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R&m&---Une preparation de chloroplastes isoles de pois est susceptible de transformer in vitro du (U-‘*C)- 
glucose&phosphate en (U-“‘C)inositol-l-phosphate. L’incorporation de la radioactivite dans l’(U-‘*C)- 
inositol provenant de l’hydrolyse phosphatasique de l’(U-‘4C)inositol-l-phosphate forme est etudiee dans 
quelques conditions experimentales. La D-glucose-6-phosphate cyclase est active dans un extrait proteique 
obtenu a partir des chloroplastes isoles. Ces resultats montrent la participation des chloroplastes a la syn- 
these de leur inositol endogene. 

Abstract-It was possible to synthesize o-inositol-l-phosphate from glucose-6-phosphate with extracts of 
chloroplasts isolated from pea-leaves. (U-‘QInositol produced by alkaline phosphatase hydrolysis was 
studied under various conditions. The enzyme o-glucose&-phosphate cyclase was isolated from the chloro- 
plast preparation. The results showed the role of chloroplasts in the synthesis of their endogenous inositol. 

INTRODUCTION 

LA PRESENCE de l’inositol, de ses isomer-es ou derives a 6th frequemment et dernierementl 
demontree dans les feuilles. Du 14C-inositol est isole a la suite d’incorporation de 14C02 
par des plantes entieres,2-4 ou d’infiltration de fragments foliaire9 et de feuille@ en 
presence de glucose radioactif. Les faibles taux d’incorporation de la radioactivite dans 
le “C-inositol evoquent l’existence dun chemin de synthese complique; cependant la 
conservation du cycle des atomes de carbone du glucose a l’inositol &ant assuree il faut 
penser que la filiation est directe et que la reaction est lente. 11 a d’ailleurs et& montre que 
des preparations enzymatiques de germinations synthetisent de l’(U-14C)inositol a partir 
de l’(U-14C)glucose-6-phosphate,7~* qui est le substrat habitue1 de sa biosynthese.‘-‘l 

1 V. PLOUVIER, Compt. Rend. 274, 1735 (1972). 
’ E. A. MOSCATELLI et J. LARNER, Arch. Biochem. Biophys. SO,26 (1959). 
3 K. E. RICHARDSON et B. AXELROD, Plant Physiol. 32,334 (1957). 
4 R. SCHOLDA, G. BILLEK et 0. HOFFMANN-OSTENHOF, Hoppe-Seyler’s Z. Physiol. Chem. 335,180 (1964). 
’ H. KINDL et 0. HOFFMANN-OSTENHOF, Monatsh. Chem. 95,548 (1964). 
6 F. A. L~EWUS et S. KELLY, Biochem. Biophys. Res. Commun. 7,204 (1962). 
’ H. Rum, E. MOLLINARI et 0. HOFFMANN-OSTENHOF, Hoppe-Seyler’s Z. Physiol. Chem. 348, 1705 (1967). 
a H. KURASAWA, T. HAYAKAWA et S. MOTODA, Agric. Biol. Chem. Tokyo 31, 382 (1967). 
’ E. PINA et E. L. TATTJM, Biochim. Biophys. Actu 136,265 (1966). 

lo I. W. CHEN et F. C. CHARALAMPOUS, J. Biol. Chem. 229,1905 (1964); 240,3507 (1965); 241,2994 (1966). 
I1 F. EISENBERG, JR. et A. H. BOLDEN, Biochem. Biophys. Res. Commun. 21,100 (1965). 
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Les chloroplastes des cellules foliaires renferment de l’inositol’2~13 dont l’origine est B 
ttablir, car le manque de permCabilitC de l’enveloppe chloroplastique A ce cyclohexane- 
hexol14 fait douter de sa provenance cytoplasmique. La proximitk mttabolique du glucose- 
6-phosphate et de l’inositol, et la prtsence intrachloroplastique du glucose-6-phosphate,15 
dkjia sollicitt in situ par plusieurs enzymes,lG rendent possible la participation de l’organite 
photosynthttique A la synthkse de l’inositol qu’il contient. 

