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RESUMO

CAMPOS, Caio Motta, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2020. Alteracoes
moleculares por sinais sonoros nas cascatas regulatérias da germinacao de sementes..
Orientadora: Fldvia Maria da Silva Carmo.

A germinacdo das sementes pode ser afetada por varios fatores ambientais bidticos e abidticos.
Embora ja tenhamos conhecimentos cientificos acumulados sobre como a maioria desses
fatores atua sobre o processo germinativo da maioria das espécies vegetais, ainda ndo temos
total compreensdo sobre como diferentes tipos de sons podem se constituir em estimulos
negativos ou positivos sobre esse processo. Mais ainda, ndo compreendemos totalmente quais
sdo as vias de sinalizacdo e resposta molecular e fisioldgica elicitadas pelo som. Aqui
apresentamos uma revisdo do que hd de novo na ciéncia sobre o processo de germinacdo e
indicamos algumas rotas bioquimicas, bem como a ativagdo/atividade de alguns genes, que sao
alteradas pelo som, levando a aceleracdo/aumento do processo de germinacdo. Nossa
investigacao sobre a atuacdo do som na germinacao se inicia com a entrada de dgua através da
casca da semente e termina com atividade da alpha-amilase. Ao final, apontamos rotas
metabolicas possivelmente afetadas pelo som e concluimos que o som pode afetar mais de uma
rota metabdlica que podem ter acio sinergéticas para promover a germinagdo. A identificacdo
dos mecanismos bioquimicos e moleculares pelos quais o som pode atuar como estimulo
positivo sobre o processo germinativo possibilita que tais conhecimentos sejam aplicados, por
exemplo, para aumentar ou diminuir a taxa germinativa de espécies alvo. A producdo de
alimentos, a conservacao da biodiversidade e a recuperacdo de dreas degradadas sdo exemplos
de campos de estudo que podem ser diretamente beneficiados pelas conclusdes apresentadas

nesse trabalho.

Palavras-chave: Estimulos sonoros. Giberelinas. Canais de calcio. Genes RAV1. Genes
CML38.



ABSTRACT

CAMPOS, Caio Motta, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, June, 2020. Biochemical
effects of sound in seed germination. Advisor: Flavia Maria da Silva Carmo.

Seed germination can be affected by many biotic and abiotic environmental factors. Although
we already have accumulated scientific knowledge about how the most of these factors act on
the germination process of most plant species, we still do not have the entire comprehension
about how different types of sound can constitute in negative or positive stimuli on this process.
Even more, we do not entirely understand how and which signaling pathway and physiological
and molecular pathways are elicited by sound. Here we present a review of what is new in
science about the germination process and indicate some biochemical routes, as well as, how is
the activation/activity of some genes, that are changed by sound, taking to acceleration/increase
of the germination process. Our investigation about the action of the sound on germination
starts with the entrance of water between the seed coat and ends with the alpha-amylase activity.
In the end, we point metabolic routes affected by sound and conclude that sound can affect
more than one metabolic route that can have some synergistic action to promote the
germination. The identification of the biochemical and molecular mechanisms for which the
sound can act as appositive stimuli on the germinative process enables such knowledge to be
applied, for example, to increase or decrease the germination rate of the target species. Food
production, conservation of biodiversity and recovery of degraded areas are examples of

research fields that can directly benefit from the conclusion presented in this work.

Keywords: Sound stimuli. Gibberellin. Calcium channels. RAV1 genes. CML38 genes.
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Porqué estudar inteligéncia de plantas?
A questdo chave que separa comportamentalmente os reinos animal e vegetal é como

eles recebem, distinguem e respondem a estimulos bidticos e abidticos. Os animais sdao
considerados organismo funcionalmente mais complexos principalmente porque apresentam
movimentos mais rdpidos do que as plantas e podem se comunicar pela emissdo de sons
(Trewawas, 2014). Porém, estudos recentes apontam que as plantas também sdo capazes de
emitir sons (Khait et al. 2018, Khait et al. 2019). Dessa forma, a ideia de que somente os animais
sao capazes de se comunicar por meio da emissao de sons é atualmente considerada simplista
e ndo estd estritamente correta.

