerobic mitochondria of 
Euglena gracilis  harbours undiminished general biochemi‐

cal  interest, most notably because of  the biofuels  industry 
and  the  circumstance  that  it  is  easier  to  transport  hydro‐
carbons than  it  is  to transport H2,  the evolutionary signifi‐
cance  of  these  organelles  in  the  context  of  endosymbiosis 
and  the  transition  from  prokaryotes  to  eukaryotic  orga‐
nelles  still  remains  largely  defined  in  their  comparison  to 
hydrogenosomes. During the last few years, quite a bit has 
happened in the field of anaerobic mitochondria (Müller et 
al.  2012).  In  particular,  the  mitochondria  of 
Chlamydomonas  reinhardtii  have,  surprisingly,  emerged  as 
the  most  complete  biochemical  missing  links  between 
typical  mitochondria  and  hydrogenosomes  currently 
known, because Chlamydomonas harbours genes  for virtu‐
ally  all  enzymes  of  core  energy  metabolism  in 
hydrogenosomes,  and  expresses  them  in  response  to 
anaerobiosis  (Atteia  et  al.  2006,  2012).  The  genome  se‐
quence  of  a  hydrogenosome‐possessing  organism, 
Trichomonas  vaginalis,  has  been  determined  in  the mean‐
time  (Carlton  et  al.  2007),  opening  up  new  opportunities 
for  the  study  of  eukaryotic  anaerobes.  The  availability  of 
transformation  techniques  for Trichomonas  also  augments 
the study of protein  import  into  its hydrogenosomes. That 
process appears to require both N‐terminal and internal — 
within  the  imported polypeptide —  topogenic  signals  that 
spe Mentel 
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cify their import into the organelle ( et al. 2008), 
the specific roles of which have yet to be fully uncovered.  

Known  forms  of  anaerobic  energy  metabolism  in  eu‐
karyotes  involves  a  handful  of  about  50  proteins  that  are 
distributed  across  eukaryotic  lineages  in  sic  a  way  as  to 
indicate  that  they  were  present  in  the  common  ancestor 
(Müller et al. 2012). Work on pyruvate:formate lyase (PFL), 
acetate  kinase,  and  phosphotransacetylase  from 
Chlamydomonas showed that all of the enzymes germane to 
core ATP synthesis from pyruvate in anaerobic eukaryotes 
are  present  in  Chlamydomonas:  PFL,  pyruvate:ferredoxin 
oxidoreductase  (PFO),  iron‐only  hydrogenase,  (Fe‐HYD), 
bifunctional  alcohol/aldehyde  dehydrogenase  (ADHE),  the 
only  exception  being  acetyl‐CoA  synthase  (ADP‐forming). 
Moreover, Mus et  al.  (2007)  studied  the  expression of  en‐
zymes  involved  in  H2  production  in  Chlamydomonas  and 
found that this whole spectrum of enzymes, that only a few 
years ago were thought to be specific to anaerobic eukary‐
otes, are induced within about 30 minutes after the onset of 
anaerobiosis  in  Chlamydomonas,  such  that  this  O2‐
producing  and  O2‐respiring  alga  basically  assumes  the 
physiological  identity  of Trichomonas  in  response  to  envi‐
ronmental  conditions.  Furthermore,  the  Chlamydomonas 
enzymes share a common ancestry with those of eukaryotic 
anaerobes, such that,  in our view, there can be little doubt 
that  the  common  ancestor  of  eukaryotes  possessed  these 
enzymes, too. Moreover, Lantsman et al. (2008) even found 
that the same unusual PFO‐fusion protein (pyruvate:NADP+ 
oxidoreductase)  that  occurs  in  Euglena  is  also  present  in 
the  mitochondria  of  the  anaerobic  human  parasite 
Blastocystis.  What  people  are  finding  among  anaerobic 
eukaryotes  and  anaerobic  mitochondria  are  the  same  en‐
zymes  over  and  over  again,  also  in  agreement  with  the 
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d via a robic dissimilation  in the mitochondri‐
on (Inui et al. 1982).  

