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Communication presentee ä la seance du 16 juin 1994

INVESTIGATIONS
PAR RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE (RMN)

SUR LA MEMBRANE PLASMIQUE DE L'EPINARD
PENDANT L'INDUCTION FLORALE

PAR

Pierre CRESPI* & Hubert GREPPIN*

Abstract

NMR investigations on spinach plasma membrane during the flowering induction process. -

The leaves plasma membrane could be implicated in the flowering induction process Preliminary
studies have shown structural modifications of this membrane at the critical photoperiodic time. To

precise these observations, analyses by proton and 3IP Nuclear Magnetic Resonance have been
undertaken This technic allow us to arrest the order degree of purified plasmalemma On the other
hand, membrane model systems have been used to precise the gibberellic acid action. This compound
has the same effect, in vivo, on the plasma membrane structure than photoperiodic change These

investigations have shown modifications of the membrane fine structure. These should be due to the

appearance of hexagonal Hit phases and/or to a modification of the H2O molecules links on our
membrane systems.

INTRODUCTION

Une des hypotheses pour expliquer le phenomene de l'induction florale impli-
querait des modifications structurales, compositionnelles et fonctionnelles du plas-
malemme (Greppin H. et al. 1987; Greppin H. et al. 1990). Des etudes precedentes ont

montre un epaississement du plasmalemme des cellules de feuilles d'epinard au moment
de la photoinduction de la floraison de cette plante (Auderset G. et al. 1986, Martinec
J. et al. 1993). Des resultats similaires ont aussi pu etre obtenu apres un traitement par
l'acide gibberellique (Crespi P. et al. 1989), un compose connu pour favoriser la

floraison de nombreuses plantes. Divers produits (Acide gibberellique, Ca2+, un ou des

composes cytosoliques) provoquent le meme effet, in vitro, sur du plasmalemme purifie
(Crespi P. et al. 1993).

Le passage de la plante ä un regime lumineux different pourrait done induire une

modification de la structure globale du plasmalemme. Les membranes biologiques sont

sous la forme dune bicouche lipidique (modele de Singer et Nicholson 1972). Une
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certaine quantite de lipide pourrait etre cependant presente sous une autre torme et

pnncipalement sous la forme hexagonale H[j. De nombreux facteurs peuvent favonser
ou defavoriser l'expression de ces formes aussi bien dans des membranes artificielles
(liposomes) que biologiques L'aspect colloidal des membranes est rarement aborde

avec des membranes natives. Leur complexite de composition est tellement importante
quelle rend l'analyse structurale et dynamique tres delicate au niveau moleculaire

Des lipides disperses en milieu aqueux presentent une tres forte tendance ä

l'aggregation Les structures ainsi formees dependent des types de lipides et de certaines
conditions experimentales Trois types d'aggregations sont generalement constatees

(mono-couche; double-couche ou lamellaire La; hexagonale Hjj) Nous avons done
decide d'utiliser les techniques de resonance magnetique nucleaire (RMN) dans le but
d'examiner les structures de la membrane. L'etude par RMN du proton de vesicules
modeles et de membranes natives donne pnncipalement des informations sur les diffe-
rents groupes hydrocarbones des phospholipides. Les resonances des groupes methylenes
des chaines d'acide gras et des methyls terminaux nous renseignent sur le degre d'ordre ä

1'interieur de la membrane. Ces resonances sont le reflet de resonances composites de

l'ensemble des phospholipides Le pic de resonance des groupes cholines, N(CH3)3,
correspond ä un seul type de phospholipide. la phosphatidylcholine II nous donne des

informations sur le degre d'ordre des regions membranaires superficielles. Ce type de

spectre nous est done paru interessant puisqu'il permet d'avoir acces ä deux aspects,
interieur et superficiel de la membrane. La RMN, dans le cas etudie, donne une idee de la

mobilite relative des groupements portant des protons L'intensite relative des resonances
observees a ete interpretee dans ce sens. Une augmentation de celle-ci correspond ä une

augmentation de la mobilite, done ä une diminution de l'ordre dans la membrane et

reciproquement. Le terme d'ordre est utilise ici dans son sens general II tient compte ä la

fois de la mobilite et de la viscosite. II est bien evident que d'autres interpretations de ce

parametre sont aussi acceptables. Celles-ci sont generalement plus restnctives quant ä