A publicacdo de ‘A vida secreta das plantas’ (Tompkins & Bird, 1973) proclamando a
autoconsciéncia dos vegetais e do artigo de Brenner e colaboradores propondo a criagdo de um
novo campo de pesquisa em neurobiologia das plantas (Brenner et al. 2006) ilustram que o
assunto € controverso. E as recentes publicagdes dos artigos ‘Plants Neither Possess nor
Require Consciousness’ (Taiz et al. 2019) e ‘Plants are intelligent, here’s how’ (Calvo et al
2020) mostram que ndo ha consenso cientifico sobre como as plantas recebem e processam as
informacdes do ambiente em que estdo inseridas. Isso se aplica a todo o seu ciclo de vida, desde
o estagio de semente até a reproducao.

Todo o esfor¢o para compreender em profundidade os mecanismos pelos quais os
vegetais processam e reagem a estimulos € justificado pela necessidade de quebrar paradigmas
e transpor barreiras de conhecimentos sobre a organizagdo estrutural e funcional desses
organismos. Esses conhecimentos sdo importantes para entendermos melhor o surgimento e a

complexidade da vida.

A natureza do som
O som € energia acustica na forma de onda mecanica oscilatéria, com pressao de

choque, que € transmitida através do meio fisico. As ondas sonoras e de ruidos propagam-se
longitudinalmente e fazem com que o meio vibre paralelamente a elas, como consequéncia das
pequenas mudangas na pressao do ambiente. Embora ambos os sons sejam misturas de ondas
acusticas de diferentes frequéncias, as ondas sonoras sdo periddicas e regulares, enquanto os
ruidos sdo esporadicos e desordenados. Assim, as mudancas de pressdo causadas pelas ondas

sonoras sdo sequencialmente harmonicas, fazendo o meio vibrar ordenadamente, enquanto os



ruidos o fazem vibrar desordenadamente. Portanto, vibragdes sonoras podem ter efeitos
positivos na energia cinética das moléculas, enquanto os ruidos tem efeitos negativos (Ghosh
et al., 2016; Mishra et al. 2016; Khait et al. 2019; Elert, 2020).

A percepg¢ao das ondas sonoras por plantas se d4 por meio da conexao estrutural entre
parede celular-membrana plasmatica—citoesqueleto e a associagcdo com moléculas integradoras
existentes dentro da célula vegetal, a exemplo do que ocorre em animais (Jaffe et al., 2002;
Baluska et al., 2003; Telewski, 2006). Esse sistema € integrado com canais de Ca* seletivos
(Cosgrove & Hedrich, 1991; Ding & Pickard, 1993; Gens et al., 2000; Dutta & Robinson, 2004;
Pickard & Fujiki, 2005) e é sensivel a vibragdes sonoras em nanoescala. Essas vibragdes causam
alteracdes nas plantas de diversas maneiras, seja por inducdo de respostas imunoldgicas,
respostas de defesa, resposta a estresse ou estimulagcdo de crescimento (Appel & Cocroft, 2014;
Hassanien et al. 2014; Jeong, et al., 2014; Fernandez-Jaramillo et al. 2018). Essas modificacdes
bioquimicas, fisiolégicas e morfoldgicas, por sua vez, t€ém consequéncias evolutivas e
ecologicas (Telewski, 2006; Baluska et al., 2003; Gagliano et al., 2017).