Euglena's  wax  ester  fermentation  involves  mitochon‐
drial fumarate reduction, and thus utilizes RQ (Hoffmeister 
et  al.  2004)  for  the  synthesis  of  propionyl‐CoA,  similar  to 
anaerobic  mitochondria  of  metazoa  (Müller  et  al.  2012), 
although  reduced  RQ  can  also  donate  electrons  to  other 
components of the Euglena mitochondrial respiratory chain 
(Castro‐Guerrero et al. 2005), including the cytochrome bc1 
complex and the alternative oxidase (Castro‐Guerrero et al. 
2004). Propionyl‐CoA is the starter for the synthesis of fatty 
acids  of  odd‐number  chain  length,  which  comprise  about 
50% by weight of hydrocarbon chains in accumulated wax 
esters under various conditions (Kawabata and Kaneyama 
1989)  and  in different Euglena  strains  (Tucci  et  al.  2010). 
Propionyl‐CoA  is  produced  via  the  same  short  methyl‐
malonyl‐CoA  route  as  is  found  in  animal  mitochondria 
(Schneider and Betz 1985) and homologues for the under‐
lying enzymes, methylmalonyl‐CoA mutase and propionyl‐
CoA  carboxylase  (that  provides  ATP  via  substrate‐level 
phosphorylation)  are  abundantly  expressed  in  euglenid 
EST  data  (Ahmadinejad  et  al.  2007).  Methylmalonyl‐CoA 
mutase  from  Euglena  was  recently  characterized  (Miya‐
moto  et  al.  2010);  the  enzyme  is  also  present  in  humans 
where  it  is  one  of  our  only  two  vitamin B12‐  (cobalamin‐) 
dependent  enzymes  (Roth  et  al.  1996),  whereby  Euglena 
was once the standard assay  for serum B12  levels, because 
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spects,  for  example  protein  import  into 
hydrogenosomes.  

Trichomonas  hydrogenosomes  possess  several  compo‐
nents of the mitochondrial protein targeting machinery and 
import  across  the  two  hydrogenosomal  membranes  is 
thought  to  entail  components  homologous  to  TOMs  and 
TIMs  (translocons  of  the  outer  and  inner  mitochondrial 
membrane,  respectively)  of  mitochondrial  membranes 
(Carlton  et  al.  2007;  Dolezal  et  al.  2006;  Shiflett  and 
Johnson 2010; Rada et al. 2011). But there are clear differ‐
ences and clues that the import machinery in T. vaginalis is 
reduced  relative  to  yeast,  because  Tom70,  Tom20  and 
Tom22  as well  as  Tim54,  Tim50  and  Tim21  appear  to  be 
lacking  (Shiflett  and  Johnson  2010;  Rada  et  al.  2011). 
Trichomonas  hydrogenosomes  lack  cytochromes  (Müller 
1993)  but  seem  to  generate  an  electrochemical  gradient 
across  the  inner  membrane  (Vilela  et  al.  2010),  which  is 
instrumental  in  protein  import  into  yeast  mitochondria 
(Dolezal et al. 2005; Neupert and Herrmann 2007). Protein 
import into hydrogenosomes is ATP‐dependent (Bradley et 
al. 1997) and it is possible, but has not been demonstrated, 
that  the  generation  ot  the membrane  potential  is  as well. 
TvTom40  exists  as  six  copies  in  the Trichomonas  genome, 
for  TvTim17  five  and  for  TvTim9/10  at  least  two  copies 
exist (Rada et al. 2011) and they all appear to be expressed 

w
e
orking hypothesis that these enzymes were present in the 
ukaryote common ancestor.  
 
Anaerobic energy metabolism of Euglena 
Under aerobic conditions, Euglena  expresses PDH  in mito‐
chondria  (Hoffmeister  et  al.  2004)  and  respires  O2,  but 
using a slightly modified Krebs cycle that involves replace‐
ment of α‐ketoglutarate dehydrogenase by α‐ketoglutarate 
decarboxylase and succinate semialdehyde dehydrogenase 
(Buetow  1989),  as  is  also  found  among  some  α‐
proteobacteria  (Green  et  al.  2000)  and  cyanobacteria 
(Zhang  and  Bryant  2011).  Under  anaerobic  conditions, 
Euglena  uses  acetyl‐CoA as  the  terminal  electron acceptor 
and  produces  wax  esters  as  end  products  of  metabolism 
(Inu   1989; i  et  al.  1982;  Buetow Tucci  et  al.  2010),  some‐
times at levels up to 57% of dry weight (Tucci et al. 2010).  

In  general  principle, Euglena’s  wax‐ester  fermentation 
is  similar  to  the  synthesis  of  branched  short‐chain  fatty 
acids  in  Ascaris  or  butyrate  in  Dasytricha  (Müller  et  al. 
2012),  where  fatty  acids  are  synthesized  from  acetyl‐CoA 
condensation with an acyl‐CoA (starting with acetyl‐CoA or 
propionyl‐CoA), reduction of the resulting 3‐oxoacid to the 
3‐hydroxy  acid,  dehydration  thereof  and  reduction  of  the 
resulting trans‐enoyl‐CoA to the elongated acyl‐CoA (Müller 
et  al.  2012).  The  acetyl‐CoA  dependent  Euglena  route  al‐
lows net fermentative ATP synthesis from glucose, because 
acetyl‐CoA  is  condensed  without  prior  ATP‐dependent 
carboxylation  to malonyl‐CoA  (Inui  et  al.  1982;  Schneider 
and  Betz  1985).  The  step  catalyzed  by  trans‐2‐enoyl‐CoA 
reductase (NADPH‐dependent) circumvents the reversal of 
an  O2‐dependent  step  in  β‐oxidation  (Hoffmeister  et  al. 
2005).  A  portion  of  the  fatty  acids  is  reduced  to  alcohols, 
esterified with another fatty acid and deposited in the cyto‐
sol  as  wax  (wax  ester  fermentation).  The  fatty  acyl‐CoA 
reductase and the wax synthase involved in the synthesis of 
Euglena’s  medium‐chain  wax  aliphatic  side  chains  were 
recently  characterized  (Teerawanichpan  and  Qui  2010). 
When  oxygen  again  becomes  available,  the  stored  waxes 
are degrade e

s B12‐dependent r bonucleotid a e (Torrents et 
al. 2006).  