1'image que peut nous donner ce dernier. La structure des membranes est tres sensible ä

des variations de temperature. De telles variations peuvent nous permettre d'ameliorer
1'image de l'ordre ä ce niveau. L'investigation a done porte sur des comparaisons de la

reaction de membranes d'ongines differentes, jour court ou jour long, ä des variations de

temperature. La RMN du phosphore 31 a eile aussi ete utilisee.
Un autre aspect de la structure des bicouches lipidiques correspond ä l'etat colloidal

dans lequel elles se trouvent Aux temperatures physiologiques, ces membranes sont
pnncipalement ä l'etat de enstaux liquides (etat sol), cependant certaines regions
peuvent se trouver ä l'etat gel. Ceci depend de la composition des differents domaines
membranaires. Cette distribution peut etre affectee par d'autres facteurs tels que des

cations. Ces differents etats sont tres importants puisqu'ils reglent la fluidite transversale

(microviscosite) de la membrane. Des transitions entre ces deux etats peuvent etre

provoquees par des modifications de la temperature et ä une temperature constante par
des modifications de pH, de la concentration en sei ou du degre de saturation des lipides
(desaturases). Elles peuvent etre caracterisees par la determination de la courbe de
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transition de phase (courbe de fusion) ä des temperatures variables. Ainsi (Wood A. et

al. 1972; 1974 a et b) ont mis en evidence, dans le passe, un effet direct des gibbe-
rellines sur des systemes lipidiques modeles. Quelques experiences ont ete realisees
dans ce sens, visant ä preciser ces donnees. La mise en evidence d'un tel phenomene a

ete realisee par une technique faisant appel ä une sonde fluorescente.

MATERIEL ET METHODES

Materiel vegetal

Les experiences ont ete faites sur lepinard, Spinacia oleracea (cv. Nobel). Les

plantes, cultivees en phytotron, sont ägees de quatre ä cinq semaines au moment des

experiences. L'eclairement est produit par des tubes ä fluorescence (lumiere blanche)

Sylvania day light 40 W (ref. 244 32-0). L'eclairement lumineux est de 6 000 lux au

niveau des feuilles, ce qui correspond ä une energie de 12 000 ergs / cm2 / s. Les plantes
sont maintenues en photoperiode non inductrice de 8 heures de lumiere et de 16 heures

d'obscurite (etat vegetatif). La temperature des chambres du phytotron est maintenue ä

20° C ± 0,5°C et l'humidite relative ä 70 % ± 10% le jour et 50 % ± 10 % la nuit.

Preparation du plasmalemme

25 grammes de limbes de feuilles sont broyes ä froid (4° C) au mixer (Braun) dans

un tampon d'extraction dont la composition est la suivante; Hepes: 50 mM; Saccharose:

400 mM; KCl : 100 mM; MgCL : 1 mM; Vitamine C : 10 mM. Le broyat obtenu est

filtre sur toile ä bluter 100 pm et centrifuge ä basse vitesse 6 000 g, 10 min., 4° C

Le surnageant est repris et filtre sur Miracloth. II est ensuite centrifuge ä 30 000 g, 30

min. et ä 4° C. On obtient ainsi un culot membranaire, contenant tous les types de

membrane de la cellule (culot membranaire brut). Ce culot est ensuite resuspendu dans

du tampon phosphate 5 mM, pH 7,8. Le plasmalemme est alors separe des autres types
membranaires par la methode de partition de phase (Kjellbom P. et al. 1984).

