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RESUMO

CYPRIANO, Raphael Jonas, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, Julho de 2013.
Reconhecimento de padrbes sonoros por plantas: um estudo da resposta de
Impatiens walleriana ao canto de Quesada gigas. Orientadora: Flavia Maria da Silva
Carmo.

O som é um estimulo ambiental que pode ser detectado pelas plantas,
influenciando seu comportamento, contudo, ainda ndo compreendemos quais sdo as
implicacdes ecoldgicas das respostas vegetais ao som. Este trabalho teve por objetivo:
(i) avaliar uma nova abordagem metodolégica para estudos envolvendo efeitos sonoros
em plantas e (ii) testar se sons emitidos por insetos podem ser utilizados pelas plantas
como elementos acessorios para detectar condicBes e recursos ambientais, estimulando
respostas fisioldgicas sincronizadas. Para tanto, foram construidas dez camaras com
isolamento acUstico para condugdo de trés experimentos em condicdes semicontroladas
de laboratdrio, com plantas de Impatiens walleriana divididas em tratamentos sonoros,
expostos ao som por duas horas diarias, e tratamentos sem exposicdo ao som. No
primeiro experimento, sementes foram submetidas ao som das cigarras por 16 dias,
sendo avaliados padrdes de germinacdo e desenvolvimento inicial. No segundo, plantas
foram submetidas ao som das cigarras por dez dias, sendo analisados os efeitos do som
nas trocas gasosas. E no ultimo experimento, plantas foram expostas ao som das
cigarras misturado, com o padrdo sonoro desorganizado, por dez dias, sendo também
avaliado seus efeitos nas trocas gasosas. Nao foram verificadas diferencas significativas
nos padrdes germinativos e de desenvolvimento inicial das sementes expostas ao som
das cigarras quando comparadas com o controle. Por outro lado, foi registrado um
aumento significativo na Taxa Fotossintética nas plantas expostas ao som das cigarras,
com reducdo na Relacdo Carbono interno/Carbono externo (Ci/Ca). Enquanto no
tratamento exposto ao som das cigarras misturado foi verificada uma reducgéo
significativa na Taxa Fotossintética, sem alteracGes na Relacdo Ci/Ca. A metodologia
proposta se mostrou eficaz para conducdo de experimentos avaliando o efeito de sons
em plantas. Os resultados experimentais indicam que a influéncia do som das cigarras
em |. walleriana dependem do estagio de desenvolvimento das plantas. Além disso, os
dados de trocas gasosas sugerem que plantas podem reconhecer o som das cigarras
como uma informacdo ambiental, uma vez que este som estimulou a atividade
fotossintética, enquanto o som das cigarras desorganizado gerou uma resposta

fisiolégica inversa. A capacidade de perceber sons pode ser evolutivamente fixada entre
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as plantas, sendo o processo de percepcdo do som ambiental, assimilacdo da mensagem
acUstica e disparo de respostas fisioldgicas um mecanismo complexo com um
significado ecologico em termos de integracdo das plantas com o ambiente que as

rodeia.



ABSTRACT

CYPRIANO, Raphael Jonas, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2013.
Recognition of sound patterns by plants: a study of the response of Impatiens
walleriana to the singing of Quesada gigas. Adviser: Flavia Maria da Silva Carmo.
Sound is an environmental stimulus that can be detected by plants, affecting
their behavior. However, we still do not understand what are the ecological implications
of plant responses to the sound. This search aimed: (i) to evaluate a new methodological
approach for studies involving sound effects in plants and (ii) to test whether sounds
emitted by insects may be used by plants as accessory elements to detect environmental
conditions and resources, stimulating physiological responses synchronized. Ten
chambers with acoustic isolation were constructed to conduct three experiments in
semi-controlled conditions in laboratory with plants of Impatiens walleriana, divided
into sound treatments exposed to the sound for two hours daily and treatments without
sound exposure. In the first experiment, seeds were exposed to the sound of cicadas for
16 days and patterns of germination and initial development were evaluated. In the
second, plants were subjected to the sound of cicadas for ten days and the effects of
sound in gas exchange were analyzed. And in the last experiment, plants were exposed
to the mixed sound of cicadas with the sound pattern disorganized for ten days and the
effects in gas exchange were also evaluated. Compared to the control no significant
differences in the patterns of germination and initial development of seeds exposed to
the sound of cicadas were observed. Significant increases in the Photosynthetic Rate in
plants exposed to the sound of cicadas were observed, followed by a reduction in Inner
carbon/Outer carbon Ratio (Ci/ Ca). On the other hand, plants exposed to the mixed
sound of cicadas demonstrated a significant reduction in Photosynthetic Rate without
changes in Ci¥/Ca Ratio. The methodological approach was efficient to conduct
experiments evaluating the effect of sounds in plants. The experimental results indicate
that the influence of the sound of cicadas in I. walleriana depends on the stage of plant
development. Furthermore, gas exchange data suggests that plants can recognize the
sound of cicadas as environmental information, since this sound stimulated
photosynthetic activity while the mixed sound of cicadas generated a reversed
physiological response. The ability to perceive sounds can be evolutionarily fixed
among plants and the perception of environmental sounds, the assimilation of acoustic
message and the trigger of physiological responses may be complex with an ecological

significance in terms of integration of plants with the environment.
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INTRODUCAO GERAL

Todos 0s seres vivos se relacionam com o ambiente ao seu redor, interagindo
com componentes abidticos, tais como umidade, luz, temperatura e gravidade, e com
outros organismos vivos, como predadores, presas, herbivoros, parasitas, mutualistas e
individuos co-especificos. Durante 0 curso da evolucdo bioldgica desses seres Vvivos,
adaptacBes que proporcionaram a obtencdo de informac6es sobre condicbes e recursos
ambientais foram sendo selecionadas, ajustando seu comportamento, sobrevivéncia e
reproducdo ao ambiente. O som é um desses estimulos ambientais que pode ser
detectado por organismos vivos e influenciar seu desenvolvimento (Greenfield 2002;
Reguera 2011; Aggio et al. 2012; Gagliano 2012).

