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RESUME

Parmi les réponses des plantes au stress induit par I'environnement, la modulation de |'expression des

protéines semble étre une étape clé de la signalisation inductible. Notre étude s'est concentrée sur une
stratégie innovante pour stimuler la résistance des plantes au stress, a savoir |'utilisation de séquences

ciblées de fréquences sonores spécifiques.

L'influence de la stimulation acoustique sur la synthése des protéines végétales a été étudiée. Dans notre
étude, des pois verts, Pisum sativum, ont été cultivés dans des conditions de stress hydrique avec une
stimulation acoustique ciblée. Des séquences acoustiques ciblant les déhydrines (DHN) qui s'accumulent
dans les plantes en réponse a la déshydratation ont été étudiées. Nous avons fait des expériences sur
I'ensemencement des pois avec deux séquences sonores différentes : la premiére correspondait a la
protéine apparentée a la DHN et la seconde visait la séquence consensus de la DHN. L'allongement des
pousses apres la germination des graines de pois a été estimé par la prise de poids a I'état frais étudiée en
présence de diverses conditions d'exposition aux deux séquences de sons. L'expression de la DHN dans les
pois a été quantifiée par des tests ELISA et par Western-blotting en utilisant des anticorps spécifiques.

Une augmentation significative du poids frais des pois cultivés sous exposition a la séquence sonore
apparentée a la DHN a été observée, alors que la séquence sonore consensuelle n'a eu aucun effet sur la
croissance. En outre, la quantité de DHN a 37 kDa a été augmentée dans les pois traités avec la séquence
acoustique consensuelle. Ces résultats suggerent que I'expression de la DHN pourrait étre spécifiquement
modulée par un stimulus acoustique approprié.

1. Introduction

Contrairement aux animaux qui peuvent s'échapper lorsqu'ils sont exposés a des contraintes
environnementales, les plantes, qui sont enracinées dans le sol, doivent généralement faire face a un
environnement changeant.

C'est pourquoi les plantes développent des mécanismes plus nombreux et plus spécifiques pour s'adapter
aux stress biotiques (parasites, symbiotes, etc.) et abiotiques (lumiere, sécheresse, température). Parmi les
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stress abiotiques, il est maintenant bien établi que les plantes sont sensibles aux stimuli physiques et
mécaniques (par exemple le vent, le toucher, les vibrations, les sons).

L'impact sonore sur les plantes a été étudié pendant des décennies, avec un intérét croissant attesté par
des études récentes sur l'interaction plante-son [1, 2]. Bien que la perception des sons par les plantes ait
souvent été abordée d'un point de vue purement mécanique et associée a la mécano-perception générale
[3, 4], certains chercheurs ont étudié la sensibilité des plantes a des stimulations acoustiques spécifiques.

Ces études sur l'influence des sons sur les plantes pourraient étre divisées en deux groupes :
- Principalement les effets de fréquences spécifiques [5, 6, 7, 8, 9].
- Plus rarement, impact de séquences musicales [10].

L'influence des ondes sonores a été principalement considérée par les chercheurs comme une stimulation
mécanique qui module le comportement des plantes. L'amplitude du son doit également étre prise en
compte lorsque les ondes sonores sont appliquées aux plantes. Différentes fréquences sonores appliquées
a un méme type de plante entrainent différentes adaptations développementales et physiologiques,
notamment des changements transcriptomiques, protéomiques et hormonaux utilisés pour augmenter la
croissance et la production des plantes [9, 11, 12].

Cette perception des sons chez les plantes est associée a des réactions métaboliques spécifiques. Un
résumé de ces études et de leurs méthodes, fourni par A.A. Fernandez-Jaramillo et al [2], révele que les
métabolismes spécifiques des plantes peuvent étre régulés a la hausse ou a la baisse par des sons
spécifiques entre 20 Hz et 500 kHz. La plupart des études examinées montrent un effet significatif des sons
audibles (20Hz-20 kHz) sur diverses fonctions telles que le tropisme des racines, la production de
polyamine, I'absorption d'0?, la régulation hormonale, la maturation des fruits, la germination, la quantité
d'ATP.