Resonance magnetique nucleaire

Les spectres de resonance de proton et du phosphore 31 ont ete realises sur un

appareil RMN Brucker 200 MHZ (200 Mhz pour 'H et 81,6 Mhz pour 31P). Les

spectres sont obtenus apres une analyse de Fourier (systeme informatique Brücker).
L'accumulation. sommation du signal de plusieurs excitations, a souvent ete necessaire

(environ 300). La preparation des membranes pour de telles analyses a demande

quelques amenagements. La concentration necessaire ä l'obtention de spectres est au

minimum de 1 mg /100 pi (tube RMN 0,5 cm). Seule la partition de phase, rapide, peut

permettre de tels rendements. Le plasmalemme, une fois extrait par la technique
classique, est concentre (vitesse maximale microfuge Sorvall) et resuspendu dans un

tampon Hepes / D2O pD 7,4. La resolution des spectres peut-etre amelioree par une



276 INVESTIGATIONS PAR RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE (RMN)

sonication des membranes (water-bath type sonicator 10 secondes ä T ambiante). Cette

sonication diminue l'amsotropie de la suspension membranaire. Les spectres ont, soit ete

faits immediatement apres extraction des membranes, soit apres conservation de celles-
ci ä -20° C en ampoules scellees sous azote

Techniques d'etude par fluorimetrie de l'effet de l'acide gibberellique sur des

systemes membranaires modeles (J.P. Meier ; communication personnelle).

Les systemes modeles permettent d'aborder le probleme de la fluidite membranaire.

Les lipides presentent la caractenstique de s'auto-organiser dans des systemes

aqueux sous la forme de feuillets, doubles ou simples. Cette caractenstique est utilisee

pour la fabrication des liposomes Seul, le reglage de la taille et de l'homogeneite de

telles suspensions pose probleme. Enfin, ces liposomes peuvent, au moment de leur
fabrication, s'organiser en vesicules mono ou multicouches. L'obtention de liposomes
monocouches et multicouches depend de la methode de fabrication utilisee

Une solution stock de distearoyl phosphotidylchohne ä 5 mM dans EtOH a ete

prealablement preparee. Les liposomes sont realises dans deux tampons differents

permettant l'etude ä deux pH differents, 10 mM MOPS, KOH, pH 7,5 et 10 mM
succinate, KOH; pH 4,5. Les liposomes sont prepares par adjonction ä la solution

aqueuse d'un volume (22 pi) de la solution stock de lipides auquel a ete prealablement

ajoute la sonde fluorescente (chlorophylle a) (Lee A.G. 1975 (30 pi solution stock
DSPC soit 150 nmol. + 3 pi sonde chlorophylle a soit 3 nmol)

On preleve avec une senngue Hamilton exactement 22 pi de ce melange Celui-ci
est ensuite injecte tres lentement dans une cuve de fluorimetre oü est agite 3 ml de

tampon 1 ou 2. Le passage lent de la solution ethanolique dans une solution acqueuse
permet la formation d'une suspension homogene de liposomes unilamellaires (Kremer
JMH. etal. 1977

L'acide gibberellique est ajoute au moment de la fabrication des liposomes. (lOpl
solution stock ä 200 mM dans EtOH). Des temoins ont ete realises en tenant compte de

la dilution due ä l'ajout d'acide gibberellique. La sonde de chlorophylle a est preparee ä

partir d'une extraction acetonique des chlorophylles totales d'epinard du commerce. La
chlorophylle a est ensuite separee par Chromatographie sur couche mince. Une solution
stock de chlorophylle a dans EtOH est ainsi obtenue et diluee de maniere ä avoir une
concentration de 1 nmol / ml

Soit un Volume, V, de telle maniere que : V (ml) 178,6/(0,543 A663nm - 0,517
^645nm)-

Ce volume est evapore sous azote et le residu est repns dans 100 pi EtOH. Toutes

ces operations sont effectuees ä l'abn de la lumiere. Les courbes de fusion sont obtenues

au fluorimetre par mesure de la fluorescence de la chlorophylle a ä differentes temperatures

(22°C ä 65°C pour DSPC) Le controle de la mesure de la temperature est

effectue directement dans la cuvette (sonde thermometrique) qui a ete placee dans un
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bain thermostate. Les parametres du fluorimetre et de l'enregistrement sont : excitation-
440 nm±10 nm, emission- 660 nm±10 nm. photomultiplicateur: 1160 V, sensibilite:
250 mV, constante de temps- 1 seconde: enregistrement: 200 mV 0,2 mm / sec.