O somé um tipo de onda mecénica longitudinal gerada por objetos em vibragé&o.
A vibragdo sonora emitida pela fonte é propagada por um meio material s6lido, liquido
ou gasoso, podendo ser percebida por organismos vivos (Claridge 2006).

A frequéncia do som é dada pelo nimero de oscilagdes da onda mecénica por
segundo e esta relacionada com o comprimento de onda. Esses dois parametros
determinam a altura do som que pode ser grave, com frequéncias baixas, ou aguda, com
frequéncias altas. H& vibracbes sonoras ndo audiveis por seres humanos como
infrassons, com frequéncias na faixa de 0 a 20 Hz, e ultrassons, localizados acima de
20.000 Hz. Ja a intensidade sonora se relaciona com a amplitude de pressdo da onda no
meio em que se desloca e representa a energia mecénica contida na vibracdo. A duracao,
por sua vez, é dada pelo tempo de emissdo do som pela fonte e pela duracéo da vibragdo
no ambiente (Costa 2003; Claridge 2006). A qualidade sonora (ou timbre) é
determinada pelo conjunto formado pela frequéncia fundamental e pelos seus
harmdnicos, frequéncias mdltiplas inteiras da fundamental que soam com menor
intensidade no som, gerando, assim, caracteristicas peculiares contidas nas ondas
sonoras que podem ser distinguiveis como informacGes por um organismo receptor do
som (Claridge 2006; Petraglia 2008).

O som é produzido de maneira rapida e carrega em suas ondas tanto energia
mecénica como informagdes, contidas em seus conjuntos de frequéncias, na sua duragdo
e emsuas variacdes de intensidades. Via de regra, essa vibracao sonora é produzida com
baixo gasto energético em comparacdo a produgdo de sinais quimicos e quando o sinal é
emitido com intensidade alta, pode atingir longas distancias no ambiente, de forma
rapida. Além disso, sons sdo rapidamente dissipados, permanecendo por pouco tempo

no ambiente proOximo ao organismo emissor, ao contrario de compostos quimicos que
1



sdo mais duradouros e podem, por exemplo, atrair predadores. A deteccdo dos sinais
sonoros e sua posterior traducdo como informacgBes ocorrem também de maneira
instantdnea para 0s organismos receptores da mensagem. Desta forma, sinais acusticos
se constituem num mecanismo efetivo de comunicagdo entre organismos Vivos,
transmitindo informac&o em tempo real (Greenfield 2002 ; Gagliano 2012).

Em geral a mensagem sonora na natureza € composta pela mistura da frequéncia
fundamental e de seus harmdnicos. Os seres vivos ndo emitem tons puros, ou seja, ndo
encontramos na natureza sons formados por apenas uma frequéncia. O som que mais se
aproxima de umtom puro € aquele emitido por grilos (Greenfield 2002).

A utilizacdo do som para comunicagdo foi evolutivamente selecionada no taxon
dos animais, a partir de estruturas que se tornaram especializadas tanto na producéo,
como na recepcao e traducdo dos sinais sonoros. As vibragfes sonoras sdo empregadas
na comunicacdo entre individuos da mesma espécie, sendo importantes mediadores de
interacdes sociais, como comportamentos agressivos, sinais de alerta e, principalmente,
em processos de coorte. Esses sons podem também ser utilizados por outras espécies da
comunidade, como predadores, que localizam suas presas através do som especifico
emitido por elas (Greenfield 2002; Drosopoulos & Claridge 2006).

Contudo, a habilidade de producédo e de resposta as ondas sonoras parece ndo ser
uma exclusividade dos animais, podendo ser uma caracteristica ancestral comum aos
seres vivos, constituindo uma modalidade sensorial priméria de percep¢cdo do ambiente,
a exemplo de mecanismos de detecdo e respostas morfo-fisioldgicas e
comportamentais a luz, temperatura e umidade (Reguera 2011; Gagliano 2012).

Matsuhashi et al. (1998) verificaram que a eficiéncia na formacéo de coldnias de
bactérias da espécie Bacillus carboniphilus aumentaram quando estas foram expostas a
sons em intervalos de frequéncia entre 6-10, 18-22 e 28-38 KHz. Shaobin et al. (2010)
também detectaram aumento na eficiéncia de formacéo de colonias de Escherichia coli
nas frequéncias de 1,0, 5,0 e 10,0 KHz. Vargas et al. (2004), por sua vez, constataram
que a atividade da enzima invertase de Aspergillus niger foi estimulada quando estes
foram expostos & frequéncia sonora de 20 KHz. Enquanto que Aggio et al. (2011)
obtiveram resultados expressivos da atuacdo sonora em Saccharomyces cerevisiae,
demonstrando que tanto musica quanto sons de 100 Hz e 10.000 Hz de frequéncia,
influenciaram de forma muito significativa a atividade de 16 compostos de natureza
protéica. Essas respostas variaram de acordo com o som aplicado e com o composto
analisado, resultando tanto em estimulo como em reducdo da atividade desses

COMpOStos.



A producdo de vibracGes mecénicas e sons também foi registrada em outros
organismos fora do taxon dos animais. Pelling et al. (2004), demonstraram que paredes
celulares de células vivas de Saccharomyces cerevisiae exibem movimentacdes
periddicas com amplitudes nanométricas de 3,0(x0,5) nm. As frequéncias dessas
vibragcdes mecanicas variam de acordo com a temperatura, oscilando de 873 Hz a 22°C,
até 1.634 Hz a 30°C. Quando é aplicado NaNs um inibidor metabolico, a vibragdo
celular cessa, sugerindo que esta é decorrente da atividade metabdlica. Matsuhashi et al.
(1998), gravaram o som produzido por Bacillus subtilis e apontaram que as colonias
desta espécie emitem sons com frequéncia fundamental localizada entre 8,5 e 9 KHz,
coincidindo com o mesma faixa de frequéncia em que ocorrem as respostas em B.
carboniphilus. Enquanto Gagliano et al. (2012) demostraram que raizes de plantulas de
milho (Zea mays) produzem ondas sonoras na forma de clicks frequentes.

