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INTRODUCCION

La formacién de ATP, a partir de ADP y fosfato, a expensas de
un gradiente artificial de pH a través de la membrana de cloroplastos,
fue lograda por primera vez en 1966 por JAGENDORF y URIBE con clo-
roplastos de espinacas. La reaccién se consideré como un fuerte apoyo
a la hipétesis quimiosmética, enunciada por MritcueLL (1961), para
explicar la fosforilaciéon en mitocondria y en cloroplastos.

La reaccién ha sido confirmada en diversos laboratorios (AvroN &
NEuMANN, 1968), e igualmente la interpretacién original de JAGENDORF
y URIiBE es ampliamente aceptada (Scuwarrz, 1971). El gradiente arti-
ficial de protones a través de la membrana de cloroplastos es la causa
primera de la sintesis de ATP, aunque no se descarta que in vivo exista
una forma primaria de almacenamiento de energia, debida al trans-
porte electrénico, que puede ser utilizada, ya para provocar un flujo
de iones a través de la membrana de cloroplastos y mitocondria, ya
para provocar sintesis de ATP (Srater, 1970-71), dos formas de energia
que pueden interconvertirse en el aparato enzimitico de la membrana
de estas particulas, siendo la reaccién de JAGENDORF un aspecto de este
ultimo proceso.

Aunque la reaccion de JACeENDORF ha sido estudiada también en
cloroplastos de algunas otras plantas, se tienen pocos datos al res-
pecto, En este trabajo se comunican los resultados obtenidos con clo-
roplastos de cebada y una comparacién de los resu'tados, con experi-
mentos en paralelo realizados con espinacas.
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MATERIALES Y METODOS

Los productos utilizados procedian de casas comerciales y eran
analiticamente puros, salvo los de los medios de cultivo, que eran qui-
micamente puros.

Las plantas de cebada (Hordeum wvulgare) utilizadas se obtenian
por crecimiento, durante veinte dias después de germinar, en «Perlita»
con medio de cultivo HoacLAND-ARNON (1938), que contenia por litro:
KNO,: 1 g.; CaSO,2H,0: 0,5 g.; MgSO,7H,0: 0,5 g.; Ca,PO,),:
0,25 g.; Fe, (PO,),8H,O: 0,25 g. Las espinacas (Spinacia oleracea)
procedian del mercado.

En ambos casos los cloroplastos se obtenian por el método de
Jagendorf y Uribe (1966), y se guardaban congenados a —20 °C, siendo
descongelados y tratados con NaCl 20 mM antes de su utilizacién.

Las incubaciones de la mezcla de reaccidn se hacian en la oscuridad,
como en el caso de Jagendorf y Uribe, con las siguientes particulari-
dades: tampén succinico pH 3,9 en la fase icida y tris pH 8,1 en la
fase alcalina. El volumen final de la mezcla era de 1,8 ml., y la reaccién
se paraba con 0,2 ml. de &cido tricloroacético al 20 por 100, Se usaban
por incubacién (en micromoles): succinico: 48; Tris: 90; ADP: 0.8;
fosfato: 1,2. ADP y fosfato se incluian en la fase alcalina, previamente
ajustados a pH 8. Antes de la mezcla de las dos fases, a la fase alcalina,
se afiadia KOH en cantidad previamente determinada, necesaria para
neutralizar la fase acida, en que los cloroplastos se preincubaban du-
rante un minuto.

Parada la reaccién, normalmente a los quince segundos, con 4cido
tricloroacético, se centrifugaba diez minutos a 2.000 r. p. m., y se me-
dia el fosfato libre en el sobrenadante por el método de Bernhart y
Wreath (1955). La disminucion de fosfato respecto de un control, en
que los cloroplastos se afiadian después de mezclados todos los reac-
tivos a pH 8. se toma como ATP formado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad v criterios de control

En incubaciones usuales ge utilizaban cloroplastos mantenidos con-
gelados durante cuatro horas, en una cantidad de 0,3 mg. de clorofi'a
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total, y respecto de los controles en que los cloroplastos se afiadian
-después de la mezcla de los tampones, y no sufrian asi transicién acido-
base, se observaba una diminucién de fosfato libre de 0,13 micromoles
(error experimental: 0,03 micromoles), tanto si se usaban cloroplastos
«de cebada como si se usaban de espinacas.

Esta disminucién de fosfato era estrictamente dependiente de la pre-
sencia de ADP y cloroplastos en la mezcla de incubacidén, y era fuerte-
mente inhibida (véase mas abajo) por cloruro amodnico en el caso de
cloroplastos de espinacas. En estas condiciones la disminucién de fosfato
libre es cominmente adscrita a la formacion de ATP (EmMMETT & WaAL-
KER, 1973).

Sensibilidad a desacopladores v estabilidad

Como posibles desacopladores se utilizaron cloruro aménico y clo-
turo de etilamonio, a una concentraciéon final en los 1,8 ml. de la mez-
<la de incubacién de 2,56 mM. En la tabla se muestran los resultados
-encontrados de desacoplamiento. Puede observarse una clara diferencia
de sensibilidad entre cloroplastos de espinacas y cebada, mientras que
-l ion amonio provoca una casi total inhibicion de la formacion de ATP,
en cebada no provoca disminucién apreciable en la formacién de ATP.
Lo contrario ocurre con cloruro de etilamonio, éste en cloroplastos de
«cebada provoca una disminucién de aproximadamente un 40 por 100

\
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9/, d¢ desacoplamiento

NH,CI ' C,H,NH,CI
F. dcida F. alcalina F. 4cida F. alcalina
Espinacas ......... 80 - 100 0
Cebada ........... 0 0 40

Los desacopladores a una concentracion final de 2,5 mM. Experimentos con cloroplastos
lavados dos veces y congelados cuatro horas
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en la formacién de ATP, pero sélo cuando se afiade el desacoplador
a la fase acida, y no tiene efecto apreciable sobre la formacion de ATP
por cloroplastos de espinacas.