Nous montrons dans ce travail que les chloroplastes de Pois sont capables, in llitro, de 
cycliser le glucose-6-phosphate. D’un milieu rkactionnel contenant du (U-14C)glucose-6- 
phosphate nous avons pu isoler de l’(U-14C)inositol form6 de nouo, et observer des varia- 
tions de sa production dans quelques cas 021 les conditions sont diffkrentes. Dans ces 
expkriences une poudre acCtonique chloroplastique purifike apporte le(s) enzyme(s) active(s). 
11 a &C possible d’en extraire une protkine prtsentant une activitt glucose-6-phosphate: D- 

inositol-l-phosphate cyclase. 

RESU LTATS 

La biosynthke de l’inositol pro&de de deux &apes principales?’ la cyclisation du 
glucose-6-phosphate, puis l’hydrolyse du D-myoinositol-l-phosphate, premier produit libre 
form& et origine de l’inositol, de ces d&iv& et isom&es.‘* 

Mise en Evidence de la SynthPse d’(U-‘4C)Inositol par les Chloroplastes in vitro 

Isolement et ident$cation de l’(U-14C)inositoZ. L’(U-14C)inositol-l-phosphate form6 
dans le milieu rkactionnel chloroplastique, en fin de &action, se s&pare difficilement de son 
isomtire structural, l’(U-14C)glucose-6-phosphate; c’est pourquoi il est quantitativement 
hydrolyk en (U-‘4C)inositol sous l’action d’une phosphatase exoghne, puis isolC par 
chromatographie sur papier. La purett de l’(U-14C)inositol ntoformC est contrSe par 
les opkrations suivantes; (a) dans chaque expkrience du meso-inositol est ajoutC apr&s 
l’hydrolyse alcaline. II chemine sur le chromatogramme avec l’(U-14C)inositol, et c’est la 
radioactivitk prksente A l’emplacement qu’il occupe qui est tluCe et mesurte; (b) plusieurs 
solvants propres B la skparation du glucose et de l’inositol ont ttC essay&, 1’(U-14C)inositol 
conserve le meme taux de radioactivitt quel que soit l’entraineur utilisk; et (c) un dosage 
de glucose par la glucose oxydase19 assure qu’il n’y a pas de contamination de l’(U-14C)- 
inositol par 1’(U-14C)glucose provenant de l’hydrolyse alcaline du (U-14C)glucose-6-phos- 
phate, substrat en exe&s dans la rkaction in vitro. La sCparation est bonne A condition que 
les solutions analyskes soient convenablement privkes de sels et de protkines avant d’&tre 
chromatographikes. 

Effet de la concentration en enzyme sur la guantite’ de (U- ‘T)inositoZ isol&. La capacitk 
de la poudre acttonique chloroplastique, purifite par dialyse, B incorporer une fraction de 
la radioactivitk fournie par l’(U-14C)glucose-6-phosphate dans l’(U-‘4C)inositol est prC- 

I2 V. IMHOFF, Compt. Rend. 270,244l (1970). 
I3 V. IMHOFF et R. BOURDU. Physiol. V&g. 8.649 (1970). 
I4 C. T. WANG et P. S. NOBEL, -Biochim.-Biiphys. Acta 241, 200 (1971). 
I5 U. HEBER. K. A. SANTORIUS. M. A. HUDSON et U. W. HALLIER. Z. NaturforschP. 22b. 1189 (1967). 
l6 U. HE& U. W. HALLIER et M. A. HUDSON, Z. Naturforschg. i2b, 1200*(196$ ’ ~ ’ 
I7 I. W. CHEN et F. C. CHARALAMPOUS, dans Methods in Enzymology (&dit& par W. A. WOOD), Vol. IX, 

p. 698, Academic Press, New York (1966). 
Is P. DITTRICH et 0. KANDLER, Phytochem. 11, 1729 (1972). 
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sent&e dans le Tableau 1. La quantite d’(U-14C)inositol forme, evaluBe en dpm, varie avec 
la quantite d’azote proteique mise en jeu. On constate qu’avec une valeur BlevCe de poudre 
prottique chloroplastique l’augmentation de radioactivite incorporee ne suit pas la pro- 
portionnalite initiale; ce qui peut s’expliquer soit par une insuffisance en glucose-6-phos- 
phate, soit par une transformation du produit forme sous l’effet d’enzymes parasites. Quand 
le systbme proteique actif est port6 g l’ebullition pendant 10 min avant d’ktre ajoute au 
milieu reactionnel, le taux d’incorporation de la radioactivite dans l’(U-14C)inositol est 
nul. Le fl-NAD est le cofacteur de cyclisation du glucose-6-phosphate en inositol-l-phos- 
phate, et tous les milieux cites contiennent 0,5 ou 1 mM de NAD. Pourtant nous constatons 
ici que 0,5 mM de NAD abaisse le taux d’incorporation de la radioactivite dans l’(U-14C)- 
inositol. Ce rtsultat sera discutt plus loin. 