Nessa perspectiva, Reguera (2011) e Gagliano (2012) propdem,
respectivamente, que micro-organismos e plantas produzem ondas sonoras geradas por
vibra¢fes nanomecénicas oriundas da movimentacdo de elementos intracelulares e de
contato e atrito de estruturas, tanto no meio intra como extracelular. Alguns processos
que poderiam produzir ondas sonoras seriam: a atividade do citoesqueleto, de proteinas
motoras e transmembrana (como a bomba de Na*/K™), reacGes enzimaticas, replicacéo,
transcricdo e tradugdo, bem como processos de diviséo celular, de movimentagdo da
seiva pelos vasos condutores e de dobramento e desdobramento de estruturas, como
paredes celulares. As plantas, entdo, assim como outros organismos, parecem apresentar
a capacidade de produzir ondas sonoras. Mas a grande questdo é como elas podem
detectar o estimulo sonoro presente no ambiente.

A sensibilidade ao som exige a presenca de elementos adequados a sua captagédo
e diferentes estruturas vegetais podem ser funcionalmente adaptadas para executar a
tarefa biofisica de detectar essa vibracdo no ambiente. Tambem, a exemplo de outros
seres Vvivos, estruturas presentes nas superficies corporais podem ser sensiveis as ondas
sonoras. Larvas de corais Montastraea faveolata, animais sem sistema nervoso nem
orgdos auditivos especializados, nadam em dire¢éo a sons emitidos por recifes de corais,
0 que sugere que elas utilizam o som como um sinal para localizar um substrato para
fixacdo (Vermeij et al. 2010). Cilios presentes na superficie corporal das larvas podem
apresentar sensibilidade a ondas sonoras, um mecanismo analogo a pélos espalhados no
corpo de insetos, que sdo sensiveis a vibracdes sonoras do ambiente (Greenfield 2002;

Vermeij et al. 2010). E nas plantas, podemos destacar os tricomas, principais apéndices



epidérmicos vegetais, como possiveis estruturas sensiveis a vibragdes sonoras (Gagliano
et al. 2012).

Telewski (2006), por sua vez, propds que componentes vegetais que apresentam
propriedades mecanicas de amortecimento, tais como membranas e/ou paredes
celulares, também poderiam ser sensiveis a sons. Uchida & Yamamoto (2002),
defendem que amiloplastos envolvidos nas respostas gravitropicas poderiam também
ser estruturas sensiveis ao som, uma vez que sementes de Arabidopsis thaliana
respondem as ondas sonoras, enquanto que sementes da mesma espécie, deficientes na
producdo de amido, ndo exibem alteracdes nos padrbes germinativos.

Uma vez que plantas podem detectar ondas sonoras € licito se pensar que podem
também responder ao estimulo sonoro ambiental.

Nas décadas de 60 e 70 foram realizados os primeiros estudos cientificos
avaliando respostas das plantas a aplicacdo de sons (Measures & Weinberger 1970;
Hageseth 1974). Ao mesmo tempo, foi publicado o livro “A vida secreta das plantas”,
de Tompkins e Bird (1973), que relatava pesquisas realizadas por agricultores indicando
aumento do crescimento e produtividade vegetais em resposta a aplicacdo de sons e
musicas. Contudo somente na ultima década houve um aumento no numero desses
trabalhos cientificos.

Porém, a maior parte dos estudos que foram realizados até 0 momento tinha
como objetivo avaliar o efeito de frequéncias sonoras puras em cultura de tecidos
vegetais. Essas pesquisas apontaram que as vibragdes sonoras podem interferir na
fisiologia, atuando sobre a sintese de horménios, como AIA e ABA (Bochu et al. 2004),
na estrutura e fluidez da membrana plasméatica (Zhao et al. 2002a; Zhao et al. 2002b),
na divisao celular (Xiujuan et al. 2003a) e no conteudo de ATP, carboidratos, proteinas
e enzimas, tais como H'ATPase, AIA oxidase, superdxido dismutase, catalase,
peroxidase, ascorbato peroxidase (Wang et al. 2002; Yang et al. 2002; Xiaocheng et al.
2003; Xiujuan et al. 2003b; Yi et al. 2003; Zhao et al. 2003; Li et al. 2008). Outros
trabalhos mostraram que sons podem afetar a germinacdo e desenvolvimento inicial
(Uchida & Yamamoto 2002; Bochu et al. 2003; Petraglia 2008) e aumentar o contetido
de pigmentos fotossintetizantes e a taxa fotossintética de plantas (Meng et al. 2012;
Cypriano et al. dados ndo publicados). Além disso, sons podem ocasionar alteragdes a
nivel molecular, interferindo na expressdo génica (Xiujuan et al. 2003c; Jeong et al.
2007; Hongbo et al. 2008) e produzindo respostas morfoldgicas, como o curvamento em
direcdo a vibracdo (Gagliano et al. 2012), sugerindo que plantas podem apresentar um

tipo de tropismo sonoro.



Todos esses estudos relatados acima indicam que plantas respondem as ondas
sonoras. Essas respostas parecem variar de acordo com as caracteristicas do som
aplicado, como sua frequéncia e intensidade. A duracdo do estimulo, bem como a
espécie avaliada e o estagio de desenvolvimento do organismo vegetal também sdo
aspectos que devem ser considerados. A resposta das plantas a vibracdo sonora pode ser
positiva, estimulando, ou negativa, inibindo seu desenvolvimento. Essas evidéncias
demonstram que a influéncia do som em organismos vegetais depende de muitos fatores
e a combinacdo de todas essas variaveis gera multiplas possibilidades de estudos (Yang
et al. 2002; Petraglia 2008; Gagliano 2012).