RESULTATS

L'obtention de spectres RMN du plasmalemme demande de fortes concentrations
en equivalent proteine (1 mg / 100 pi). Quelques manipulations ont ete necessaires pour
ameliorer la resolution des spectres. Le passage aux ultrasons diminue l'heterogeneite
des preparations et permet ainsi une meilleure resolution. Cette "homogeneisation" par
les ultrasons de la taille des vesicules peut etre standardisee par une mesure, effectuee

en parallele, de 1'opacimetrie des suspensions membranaires. Ceci nous a permis de

comparer diverses suspensions de plasmalemme dans des conditions optimales de

reproductibilite (meme concentration en proteine; Homogeneisation par mesure de

1'opacimetrie, suivie de la D.O 400 nm, et reglage par la duree du temps d'ultrason).
Ces spectres sont tres semblables ä ceux obtenus avec, par exemple, de la lecithine.

Les differents pics de resonance ont ainsi pu etre identifies (Fig. 1). La seule difference
observee entre le temoin lecithine et les spectres obtenus ä partir des membranes

concerne le pic ä 3,5 ppm. II pourrait provenir d'eau liee aux systemes membranaires.
En etfet, les liposomes de lecithine sont directement fabnques, par exemple par passage
du film lipidique aux ultrasons, dans D2O. Leur degre d'hydratation est done quasi nul.

Celui des vesicules membranaires est tres superieur et ceci malgre des lavages repetes
avec DsO. On aurait ainsi ä 3,5 ppm un pic composite, forme par la resonance des

groupes (CH2) N et des molecules d'eau liees aux membranes. Le pic de l'eau libre se

situe ä 4,7 ppm
L'etude de l'intensite des resonances des differents pics en fonction de la temperature

a fait ressortir quelques constantes (Figs 2 et 3). Cette intensite, ä des temperatures

physiologiques (entre 20°C et 40°C), reste sensiblement constante pour les pics
de resonance concernant la membrane, qu'il s'agisse des chaines carbonees des acides

gras ou des CH3 terminaux. Ces intensites sont toujours sensiblement inferieures pour
les membranes issues de plantes induites comparees au temoin (Fig. 3).

Ces differences sont-elles significatives? Malgre les precautions prises pour
standardiser nos suspensions membranaires, des parametres tels que la viscosite ou l'etat

d'integrite des membranes pourraient amener de legeres differences. Les contenus en

acides gras et en phospholipides ne semblent pas vaner durant l'induction (Penel C. et

al 1988). Ce parametre n'influencerait done pas l'intensite de resonance. Nous ne pou-
vons done conclure qu a une tendance malgre les repetitions d'experiences qui amenent

toujours ä la meme constatation. Les membranes plasmiques provenant de plantes de

jour long seraient plus ordonnees.
Le comportement du pic de resonance ä 3,5 p.p.m est plus surprenant. En effet, son

intensite diminue quand la temperature augmente, intensite qui de nouveau est moms
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ex; phosphatidylcholine

Fig. 1.

Spectre 'H RMN d'une suspension de vesicules de plasmalemme (lmg/100 p] tampon D->0) ä 20°C.
L'attribution des differentes raies de resonance obtenues a ete effectuee par comparaison avec le d'une
suspension dans D20 de liposomes de lecithine. Les valeurs sont donnees par rapport au tetra-
methylsilane qui est utilise comme reference. Le spectre est obtenu par une analyse de Fourier

(accumulation: 300).

importante pour le plasmalemme provenant de plantes induites. La cinetique de cette
decroissance entre 20°C et 40°C est plus rapide chez les plantes temoins. S'il s'agii
reellement de molecules d'eau liees ä la membrane, cette decroissance peut s'expliquetr
par un relargage de cette eau dans le milieu, relargage dependant de l'agitation
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Fig. 2.