TABLEAU 1. EFFET DE LA CONCENTRATION EN ENZYME SUR LA WNTHESE D'INOSITOL PAR LES CHLOROPLASTES 

IsoLES 

Contenu 
en azote 
chloro- 

plastique 
(mg) 

(U-“%)Inositol Contenu (U-W)Inositol Contenu (UJ4C)Inositol 
(dpm) en azote (dpm) en azote (dpm) 

avec chloro- avec chloro- avec 
sans NAD plastique sans NAD plastique sans NAD 

NAD (0,54 mM) (mg) NAD (0,54 mM) (mg) NAD (0,54 mM) 

1,25 1950 1250 590 9350 4850 10,o 11560 7900 

Les valeurs, en dpm, correspondent a l’(W4C)inositol isole d’un milieu rkactionnel contenant dans 
400 pl: (IP4C)glucose6-phosphate 10 mM (radioactivite spkcifique 6,6 x lo5 dpm/pmol), NAD 0 mM 
ou 0 5 mM, Mg2+ 2,5 mM, NH4+ 5 mM, NaF 1,25 mM, solution Tris-HCl pH 7,7 50 mM et les quantites 
indiquees en azote proteique chloroplastique. La reaction est effectuee a 37” pendant 60 min. 

Effet des variations de pH sur la quantite d’(U-14C)inositoZ isol&. Le m&me tampon Tris- 
maltate a ttC utilise dans une gamme de pH allant de 5,3 g 8,6, Ctablie en presence du glu- 
cose-6-phosphate. Les concentrations en substrat et cofacteurs sont en excbs par rapport a 
la quantite de proteine active et les autres conditions exptrimentales sont celles indiqutks 
dans le chapitre traitant du materiel et des methodes. On constate une variation dans la 
production d’(U-14C)inositol, like a la valeur du pH du milieu reactionnel ; la courbe de vari- 
ations de la quantite d’(W4C)inositol forme en fonction des valeurs de pH imposees 
presente deux maxima, l’un pour une valeur 7,3 + 0,2, l’autre pour une valeur 6,2 f 0,2 
(Fig. 1). 

EfSet de la concentration en glucose-6-phosphate SW la quantiti d’(UJ4C)inositol isolk. 
L’experience a BtC realisee au pH 7,3 favorable a la production d’inositol dans les conditions 
exptrimentales adoptees. La concentration molaire en glucose-6-phosphate est variable 
dans chaque milieu reactionnel, mais l’activitt radiochimique d’une pmole de glucose 
6-phosphate, la concentration des autres composants et les conditions experimentales sont 
identiques. Pour l’incorporation de la radioactivite provenant du (U-14C)glucose-6-phos- 
phate dans 1’(U-14C)inositol isole de chaque milieu, on observe que la synthese d’(UJ4C)- 
inositol augmente lineairement avec la concentration molaire en glucose-6-phosphate 
jusqu’g la valeur de 25 mM qui est la teneur maximum utilisee ici. 

Formation d’lnositol-Phosphate par une Fraction Prot.&ique Isolde des Chloroplastes 

Un extrait proteique de la poudre acetonique est purifie par precipitation au sulfate 
d’ammonium, puis par chromatographie sur une colonne de Bio-gel A-15 m. Chaque 
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fraction tluCe est utilike comme source d’enzyme active dans un milieu rtactionnel de 
composition semblable 5 celle des expkriences prtckdentes, et le dosage de l’inositol-l- 
phosphate synth&ist est effectual directement sur une fraction aliquote.” 

FIG. 1. EFFET DU pH SUR LA SYNTHESE D’INOSITOL 
PAR LES CHLOROPLASTES ISOLES. 

Les valeurs en dpm correspondent d I’(U-W)- 
inositol is016 d’un milieu rkactionnel contenant 
dans 400 ~1: NAD 0 mM, glucose-6-P 10 mM 
(AS. 6 x lo6 dpm/pmol) Mg2+ 5 mM, NH,+ 10 
mM, NaF 2,5 mM, solution Tris-HCI pH 7,2 
50 mM, 2 mg d’azote protkique d’une prkparation 
acktonique vieillie de chloroplastes. La reaction 

est effectute B 37” pendant 60 min. 