Under  anaerobic  conditions  Euglena  expresses  py‐
ruvate:NADP+ oxidoreductase (PNO) (Inui et al. 1985, 1987, 
1991),  which  performs  oxidative  decarboxylation  of  py‐
ruvate  and  is  a  fusion  protein,  with  an  N‐terminal  PFO 
domain  fused  to  a  C‐terminal  flavoprotein  domain  with 
NAD‐,  FMN,  and  FAD‐binding modules  (Rotte  et  al.  2001; 
Nakazawa et al. 2003). The flavoprotein domain is found in 
many  other  proteins,  sometimes  alone  as  in  the  case  of 
NADPH:cytochrome  P450  reductase,  and  is  probably  a 
transducer of one‐electron transport (from the FeS clusters 
of  the  PFO  domain)  to  two  electron  transport  (NADPH). 
PNO supplies acetyl‐CoA and NADPH for the production of 
wax  esters.  PNO  was  first  described  in  Euglena  and  was 
long  thought  to  be  unique  to  the  Euglena  lineage,  but  the 
same PNO (PFO fusion) is found in the apicomplexan Cryp­
tosporidium  (Rotte  et  al.  2001)  as  well  as  in  Blastocystis 
(Lantsman et al. 2008). More recently, PNO homologues are 
turning  up  abundantly  in  EST  sequencing  projects  from 
many disparate eukaryotic lineages (Hug et al. 2010; Atteia 
et  al.  2012).  The  accumulation  of  wax  esters  with  even‐
numbered chains in flufenacet‐treated Euglena cultures and 
the  inability of  the bleached  strains  to  grow anaerobically 
suggests  that  there  is  a  considerable  intracellular  redirec‐

of responsibility for redox balance to the plastid under 
 strains (Tucci et al. 2010).  

tion 
anaerobic conditions in some
 
Trichomonas hydrogenosomes 
Euglena is a thankful system from the standpoint of protein 
biochemistry,  because  one  can  isolate  proteins  from  kilo‐
grams of cell material (Hoffmeister et al. 2005). But Eugle­
na  is  so  far  not  transformable,  nor  is  a  genome  sequence 
available for Euglena. If one wants to study anaerobic mito‐
chondria  with  genetically  based  approach,  Euglena  is  not 
the system of choice, nor is Chlamydomonas, because only a 
comparatively small portion of its anaerobic energy metab‐
olism is localized in the mitochondrion (Müller et al. 2012; 
Atteia  et  al.  2012).  For  Trichomonas,  both  a  genome  se‐
quence and genetic manipulation techniques are available, 
and  this  presents  some  advantages  in  the  investigation  of 
cell  biological  a
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(Aurrecoechea et al. 2009). Hydrogenosome import on the 
order  of  250  (Henze  2008)  to  500  proteins,  about  half  of 
which possess  a  short N‐terminal  extension  (Carlton et  al. 
2007; Schneider et al. 2011; Burstein et al. 2012; Dyall and 
Johnson  2000).  This  extension  is  cleaved  by  the 
hydrogenosomal processing peptidase, a reduced homolog 
of t t i l s  
al. 2
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Strain differences 
One  important  aspect  that  has  recently  emerged  from  in‐
vestigations of eukaryotic anaerobes is that there is signifi‐
cant  variability  among  strains  of  the  same  species  with 
regard to the type and amounts of the metabolic end prod‐
ucts accumulated. This has been shown for Euglena  (Tucci 
et al. 2010) and for Trichomonas vaginalis (Rasoloson et al. 
2002). The variability among different Euglena strains with 
respect to anaerobic growth and wax ester fermentation is 
substantial.  Eight  new  strains of Euglena gracilis  from  the 
Göttingen  collection  in  addition  to  two  bleached  mutants 
generated with standard ofloxacin and streptomycin treat‐
ment were  examined  for  their  capacity  to  grow  anaerobi‐
cally, their quantitative capacity to produce wax esters, the 
effect  of  flufenacet  (Trenkamp  et  al.  2004)  on  wax  ester 
accumulation,  and  the  partitioning  of  carbon  species 
(length and saturation) within the wax ester fraction using 
GC‐MS (Tucci et al. 2010). Substantial differences even with 