Spectre 'H RMN de suspensions de vesicules de plasmalemme (1 mg/100 pi tampon DsO) de plantes de

jour court (T: etat vegetatif) et de plantes induites (I) par 24 heures de lumiere continue. Effet de la

temperature sur l'intensite de resonance. Les spectres ont ete effectues ä trois temperatures 20°C, 40°C
et 60°C. Les parametres RMN restent inchanges. L'attribution des raies (a.b.c.d et e) correspond ä la

description de la fig. 1.
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pic ä 3,5 ppm (T) CH3 Nter (T) CH3 ter. + (CH2)n (T)

picä3,5ppm (I) —— CH3 Nter (I) —— CH3 ter + (CH2)n (1) A

Fig. 3.

Evolution en fonction de la temperature de l'intensite des pics de resonance de plasmalemme de plantes
Indultes (I: 24 heures de lumiere continue) et de plantes temoins (T: jour court de 8 heures de lumiere:
etat vegetatif). L'intensite de resonance correspond ä la mesure de l'integrale de chaque pic. Le pic ä 3.5

p.p.m correspondrait ä de I'eau liee aux systemes membranaires. Ces experiences ont ete repetees 3

fois avec une grande heterogeneite de l'intensite de resonance suivant les lots de plantes. Les dia-
grammes obtenus. induit / temoin. ä partir de ces trois repetitions sont cependant superposables.

thermique. Le fait que le temoin possede ä la fois plus de capacite de fixation et de

relargage (60°C) nous amene ä la meme conclusion dune augmentation du degre
d'ordre du plasmalemme lors de l'induction photoperiodique.

De la meme maniere que precedemment, il a ete realise sur le plasmalemme de

plantes induites par 24 heures de lumiere continue et sur des temoins (Jour court) des

spectres de resonance du phosphore 31 (Fig. 4). Le spectre ainsi obtenu ne presente
qu'un seul pic de resonance. II s'agit d'un pic composite correspondant ä l'ensemble des

phospholipides membranaires. L'analyse des spectres obtenus sur du plasmalemme de



SUR LA MEMBRANE PLASMIQUE DF. L'EPINARD PENDANT L'lNDUCTION FLORALE 281

/_ i

- t " T- - - -
-

; :

— •

"

J-~ 10Hz
_l —

1 •

Fig. 4.

Spectre J1P RMN du plasmalemme de feuille d'epinard. I: apres induction par 24 heures de lumiere
continue. T: temoin; plantes maintenues en jours court; etat vegetatif. Concentration: 2,5 mg
proteines/200 pi tampon D2O. La fleche indique l'asymetrie observee dans le cas de vesicules de

plasmalemme issues de plantes de jour long.

plantes de jour long et de jour court montre l'apparition d'une legere asymetrie du pic
apres transfert des plantes en lumiere continue. Cette asymetrie pourrait etre due soit ä

l'augmentation soit ä l'apparition de phospholipides se trouvant dans une phase Hn.
Les courbes de fusion de differents phospholipides de composition en acide gras

definie ont ete realisees (Lee A.G. 1977). L'effet des gibberellines sur le comportement
thermotropique de ces lipides a aussi ete teste ä differents pH. Les resultats sont montres
dans les figures 5 et 6. Les etudes portant sur AG3 ont ete realisees sur des liposomes de

distearoyl-phosphatidylcholine ou de dipalmitoyl-phosphatidylcholine. Les courbes de

transition peuvent etre divisees en trois zones;
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- Une phase stable, ä basse temperature, oil predomine 1 etat gel.

- Une phase de pretransition (probablement due ä une modification du degre

d'hydratation des liposomes: eau liee).

- Une phase de transition, oil Ton passe brusquement d'un melange gel: cnstal-

liquide ä un etat cnstal-liquide.

La courbe temoin (Fig. 5) presente une temperature de transition ä environ 52°C et

une phase de pretransition allant de 35°C ä 48°C. AG^ affecte, ä pH=4,5, ä la fois les

valeurs des temperatures de transition et de pretransition. Cette derniere est decalee vers
de plus hautes temperatures (42,5°C ä 50°C) avec une forte diminution de son amplitude.