Mas haveria um sentido ecoldgico destas respostas vegetais as ondas sonoras? O
som detectado pelas plantas pode ser traduzido pelas plantas como informacGes sobre o
ambiente?

Recentemente Gagliano (2012) propds que plantas podem ter desenvolvido
sensibilidade ao som durante a evolugdo, como um modo de perceber o ambiente que as
rodeia, e que essa caracteristica pode ter sido evolutivamente fixada no grupo. A autora
defende que plantas ndo s6 respondem a sons produzidos por animais, como as
vibracBes sonoras produzidas pelas proprias plantas podem ser empregadas na
comunicacdo vegetal, indo ao encontro das ideias propostas por Reguera (2011), para
micro-organismos.

Uma das principais abordagens que podemos derivar dessa hipdtese se aplica a
interagdo entre animais e plantas nos ecossistemas.

Os animais sdo grandes produtores de sons na natureza, sendo organismos
intimamente relacionados com plantas, com as quais coevoluem hd milhdes de anos,
formando tanto relacbes mutualistas como antagonistas. Nessas intera¢fes podem atuar
forcas seletivas reciprocas, gerando sincronizagdo de modificagdes estruturais,
fisiologicas e comportamentais das espécies envolvidas. A relacdo entre plantas e
animais é altamente dependente dos sinais emitidos por ambos 0s grupos. Sinais visuais
e quimicos, por exemplo, comunicam a localizacdo, a qualidade e a abundancia de
néctar e polen requeridos por polinizadores. Em contrapartida, insetos apresentam
orgdos, comportamentos e fisiologias adaptados a captacdo e traducdo desses sinais.
Nesse processo de co-evolugdo entre pares, plantas e animais obtém vantagens que
podem aumentar sobrevivéncia e sucesso reprodutivo de ambos (Mello, 2002; Schaefer
et. al, 2004; Bronstein, 2006; Karban 2008). Assim, a percep¢do da presenga, por
exemplo, de polinizadores ou herbivoros no ambiente pode ser um fator importante para

a sincronizacdo dessas relacbes ecoldgicas (Bronstein, 2006; Karban, 2008) e um dos
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meios pelos quais isso pode ocorrer € atraves da deteccdo pelas plantas de sons emitidos
por animais.

Um indicio da recepc¢éo pelas plantas de ondas sonoras produzidas por animais
ocorre na interagdo entre plantas e morcegos nectarivoros. Ao longo da evolugcdo da
quiropterifilia, plantas de Marcgravia desenvolveram folhas cncavos, com formato de
antena parabdlica, localizadas imediatamente acima das inflorescéncias, que refletem
ultrassons emitidos por morcegos vindos de varias dire¢des no ambiente, auxiliando-os
na ecolocalizacdo dessas flores na vegetacdo (Simon et al. 2006; Simon et al. 2011).

A polinizacdo por vibracdo (buzz polination), encontrada em mais de 20.000
espécies de plantas, é mais um exemplo de coevolucdo entre animais e plantas mediada
pelo som. Nessa interacdo inseto-planta, a vibracdo sonora produzida pelos musculos de
voo de abelhas de médio e grande porte, como Bombus, Xylocopa e Anthophora, em
frequéncias e intensidades adequadas, estimulam a abertura de anteras poricidas e a
liberacdo de polen. Enquanto que abelhas que produzem sons em frequéncias e
intensidades diferentes, como Apis mellifera, ndo estimulam a abertura das anteras
(Buchmann & Hurley 1978; Silva et al. 2010; De Luca & Vallejo-Marin 2013),
mostrando o quanto ondas sonoras estdo envolvidas na sincronizacdo de interagdes
ecoldgicas entre insetos e plantas e sua especificidade.

Além disso, muitos insetos utilizam as folhas como um elemento de propagacao
de vibragcbes mecanicas e sonoras, sendo a planta um substrato de difusdo do som,
absorvendo a energia das vibragdes que interagem com seus tecidos foliares (Martens &
Michelsen 1981; Magal et al. 2000). Contudo ainda ndo sabemos se sons absorvidos
pela lamina foliar podem gerar alteragdes no interior das plantas nem quais seriam os
mecanismos envolvidos.

Embora ainda existam muitas perguntas sem resposta, estd claro que a co-
evolucdo de insetos e de plantas e a producao de sons por insetos é antiga na natureza.

O surgimento de estruturas produtoras de sons em insetos ocorreu em torno de
100 milhdes de anos antes do aparecimento do grupo das Angiospermas, de acordo com
os registros fosseis. Orgdos produtores de sons (estridulagdo) foram encontrados no
grupo Orthoptera do Triassico, ha 245 milhGes de anos (Otte 1992; Plotnick & Smith
2012), enquanto que o surgimento das Angiospermas ocorreu somente no Cretaceo, hé
145 milhdes de anos (Taylor et al. 2009). Desta forma, quando as angiospermas
comecaram a se diversificar e coevoluir com insetos, estes ja se comunicavam atraves
de vibragOes sonoras. Assim sendo, a percepc¢éo de sons produzidos por insetos pode ser

uma caracteristica ancestral no grupo dos vegetais.
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Baseado no que foi explicitado acima, este trabalho teve por objetivo testar se
sons emitidos por insetos podem ser utilizados pelas plantas como elementos acessorios
para detectar condi¢bes e recursos ambientais, estimulando respostas fisiologicas
sincronizadas.