As plantas também produzem sons internamente que podem ser perceptiveis
externamente. Existem trés tipos de ondas sonoras: as “ondas P’ (“ondas de compressao” ou
“ondas corporais”), que sdo ondas produzidas de dentro do substrato e se propagam em formas
esféricas; as ondas Rayleigh, que sdo aquelas produzidas na superficie s6lida e se propagam
bidimensionalmente pelo sélido em questdo; e as ondas de flexdo, que sdo produzidas em
estruturas em forma de prato ou bastdo, como nas folhas ou caules, e se propagam

longitudinalmente a partir da sua fonte (Rodriguéz e Desjonqueres, 2018).

Germinacao da semente
Uma das etapas mais importantes do ciclo de vida dos vegetais € o processo de

germinacdo. Uma vez que ele é levado a termos satisfatorios, ha razodvel probabilidade de
sobrevivéncia do individuo e a populacdo € beneficiada pelo seu crescimento numérico
(Crawley, 1997). Embora estejam inseridos dentro das sementes, uma estrutura de protecdo e
de dispersao, os embrides tanto das monocotiledoneas quanto das dicotiledoneas estao sujeitos
a uma série de fatores adversos que podem levd-lo a morte antes da retomar seu
desenvolvimento e se tornar uma plantula. Estrategicamente, ndo ha vantagens em permanecer
em estdgio de dorméncia.

A germinagdo é o processo inicial de desenvolvimento das plantas e um dos mais



cruciais relativos a sobrevivéncia do novo individuo, pois no estigio de embrido esse novo
individuo estd mais susceptivel as adversidades do meio (Bewley, 1997; Bentsink and
Koornneef, 2002; Banerjee et al. 2006; Chauhan, 2013, Zhao, 2015). Caso nao haja um timing
perfeito entre a maturacdo do embrido, os recursos disponiveis e condi¢des adequadas do meio,
a plantula podera perecer.

A germinacdo € iniciada pela entrada de &4gua através da casca da semente,
desencadeando processos bioquimicos, fisiolégicos e morfoldgicos nas estruturas periféricas e
no embrido, que culminam com a protrusdo da radicula (Bewley et al., 1997; Nonogaki et al.,
2010). Para que esses processos acontecam satisfatoriamente, condi¢des ambientais como luz
e temperatura também devem estar adequadas as exigéncias do nicho da espécie. Ainda assim,
no caso de espécies cujas sementes apresentam dorméncia, fatores genéticos podem retardar o
desenvolvimento do embrido, mesmo quando as condi¢des e os recursos sao favoraveis.

O processo de germinagdo é frequentemente dividido em trés fases, de acordo com o
conteddo de dgua na semente (Bentsink e Koornneef, 2002; Nonogaki et al., 2010; Weitbrecht
etal. 2011; Rosental et al., 2014; Liu et al., 2016; Bewley & Nonogaki, 2017; Maet al., 2017,
Nonogaki & Nonogaki, 2017; Savaedi et al., 2019; Tuan et al., 2019). Na fase I ocorre uma
rdpida entrada de dgua devido a diferenca de potencial osmético entre a semente e o ambiente
externo (Bewley & Nonogaki, 2017; Savaedi et al. 2019). A hidratacdo das células desencadeia
processos de reparacdo das membranas celulares, especialmente mitocondriais, € do DNA e
mRNA. Também hé aumento de geracdo de energia pela biossintese de novas mitocondrias e
pela ativacdo das vias glicolitica, da fermentacdo e do ciclo de Krebs. (Rosental et al., 2014;
Bewley & Nonogaki, 2017; Nonogaki & Nonogaki, 2017; Tuan et al., 2019). Na fase 2 ha
diminuicdo da diferenca de potencial osmético (Savaedi et al., 2019; Tuan et al., 2019), e
consequentemente, a entrada de dgua é drasticamente reduzida. Nessa fase, ha ativacao e ou
desativacdo de genes que determinam a sintese de hormoOnios vegetais, principalmente
Giberelina (GA) e Acido Abscisico (ABA) (Rosental et al., 2014; Bewley & Nonogaki, 2017).
Nessa fase a dorméncia da semente pode ou ndo ser quebrada, dependendo do balanco das
concentracdes de ABA e GA, respectivamente inibidor e promotor da germinacio.
Concentragdes mais altas de GA em relacdo a ABA determinam a superacdo da dorméncia
(Bewley & Nonogaki, 2017). E a fase 3 € iniciada com a protrusdo da radicula do embrido e é
também chamada fase pds-germinativa. Durante essa dltima fase a entrada de dgua é aumentada