FIG. 2. FRACTIONNEMENT CHROMAT~CRAPHIQUE 

D'UN EXTRAIT PROTEIQUE DE CHLOROPLASTES DE 

POIS ET LOCALISATION DE L'ACTIVITE INOSITOL 

SYNTHETASE. 

L’blution de la colonne de Bio-gel A 15 m est 
effect&e par une solution de Tris-HCl, 50 mM, 
pH 7,3, contenant 5 mM de ,%mercaptotthanol. 
Volume des fractions BluCes 2,5 ml. O--concen- 
tration en protkine des diffkentes fractions; e- 
activitd de synthbse de l’inositol-l-phosphate dans 

les diffkrentes fractions. 

La Fig. 2 indique, d’une part, la concentration en protkines des diverses fractions &.&es, 
d’autre part, les quantitk d’inositol-l-phosphate que 1 mg de protkine est susceptible de 
former dans des conditions identiques. La fraction 8 poss&de une activitC de synth&e 
apparente de l’ordre de 0,6 pmol d’inositol-l-phosphate par mg d’azote et par heure, ce 
qui correspond & une purification de 30 fois par rapport & l’extrait brut. 

DISCUSSION 

Barnett et Corina21 signalent qu’une poudre acttonique contenant la glucose-6-phos- 
phate : o-myoinositol-l-phosphate cyclase d’origine animale conserve seulement 10 % de 
cette enzyme sous forme active apr& un mois; ainsi utiliser une poudre acktonique comme 
source enzymatique n’est sans doute pas un pro&d& de choix. Cependant le traitement li 
l’adtone de la prkparation de chloroplastes intacts rend la membrane chloroplastique 
permhable, ce qui facilite, lors de la dialyse, l’tlimination compkte des molkules de faibles 
poids mokulaires, puis favorise au tours de la rkaction enzymatique in vitro les contacts 
enzyme-substrat. 

Dans les conditions expkrimentales employ&es, les enzymes chloroplastiques qui utilisent 

2o J. E. G. BARNETT, R. E. BRICE et D. I. CORINA, Biochem. J. 119,183 (1970). 
21 J. E. G. BARNETT et D. I. CORINA, Biochem. J. 108, 125 (1968). 
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le glucose-6-phosphate comme substrat, ne g&tent pas la mise en evidence de la cyclisation 
par les organites du glucose-6-phosphate en inositol. Cependant, dans quelques cas, l’iso- 
mt5risation du glucose-6-phosphate n’est pas negligeable en regard de la production d’(U- 
14C)inositol: l’(W4C)fructose produit, visible sur les radiochromatogrammes d’isolement 
de l’(U-14C)inositol, represente 2 % du (U-14C)glucose provenant de l’hydrolyse de (UJ4C)- 
glucose-6-phosphate, alors que la production d’(U-‘4C)inositol n’est que de 1%. Ces 
valeurs indiquent que la concentration en substrat reste largement excedentaire dans le 
milieu rtactionnel. 

Les rtsultats present& montrent une production d’inositol dans un milieu rtactionnel 
qui est le milieu d’efficience ordinaire de la cycloaldolase; on en dtduit que les chloroplastes 
posstdent la capacite de cycliser le glucose-6-phosphate. Le p-NAD est cofacteur de cette 
reaction; il est joint habituellement au milieu in uirro. 7-11,17 Or les resultats du Tableau 1 
font Ctat dun role inhibiteur du NAD dans notre systeme. 11 s’agit, semble-t-il, d’une 
contradiction apparente. En effet les chloroplastes contiennent du NAD,” que ni le traite- 
ment a l’acttone ni la dialyse n’eliminent, car l’etude du mecanisme de la cyclisation du 
glucose-6-phosphate23-26 montre que le NAD est lie tres fortement a l’enzyme isolte et 
purifik Le systeme chloroplastique actif contient done sik-ement du NAD endogene. On 
sait d’autre part que le NAD intervient dans une reaction d’oxydo reduction d’intermedi- 
aires de synthese et on peut penser qu’une forte concentration de NAD freine cette &ape 
oxydative et ralentit ainsi la formation d’inositol. 