respect to the ability to grow anaerobically were observed, 
as  three  of  the  Göttingen  strains  (1224‐5/10,  1224‐/15, 
and  1224‐/27)  did  not  undergo  either  increases  in  cell 
number or  increases  in biomass over 11 days of culturing, 
while other  strains,  such as 1224/‐13, produced  threefold 
the  amounts  of  wax  esters  in  comparison  to  “Z”  (1224‐
5/25),  amounting  to  a  wax  ester  content  of  >30%  dry 
weight  in  some  cases  (note:  the  dry  cell  mass  of  Euglena 
gracilis  1224‐5/13  burns  like  a  candle  upon  ignition).  In‐
clusion  of  100  µM  of  the  elongase  inhibitor  flufenacet  in 
anaerobic  cultures  generally  doubled  the  wax  ester  dry 
weight  content,  up  to  57%  of  dry  weight  for  1224‐5/13, 
which  burns  very  nicely  indeed,  but  emitting  the  scent  of 
burned  protein  (mainly  pellicula),  of  course.  The  specific 
composition  of  the  fatty  alcohol  and  fatty  acid  (methyl 
esters) constituents was determined for all of the wax ester 
fractions,  flufenacet  inhibited  the  accumulation  of  odd 
num
A
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The broader significance 
Some anaerobic eukaryotes  inhabit  environments  that are 
also sulfidic. Mitochondrial sulfide oxidation in animals that 
inhabit anaerobic and sulfidic environments has also been 
studied  (Theissen  and  Martin  2008a,  2008b).  The  evolu‐
tionary analysis of  the Chlamydomonas mitochondrial pro‐
teome  suggested  that  the  ancestor  of mitochondria  had  a 
collection of genes that was more similar to that possessed 
by generalist α‐proteobacteria such as Rhodobacter than to 
specialists such as the rickettsias (Atteia et al. 2008). In the 
larger  scheme  of  things,  the  widespread  occurrence  of 
anaerobic  mitochondria  and  the  enzymes  of  anaerobic 
energy metabolism  in eukaryotes makes  sense  in  the  con‐
text of the new model of Proterozoic ocean chemistry that 
has emerged over the last 10 years in the field of geochem‐
istry (Mentel and Martin 2008; Müller et al. 2012). This  is 
an  interesting  development,  because  it  is  rare  that  major 
and  independent  conceptual  revolutions  in  two  separate 
scientific fields converge at the same answers. But in recent 
years have witnessed major upheavals in views about early 
eukaryotic  evolution  and  the  role  of  anaerobes  therein, 
developments  that  have  been  paralleled  by  a  similar  up‐
heaval  in  the  Earth  sciences  regarding  views  about  the 
prevalence of oxygen  in the oceans during the Proterozoic 
eon (the time from about 2.5 to 0.57 billion years ago). New 
views  of  Proterozoic  ocean  chemistry  indicate  that  the 
oceans were anoxic and sulfidic during most of the Protero‐
zoic  eon  (“Canfield  oceans”)  and  only  became  oxic  about 
580  million  years  ago,  at  the  time  when  the  first  macro‐
scopic animal forms appear in the fossil record. New views 
of  eukaryote  evolution  have  it  that  anaerobes  are  not  re‐

he yeas  m tochondria  proce sing peptidase (Brown et 
007; Smid et al. 2008).  
Mentel  et  al.  (2008)  found  that  protein  import  into 

Trichomonas  hydrogenosomes  is  not  strictly  dependent 
upon  cleavable  N‐terminal  extensions,  but  that  internal 
signals contained within the imported protein are, for some 
imported  substrates,  sufficient  to direct  the protein  to  the 
organelle.  Two  hydrogenosomal  proteins  with  known 
cleavage  sites  for  their  N‐terminal  presequences,  the  α‐
subunit  of  succinyl‐CoA  synthase  (SCSα)  and  py‐
ruvate:ferredoxin oxidoreductase (PFO), were  investigated 
with  respect  to  the  ability  of  their  presequences  to  target 
thioredoxin  reductase  to  hydrogenosomes  in  transformed 
Trichomonas.  Neither  presequence  directed  TrxRh1  to 
hydrogenosomes,  indicating  that  neither  extension  is,  by 
itself,  sufficient  for  hydrogenosomal  targeting.  Moreover, 
SCSα  lacking  its  N‐terminal  extension  was  efficiently  im‐
ported into hydrogenosomes, indicating that this extension 
is  not  required  for  import  of  this  major  hydrogenosomal 
protein.  The  finding  that  some  hydrogenosomal  enzymes 
require N‐terminal signals for import, but that in others the 
N‐terminal  extension  is  not  necessary  for  targeting,  indi‐
cates  the  presence  of  (additional)  targeting  signals within 
the  omature  subunits  f  several  hydrogenosome‐localized 
proteins (Mentel et al. 2008).  