De plus, I'idée d'obtenir des sons et des mélodies a partir de modeles biologiques a été explorée a travers
diverses tentatives d'identification et de visualisation de motifs musicaux dans des organismes vivants. La
recherche de motifs musicaux dans les genes [13, 14, 15, 16], les fonctions biologiques [17], le microbiote
écologique [18] et les séquences de protéines ont fourni une série de nouveaux outils pour représenter les
données biologiques [19, 20], ainsi qu'une confirmation cohérente du lien sous-jacent entre les motifs
musicaux et les structures biologiques.

Ces études sont arrivées a la méme conclusion que les plantes étudiées sont capables de percevoir
distinctement diverses fréquences sonores, et sont également capables d'avoir une réaction métabolique a
des sons complexes et riches en informations tels que des séquences musicales [21].

Un autre aspect physique moins bien étudié de la stimulation acoustique des organismes est |'influence de
la résonance harmonique de ces séquences.

Récemment, l'influence de telles séquences composées de fréquences spécifiques a été testée sur des
cellules cancéreuses humaines avec des résultats significatifs dans la réduction de leur prolifération [22].

Sur la base de ces précédents rapports, nous avons décidé d'étudier I'influence de séquences acoustiques
spécifiques sur le comportement des plantes. Notre modele expérimental a été congu pour étudier I'effet
de séquences de fréquences sonores spécifiques sur le pois vert commun Pisum sativum, en ciblant une
protéine de résistance au stress hydrique connue sous le nom de déshydrine (DHN) qui est largement
présente dans le regne végétal. Les DHN sont une famille de protéines de résistance a la sécheresse
présentes sous diverses formes et proportions au cours des cycles de vie du Pisum sativum [23, 24]. Le rble
principal de la DHN consiste a réguler le stress hydrique, et I'accumulation de DHN dans les tissus végétaux
sous différents types de stress hydrique est bien établie [25, 26, 27]. Le r6le exact de la famille des
protéines DHN n'a pas encore été expliqué. Les DHN sont connues pour minimiser le développement des
macromolécules pendant la déshydratation, les stress ioniques ou osmotiques [28]. Saibi et al [29] ont
également signalé la régulation des activités de la protéase dans la DHN de I'Arabidopsis thaliana



transgénique sous stress salin par rapport a la variété sauvage. Il a également été démontré qu'une DHN
Vitis riparia surexprimée lors de stress abiotique était capable de protéger I'ADN des dommages causés par
le peroxyde d'hydrogéne - une source d'oxygene réactif (SOR) - sans interférer avec les fonctions de I'ADN
[30]. En outre, il a été récemment démontré que la DHN pouvait agir sur les voies de signalisation du sel et
du stress osmotique en tant que régulateur positif (31). Des données récentes ont montré qu'un promoteur
inductible de la DHN est surexprimé en cas de stress abiotique comme une température élevée, un stress
salin et la sécheresse [32]. Dans I'ensemble, ces données suggérent que la surexpression de la DHN dépend
directement du stress hydrique et que la DHN nouvellement synthétisée interagit avec les macromolécules
pour les protéger des dommages liés au stress abiotique causés par les SOR et le peroxyde d'hydrogéne.

Deux séquences acoustiques ont été congues pour cibler deux peptides caractéristiques de deux DHN
différentes. Une note a été associée a chaque acide aminé des deux peptides selon les brevets de
Sternheimer [33, 34]. Par exemple, la note La-0 est associée a I'acide aminé glycine.

La germination et la croissance précoce des épicotyles de Pisum sativum cultivés dans des conditions de
stress hydrique et exposés a ces séquences sonores ciblées ont été étudiées. L'impact de cette exposition
des pois aux séquences sonores associées a la DHN a été étudié sur les lysats totaux de pois. Les
changements dans I'expression de la DHN ont été quantifiés par Western-blotting.