La courbe de synthese de l’(UJ4C)inositol en fonction du pH du milieu reactionnel 
presente deux maxima. Elle laisse entrevoir la possibilitt d’intervention d’autres mecanismes 
fonctionnels de la production d’inositol; au pH 7,3 doit correspondre l’activite dominante 
de la glucose-6-phosphate cycloaldolase d&rite par Chen et Charalampous pour les 
Levures’O ou par les auteurs qui extraient cette proteine enzymatique de materiel vegeta17*8 
et animal.ll Mais l’hydrolyse du phosphatidylinositol s’effectue a un pH acide,27 et une 
activite d’hydrolyse predominante de ce phospholipide preform6 pourrait etre res- 
ponsable du maximum de la courbe dans cette zone de pH. 

Plusieurs fonctions metaboliques qui peuvent inttresser la dynamique chloroplastique 
ont et& attribuees a l’inositol. Le myoinositol a BtC reconnu comme constituant vegetal; le 
phosphatidylinositol en particulier constitue 10 % des phospholipides membranaires 
chloroplastiques;28 l’inositol entre dans la composition de glycolipides complexes isolts de 
feuilles.29 Mais son role de mediateur dans le mttabolisme des glucides parait de plus en 
plus important. 11 sert, par exemple, d’intermediaire dans la formation des acides uroniques 
et des pentoses court-circuitant leur synthbse par la voie de l’UDPG.30 C’est d’autre part 
un puissant inhibiteur de I’a-galactosidase31p32 intervenant dans la mobilisation des 
galactolipides.33 

*2 A. J. KEYS, B&hem. J. 108,l (1968). 
23 I. W. CHEN et F. C. CHARALAMPOUS, Biochim. Biophys. Acta 136,570 (1967). 
24 F. EISENBERG, J. Biol. Chem. 242,1375 (1967). 
25 W. R. SHERMAN, M. A. STEWART et M. ZINBO, J. Biol. Chem. 244,5703 (1969). 
26 A. RASHEED, D. L. CORINA et J. E. G. BARNEY, Biochem. J. 126,15 P (1972). 
27 P. K. KEMP, G. H~NCHER et J. N. HAWTHORNE, Biochem. J. 79, 193 (1961). 
28 R. DOUCE, T. GUILLOT-SALOMON, C. LANCE et M. SIGNOL, Bull. Sot. Fr. Phys. Vig. 14, 351 (1968). 
29 H. E. CARTER et A. KISIC, J. Lipid Res. 10, 356 (1969). 
3o F. Loewus, Fed. Proc. 24;855 (1965). 
31 C. B. SHARMA. Biochem. Bionhvs. Res. Commun. 43.572 (1971). 
32 P. M. DEY et j. B. PRIDHAM; lkochem. J. 115,47 (1969). 
33 P. S. SASTRY et M. KATES, Biochemistry 3, 1280 (1964). 
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EXPERIMENTALE 

Muthiel. Des graines de Pois (Pisum sativum, var. Alaska) sont mises a germer a l’obscurite a 20-25” 
pendant 6-8 jours; puis les plantes sont cultivees en salles conditionnees (60% humiditd; 8 hr lumiere: 
15 000 lux, 16 hr d’obscurite) pendant 8 jours, sur milieu nutritif de Arnon,34 a 20”. 

Isolement des chloroplastes. Les feuilles sont prelevbes, portees a 4”, broyt% pendant 1 set dans une 
solution de 15 mM de phosphate de sodium, pH 7,8, contenant 40 mM de sorbitol, 10 mM d’adtate de 
magnesium, 1 mM de glutathion, et 1 mM de L-cysteine. Apres filtration sur gaze et nylon, le surnageant est 
centrifuge a 2500 g pendant 3 min. Les chloroplastes obtenus sont mis en suspension dans le milieu d’isole- 
ment a raison de 5 mg de chlorophylle pour 1 ml. 

Pripuration de la poadre acdtonique. La suspension chloroplastique (vol. = 10 ml) est projetQ goutte a 
goutte dans 200 ml d’acbtone a 80% (v/v) maintenue en agitation constante a -lo”, selon le prodde de 
Lennarz35 et d’Ongun et Mudd. 36 Apres 7-8 lavages a Pa&one 80% (v/v), les chloroplastes depourvus de 
chlorophylle sont s&ches sous vide dans un dessicateur, puis stock& a 4”. Au moment de son emploi, la 
poudre adtonique s&he, devenue t&s hydrophobe, est remise en suspension dans une solution de T&s-HCl 
50 mM oH 7.3, contenant 0.02% de digitonine ou 5 mM de B-mercaptoethanol. .Elle est dialvsee nendant 
IS-20 hr con& la solution de Tiis-HCi 10 mM a 4”, et ainsi privte-des molecules de faibles- poids mole- 
culaires. La suspension de pourde adtonique, dialysee, est utilisde comme source enzymatique dans la 
premiere serie d’expbiences. 