La temperature de transition est aussi decalee vers une plus forte valeur: 53,5°C.
L'effet de AG^ ä pH=8 est tres peu marque. Les temperatures de pretransition sont

identiques ä celles du temoin, ainsi que la temperature de transition. AG^ semblerait
done n'avoir d'effet qu a des pH acides. L'analyse de ces courbes indique qu'AGi parti-
cipe surtout ä la stabilisation de l'etat gel ä ces pH.

20
O AG3pH=8

• AG3pH=45

O controle

0
20 30 40 SO 60

Temperature (°C)

Fig 5

Courbe de transition de phase de liposomes de distearoyl-phosphatidylcholine Effet de AG-j (10 pi
dune solution stock a 200 mM dans EtOH ä 0,5 %) La gibberelline est incorporee au moment de la

fabrication des liposomes Le contröle a ete effectue ä pH=4,5
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Une autre etude a ete entreprise avec de la gibberelline A] methyl ester (Fig. 6).

Cette gibberelline n'a pas d'eflet biologique connu. Les experiences ont ete faites sur des

liposomes de dipalmitoyl-phosphatidylcholine. L'analyse des courbes de transition

montre que ni la phase de pretransition, ni celle de transition ne sont affeclees par AGi
methyl ester et ceci quelque soit le pH. Les differences d'amplitudcs observees de la

fluorescence sont uniquement dues ä un probleme technique lie ä la methode de

fabrication des liposomes et d'mcorporation de la sonde.

<
P

JS
a.
o

u
Vu

L.
o3

Temperature (°C)

I U, (l

Courbe de transition de phase de liposomes de dipalnutoyl-phosphatidylcholine Etfet de AG) methyl
ester (10 pi d une solution stock ä 200 mM dans EtOH 0.5 %). Les modahtes de I'expenence sont les

meines que pour AG^ Le contröle a ete efteclue ä pH=4.5.

DISCUSSION

La resonance magnetique nucleaire du proton nous tnforme principalement sur les

interactions spin-spin et spin-reseau de cet atome (Lenk R. 1986). Ces interactions sont

sensibles ä l'environnement immediat des atomes et ä divers parametres physiques dont

la temperature. Elles peuvent done etre interpretees par une notion d'ordre (Hitzemann
R.J. et al. 1986; Lenk R. et at. 1981). Cependant, cette conception doit etre fortement

ponderee par plusieurs remarques. Ces interactions dependent ausst de la geometrie
dans laquelle se trouvent les molecules d'acides gras, courbure des vesicules, dimen-
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sions, doubles liaisons eis ou trans et de la force ionique superficielle. Tous ces

parametres sont difficilement maitrisables dans des suspensions de membranes natives.
Ces problemes sont encore exacerbes par le fait qu'il faille passer les membranes aux
ultrasons pour obtenir une bonne resolution des spectres.

Ces experiences font cependant apparaitre quelques points. Seule la partie
superficielle de la membrane semble etre modifiee, plus "ordonnee" apres passage de la

plante en lumiere continue. L'intensite du pic ä 3,5 ppm, plus faible dans le cas des

membranes issues de plantes de jour long et dont le comportement est different de celui
issu de plantes de jour court lors des experiences ä temperature variable, corrobore ce

fait. Ce pic correspondrait d'ailleurs ä de l'eau liee aux membranes. En effet, des lavages

repetes avec D2O diminuent notablement son intensite, sans toutefois la faire dis-

paraitre. De meme que pour les experiences avec AG3 sur des systemes membranaires

modeles, l'eau liee aux systemes membranaires semble done jouer un role important
dans leur structure (Seewaldt V. et al. 1981). D'autre part, il semble, d'apres les

donnees de la RMN du 31P, que les phospholipides se trouvant dans une phase hexa-

gonale Hu augmentent avec l'induction. Ces resultats semblent done indiquer une
modification de la structure fine du plasmalemme au moment de l'induction. Ce type
d'experiences suscite quelques remarques. La RMN est une technique seduisante pour
de nombreuses raisons; technique non destructrice, acces ä des constantes de temps de
KL8 ä lO6 x sec.-' et relative facilite de mise en oeuvre. Cependant, si des etudes sur
des systemes modeles ont permis de preciser de nombreux points, leur mise en oeuvre
sur des membranes natives pose de nombreux problemes d'interpretation aggraves par le

faible nombre de spectres effectues sur celles-ci ä ce jour (Davies D.G. et al. 1971).