Chaque expérience a été menée simultanément sur deux lots de pois distincts. Pour éviter toute
contamination phonique, chaque lot a été isolé acoustiquement de I'autre. Chaque lot était constitué de
plateaux de germination dans lesquels les graines de P. sativum Primavil (Vilmorin, France) étaient plantées
dans un substrat de vermiculite hydratée. Les cultures de pois ont été réalisées pendant 8 jours sans aucun
arrosage, ce qui a permis d'obtenir un stress hydrique homogene sur les épicotyles en croissance.

En utilisant des fréquences calculées a partir de la masse de chaque acide aminé, un modeéle de sons
spécifiques congus pour interagir avec les organismes vivants a été développé et breveté par J. Sternheimer
[34]. Toutes ces séquences ont été obtenues a partir d'une méthode brevetée et ont été soumises au droit
d'auteur et au copyright. Cette méthode a été concue pour composer une séquence sonore, corrélée avec
la séquence des masses de chaque acide aminé dans une protéine spécifique, afin de réguler la synthése de
la protéine ciblée. Ces séquences sonores ont été stockées sur des cartes mémoire identiques (SanDisk 4
Go) au format audio MP3.

Un protocole en aveugle a été établi a partir de cette étape de |'expérience : des cartes contenant les
séquences sonores ont été distribuées de maniere aléatoire entre les deux lots, c'est-a-dire "séquence de
stimulation" dans un lot et "séquence de contréle" dans l'autre, qui ne devaient étre révélées qu'apres
analyse des données. Notre approche technique est schématisée dans la figure 1.

En outre, trois opérateurs différents étaient chargés de répartir les séquences, de récolter les données et
de les analyser respectivement, ce qui a permis de constituer une procédure en aveugle rigoureuse [35].

Les séquences étaient automatiquement diffusées au méme volume (volume de diffusion de 15%) par des
haut-parleurs (puissance maximale de 80 W de Kenford) connectés a un lecteur de musique, pendant cinqg
minutes chaque nuit.
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Figure 1. Schéma décrivant la procédure d'expérimentation utilisée.

2.2. Séquences sonores de protéines

L'expérience consistant a exposer Pisum sativum a des séquences sonores de protéines a été divisée en
deux sous-expériences. Tout d'abord, afin de quantifier I'effet de la séquence sonore sur la croissance des
plantes en cas de stress hydrique, nous nous sommes concentrés sur une protéine spécifique de résistance
au stress hydrique appelée DHN cognate [36]. Parmi les séquences de DHN-cognate, nous avons choisi un
extrait de 25 acides aminés commun a plusieurs DHN de Fabaceae. Ensuite, nous avons ciblé 19 acides
aminés de la séquence consensus riche en lysine, précédemment décrite dans toutes les DHN végétales
identifiées et pour lesquelles des anticorps spécifiques sont disponibles dans le commerce.

- Croissance et résistance au stress

Les séquences sonores ont été obtenues a partir de la succession des acides aminés dans la partie
sélectionnée de la protéine selon la méthode susmentionnée. Les 25 premiers acides aminés de la DHN
cognate du Pisum sativum ont été convertis en la séquence des notes suivantes (La-3 = 440 Hz) :

Acides aminés du DHN-cog: MAEENQNKYEETTSATNSETEIKDR.

Notes associées : La-3 / Do-3 / La-3 / La-3 / Sol-3 / La-3 / Sol-3 / La-3 / Do-4 / La-3 / La-3 / Fa-3 / Fa-3 / Mi-3
/ Do-3 / Fa-3/Sol-3/Mi-3 / La-3/ Fa-3 / La-3 / Sol-3 / La3 / Sol-3 / La-3 / Sol-3 / Do-4.



- Stimulation de la DHN

Afin de réguler positivement la synthese du pool de DHN du Pisum sativum, le fragment consensuel de
poly-lysine (poly-K) commun a toutes les DHN a été choisi [25].