devido a absor¢do pela radicula. Os nutrientes necessdrios para o desenvolvimento da plantula
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até o inicio do processo fotossintético advém da mobilizac¢do de reservas do endosperma ou dos
cotilédones ou de ambos. Polissacarideos, lipideos e proteinas sao hidrolisados em agucares e
aminodcidos utilizdveis na construcdo da estrutura da nova planta (Bewley & Nonogaki, 2017;

Nonogaki & Nonogaki, 2017).

Sons como estimulos para a germinaciao das sementes
Até onde temos conhecimento, o primeiro artigo cientifico relacionando a germinagdo

de sementes com sons audiveis é o de Weinberger & Measures (1968), que reportaram o
aumento da taxa da germinacdo de sementes de trigo (Triticum aestivum L.) variedade Rideau
(de inverno) quando expostas a um som monotonico com frequéncia de 5 KHz e nivel de
pressdao de 95 dB. Weinberger & Graefe (1973) também mostraram aumento nas taxas de
germinacdo de sementes de feijdo e de milho quando submetidas a sons produzidos por
humanos cantando ou tocando instrumentos. Mais recentemente, Creath and Schwartz (2004)
relataram aumento da taxa de germinagdo de sementes de quiabo e de abobrinha submetidas a
reproducdo de sons produzidos por passaros e Vicienti (2017) reportou o uso de sons audiveis
como técnica eficiente de estimulagcdo da germinacdo de sementes velhas de milho armazenadas
em bancos de germoplasma.

Juntamente com o aumento das publicagdes cientificas reportando respostas de plantas
a sons de diferentes origens e organizacdes, os esfor¢cos de vdrios cientistas tém sido
direcionados para entender os mecanismos pelos quais os sons alteram a fisiologia e a
morfologia desses organismos.

Jeong e seus colaboradores (2008) viram que alguns genes fotossensiveis, mesmo sob
condic¢des de auséncia de luz, tém suas expressoes aumentadas quando expostos a frequéncias
sonoras especificas. Ghosh et al. (2016) exploraram os efeitos do estimulo sonoro de 5
frequéncias diferentes (250 Hz, 500 Hz, 1000 Hz, 2000 Hz e 3000 Hz) sobre a expressdo génica
(transcriptomas e proteomas) e mudancas hormonais das plantas e demonstrou que diversos
genes de vdrias rotas bioldgicas sdo expressos sob influéncia de frequéncias especificas.
Também Ghosh et al. (2017) estudaram o efeito especifico do som monotdnico de 500 Hz e 80
decibéis em plantas de Arabdopsis por diferentes periodos de tempo e mostraram que 9 genes,
entre eles o RAV1, tiveram sua atividade induzida pelo estimulo sonoro. O RAV1 € um fator
de transcri¢do mecanorreceptor envolvido no processo de germinacao.

Hassanien et al. (2014) mostraram que quando expostas a sons algumas espécies de



11

plantas aumentam a quantidade de mRNA, a atividade de proteinas e conteudos celulares, bem
com sua imunidade geral da planta. Mishra et al. (2016) também mostraram que diversos
aspectos da fisiologia das plantas, desde expressdes génicas até mecanismos de resposta a seca,
sofrem alteragcdes sob tratamentos sonoros e que essas respostas ao som sdo cruciais para a
sobrevivéncia das plantas.