The  homologous  succinyl‐CoA  synthase  promoter 
works well in Trichomonas as does the dihemagglutinin tag 
(HA  tag), which  can  be  added  in  frame  to  constructs  pre‐
pared  for  electroporation  of  T.  vaginalis  T1  cells, 
transformants of which can be selected on standard media 
containing  100  µg/ml  of  G418  (Mentel  et  al.  2008).  This 
technique  has  permitted  study  of  localization  for  several 
hydrogenosomal proteins  to date. Three  examples  include 
the protein HydG and HydF,  involved  in  [Fe]‐hydrogenase 
maturation  (Pütz  et  al.  2006),  rubrerythrin  (Pütz  et  al. 
2005),  and  thioredoxin  reductase  (Mentel  et  al.  2008). 
Good  positive  controls  are  also  available  using  antibodies 
against  native  acetate:succinate  CoA  transferase  (ASCT), 
which  was  recently  characterized  as  the  last  remaining 
ajor  protein  of  core  carbon  and  energy  metabolism  in 
richomonad hydrogenosomes (van Grinsven et al. 2008). 
m
t

bered  chains  (methylmalonyl‐CoA  derived  propionyl‐
Co  starter for mitochondrial synthesis).  

Strain‐specific differences with regard  to  the spectrum 
of  end  products  detected  have  also  been  reported  for 
Chlamydomonas  reinhardtii  (Meuser  et  al.  2009)  under‐
score.  Grown  anaerobically,  Chlamydomonas  produces 
acetate, formate, ethanol, and hydrogen as major end prod‐
ucts (Mus et al. 2007). Different C. reinhardtii strains differ 
substantially with respect to the relative amounts of differ‐
ent  end  products  accumulated,  strain  specific  variation  in 
formate  and  glycerol  production  being  particularly  pro‐
nounced (Meuser et al. 2009). Furthermore, many eukary‐
otic anaerobes have a life cycle in which pronounced stage‐
specific differences in energy metabolism exist, for example 
juvenile  vs.  adult  forms  of  parasitic  metazoans  (Tielens 
994),  or  bloodstream  vs.  insect  stages  of  Trypanosoma 
Bringaud et al. 2006; van Hel emond et al. 2005).  
1
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stricted  to  primitive  or  early‐branching  lineages,  but  are 
distributed  throughout  the  eukaryote  tree  of  life.  Because 
of  the  widespread  occurrence  of  hydrogenosomes  and 
mitosomes among eukaryotic lineages and their evolution‐
ary  identity  with  mitochondria,  the  possession  of  mito‐
chondria  is  no  longer  synonymous  with  an  oxygen‐
dependent  lifestyle.  Eukaryotic  anaerobes  have mitochon‐
dria and many use them for ATP synthesis in the absence of 
oxygen. Once a puzzle, this is now readily understood in the 
new geochemical light of our comparatively recent anaero‐
bic past (Mentel and Martin 2008; Müller et al. 2012). Tak‐
en  together,  these  independent  but  mutually  compatible 
evelopments enrich views of eukaryote ecology and evolu‐
ion in the context of Earth history.  
d
t
 
 
Acknowledgement 

This  work  was  kindly  funded  by  the  DFG  in  SFB‐
Tr1, project C3. We thank Louis Tielens, Utrecht, and Miklos 
üller, Rockefeller,  for continued cooperation and insight‐
ul discussions. 
M
f
 
 
References 

agan Ahmadinejad N, D T, Martin WF. (2007) Genome history in the 
symbiotic hybrid Euglena gracilis. Gene. 402:35‐39.  

Atteia  A,  van  Lis  R,  Tielens  AGM,  Martin  WF.  (2012)  Anaerobic 
 energy metabolism  in  unicellular  photosynthetic  eukaryotes. 

Biochim Biophys Acta. (in press)  
Atteia A, Adrait A, Brugière S, van Lis R, Tardif M, Deusch O, et al. 
(2008) A proteomic survey of Chlamydomonas reinhardtii mito‐
chondria sheds new light on the metabolic plasticity of the orga‐
nelle  and  on  the  nature  of  the  α‐proteobacterial mitochondrial 
ancestor. Mol Biol Evol. 26:1533‐1548.  

Atteia A, van Lis R, Gelius‐Dietrich G, Adrait A, Garin J,  Joyard J, et 
al. (2006) Pyruvate:formate lyase and a novel route of eukaryotic 

nATP‐synthesis i  anaerobic Chlamydomonas mitochondria. J Biol 
Chem. 281:9909‐9918.  

Aurrecoechea  C,  Brestelli  J,  Brunk  BP,  Carlton  JM,  Dommer  J, 
Fischer  S,  et  al.  (2009)  GiardiaDB  and  TrichDB:  integrated 
genomic  resources  for  the  eukaryotic protist pathogens Giardia 
lamblia  and Trichomonas  vaginalis. Nucleic Acids Res.  37:D526‐
530.  

Bradley PJ, Lahti CJ, Plumper E,  Johnson PJ.  (1997) Targeting and 
translocation of proteins  into  the hydrogenosome of  the protist 

h Trichomonas:  similarities  wit mitochondrial  protein  import. 
EMBO J. 16:3484‐3493. 