Merece destacarse la diferencia de comportamiento del cloruro de
etilamonio, en la fase acida con el de la fase alcalina; en los estudios
normalmente realizados hasta ahora los desacopladores se afiadian en
la fase Acida, nuestros resultados indican que al menos en cebada, el
que se aftada el desacoplador en una u otra fase no es indiferente; si
se acepta que las sales de amonio desacoplan, descargando la acumu-
lacién interna de protones, como una alternativa a su utilizacién en la
formacién de ATP (Crorrs, 1968), el que el cloruro de etilamonio
no desacople afiadido en la fase alcalina, puede estar relacionado con
una baja permeabilidad de la etilamina al interior de los cloroplastos,

Otra diferencia notable entre cloroplastos de cebada y espinacas.
estd en la distinta estabilidad cuando se mantienen congelados. Mien-
tras que la actividad de cloroplastos de espinacas desaparece después.
de treinta horas congelados; la actividad de los de cebada permanece
inalterada durante ese tiempo. En los trabajos originales de JAGENDORF
se consigue una mayor estabilidad de cloroplastos de espinacas, afia-
diéndoles antes de congelar dimetilsulféxido,

Merece notarse, igualmente, que sélo se obtenian resultados repro--
ducibles cuando se usa para todas las disoluciones agua altamente
desionizada, con una resistividad mayor de 3 x 10, ohmios/cm,

Efecto de la cantidad de cloroplastc;s de cebada v del tiempo
de incubacidn en la formacidn de ATP

La figura 1 muestra el efecto del uso de distintas cantidades de
cloroplastos, expresadas como mg. de clorofila en la mezcla de incu-
bacién, sobre la cantidad total de ATP formado en quince segundos
después de la transicion icido-base, Como puede observarse, ripida-
mente se llega a una saturacion con una cantidad de c’orofila de unos.
0,2 mg.

En la figura 2 se muestra el efecto de distintos tiempos de incuba-.
cién, esto es, desde que se vierte la fase alcalina sobre la fase 4cida
que contiene los c'oroplastos hasta que se afiade el Acido tricloroacé-
tico, sobre la cantidad de ATP formado. La ripida formacién de ATP
(en menos de cinco segundos) y su disminucién posterior (presumible-
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Fig. 1.—Los experimentos se realizaron como se
indica en Materiales y Métodos, salvo que la cantidad
de cloroplastos se varié como se indica.
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Fig, 2.—Los experimentos se realizaron como se
indica en Materiales y Métodos, salvo que el tiempo
de incubacién, desde la mezcla de las fases hasta la
adicién del Aacido tricloroacético se varié segin se
indica. El tiempo O se realizé afiadiendo la suspen-
sién de cloroplastos sobre una mezcla de todos los
reactivos con icido tricloroacé‘ico.
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mente debido a hidrélisis) se corresponde bastante bien con los resul-
tados de JAGENDORF en cloroplastos de espinacas, cuando se usan altas
concentraciones de succinico. En este caso de espinacas, el uso de con-
centraciones elevadas de succinico aumentaba el rendimiento en ATP,
pero disminuia el tiempo de incubacién en que se alcanzaba el miximo
de formacién de ATP.

Con el uso de métodos mas sensibles que implican la deteccién de
ATP formado, en lugar de la disminucién de fosfato libre, nos pro-
ponemos en un futuro estudiar con mas detalle las caracteristicas del
sistema fosforilante de cloroplastos de cebada, en especial a bajas
-concentraciones de tampén succinico, lo que permitiri eliminar el efec-
to de hidrélisis posterior del ATP, asi como estudiar en detalle el
efecto de desacopladores.

ReEsuMEN

Se ha estudiado la fosforilacion por cambio de pH en cloroplastos
-de cebada. Los resultados obtenidos se comparan con 'os resu'tados
-conocidos de clorop’astos de espinacas, algunos de los cuales se repiten
-en este trabajo,

La actividad fosforilante es mas estable en cloroplastos de cebada
-que =n clorosplastos de espinacas.

E! desacopiamiento de fosforilacion por NH,Cl es despreciable en
cloroplastos de cebada, en condiciones en que es muy fuerte en cloro-
plastos de espinacas preparados en las mismas condiciones; cualitati-
vamente ocurre lo contrario en ¢l caso de desacoplamiento por
‘C,H,NH,CL

Se ha encontrado una diferencia notable en !a intensidad de desaco-
plamiento, segin se afiada el desacoplador en la fase 4cida o en la
alcalina; esta diferencia depende del desacoplador y de la fuente de
cloroplastos. En el caso de C,H,NH,Cl se produce un 40 por 100 de
desacoplamiento, en la fosforilacién por c'oroplastos de cebada, cuando
se aflade en la fase icida, pero no cuando se afiade a la alcalina.
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