Embora sejam esses resultados bastante esclarecedores, muitas questdes permanecem
ainda sem resposta, principalmente no que tange ao processo de germinagao. Podemos ver pelos
estudos que o som tem influéncia, mas qual a importancia dele? O que acontece a nivel
molecular na semente entre a recepcdo do som e a resposta germinativa final? Quais
mecanismos moleculares sdo ativados? Em quais rotas metabdlicas envolvidas no processo de
germinacdo hd interferéncia do som? Essas e outras perguntas ainda permanecem sem
respostas.

Desse modo o objetivo do nosso trabalho foi fazer uma revisao sistematica da literatura
sobre os mecanismos moleculares e fisiol6gicos envolvidos na germinac¢do das sementes e

apontar as possiveis rotas metabodlicas que podem ser alteradas pelo som durante esse processo.

Respostas bioquimicas e moleculares das sementes ao som durante a germinacao

z

A primeira resposta das plantas ao som é o aumento da concentracdo de cdlcio
citoplasmatico que ocorre como resposta a ativagao dos canais de Ca* e inclui a ativacdo de
proteinas do tipo calmodulina. Também, segundo Vicient (2017), a vibracdo sonora modifica
estruturalmente as membranas do pericarpo, que tem sua porosidade aumentada. O aumento da
porosidade do pericarpo facilita a entrada de d4gua e oxigénio para o endosperma e o embrido.
Consequentemente, hd aumento da concentracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e da
atividade de enzimas ligadas a degradacdo das ROS, além de aumento de alguns fito-
hormonios. Todas essas reagdes ocorrem como resposta a entrada de 4gua e aumento da pressao
parcial de oxigénio internamente as células (Gomes & Garcia, 2013; Rosental, et al. 2014) (Li
et al. 2008; Rosental, et al. 2014; Ghosh, et al., 2016; Fenandez-Jaramillo, et al., 2018).

Nas sementes, as ROS sdo importantes para a sinaliza¢do de algumas rotas metabdlicas
e na quebra da dorméncia (El-Maarouf-Bouteau e Bailly, 2008; Ishibashi et al., 2012; Gomes e
Garcia, 2013). Essas moléculas estdo relacionadas ao processo de sinalizacdo da sintese de
giberelina e interferem principalmente na producdo da a-amilase nas células da camada de

aleurona das monocotiledoneas (Ishibashi et al., 2012) e nas células do embrido das
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dicotiledoneas.

Sintese das giberelinas (GA)
A rota de produgdo das giberilinas (GA) se inicia pela sintese do metileritritol fosfato

(MEP), na rota dos terpenos, no cloroplasto. O Gliceraldeido-3-fosofato se liga ao piruvato e
forma o 1-dedxi-D-xilulose-5-fosfato (DOXP), por meio da enzima DOXP sintase. Esse
composto € reduzido, pela enzima DOXP redutase, em MEP e posteriormente em isopentenil
difosfato (IPP). O IPP € isomero do dimetialil difosfato e ambos se ligam formando o geranil
difosfato (GPP), que por sua vez se liga a mais duas moléculas de IPP formando o geranilgeranil
difosfato (GGPP). Por meio da enzima ent-copalil difosfato sintase o GGPP é transformado em
ent-copalil difosfato que, posteriormente, é transformado em ent-caureno pela enzima ent-
caureno sintase (Nagegowda & Gupta, 2020). O ent-caureno € entdo transportado para a
membrana do cloroplasto onde é transformado em ent-caurenol, depois em ent-caurenal e por
fim em Acido ent-caurendico; todos esses processos sio mediados pela enzima ent-caureno
oxidase. Esse dcido é entdo transformado em Acido ent-7-hidroxicaurenéico pela enzima Acido
ent-caurendico oxidade, para entdo ser transformado pela enzima GA|z-aldeido sintase na
primeira GA, a GA;-aldeido. Essa € transformada em GA 2 pela GA7-oxidase (Seo et al., 2009;
Hedden, 2017; Salazar-Cerezo et al., 2018).