Bringaud  F,  Rivière  L,  Coustou  V.  (2006)  Energy  metabolism  of 
trypanosomatids:  adaptation  to  available  carbon  sources.  Mol 
Biochem Parasitol. 149:1‐9.  

Brown  MT,  Goldstone  HM,  Bastida‐Corcuera  F,  Delgadillo‐Correa 
MG,  McArthur  AG,  Johnson  PJ.  (2007)  A  functionally  divergent 

try. hydrogenosomal  peptidase  with  protomitochondrial  ances
Mol Microbiol. 64:1154‐1163.  

Buetow DE.  (1989) The mitochondrion.  In: Buetow DE.  (eds) The 
Biology of Euglena, Vol.  IV, Academic Press,  San Diego, pp. 247‐
314.  

Burstein D, Gould SB, Zimorski V, Kloesges T, Kiosse F, Major P, et 
al.  (2012)  A  machine  learning  approach  to  identify 
hydrogenosomal  proteins  in  Trichomonas  vaginalis.  Eukaryot 
Cell. 11:217‐228.  

Carlton  JM,  Hirt  RP,  Silva  JC,  Delcher  AL,  Schatz M,  Zhao Q,  et  al. 
e (2007) Draft genome sequence of th sexually transmitted path‐

ogen Trichomonas vaginalis. Science. 315:207‐212.  
Castro‐Guerrero  NA,  Jasso‐Chavez  R,  Moreno‐Sanchez  R.  (2005) 
Physiological role of rhodoquinone in Euglena gracilis mitochon‐
dria. BBA­Bioenergetics. 1710:113. 

native respiratory pathway of Euglena mitochondria.  J Bioenerg 
Biomembr. 36:459‐469.  

Dolezal  P,  Likic  V,  Tachezy  J,  Lithgow  T.  (2006)  Evolution  of  the 
molecular  machines  for  protein  import  into  mitochondria. 
Science. 313:314‐318. 

Dolezal  P,  Smid  O,  Rada  P,  Zubacova  Z,  Bursac  D,  Sutak  R,  et  al. 
(2005)  Giardia  mitosomes  and  trichomonad  hydrogenosomes 
share  a  common mode  of  protein  targeting. Proc Natl Acad  Sci 
USA. 102:10924‐10929. 

Dyall SD, Johnson PJ. (2000) The trichomonad hydrogenosome. In: 
Tschudi  C,  Pearce  E.  (eds)  Biology  of  parasitism,  Dodrecht, 
Kluwer Academic, pp. 169‐193.  

Green LS, Li Y, Emerich DW, Bergersen FJ, Day DA. (2000) Catabo‐
lism  of  αketoglutarate  by  a  sucA  mutant  of  Bradyrhizobium 

native tricjaponicum: Evidence for an alter arboxylic acid cycle.  J 
Bacteriol. 182:2838‐2844.  

Henze K. (2008) The proteome of T. vaginalis hydrogenosomes. In: 
Tachezy J. (ed) Hydrogenosomes and Mitosomes: Mitochondria of 
Anaerobic Eukaryotes. Microbiology Monographs, Vol. 9. Spring‐
er‐Verlag, Berlin, pp. 163‐178.  

Hoffmeister M, Piotrowski M, Nowitzki U, Martin W. (2005) Mito‐
chondrial trans‐2‐enoyl‐CoA reductase of wax ester fermentation 
from Euglena gracilis defines a new family of enzymes  involved 
in lipid synthesis. J Biol Chem. 280:4329‐4338.  

Hoffmeister  M,  van  der  Klei  A,  Rotte  C,  van  Grinsven  KWA,  van 
Hellemond  JJ,  Henze  K,  et  al.  (2004)  Euglena  gracilis 
rhodoquinone:  ubiquinone  ratio  and  mitochondrial  proteome 
differ  under  aerobic  and  anaerobic  conditions.  J  Biol  Chem. 
279:22422‐22429.  

Hug LA, Stechmann A, Roger AJ. (2010) Phylogenetic distributions 
and histories of proteins involved in anaerobic pyruvate metabo‐
lism in eukaryotes. Mol Biol Evol. 27:311‐324.  

Inui H, Yamaji R, Saidoh H, Miyatake K, Nakano Y, Kitaoka S. (1991) 
Pyruvate:  NADP  oxidoreductase  from  Euglena  gracilis:  limited 
proteolysis  of  the  enzyme  with  trypsin.  Arch  Biochem  Biophys. 
286:270‐276.  

Inui H, Ono K, Miyatake K, Nakano Y, Kitaoka S. (1987) Purification 
and  characterization  of  pyruvate:  NADP  oxidoreductase  in  Eu­
glena gracilis. J Biol Chem. 262:9130‐9135.  