Les 19 premiers acides aminés de ce fragment consensuel ont été convertis en la séquence des notes
suivantes :

Acides aminés de la poly-K: TGEKKGIMDKIKEKLP G QH.

Notes associées : Fa-3 / La-2 / La-3 / La-3 / La-3 / La-2 / Sol-3 / La-3 / Sol-3 / La-3 / Sol-3 / La-3 / La-3 / La-3/
Sol-3 / Fa-3 / La-2 / La-3 / Si-3b.

- Séquences de contrdle

Les "séquences de controle" ont été déduites de la "séquence DHN-cog" et de la "séquence de stimulation
DHN". Ces séquences étaient respectivement de méme longueur et contenaient les mémes notes, mais
elles étaient jouées dans un ordre aléatoire.

Toutes ces séquences de notes ont ensuite été enregistrées au format MIDI, mises en boucle afin
d'atteindre une durée de cing minutes pour chacune, puis converties au format MP3.

Les plantes ont été cultivées pendant huit jours avant d'étre récoltées. Pendant la récolte, chaque épicotyle
a été retiré individuellement du substrat ; la vermiculite a été lavée des racines sous |'eau courante. Chaque
plante a été délicatement séchée avec du papier absorbant avant d'étre pesée. Aprés les mesures, les
plantes ont été stockées a - 80 °C.

Les plantes entiéres congelées ont été broyées dans un broyeur a lames a - 8 °C avec un tampon
d'extraction froid (TRIS 10 mM, pH 7,5 + 3mM PMSF dissous dans de |'acétone ; 0,2 ml/g de cocktail
inhibiteur de protéase P9599 Sigma) a 1,5 ml de tampon d'extraction par g de germes frais. Aprés avoir
obtenu une solution homogéne, nous I'avons filtrée sur de la gaze (x 2 couches). Le filtrat a été centrifugé
(6.000 g, 20 min, 4 °C). Le surnageant a été récupéré et centrifugé a nouveau dans les mémes conditions. Le
surnageant final a été récupéré.

Nous avons utilisé la propriété de résistance aux chocs thermiques de la DHN pour concentrer la solution
finale avec les protéines ciblées. La solution précédemment récupérée a été placée dans un bain d'eau
agité (10 min 70 °C) afin de précipiter les protéines non résistantes aux chocs thermiques selon la méthode
de purification expérimentée par Ismail, A. M. et al [37]. La solution a ensuite été centrifugée (17000g 1 h
4 °C) et le surnageant soigneusement récupéré et stocké (-20 °C). Les concentrations en protéines de
chaque extrait protéique ont été préalablement quantifiées par le test de Bradford.

La quantité de DHN dans chaque échantillon a été quantifiée par ELISA indirect. 100 ul d'extraits protéiques
dilués dans un tampon de carbonate (pH 9,4) a une concentration de 20 ug/ml ont été appliqués sur des
plaques Maxisorp® 96 (NUNC) et ont été incubés pendant la nuit a 4 °C selon la méthode développée par
Hnasko R. et al [38]. Les plaques ont été lavées quatre fois avec une solution saline tamponnée au Tris avec
0,1 % de Tween-20 (TBST) a température ambiante. Les puits ont été bouchés pendant 1 heure a 25 °C avec
du TBST complété par 10 % de lait écrémé en poudre. Les puits ont ensuite été aspirés et 100 pul de
I'anticorps primaire anti-DHN (ADI-PLA-100 Enzo Scientific) dilué au 1/1000 dans du TBST complété avec
0,1 % de lait écrémé en poudre ont été appliqués. Apres une heure d'incubation a 25 °C, les puits ont été
lavés quatre fois avec de la TBST. Ensuite, I'anticorps secondaire couplé a la peroxydase de raifort (NA934V
GE) au 1/5000 dilué dans du lait écrémé a 0,1 % ajouté a la TBST a été incubé 1 h a 25 °C. Quatre lavages
avec la TBST ont été effectués et les anticorps ont été révélés avec un substrat de tétraméthylbenzidine



(TO440 Sigma) pendant 30 min a 37 °C, la réaction a été arrétée avec 100 pl de HCI 1N et les mesures ont
été prises a 450 nm.