Pr&paration d’un extrait enzymatique soluble. La poudre adtonique mise en suspension, dialysee, est 
centrifugee a 20 000 g pendant 10 min, puis a 100 000 g pendant 90 min. La fraction proteique precipitant 
entre 50 et 70°A9 de saturation en sulfate d’ammonium est recueillie. Elle est dialysee une nuit contre une 
solution de Tris-HCl de pH 7,7 (1 mM). 

Purification. 10 mg de cet extrait proteique actif sont places au sommet d’une colonne de Bio-gel A 15 m, 
de volume total 60 ml. L’elution est effectuee par la solution de Tris-HCI, 5 mM, de pH 7,3, qui a servi a 
la confection de la colonne. 

Milieu rPuctionnel. Le milieu reactionnel habituellement choisi est celui de Chen et Charalampous.i7 
0,3-3 mg d’azote pour 1 mg de glucose-6-phosphate sont generalement utilids. L’arrCt de la reaction est 
effectue en ajoutant 100 ~1 d’alcool fort et en placant les tubes pendant 10 min a l’ebullition. 

Isolement et &valuation de la radioactivitP de I’(U-I‘%). mositol. Le milieu rtactionnel est centrifuge a 
50 000 g. Les residus sont la&s a l’alcool 80” (v/v), trois fois. Les lavages alcooliques sont joints au sur- 
nageant de la centrifugation, concentres, et Ctendus par une solution de Tris-acetate pH 8,s contenant 10 IJ 
de phosphatase alcaline d’origine bacterienne. L’hydrolyse se prolonge pendant 2 hr, puis la reaction est 
arretee par addition de 50 ~1 de TCA a 50%. Quelques pg d’inositol entraineur sont ajoutes et la solution 
hydrolyste est pass&e sur des r&sines tchangeuses d’ions Dowex-1 (X 8) et Dowex 50. La solution est con- 
centree et une fraction aliquote est chromatographiee sur papier Arches 302 dans l’un des solvants suivants: 
n-BuOH aqueux-EtOH 95~0-trichlor&hyl&ne (6:2:2); a&one-H,0 (85: 15); acetate d’ethyle-n-BuOH- 
HOAc-HZ0 (3 :4:2,5:4). La surface correspondant a l’inositol, repbee par revelation au NOsAg des deux 
bandes laterales du chromatogramme, est decoupee, elute, et sa radioactivite est Cvaluee dans une solution 
de melange scintillant de Bray,37 au scintillateur, avec une ellicacite de 65 “/ Le nombre d’impulsions est 
de 10 fois superieur au bruit de fond. 

Dosage de l’inositol-l-phosphate. Ce dosage s’effectue selon la mdthode de BarnetF’ qui permet d’evaluer 
l’activite enzymatique des fractions d’elution obtenues a la sortie de la colonne de Bio-gel A. 

Autres mPthodes analytiques. Le taux de chlorophylle est mesure selon la methode d’Arnon3a Les dosages 
d’azote de la suspension chloroplastique sont effectues selon Umbreit et Burris. Dans les solutions protei- 
ques purifiees I’azote est &value spectromCtriquement.40 

34D. I. ARNON, Am. J. Bot. 25, 322 (1938). 
35 W. J. LENNARZ et B. TALAMO, J. Biol. Chem. 241, 2707 (1966). 
36 A. ONGUN et J. B. MUDD, J. Biol. Chem. 243, 1558 (1968). 
37 G. A. BRAY, Analyt. Biochem. 1, 279 (1960). 
‘a D. I. ARNON, Plant Physiol. 24, 1 (1949). 
39 W W UMBREIT et R. H. BURRIS dans Munometrics Techniques (edit6 par W. W. UMBREIT, R. H. BURRIS 

et J. i. STAUFFER), p. 208, Burg&s, Mineapolis (1964). 
4o J. B. MURPHY et M. W. KIES, Biochim. Biophys. Acta 45, 382 (1960). 