Inui H, Miyatake K, Nakano Y, Kitaoka S. (1985) The physiological 
role  of  oxygen‐sensitive  pyruvate  dehydrogenase  in  mitochon‐
drial  fatty  acid  synthesis  in  Euglena  gracilis.  Arch  Biochem 
Biophys. 237:423‐429.  

Inui H, Miyatake K, Nakano Y, Kitaoka S. (1982) Wax ester fermen‐
tation in Euglena gracilis. FEBS Lett. 150:89‐93.  

Kawabata  A,  Kaneyama M.  (1989)  The  effect  of  growth  tempera‐
 ture on wax ester content and composition of Euglena gracilis. J 

Gen Microbiol. 135:1461‐1467.  
Lantsman  Y,  Tan  KSW, Morada  M,  Yarlett  N.  (2008)  Biochemical 
characterization  of  a  mitochondrial‐like  organelle  from 
Blastocystis sp. subtype 7. Microbiology (UK). 154:2757‐2766.  

Lindmark  DG,  Müller  M.  (1973)  Hydrogenosome,  a  cytoplasmic 
organelle  of  the  anaerobic  flagellate, Tritrichomonas  foetus  and 
its role in pyruvate metabolism. J Biol Chem. 248:7724‐7728.  

Margulis L. (1970) Origin of eukaryotic cells. Yale University Press, 
New Haven, pp. 349. 

Mentel M, Martin W. (2008) Energy metabolism among eukaryotic 
anaerobes in light of Proterozoic ocean chemistry. Phil Trans Roy 
Soc Lond B. 363:2717‐2729.  

Mentel M,  Zimorski V, Haferkamp P, Martin WF, Henze K.  (2008) 
Protein  import  into  hydrogenosomes  of  Trichomonas  vaginalis 
involves  both  N‐terminal  and  internal  targeting  signals:  a  case 
study of thioredoxin reductases. Eukaryot Cell. 7:1750‐1757.  

Mereschkowsky C.  (1905) Über Natur und Ursprung der Chroma‐
tophoren im Pflanzenreiche. Biol. Centralbl. 25:593‐604. [English 
translation:  In:  Martin  WF,  Kowallik  KV  (1999)  Eur  J  Phycol. 
34:287‐295.]  

Meuser JE, Ananyev G, Wittig LE, Kosourov S, Ghirardi ML, Seibert 
M, et al.  (2009) Phenotypic diversity of hydrogen production  in 
chlorophycean  algae  reflects  distinct  anaerobic  metabolisms.  J 
Biotechnol. 142:21‐30.  

Miyamoto  E,  Tanioka  Y,  Nishizawa‐Yokoi  A,  Yabuta  Y,  Ohnishi  K, 
Misono H,  et  al.  (2010)  Characterization  of methylmalonyl‐CoA 



Ev

Journal of Endocytobiosis and Cell Research VOL 23 | 2012  68 

olution of eukaryotic anaerobes, Zimorski V et al. 

mutase involved in the propionate photoassimilation of Euglena 
gracilis Z. Arch Microbiol. 192:437‐446.  

Müller M, Mentel M, van Hellemond JJ, Henze K, Wöhle C, Gould SB, 
tion  of  anaero
44‐495.  

et  al.  (2012)  Biochemistry  and  evolu bic  energy 
metabolism in eukaryotes. MMBR. 76:4

Müller M.  (1993) The hydrogenosome.  J Gen Microbiol. 139:2879‐
2889. 

Nakazawa M, Takenaka S, Ueda M,  Inui H, Nakano Y, Miyatake K. 
(2003) Pyruvate: NADP(+) oxidoreductase  is stabilized by  its co‐
factor,  thiamin  pyrophosphate,  in  mitochondria  of  Euglena 
gracilis. Arch Biochem Biophys. 411:183‐188.  

Neupert  W,  Herrmann  JM.  (2007)  Translocation  of  proteins  into 
mitochondria. Annu Rev Biochem. 76:723‐749. 

Pütz S, Dolezal P, Gelius‐Dietrich G, Bohacova L, Tachezy J, Henze K. 
0     th h n o(20 6) Fe‐hydrogenase maturases  in  e  ydroge os mes  of 

Trichomonas vaginalis. Eukaryot Cell. 5:579‐586.  
Pütz  S,  Gelius‐Dietrich  G,  Piotrowski  M,  Henze  K.  (2005) 
Rubrerythrin and peroxiredoxin: two novel putative peroxidases 
in  the  hydrogenosomes  of  the  microaerophilic  protozoon 
Trichomonas vaginalis. Mol Biochem Parasitol. 142:212‐223. 

Rada P, Dolezal P, Jedelsky PL, Bursac D, Perry AJ, Sedinova M, et al. 
(2011)  The  core  components  of  organelle  biogenesis  and 
membrane  transport  in  the  hydrogenosomes  of  Trichomonas 
vaginalis. PloS One 6:e24428. 