La solution de protéines de pois enrichie en DHN a été mélangée avec un tampon Laemli (4X) et chargée sur
un gel de polyacrylamide a 12 % a 20 ug par puits.

Apres la SDS-PAGE, les protéines ont été transférées sur une membrane de nitrocellulose a I'aide d'une
cellule trans-blot (Bio-Rad). Une coloration au Ponceau Red a ensuite été effectuée pour vérifier le transfert
des protéines sur la membrane de nitrocellulose.

Une image de chaque membrane a été acquise a I'aide d'un imageur (Image Quant LAS 500 GE) pour
obtenir la quantification des protéines chargées totales. La surface de la membrane a ensuite été saturée
dans une solution de 5 % p/v de lait écrémé en poudre, 0,1 % v/v de PBS + Tween-20 (2h). La membrane a
été lavée avec du PBS + Tween-20 (0,1 % v/v) et incubée (pendant la nuit, 8 °C) avec un anticorps de lapin
anti-DHN polyclonal (ADI-PLA-100 Enzo Scientific) a une dilution au 1/1000 dans du lait écrémé en poudre a
5% p/v, 0,1 % v/v PBS + Tween-20. Aprés incubation, la membrane a été lavée avec du PBS + Tween-20
(0,1 % v/v), puis incubée pour révéler les liaisons spécifiques des anticorps avec |'anticorps de lapin
conjugué a la phosphatase alcaline (A3687 Sigma) (dilution au 1/5000 dans un tampon de saturation
pendant 1 h). L'activité de la phosphatase a été détectée a I'aide d'un kit de réactifs colorés Bio-Rad AP et
guantifiée avec le logiciel Image Studio®. Le signal normalisé a été calculé en utilisant la quantification de la
protéine totale précédemment effectuée avec la coloration Ponceau Red.
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Figure 2. Effet du traitement acoustique sur des pois soumis d un stress hydrique et cultivés pendant 8 jours dans
l'obscurité. La séquence acoustique correspond a la DHN-cognate.

A : Distribution des fréquences de poids, les couleurs rouge et bleue indiquent respectivement la séquence de
"stimulation" et de "contréle”.

B: Le poids des pois a été mesuré pour chaque condition de culture ; des analyses ont été effectuées sur 3 répliques
biologiques.

Les moyennes des données sont présentées avec les écarts-types. Les étoiles montrent des différences significatives
(p < 0,01) comme déterminé par le test t de Student.

Les résultats sont présentés sous la forme de trois expériences indépendantes avec des écarts types (ET).
Chaque expérience a été répétée au moins trois fois. Des analyses statistiques ont été effectuées a l'aide de
tests t bilatéraux non appariés de Student. Tous les tests statistiques et les graphiques ont été générés a
I'aide de Prism8 (GraphPad).



Les effets des stimulations acoustiques sur la croissance des pois ont d'abord été testés avec des cultures
dans l'obscurité. L'analyse de I'effet des séquences de "stimulation" ou de "contréle" sur la germination des
pois cultivés pendant 8 jours sous stress hydrique a mis en évidence une différence significative dans la
distribution de fréquence du poids de I'épicotyle, comme le montre la figure 2. Les pois recevant les
séquences acoustiques correspondant a la séquence de "stimulation" DHN-cog ont présenté des valeurs de
poids plus élevées que ceux cultivés sous la séquence acoustique "contréle".

Les poids moyens d'épicotyle étaient significativement plus élevés pour la "stimulation DHN-cog"
(population (0,37 g +/- 0,15 g) par rapport a la population "témoin" (0,33 g +/- 0,18 g)). Les données
présentées sont les résultats de 3 expériences différentes avec pas moins de 340 épicotyles pour chaque
condition.

