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Introducción 

La formación de ATP, a partir de ADP y.fosfato, a expensas de 

un gradiente artificial de p H a través de la membrana de cloroplastos, 

fue lograda por primera vez en 1966 por Jagendorf y Uribe con clo­

roplastos de espinacas. La reacción se consideró como un fuerte apoyo. 

a la hipótesis quimiosmótica, enunciada por Mitchell (1961), para 

explicar la fosforilación en mitocondria y en cloroplastos. 

La reacción ha sido confirmada en diversos laboratorios (Avron & 

Neumann, 1968), e igualmente la interpretación original de Jagendorf 

y Uribe es ampliamente aceptada (Schwartz, 1971). El gradiente arti­

ficial de protones a través de la membrana de cloroplastos es la causa 

primera de la síntesis de ATP, aunque no se descarta que in vivo exista 

una forma primaria de almacenamiento de energía, debida al trans­

porte electrónico, que puede ser utilizada, ya para provocar un flujo 

de iones a través de la membrana de cloroplastos y mitocondria, ya 

para provocar síntesis de A T P (Slater, 1970-71), dos formas de energía 

que pueden interconvertirse en el aparato enzimático de la membrana 

de estas partículas, siendo la reacción de Jagendorf un aspecto de este 

último proceso. 

Aunque la reacción de Jagendorf 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 comparación de los resudados, con experi­

mentos en paralelo realizados con espinacas. 
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Materiales y métodos 

Los productos utilizados procedían de casas comerciales y eran 

analíticamente puros, salvo los de los medios de cultivo, que eran quí­

micamente puros. 

Las plantas de cebada (Hordeum vulgare) utilizadas se obtenían 

por crecimiento, durante veinte días después de germinar, en «Perlita» 

con medio de cultivo Hoagland-Arnon (1938), que contenía por litro: 

K N 0 3 : 1 g. ; CaS042HaO : 0,5 g.; MgSO47H20 : 0,5 g.; Ca,P04)a: 

0,25 g.; Fe3(P04)28H20: 0,25 g. Las espinacas (Spinacia oleracea) 

procedían del mercado. 

En ambos casos los cloroplastos se obtenían por el método de 

Jagendorf y Uribe (1966), y se guardaban congenados a —20 °C, siendo 

descongelados y tratados con NaCl 20 m M antes de su utilización. 

Las incubaciones de la mezcla de reacción se hacían en la oscuridad, 

como en el caso de Jagendorf y Uribe, con las siguientes particulari­

dades : tampón succínico p H 3,9 en la fase acida y tris p H 8,1 en la 

fase alcalina. El volumen final de la mezcla era de 1,8 mi., y la reacción 

se paraba con 0,2 mi. de ácido tricloroacético al 20 por 100. Se usaban 

por incubación (en micromoles): succínico : 48; Tris : 90 ; A D P : 0,8; 

fosfato: 1,2. A D P y fosfato se incluían en la fase alcalina, previamente 

ajustados a p H 8. Antes de la mezcla de las dos fases, a la fase alcalina, 

se añadía K O H en cantidad previamente determinada, necesaria para 

neutralizar la fase acida, en que los cloroplastos se preincubaban du­

rante un minuto. 

Parada la reacción, normalmente a los quince segundos, con ácido 

tricloroacético, se centrifugaba diez minutos a 2.000 r. p. m., y se me­

día el fosfato libre en el sobrenadante por el método de Bernhart y 

Wreath (1955). La disminución de fosfato respecto de un control, en 

que los cloroplastos se añadían después de mezclados todos los reac­

tivos a p H 8, se toma como A T P formado. 

Resultados y discusión 

Actmdad y criterios de control 

En incubaciones usuales se 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 añadían 

-después de la mezcla de los tampones, y no sufrían así transición ácido-

base, se observaba una diminución 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 disminución de fosfato era estrictamente dependiente de la pre­

sencia de A D P y cloroplastos en la mezcla de incubación, y era fuerte­

mente inhibida (véase más abajo) por cloruro amónico en el caso de 

cloroplastos de espinacas. E n estas condiciones la disminución de fosfato 

libre es comúnmente adscrita a la formación de A T P (Emmett & Wal­

ker, 1973). 

Sensibilidad a desacopladores y estabilidad 

Como posibles desacopladores se utilizaron cloruro amónico y clo­

ruro de etilamonio, a una concentración final en los 1,8 mi. de la mez­

cla de incubación de 2,5 m M . E n la tabla se muestran los resultados 

encontrados de desacoplamiento. Puede observarse una c'ara diferencia 

de sensibilidad entre cloroplastos de espinacas y cebada, mientras que 

•el ion amonio provoca una casi total inhibición de la formación de A T P , 

en cebada no provoca disminución apreciable en la formación de A T P . 