A GA\1, precursora das GAs bioativas, pode seguir por duas rotas durante a biossintese:
a hidroxilagdo do carbono 13 ou a ndo-hidroxilacdo do carbono 13. Na primeira a GAi2 €
transformada em GAs3 pela GAj3-oxidase, que € entdo transformada em GA44, GA9 e GA2o
subsequentemente pela enzima GAzp-oxidase. A GAyo € entdo transformada em GA | pela GA3-
oxidase. J4 na segunda rota a GA2 € transformada em GAis5, GAx4 e GAy, subsequentemente
pela enzima GAxo-oxidase e por fim em GA4 pela enzima GAs-oxidase (Salazar-Cerezo et al.,
2018). Dependendo da espécie, uma ou outra GA biotiva pode ser mais predominante
(Yamaguchi & Kamiya, 2002). Apds a producao da GA ela € encaminhada para o local de acao.

Em eudicotiledoneas a GA biotiva € sintetizada, principalmente, no cértex do hipocétilo
(Yamaguchi e Kamiya, 2002) e em monocotiledoneas € sintetizada no embrido (Lovegrove e
Hooley, 2000).

Autores, como Wei et al. (2012), Hassanien et al. (2014) e Ghosh et al. (2016), que
trabalharam com a¢do do som nas plantas, apontaram como um dos resultados o aumento da

quantidade de giberelina end6gena. Porém o mecanismo pelo qual esse aumento de GA
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acontece ainda permanece ndo elucidado.

Acao da GA
Em monocotiledoneas, a GA € transportada para as células da aleurona onde se liga ao

receptor de membrana e € sinalizada via proteina G. As proteinas G compreendem vdrias
familias de proteinas com diversas funcdes celulares, entre elas um papel central na transducao
de sinal (Zachariou et al. 2012). Quando isso acontece duas ac¢des sdo iniciadas. A primeira € a
ativacdo de proteinas do tipo calmodulinas que por sua vez serdo utilizadas no final da rota de
producdo de alpha-amilase (Lovegrove & Hooley, 2000). A segunda é a producdo de um
sinalizador de GA pela proteina G. Esse sinalizador entra no ntcleo e liga-se ao GID1, uma
proteina receptora desse sinalizador de GA. O complexo proteico sinalizador de GA+GID1 se
liga entdo a SLN1 (SLNI1 nas sementes de cevada ou SLR1 nas sementes de arroz). Por sua
vez, a SLN1 € uma proteina do tipo DELLA.

As proteinas DELLAs (4cido aspdértico-dcido glutamico-leucina-leucina-alanina) sdo
um grupo de moléculas de plantas que atuam como reguladores transcricionais especificos
negativos na sinalizagdo de giberelina (GA). O mecanismo molecular pelo qual as DELLAs
agem na regulacdo negativa da sinalizacdo de GA é baseado em sua interacdo com vdrias
proteinas, incluindo fatores transcricionais, que modulam a expressdo génica da GA.
Evidéncias recentes revelaram que um grande nimero de proteinas que interagem com DELLA
também medeia processos de resposta a fatores ambientais, sugerindo que as DELLAs atuam
como um nod-chave na integracdo das respostas hormonais a fatores do meio ambiente (Vera-
Sirera, 2016; Salazar-Cerezo et al., 2018).

As proteinas DELLA se ligam a regido de transcricdo do GAMyb (proteina do tipo
R2R3-MYB envolvida na regulacdo da expressdo génica da GA). As DELLA sdo entdo
poliubiquinadas por meio da proteina F-box e, por fim, degradadas pelo proteossomo 26S
(Lovegrove & Hooley, 2000; Gomi & Matsuoka, 2003; Washio & Morikawa, 2006; Ueguchi-
Tanaka et al., 2005; Ueguchi-Tanaka et al., 2007; Sun, 2011; Du et al., 2017; Salazar-Cerezo
etal., 2018).