Dans une deuxieme série d'expériences, les pois ont été cultivés pendant 8 jours a la lumiére du jour sous
stress hydrique en présence soit de la "stimulation DHN-cognate", soit de la séquence acoustique "témoin"
(figure 3). Le poids des pois entiers a été mesuré et des différences ont été observées : les pois cultivés avec
la stimulation acoustique "DHN-cognate" étaient significativement plus lourds (1,13g +/- 0,39g, n = 167) par
rapport aux pois témoins (0,84g +/- 0,37g, n = 167).

Dans les deux expériences, un gain de poids des épicotyles de pois a été observé en présence de la
stimulation acoustique DHN-cog. La croissance des pois n'a pas été influencée par un apport lumineux
puissant mais par la stimulation acoustique.
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Figure 3. Effet du traitement acoustique sur des pois soumis a un stress hydrique et cultivés pendant 8 jours a la
lumiére du jour. La séquence de DHN-cognate a été utilisée pour la stimulation acoustique.

A : Distribution des fréquences de poids, les couleurs rouge et bleue indiquent respectivement les séquences de
stimulation et de contréle.

B : Le poids des pois a été déterminé pour chaque condition de culture ; des analyses ont été effectuées sur 3 répliques
biologiques. Les moyennes des données avec les écarts-types sont présentées. Les étoiles montrent des différences
significatives (p < 0,01) comme déterminé par le test t de Student.

Les pois ont ensuite été cultivés dans des conditions de sécheresse et dans I'obscurité pendant 8 jours, et la
séquence DHN-consensus a été utilisée pour la stimulation acoustique.

Des cultures témoins ont été effectuées en I'absence de la séquence DHN-consensus de "stimulation" et
ont été exposées a la séquence "témoin" correspondante. Contrairement aux résultats précédents obtenus
avec la séquence de "stimulation" de la DHN-cognate, aucune différence significative n'a été observée sur
la croissance des épicotyles. Le poids moyen de la population de pois cultivés avec la séquence de



"stimulation" de la DHN-consensus (1,03 g +/- 0,26 g n = 476) était comparable a celui du témoin (1,04 g +/-
0,23 g n = 478). Les données présentées sont les résultats de 4 expériences différentes avec pas moins de
476 épicotyles pour chaque condition. La stimulation acoustique de la DHN-consensus n'a pas produit de
changement de poids significatif chez les pois cultivés dans |'obscurité dans des conditions de stress
hydrique comme on le voit sur la figure 4.

C'est pourquoi la méme contrainte hydrique a été appliquée dans toutes les séries d'expériences avec
seulement des changements dans la séquence acoustique appliquée. Ainsi, le gain de poids observé dans
les pois cultivés avec la séquence de "stimulation" de la DHN était spécifiguement dd a la séquence de
stimulation acoustique appliquée. Comme les mémes notes jouées dans un ordre aléatoire n'ont pas
influencé le poids des pois comme on I'a observé dans les échantillons témoins, nous concluons que le gain
de poids présenté dans les figures 2 et 3 a été induit par la séquence de stimulation acoustique spécifique a
la DHN-cognate jouée pendant les expériences.

En outre, la séquence de la DHN-cognate utilisée dans cette étude, qui est commune a certaines Fabaceae,
contenait a la fois I'extrait de 25 acides aminés spécifiques de la Fabacea (acides aminés de la DHN-cog) et
celui de la poly-K de DHN-consensus de la plante. Nous émettons I'hypothese que le gain de poids observé
a été induit par I'ensemble des DHN exprimées dans le pois.
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Figure 4. Effet du traitement acoustique sur des pois soumis a un stress hydrique et cultivés pendant 8 jours dans
l'obscurité. La séquence de la DHN-consensus a été utilisée pour la stimulation acoustique.