O trabalho foi dividido em dois capitulos. No primeiro capitulo é apresentada
uma nova proposta metodoldgica de se estudar o efeito do som em plantas, empregando
camaras isoladas acusticamente para a conducdo de experimentos em condigcdes semi-
controladas. J& no segundo capitulo sdo descritos 0s experimentos realizados com as
camaras acuUsticas e os dados experimentais sdo analisados e discutidos, a luz da

hipotese proposta.
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CAPITULO 1

Abordagem metodologica para estudos de efeitos sonoros em plantas

1. Introducéao

Plantas sdo influenciadas por diversos fatores ambientais, sendo sensiveis a
forcas intensas até distrbios muito sutis. Estes organismos desenvolveram, ao longo do
tempo ewvolutivo, mecanismos eficazes na deteccdo do ambiente a sua wvolta,
respondendo de forma especifica a diferentes estimulos biéticos e abioticos (Trewavas
2005; Karban 2008). Exposicdo ao vento, contato com barreiras fisicas e predacdo sdo
exemplos de estimulos mecanicos que influenciam as plantas. As respostas vegetais a
esses elementos sdo denominadas tigmomorfogénese (Jaffe 1973; Chelab et al. 2009). O
som é mais uma forca mecénica presente na natureza que pode influenciar o
desenvolvimento de organismos vegetais (Uchida & Yamamoto 2002; Telewski 2006;
Jeong et al. 2007; Gagliano et al. 2012).

Estudos avaliando o efeito das vibragcdes sonoras em plantas sdo recentes. As
pesquisas mostram que o som pode influenciar a germinagdo (Uchida & Yamamoto
2002), a fotossintese (Meng et al. 2012; Cypriano et al. dados ndo publicados), o
crescimento de raizes (Gagliano et al. 2012), a atividade de hormdnios (Bochu et al.
2004) e enzimas (Yi et al. 2003; Li et al. 2008), bem como a expressdo génica (Jeong et
al. 2007; Hongbo et al. 2008). Segundo Gagliano (2012), plantas podem ter
desenvolvido sensibilidade ao som durante a evolucdo como uma forma de perceber e
interagir com o0 ambiente a sua volta.

Uma varidvel importante em estudos que avaliem efeitos de estimulos
ambientais em plantas é a taxa fotossintética. A fotossintese é uma das principais
atividades vegetais, estando diretamente relacionada ao crescimento da planta. Sua
medicdo é pontual, instantdnea, ndo destrutiva e muito sensivel a alteragdes nas
condicBes ambientais, tais como modifica¢fes na luminosidade, temperatura, umidade e
concentracdo de gases. Dessa forma, a medicdo da taxa fotossintética pode ser
importante em estudos que busquem avaliar efeitos de vibragdes sonoras em plantas.

Por ser uma area de estudos ainda em desenvolvimento ndo h4 uma metodologia
unificadora para a realizacdo de experimentos utilizando-se sons e na literatura
cientifica, encontramos diferentes abordagens metodoldgicas (Uchida e Yamamoto
2002; Bochu et al. 2004; Petraglia 2008; Bai et al. 2010; Gagliano et al. 2012; Meng et
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al. 2012). Em comum, porém, ten Cate (2012), Bailey (2013) e Gagliano (2013)
defendem a conducdo de experimentos sob condigdes semi-controladas, com
reproducdo de sons gravados. Para tanto, € necessario a utilizacdo de estruturas fechadas
e isoladas acusticamente, com fontes sonora e luminosa, uma vez que 0 som é uma
vibracdo mecanica que se propaga por todo 0 meio, e a auséncia de isolamento sonoro
pode gerar “contaminagdes” entre diferentes tratamentos.

Neste estudo é descrita a metodologia para a construcdo de camaras acusticas
destinadas a realizacdo de experimentos com plantas submetidas a estimulos sonoros,

visando a obtencdo de respostas nas trocas gasosas.

2. Material e Métodos

2.1. Camaras acusticas com isolamento sonoro

Foram construidas 10 camaras com isolamento acUstico para realizacdo de
experimentos em laboratdrio, sob condi¢cBes semi-controladas, na Universidade Federal
de Vigosa, em Vigosa, MG, Brasil.

Foram construidas 20 caixas de madeira compensada com 10 mm de espessura,
emdois tamanhos: 10 caixas com 62 x 62 x 86 cm (caixa externa) e 10 caixas com 45 X
45 X 76 cm (caixa interna). Todas as caixas foram construidas com abertura na parte
superior, onde posteriormente se encaixavam as tampas.

O interior das caixas externas foi revestido com la de vidro (Isover Saint-
Gobain) de densidade de 16 Kg/m® e 50 mm de espessura. A face da la de vidro
contendo papel Kraft foi colada com fita adesiva dupla face (Scoth) nas paredes internas
e assoalho das caixas (Figura 1A). Ap6s o revestimento com Ia de vidro, as caixas
internas foram inseridas nas caixas externas e, para impedir o contato direto entre elas e
evitar o vazamento de vibracdes, foram colados calcos de isopor, nas dimensfes 7,0 x
7,0 x 4,0 cm, nas quatro extremidades inferiores das caixas internas (Figura 1B).

Foram confeccionadas tampas tanto para as caixas externas quanto para as
internas. As tampas das caixas externas foram preparadas com dimensdes de 66 X 66
cm, com bordas de 2 cm para encaixe. Na parte interna das tampas, justaposta
internamente a borda, foi presa uma fita de borracha esponjosa de 1,0 x 2,0 cm e
distando 3,5 cm da fita de borracha, foi colado um quadrado de 55 x 55 cm de la de
vidro, para evitar o vazamento do som (Figura 2A). As tampas das caixas internas foram
confeccionadas nas dimensdes de 47 x 47 cm, com altura de borda de 2 cm, nas quais

ndo foram coladas fitas de borracha esponjosa.
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Para a instalacdo sonora e luminosa nas camaras acUsticas, foram feitas aberturas
circulares de 3,5 cmde diametro, nas caixas externas e internas. Foram feitos furos no
centro da tampa da caixa interna e numa das laterais da caixa externa, a 25 cm da borda
superior e a 12cm da lateral, de forma a ndo estarem na mesma direcdo e portanto,
evitando escape de som. Quando as caixas internas foram fechadas, os fios emergiam do
ponto central nas tampas e seguiam para as aberturas nas laterais das caixas externas,
passando entre a l& de vidro e a ldAmina de madeira, surgindo externamente. Apos a
passagem dos fios, as aberturas foram fechadas com silicone adesivo. Ao conjunto de

duas caixas, externa e interna, com suas respectivas tampas, deu-se 0 nome de camara

acustica (Figura 2B).