Rasoloson D, Vanacova S, Tomkova E, Razga J, Hrdy I, Tachezy J, et 
al.  (2002) Mechanisms of  in  vitro  development  of  resistance  to 
metronidazole in Trichomonas vaginalis. Microbiology. 148:2467‐
2477.  

Roth  JR,  Lawrence  JG, Bobik TA.  (1996) Cobalamin  (coenzyme B‐
12):  Synthesis  and  biological  significance.  Annu  Rev Microbiol. 
50:137‐181.  

Rotte C, Stejskal F, Zhu G, Keithly  JS, Martin WF. (2001) Pyruvate: 
NADP+  oxidoreductase  from  the  mitochondrion  of  Euglena 
gracilis  and  from  the  apicomplexan  Cryptosporidium  parvum:  a 

mitochondriate
  0‐720.  

biochemical relic linking pyruvate metabolism in   
and amitochondriate protists. Mol Biol Evol. 18:71

th ret  Biol. Sagan  L.  (1967)  On  e  origin  of  mitosing  cells.  J  Theo
14:225‐274.  

Schneider  T,  Betz  A.  (1985)  Wax  ester  fermentation  in  Euglena 
gracilis T. Factors favouring the synthesis of odd‐numbered fatty 
acids and alcohols. Planta. 166:67‐73.  
hiflett  AM,  Johnson  PJ.  (2010) Mitochondrion‐related  organelles 
in eukaryotic protists. Annu Rev Microbiol. 64:409‐429.  

S

 

Smid O, Matuskova A, Harris SR, Kucera T, Novotny M, Horvathova 
L,  et  al.  (2008)  Reductive  evolution  of  the  mitochondrial 
processing  peptidases  of  the  unicellular  parasites  Trichomonas 
vaginalis and Giardia intestinalis. PLoS Path. 4:e1000243. 

Teerawanichpan P, Qiu X. (2010) Fatty acyl‐CoA reductase and wax 
n synthase  from  Euglena  gracilis  i the  biosynthesis  of  medium‐

chain wax esters. Lipids. 45:263‐273.  
Theissen  U,  Martin  WF.  (2008a)  Biochemical  and  evolutionary 
aspects of eukaryotes that inhabit sulfidic environments. In: Dahl 

)C,  Friedrich  CG.  (eds   Microbial  Sulfur  Metabolism,  Springer 
Verlag, Berlin, pp. 36‐45.  

Theissen  U,  Martin  WF  (2008b)  Sulfide:quinone  oxidoreductase 
  t   s

depe
(SQR) from  he  lugworm Arenicola marina hows  cyanide‐  and 
thioredoxin‐ ndent activity. FEBS J. 257:1131‐1139.  

Tielens  AGM.  (1994)  Energy  generation  in  parasitic  helminths. 
Parasitol Today. 10:346‐352. 

Torrents E, Trevisiol C, Rotte C, Hellman U, Martin WF, Reichard P. 
(2006) Euglena gracilis ribonucleotide reductase: The eukaryotic 
class II enzyme and the antiquity of eukaryotic B12‐dependence. J 
Biol Chem. 281:5604‐5611.  

Trenkamp S, Martin WF, Tietjen K. (2004) Specific and differential 
inhibition of very‐long‐chain fatty acid elongases from Arabidop­
sis  thaliana  by  different  herbicides.  Proc  Natl  Acad  Sci  USA. 
101:11903‐11908.  

Tucci S, Vacula R, Krajcovic J, Proksch P, Martin WF. (2010) Varia‐
bility of wax ester fermentation in natural and bleached Euglena 
gracilis strains in response to oxygen and the elongase inhibitor 
flufenacet. J Eukaryot Microbiol. 57:63‐69.  

van Grinsven KW, Rosnowsky S, van Weelden SW, Pütz S, van der 
Giezen  M,  Martin  WF,  et  al.  (2008)  Acetate:succinate  CoA‐
transferase  in  the  hydrogenosomes  of  Trichomonas  vaginalis: 
identification and characterization. J Biol Chem. 283:1411‐1418. 

van Hellemond JJ, Bakker BM, Tielens AGM. (2005) Energy metabo‐
  m clism and  its  compartmentation  in  Trypanoso a  bru ei.  Adv 

Microb Physiol. 50:199‐226.  
Vilela  R,  Menna‐Barreto  RF,  Benchimol  M.  (2010)  Methyl 
jasmonate induces cell death and loss of hydrogenosomal mem‐
brane  potential  in Trichomonas  vaginalis. Parasitol  Int.  59:387‐
393.  

Zhang S, Bryant DA.  (2011) The  tricarboxylic acid  cycle  in cyano‐
bacteria. Science. 334:1551‐1553. 

 
 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vilela%20R%255BAuthor%255D&cauthor=true&cauthor_uid=20483382
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Menna-Barreto%20RF%255BAuthor%255D&cauthor=true&cauthor_uid=20483382
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Benchimol%20M%255BAuthor%255D&cauthor=true&cauthor_uid=20483382


<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