A : Distribution des fréquences de poids ; les couleurs rouge et bleue indiquent respectivement les séquences de
stimulation et de contréle.

B : Le poids des pois a été déterminé pour chaque condition de culture ; des analyses ont été effectuées sur 4 répliques
biologiques. Les moyennes des données avec les écarts-types sont indiquées.

Nos résultats ont démontré un effet de la séquence acoustique associée a la DHN sur le poids des pois frais.
L'expression de la DHN dans les pois cultivés a ensuite été étudiée afin de déterminer si elle était
directement modifiée par la stimulation acoustique de la DHN-consensus. Dans un premier temps, des tests
ELISA ont été effectués pour quantifier I'expression de la DHN dans les pois apres stimulation acoustique.
Les anticorps anti-déshydrine disponibles ont été dirigés vers le segment poly-K des déhydrines consensus.
Par conséquent, seuls les tests ELISA effectués sur des pois stimulés par la stimulation acoustique
correspondant a la séquence consensus sont présentés. En revanche, méme si la DHN-cognate présente
une séquence consensus poly-K, elle a été faiblement reconnue par les anticorps commerciaux ; aucune
donnée exploitable n'a été obtenue avec un extrait de pois stimulés par la DHN-cognate (données non
présentées).



Comme les anticorps polyclonaux contre le segment poly-K de la DHN-consensus utilisée pour les tests
ELISA sont capables de se lier a toutes les formes de DHN présentes dans |'extrait de pois, toutes les DHN
ont pu étre détectées, y compris celles qui ne sont pas directement corrélées au stress hydrique induit dans
notre modele. Plus de trois formes différentes de DHN ont été détectées dans Pisum sativum et leur
synthése n'a pas été simultanée [24]. Néanmoins, une légere augmentation de la DHN exprimée dans
I'extrait de pois aprés stimulation acoustique de la séquence consensus a été observée, démontrant une
augmentation de la DHN dans les épicotyles comme présenté dans la figure 5.
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Figure 5. Effet du traitement sonore sur la synthése de la DHN chez des pois exposés au stress hydrique et cultivés
pendant 8 jours dans l'obscurité. La séquence de la DHN-consensus a été utilisée pour la stimulation acoustique. Le
niveau de DHN dans les extraits de pois a été quantifié par ELISA. L'expression de la DHN a été quantifiée pour chaque
condition de culture, 4 répliquas ont été effectués pour chaque condition. Pour chaque parcelle, la ligne dans la boite
représente la médiane, telle que présentée par Novitsky et al [41]. Les lignes inférieures et supérieures de la boite
représentent respectivement les 25¢ et 75¢ centiles, et les lignes adjacentes inférieures et supérieures (moustaches) les
10¢ et 90° centiles.

Pour déterminer quel type de DHN pouvait étre influencé par la stimulation acoustique, des Western blots
ont été effectués sur des lysats de protéines thermostables provenant de pois avec le méme anticorps
polyclonal confrontés au segment poly-K de la DHN-consensus (figure 6).
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Figure 6. Effet de la stimulation acoustique sur I'expression de la DHN chez des pois soumis a un stress hydrique et
cultivés pendant 8 jours dans I'obscurité. La séquence de la DHN-consensus a été utilisée pour la stimulation
acoustique. (A) Western-blot représentatif, (B) analyse densitométrique de bandes de DHN de 37 kDa, normalisées par
la quantité totale de protéines et (C) analyse densitométrique de bandes normalisées de 15 kDa. Graphiques en boites
verticales du signal normalisé (n = 4). Pour chaque tracé, la ligne a l'intérieur de la boite représente la médiane. Les
lignes inférieures et supérieures de la boite représentent respectivement les 25¢ et 75¢ centiles, et les lignes adjacentes
inférieures et supérieures (moustaches) les 10¢ et 90¢ centiles.