Figura 1: Camaras acusticas. A) Caixa externa com revestimento interno de 1d de vidro.
B) Caixas internas e externas, separadas pela camada de Ia de vidro, e as dimensdes da
camara acustica.

2.1.1. Fonte sonora

As fontes sonoras das camaras acusticas foram constituidas por caixas de som
(WX-201, modelo multimedia 3 W), responsiva a frequéncias entre 100 e 20.000Hz.
Cada camara acustica recebeu uma caixa de som, que funcionavam em pares, sendo
uma principal e a outra secundaria. As caixas de som principais apresentavam trés
saidas, uma P2 para alimentacdo sonora, outra USB para entrada de energia e um cabo
de conexdo com a caixa secundaria. No cabo de conexdo entre as caixas principais e as
secundérias foram inseridos conectores RCA que possibilitaram a conexd e
desconexdo entre duas caixas de som, principal e secundaria.

As caixas de som foram fixadas com fita adesiva exatamente no centro da tampa

das caixas internas (Figura 2). Os cabos USB foram conectados em extensdes USB
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macho-fémea, de 1,8 m, que foram ligadas a um notebook (Dell, modelo PP41L). As
saidas P2 foram conectadas a extensfes P2 macho-fémea, também de 1,8 m, que por sua
vez foram ligadas a um amplificador. E a terceira saida das caixas de som principais

foram conectadas as caixas de som secundarias, instaladas em outra camara acustica.

Figura 2: Tampas das caixas interna e externa das camaras acUsticas. A) A esquerda,
tampa da caixa externa revestida com 1a de vidro e com borracha esponjosa nas laterais;
a direita, tampa da caixa interna composta por uma caixa de som e duas fitas de LED de
20cm. B) Camara acustica completa: mais abaixo na imagem, as duas caixas separadas
por uma camada de la de vidro, e mais acima a tampa da caixa interna apoiada na tampa
da caixa externa. C) Foto tirada de dentro da cAmara acustica em funcionamento.

Foi utilizado um amplificador estéreo (Behringer, modelo micro AMP HA 400)
com guatro canais, para a recep¢do e a distribuicdo do som para as cAmaras acusticas.
Este foi ligado ao laptop por um cabo P2/P10. O som reproduzido no laptop foi enviado
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para o amplificador e deste foi distribuido simultaneamente para as caixas de som
dentro das camaras acusticas.

Foram feitas leituras da intensidade maxima e minima do som e calculada a
média desses valores para cada uma das 10 camaras acusticas, obtendo-se intensidade
media maxima de 92,01 dB e minima de 65,55 dB dentro das camaras acusticas. Para
isso foi utilizado um decibelimetro digital (ICEL, modelo DL-4200), responsivo a

intensidades de som entre 30 e 130 dB.

2.1.2. Fonte de luz
Nas tampas das caixas internas foram instalados dois fragmentos de fitas de

LED (Starlux, tipo SMD 3528) de luz branca-fria, com poténcia 22,5 W e temperatura
de cor 6.000 K, de 20 cm e contendo 12 LEDs cada um. Os fragmentos das fitas de
LED foram soldados a cabos elétricos de 0,5 mm, com 2 m de comprimento cada, que
foram passados através dos orificios nas tampas das caixas internas e nas laterais das
caixas externas, surgindo externamente nas caixas acusticas. Esses cabos elétricos foram
entdo ligados em paralelo, com um cabo de 1,5 mm, a um driver para LED de 30 W,
conectado a fonte de eletricidade. As duas fitas de 20 cm foram instaladas nas tampas
das caixas internas das camaras, distando lateralmente 8 cm da caixa de som (Figura 2).

A radiacdo dentro das camaras acusticas foi medida com um radidmetro (Li-Cor

modelo Li-185B), obtendo-se irradiancia média de 3,5 pmol de fotons m? s™.

2.2. Gravagdo do som

O som utilizado nos experimentos para testar a eficiéncia das cAmaras acusticas
foi gravado no campus da Universidade Federal de Vicosa, em Vigosa, MG, no interior
de um fragmento de Floresta Estacional Semidecidua conhecido como Reserva da
Biologia da UFV. A gravacdo foi realizada em outubro de 2011, época de reprodugdo
das cigarras (Insecta, Cicadidae) em Vicosa, obtendo-se nas gravagdes 0S sons
caracteristicos daquela mata com predominéncia absoluta do som emitido pelas
cigarras. A gravagédo foi feita com um microfone condensador (Shure, modelo Ksm44
SL) localizado a 1,6m do chdo, na figura polar Omni direcional, numa placa de audio
externa (M-Audio Fast Track Pro), com taxas de 24 bits e 48 Khz, utilizando o software
Soundforge. Foram obtidos 18 min e 39 s de gravacdo continua, onde o som emitido
pela espécie de cigarra Quesada gigas (Oliver) foi responsavel pelo “tom do som”
(frequéncia fundamental), com uma frequéncia continua de alta intensidade localizada
entre 1.015 e 1.210 Hz. O som desta espécie teve uma intensidade sonora com ordem de

grandeza 16 vezes maior que 0 segundo som mais intenso na gravagdo, o da espécie de
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cigarra Fidicina mannifera (Fabricius), que emitiu um dnico sinal de 16 s ao longo de

toda a gravacao.