Uma vez que hé a degradagdo das proteinas DELLA, hd consequentemente a liberagdo
da regido de transcricio de GAMyb e esse gene € entdo transcrito livremente. Embora esses
passos bioquimicos sejam conhecidos, os processos que ocorrem entre a degradacdo das

proteinas DELLA e a transcrigdo do GAMYBmRNA ainda nio sdo plenamente conhecidos
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(Lovegrove e Hooley, 2000; Gomi e Matsuoka, 2003; Washio e Morikawa, 2006).

Segundo Ishibashi et al (2012), as ROS executam as fun¢des de aumentar a produgdo
de GAMyb mRNA e de inibir a producdo de mRNA-ABA-responsive protein kinase (PKABA
mRNA), tendo essa dltima a funcio de regulacdo positiva do ABA. A PKABA ¢ uma proteina
do tipo Sucrose nonfermenting 1-related protein kinase (SnRK2) cuja atividade enzimética
reprime a indu¢do da expressdao de GAMYB. Entdo, as ROS aumentam a producao de GAMYB
e indiretamente, concomitantemente, diminuem a produ¢do de PKABA (Gémez-Cadenas et al.,
1999; Gomez-Cadenas et al., 2001; Feng et al., 2014).

Na presenca de som, o gene RAVI1, que atua durante a germinagdo, na regulacdo
negativa dos genes ABI3, ABI4, ABIS5 (Feng et al., 2014), tem sua expressdao aumentada
(Ghosh et al., 2016). Os genes ABIs sdao responsdveis pela sinalizacio do ABA, pela
sensibilidade a esse hormonio e também pelo de-greening do embrido (Chang et al., 2018;
Nonogaki, 2019) Ainda no artigo de Feng et al. (2014) € visto que o gene RAV1 € suprimido
por meio de fosforilagdo pelas proteinas da familia SnRK2.

Com o bloqueio da sinalizacdo do ABA, o GAMYB-mRNA ¢€ entdo enviado ao citosol
da célula onde serd produzido o fator de transcricdio GAMYB. Esse € enviado de volta ao niicleo
e se liga a GARE (elementos de resposta a GA). Essa ligacdo leva entdo a transcri¢do do a-
amilase mRNA, que é enviado ao reticulo endoplasmético rugoso onde ird ser produzida a []a-
amilase (Szewinska et al., 2016). A a-amilase ¢ a enzima responsdvel pela catalizacdo da
hidrdlise de ligacdes glicosidicas do tipo [la-D-(1,4) do amido. Essa enzima é empacotada no
complexo de Golgi e secretada pela célula por meio de vesiculas dependentes de Ca** para
desempenhar a funcio de degradacdo do amido em monossacarideos que serdo utilizados como
fonte de energia para o desenvolvimento do embrido (Lovegrove e Hooley, 2000).

Interessantemente, também hd aumento do Ca?* citosélico como uma resposta ao som.
O célcio € um conhecido fon de resposta ao estresse e as variacdes sonoras bidticas e abidticas
(White, 1998; White, 2000; Fenandez-Jaramillo, et al., 2018). E adicionalmente, ha aumento
na expressdo do gene CML38 pelo som. Esse gene é responsdvel pela codificacdo de uma
proteina dependente de Ca** do tipo calmodulina (Ghosh et al., 2016). O CML38 est4 presente
em vdrias partes da planta, incluindo na semente e a calmodulina expressa por ele € a principal
proteina de resposta, ligada ao célcio, quando a planta estd em estresse por hipoxia, o que

acontece no inicio da germinacao (Rosental et al. 2014, Lokdarshi et al., 2016)
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Influéncia do som no processo de germinacao
Em resumo, o som afeta alguns pontos chave das rotas bioquimicas envolvidas na

germinacdo das sementes. As principais rotas afetadas sdo as da sintese e ativacdo da enzima
alpha-amilase, responsdvel pela degradacao de reservas e disponibilizacdo desses recursos para
o embrido. Dessa forma, o som atua diretamente no aumento do suprimenro de energia
necessdria para a ativacdo das atividades fisioldgicas que levam ao desenvolvimento do embrido
e a germinacao das sementes.