Parmi les protéines d'épicotyles de pois collectées, trois bandes de protéines ont été reconnues par
I'anticorps anti-DHN. Ces bandes ont été identifiées avec un poids moléculaire de 37 kDa, 27-30 kDa
(comme observé par Garnczarska et al [23]) et 15 kDa respectivement (Figure 6). Comme le doublet de
bande 27-30 kDa semble faible (mais renforcé dans les conditions stimulées), il n'a pas été étudié plus
avant. Le niveau d'expression des protéines de 37 kDa et de 15 kDa a été mesuré par densitométrie et les
signaux ont été normalisés en utilisant des colorants de protéines totaux. La bande de 37 kDa de DHN a
révélé une quantité de DHN dans les échantillons de la "séquence de stimulation" par rapport aux
échantillons de la "séquence de contrdle", alors que les bandes de 15 kDa étaient identiques pour les deux
conditions de culture. Les valeurs normalisées des signaux des bandes ont été directement corrélées avec
la quantité de DHN extraite des épicotyles.



Nos résultats suggerent également une augmentation de la bande située autour de 37 kDa dans le cas de la
"séquence de stimulation", par rapport aux pois "témoins" soumis au méme stress hydrique. Cela suggere
que la "séquence acoustique de stimulation de la DHN" favorise I'expression précoce d'un type de DHN
malgré le stress hydrique déja appliqué.

Une bande de 16 kDa a été bien observée dans chaque essai. L'analyse densitométrique de cette bande n'a
montré aucune différence significative entre les deux conditions de culture. Une étude précédente sur la
DHN du pin a identifié une concentration constante de 16 kDa de DHN dans des conditions de stress
hydrique chez les aiguilles de pin [39]. Des résultats similaires ont également été observés sur le Cynodon
dactylon, ol Suk et al (40) ont démontré que la DHN de 16 kDa contribue a la tolérance a la sécheresse.
Bien qu'un tel mécanisme n'ait pas encore été étudié chez Pisum sativum, nous supposons que la DHN de
16 kDa est exprimée a un taux constant en réponse au stress hydrique mais ne semble pas étre influencée
par la stimulation acoustique du segment poly-K de la DHN.

Ces résultats suggerent une augmentation spécifique de la quantité de la DHN de 37 kDa dans les pois
exposés a la "séquence de stimulation de la DHN-consensus", par rapport aux pois exposés a la séquence
"controle".

Pris ensemble, nos résultats suggérent que I'exposition a une séquence de fréquences acoustiques corrélée
avec une séquence d'acides aminés spécifique de la DHN pourrait agir comme un facteur de modulation
positif dans I'adaptation du Pisum sativum au stress hydrique. En utilisant deux séquences spécifiques
corrélées avec la DHN-cognate d'une part, et avec la DHN-consensus d'autre part, nous avons obtenu deux
réponses spécifiques en fonction de la stimulation acoustique.

Une augmentation du poids des épicotyles de pois frais a été induite lorsqu'ils ont été exposés a une
stimulation acoustique ciblant les 25 acides aminés du peptide DHN-cognate décrit dans plusieurs DHN de
Fabaceae.

L'expression des DHN de 37 kDa et de 29-30 kDa dans les épicotyles de pois sous stress hydrique a été
augmentée lorsqu'elles ont été exposées aux protéodies corrélées avec les 19 acides aminés du fragment
riche en lysine de la protéine DHN-consensus.

Compte tenu, d'une part, des données récentes montrant qu'un promoteur inductible de DHN est
surexprimé en cas de stress abiotique [32] et, d'autre part, de nos résultats démontrant I'augmentation de
la quantité de DHN sous des stimulations acoustiques spécifiques (protéodies), nous pourrions émettre
I'hypothese que la diffusion des protéodies agit d'une maniere spécifique en synergie avec les voies de
signalisation du stress hydrique. Ces résultats préliminaires pourraient étre approfondis grace a un suivi
précis de |'expression des protéines et des genes dans des organismes vivants ayant un métabolisme bien
défini tels que les bactéries, les champignons, les cellules de mammiferes, etc.
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