2.3. Testes experimentais nas camaras acusticas

O experimento foi realizado com plantas de Impatiens walleriana Hook. F.
(Balsaminaceae). Essas sdo plantas originarias do Leste da Africa tropical, da Tanzania
a Mocambique, herbéceas, anuais, atingindo de 25 a 60 cm de altura, ocupando
ambientes sombreados ou com pouca luz. Apresentam folhas lanceoladas de 3 a 12 cm
por 2-5 cm de largura e flores de 2-5 cm de didmetro, com 5 pétalas (Mandle et al.
2010). A escolha dessa espécie de plantas para a realizacdo dos experimentos baseou-se
em: (i) em seu pequeno porte (herbaceo), necesséario para logistica de inser¢do dos
individuos nas cadmaras acusticas; (ii) por ser uma planta de sombra que se adequa bem
a condicdo de luminosidade artificial das salas de crescimento e das cAmaras acusticas;
(iii) por terem folhas finas, que podem ser mais sensiveis ao efeito das vibracdes
sonoras, e de tamanho adequado para medicdo de trocas gasosas utilizando o IRGA; e
(iv) por germinarem, se desenvolverem e reproduzirem principalmente durante a
primavera, época em que as cigarras estdo “cantando” em Vicosa (MG).

Sementes de I. walleriana, provenientes de popula¢bes naturais, foram coletadas
no Horto Botanico e no Setor de Jardinagem da UFV, e secas em sala de crescimento a
25°C. As sementes foram semeadas em 30 vasos de 1L cada, contendo uma mistura 1:1
de solo (horizonte B) e substrato para plantas tropstrato®. Foram depositadas 8
sementes por vaso e 28 dias apds o plantio procedeu-se o desbaste, deixando-se uma
planta por vaso. As plantas foram mantidas sob sombrite durante 65 dias apds a
germinacéo, quando foram transferidas para a sala de crescimento, onde foram mantidas
a 25°C, sob fotoperiodo de 12h de luz, fornecido por 8 lampadas fluorescentes tipo luz
do dia, de 40 W cada. Para incrementar o oferecimento de luz na faixa de comprimento
de onda do vermelho, foram posicionadas 3 tiras de acrilico vermelho de dimensdes de
100 x 10 x 0,2 cm sob a lampadas, que estavam suspensas, presas em uma estrutura de
madeira. Esse sistema de iluminacdo forneceu irradiancia média de 80umol de fétons m°
2 s para as plantas, que foram regadas com 150 ml de 4gua a cada trés dias.

Dez individuos de I. walleriana aclimatados por 17 dias na sala de crescimento
e, portanto, com 82 dias de idade foram selecionados para a realizagdo de um
experimento utilizando as emissfes sonoras das cigarras, gravadas como mencionado
acima. Antes de as plantas serem submetidas aos tratamentos, foram coletados dados de

cinco plantas de 1. walleriana objetivando verificar a intensidade luminosa ideal a ser
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empregada durante o experimento e o tempo de estabilizacdo da taxa fotossintética das
plantas. As taxas fotossintéticas das plantas destinadas aos dois tratamentos também
foram medidas, com o intuito de verificar possiveis diferencas na fisiologia das plantas.
Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ndo foram verificadas
diferencas estatisticamente significativas no padrdo fotossintético das plantas destinadas
a ambos os tratamentos (F=0.0427; p=0.8415).

As dez plantas foram divididas em dois grupos e submetidas a dois tratamentos,
com cinco repeti¢des cada: Tratamento Som das Cigarras (TSC) e Tratamento controle,
Sem exposicdo ao Som (TSS). Durante o tempo experimental, as plantas foram
mantidas na sala de crescimento durante todo o dia, exceto nos periodos em que foram
submetidas aos tratamentos, quando foram entdo transferidas para dentro das camaras
acusticas.

As plantas foram inseridas nas camaras, estas foram fechadas e o som foi ligado
somente nas cdmaras contendo plantas do TSC (Figura 3). Enquanto nas camaras
contendo plantas do TSS, no qual as plantas ndo foram expostas ao som, as caixas de
som foram ligadas, contudo sem reproducdo sonora. Ao final da exposicao, as caixas de
som foram desligadas e as plantas foram conduzidas novamente para a sala de
crescimento. As plantas foram expostas aos tratamentos por duas horas diariamente, 1h
durante a manha (9:00 as 10:00h) e 1h durante a tarde (16:00 as 17:00h), durante 10
dias consecutivos. A ordem de insercéo e de retirada das plantas das camaras foi feita de
maneira aleatéria em cada periodo de exposicdo ao som. As plantas foram revezadas
entre as camaras durante o experimento, ou seja, de um dia para o outro cada planta foi
modificada de cAmara acuUstica, mantendo seu respectivo tratamento (com ou sem som).
Dessa forma, cada planta passou por todas as camaras acusticas e permaneceu 0 mesmo
tempo, de 2h, em cada uma.

Foram avaliadas a Taxa Fotossintética (A), a Condutancia Estomatica (gs), a
Relagdo Carbono interno/Carbono externo (Ci/Ca) e a Taxa de Transpiragdo (E),
empregando-se um Analisador de Gas no Infra-Vermelho (IRGA) (ADC BioScientific,
modelo LC-pro SD) acoplado a uma de camara foliar de 6,25 cm?, dotada de sistema de
iluminacdo e refrigeracdo. O ar de referéncia do IRGA foi captado e direcionado para
um vasilhame homogeneizador de 20L (buffer), antes de alcancar a cAmara foliar, a fim
de evitar grandes oscilacbes no CO; de referéncia. Os dados referentes as avaliacdes de
trocas gasosas foram coletados no periodo da manhd, ap6s a primeira exposi¢cdo ao som.
Foram feitas quatro avaliagbes, no primeiro, quarto, oitavo e décimo dias de

experimento nas plantas dos dois tratamentos, em uma folha integra por planta, sem
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danos fisicos ou sinais de herbivoria, localizada nos oito ultimos ndés do ramo principal.
As quatro medicdes, ao longo do tempo, foram feitas na mesma folha de cada planta.
Foi empregada radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) de 600 pumol de fétons m?s™ e
temperatura da camara foliar de 25 °C para as analises, sendo estipulado um tempo de
2min para estabilizacdo, apos o qual foram feitas cinco leitura no IRGA, a cada 10s. Foi

utilizada a média dos cinco registros de cada planta na anélise estatistica.