La deuxieme partie de nos travaux confirme les donnees de K.P Pauls et al. (1982).
Ces demiers ont montre, grace ä des approches techniques differentes, un effet direct
des gibberellines sur des modeles membranaires. Nos resultats montrent qu'AGj
modifie les courbes de transition de phase de liposomes en solution aqueuse. Le pH
semble jouer un role important. L'AG] methyl ester n'a pas d'effet. L'effet de AG3 sur

ces modeles amene deux remarques. AG3 modifie surtout la phase de pretransition.
Cette phase pourrait correspondre ä l'eau liee ä la superficie des membranes. AG3
interfererait dans ce cas avec la matrice d'eau liee aux groupements polaires des tetes de

phospholipides. L'effet des gibberellines sur la matrice lipidique proprement dite est

moins evident. En conclusion, les gibberellines semblent surtout affecter des regions
superficielles des liposomes et par contrecoup uniquement, l'interieur du double feuillet
lipidique.

AG3 semble done bien pouvoir jouer un role purement physique sur ces modeles

membranaires; cependant quel pourrait etre l'effet physiologique d'une telle action II
est maitenant bien demontre qua la fois l'activite des enzymes membranaires et les

transports intervenant ä ce niveau sont sensibles ä letat physique du support lipidique.
Les gibberellines peuvent agir sur ce demier ä des pH bas. Cependant, un tel pheno-
mene semble peu speeifique. Les gibberellines agiraient uniquement sur certains do-
maines de composition lipidique bien definie. Un tel effet reste purement speculatif. Un
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autre probleme est lie aux concentrations necessaires pour obtenir une telle reponse. Si

les concentrations peuvent etre abatssees par l'utilisation d'un pH bas, elles restent

cependant tres elevees. Enfin, demeure le principal probleme lie a ce type detudes

(Wood A. et al 1974 a et b. ; Hester P. et al 1984). 11 est en effet tres delicat d'extra-

poler ä des membranes cellulaires, de composition et de structure beaucoup plus
complexes, des resultats obtenus sur des systemes simples ä un composant. Le reglage
de la fluidite membranaire est surtout le fait des sterols. Leur presence ä des concentrations

supeneures ä 30 moles pour cent par rapport aux lipides masque toute transition
de phase De telles concentrations ont ete observees dans des membranes biologiques. II
semble done que les membranes possedent une stabilite et la capacite de repondre ä des

agents perturbants. Un effet direct sur l'etat physique des membranes semble done peu
probable II n'empeche que les resultats obtenus conforte l'idee d'une modification
rapide de la membrane lors de 1'induction florale.
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RESUME

Le plasmalemme fohaire pourrait etre imphque dans le mecamsme de l'induction
florale. Des etudes precedentes ont montre que cette membrane subissait des modifications

structurelles: epaisseur et aspect en microscopie electronique, au moment de la

photoperiode critique. Des analyses par Resonance Magnetique Nucleaire (RMN) du

proton et du phosphore 31 ont ete entrepnses dans le but d'approfondir ces resultats.

Cette technique nous permet en effet d'apprehender le degre d'ordre du plasmalemme
punfie. D'autres experiences, utilisation d'une sonde fluorescente, ont aussi ete rea-
hsees sur des systemes membranaires modeles pour preciser Faction de l'acide gibbe-
rellique AG3. Ce dernier provoque, in vivo, le meme effet sur la structure du

plasmalemme que la modification de la photoperiode. Ces deux types d'investigations
ont permis de mettre en evidence des modifications de la structure fine du plasmalemme.

Celles-ci pourraient etre dues soit ä l'appantion ou ä 1'augmentation de phase

hexagonale H[[, soit ä des modifications des liaisons des molecules d'eau dans les

membranes.
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