No tocante a sintese da alpha-amilase, o som atua especificamente no aumento das ROS,
que por sua vez sinalizam a sintese da GA. O aumento da concentra¢do da GA leva a degradacao
da proteina DELLA, que € um bloqueador do gene que determina a sintese GAMyb. Com a
liberacdo desse gene, ha producio do GAMybmRNA. O GAMyb, por sua vez, é responsdvel
pela sintese da a-amilase mRINA e, em consequéncia, pela sintese dessa enzima.

Concomitantemente, a PKABA, outra proteina que inibe 0 GAMyb mRNA de ser
sintetizado, é reprimida por 2 rotas afetadas pelo som: a rota do RAV1 e a rota das ROS. Com
aumento da expressio do RAVI1 pelo som, a PKABA € reprimida indiretamente pela
diminuicdo da sensibilidade ao ABA. Ja o aumento da concentragdo intracelular das ROS como
consequéncia da exposi¢do a frequéncias sonoras diferentes, reprime diretamente a PKABA.
Além disso, as ROS atuam diretamente no aumento da sintese de GAMyb mRNA, mas somente
apo6s a degradacgdo da proteina DELLA, como foi descrito acima.

O som também atua no processo de germinacao das sementes promovendo o aumento
da concentragio de Ca”* intracelular de trés maneiras diferentes. A primeira é pelo aumento do
Ca?* citosdlico a partir de outras fontes (vaciolo, espaco intercelular). O segundo é por meio
do aumento da expressio do gene CML38, um gene responsdvel pela producdo de
calmodulinas. E um terceiro ponto € o aumento da GA que, além de ser responsdvel pela sintese
de alpha-amilase, atua também na ativagdo das calmodulinas das células. Ou seja, o aumento
da GA promove o aumento do influxo de Ca** que serd usado na secrecdo da o-amilase. A
secrecdo da a-amilase é dependente do fon Ca>* no citosol da célula, geralmente proveniente do

influxo mediado por GA e por proteinas do tipo calmodulinas, a partir do vactolo.

Take home messages
Com a exposi¢cdo ao som, a semente passa por um processo de absor¢do de 4gua mais

rédpido que o natural, devido a modificacdo estrutural do pericarpo. Esse aumento na absorcdo
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poderia causar um estresse por hipdxia? Pensando nesse ponto, o gene CML38, que sintetiza
proteinas de bombeamento de célcio (calmodulina), que aumenta a expressao com o som, € a
principal via de regulacdo de hipdxia, tendo sua expressdo aumentada nesses casos. Esse gene,
CML38, teria sua expressdo e sintese de calmodulinas duplamente aumentada pelo som
(diretamente e indiretamente, via aumento da hipéxia)? As calmodulinas permitem a liberacao
da alpha-amilase nos tecidos de reserva da semente. A alpha-amilase é super expressa por
diferentes rotas estimuladas pelo som, como visto no texto. Entdo o principal efeito do som
sobre a germinacdo das sementes pode ser no aumento da expressdo, liberacdo e atividade da
enzima a-amilase, o que por sua vez promoveria o aumento da velocidade de germinagao.
Concomitantemente, o som aumenta a expressdo de RAV1 que leva a inibicdo dos
fatores de transcricio ABI, responsdveis por aumentar a sensibilidade dos tecidos ao ABA.
Desse modo, a sensibilidade ao ABA se tornaria muito baixa quando a semente € exposta ao

som, causando um aumento nas taxas de germinacdo pela redugdo da atividade do ABA.
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Figura 1: Acdo do som sobre a rota da germinacdo de sementes. Setas vermelhas: Inibigdo.
Setas Pretas: Ativacgdo e sintese.
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Figura 2: Rota de sintese das
giberelinas (GA) bioativas com
énfase na acao do som.
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