L o contrario ocurre con cloruro de etilamonio, éste en cloroplastos de 

•cebada provoca una disminución de aproximadamente un 40 por 100 

FOSFORILACIÓN POR GRADIENTE DE pH EN CLOROPLASTOS 

o/0 de desacoplamiento 

NH4C1 C,H,NH,C1 

F. acida F. alcalina F. acida F. alcalina 

Espinacas 80 100 0 Ó 

•Cebada 0 0 40 0 

Los desacopladores a una concentración final de 2,5 mM. Experimentos con cloroplastos 

lavados dos veces y congelados cuatro horas 
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en la formación de ATP, pero sólo cuando se añade el desacoplador 

a la fase acida, y no tiene efecto apreciable sobre la formación de A T P 

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 añadían en. 

la fase acida, nuestros resultados indican que al menos en cebada, el 

que se añada el desacoplador en una u otra fase no es indiferente; si 

se acepta que las sales de amonio desacoplan, descargando la acumu­

lación interna de protones, coma una alternativa a su utilización en la 

formación de A T P (Crofts, 1968), el que el cloruro de etilamonio-

no desacople añadido 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 

está 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, aña­

diéndoles antes de congelar dimetilsulfóxido. 

Merece notarse, igualmente, que sólo se obtenían resultados repro-

ducible? cuando se usa para todas las disoluciones agua altamente 

desionizada, con una resistividad mayor de 3 x 104 ohmios/cm. 

Efecto de la cajitidad de cloroplastos de cebada y del tiempo 

de incubación en la formación de A T P 

La figura 1 muestra el efecto del uso de distintas cantidades de 

cloroplastos, expresadas como mg. de clorofila en la mezcla de incu­

bación, sobre la cantidad total de A T P formado en quince segundos 

después de la transición ácido-base. Como puede observarse, rápida­

mente se llega a una saturación con una cantidad de c'orofila de unos-

0,2 mg. 

En la figura 2 se muestra el efecto de distintos tiempos de incuba­

ción, esto es, desde que se vierte la fase alcalina sobre la fase acida 

que contiene los cloroplastos hasta que se añade el ácido trícloroacé-

tico, sobre la cantidad de A T P formado. La rápida formación de A T P 

(en menos de cinco segundos) y su disminución 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 varió como se indica. 

FOSFORILACIÓN POR GRADIENTE DE P H 
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tiempo de incubación a pH 8(segundos)i 

Fig. 2.—Los experimentos se realizaron como se 
indica en Materiales y Métodos, salvo que el tiempo 
de incubación, desde la mezcla de las fases hasta la 
adición del ácido tricloroacético se varió según se 
indica. El tiempo O se realizó añadiendo la suspen­
sión de cloroplastos sobre una mezcla de todos los 

reactivos con ácido tricloroacé'ico. 
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mente debido a hidrólisis) se corresponde bastante bien con los resul­

tados de Jagendorf en cloroplastos de espinacas, cuando se usan altas 

concentraciones de succínico. En este caso de espinacas, el uso de con­

centraciones elevadas de succínico aumentaba el rendimiento en ATP, 

pero disminuía el tiempo de incubación en que se alcanzaba el máximo 

de formación de ATP. 

Con el uso de métodos más sensibles que imp'ican la detección de 

A T P formado, en lugar de la disminución de fosfato Ubre, nos pro­

ponemos en un futuro estudiar con más detalle las características del 

sistema fosforüante de cloroplastos de cebada, en especial a bajas 

concentraciones de tampón succínico, lo que permitirá eliminar el efec­

to de hidrólisis posterior del ATP, así como estudiar en detalle el 

efecto de desacopladores. 

Resumen 

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

La actividad fosforüante es más estable en cloroplastos de cebada 
que en clorosplastos de espinacas. 

El desacoplamiento de fosforilación por NH4C1 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 el caso de desacoplamiento por 
C2H,NH3C1. 

Se ha encontrado una diferencia notable en la intensidad de desaco­
plamiento, según se añada el desacoplador en la fase acida o en la 
alcalina; esta diferencia depende del desacoplador y de la fuente de 
cloroplastos. En el caso de C2H-NH3C1 se produce un 40 por 100 de 
-desacoplamiento, en la fosforilación por c'oroplastos de cebada, cuando 
se añade en la fase acida, pero no cuando se añade a la alcalina. 
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