Figura 3: Planta no interior da cAmara acustica. As plantas foram inseridas nas camaras
e as tampas das caixas interna e externa foram fechadas para exposicéo aos Tratamentos
Sem exposicdo ao Som (TSS) e Tratamento Som das Cigarras (TSC).

2.4. Analise estatistica
Para avaliar os efeitos dos tratamentos nas trocas gasosas das plantas, e portanto

a eficiéncia das camaras acUsticas, foram realizadas anélises de variancia (ANOVA)
utilizando as medicGes de trocas gasosas registradas nos quatro dias, gerando ao todo 20
medidas por tratamento para cada varidvel analisada. As variaveis resposta avaliadas
foram a taxa fotossintética, a relagdo Carbono interno/Carbono externo (Ci/Ca), a
condutdncia estomatica e a taxa de transpiracdo. Todas as andlises foram feitas
adotando-se Modelos Lineares Generalizados (GLM), com distribuicdo de erros tipo

Normal, utilizando-se o software R (R Development Core Team, 2007).

3. Resultados

Foram registrados aumentos estatisticamente significativos nas taxas
fotossintéticas (F=10.262; p=0.002748**), acompanhados por decréscimos também
estatisticamente significativos na relacdo Ci/Ca (F=15.034; p=0.0004056***) das

plantas do TSC em comparacdo ao TSS. N&o houve alteragBes significativas na
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condutancia estomatica (F=0.2423; p=0.6254), nem na taxa de transpiracdo (F=1.0403;
p=0.3142), (Figura 4).
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Figura 4: Média (* Erro Padréo) da: (A) Taxa Fotossintética (umol de CO, m? s), (B)
Relacdo Carbono interno/Carbono externo (Ci/Ca), (C) Condutancia Estomatica (mol m
2 sy e (D) Taxa de Transpiracdo (mol m? s*) em fungdo dos Tratamentos Sem
exposicdo ao Som (TSS) e Tratamento Som das Cigarras (TSC). Valores de
significancia: **= P < 0,01 e ***= P < 0,001. Foram feitas quatro medicgdes de trocas
gasosas ao longo do tempo, em cada planta, com o Analisador de Gas no Infra-
Vermelho (IRGA), (ADC BioScientific, modelo LC-pro SD).

4. Discussao

O sistema proposto para estudar o efeito do som em plantas se mostrou eficaz.
Houve modificacOes significativas nas trocas gasosas nas plantas sob o Tratamento Som

das Cigarras (TSC) quando comparadas com aquelas sob o tratamento Sem exposicdo

20



ao Som (TSS). Os dados mostram que o ambiente sonoro criado dentro das camaras
acuUsticas € apropriado para estudos objetivando avaliar as respostas das plantas,
fisiologicas e/ou morfoldgicas e comportamentais, a sons.

Experimentos avaliando efeitos de sons em plantas envolvem uma série de
dificuldades. A primeira se relaciona com a caracteristica fisica do som, uma vez que a
vibragdo sonora se propaga pelo ar rapidamente, atingindo longas distancias. Dessa
forma € necessario algum tipo de isolamento acustico para evitar possiveis
contaminacdes sonoras entre tratamentos. Para tanto, este trabalho prop6em a utilizacéo
de camaras acusticas construidas com madeira compensada e Ia de vidro.

A madeira compensada apresenta a capacidade de refletir sons, especialmente na
faixa de frequéncias meédias e agudas (Yang et al. 2003), onde se localiza
predominantemente as frequéncias produzidas pelo som das cigarras, proporcionando a
reflexdo do som dentro da camara acustica e uma possivel amplificacdo sonora. A Ia de
vidro, por sua vez, é um material de absorcdo sonora composta por fibras sintéticas
minerais arranjadas em um conjunto de filamentos continuos, que formam poros onde o
ar fica preso (Arenas & Crocker 2010). A atenuacdo do som (dB/m) da la de vidro é
mais eficiente em frequéncias médias e agudas, correspondente ao som aplicado, sendo
um material menos eficiente na absor¢éo sonora de baixas frequéncias (Tarnow 2002).

Nessa perspectiva, tanto a la de vidro como a madeira compensada
demonstraram-se ser materiais com propriedades acusticas adequadas para o tipo de
experimento proposto, uma vez que 0 som ndo vazou para fora das caixas e, logo, néo
houve contaminacdo sonora do tratamento controle pelo som reproduzido nas camaras
contendo plantas do tratamento com som das cigarras. Contudo durante a abertura e
fechamento das caixas, a la de vidro era ligeiramente friccionada, soltando um pé inerte
que atingia as plantas; esse estresse ocorreu para ambos os tratamentos. Outros tipos de
materiais isolantes acusticos podem ser empregados nas camaras (Arenas & Crocker
2010). E indicado, porém, que antes da construcio das mesmas sejam verificadas as
caracteristicas de absor¢do sonora mais adequadas para o tipo de som empregado no
experimento.

A segunda dificuldade experimental se relaciona com o fechamento total do
ambiente isolado, com reduzida saida ou entrada de ar. Essa condicdo gera uma
concentracdo de gases no meio interno das camaras que pode prejudicar o metabolismo
vegetal. Assim sendo, as plantas ndo podem permanecer durante todo o dia ou por muito
tempo no interior das camaras acuUsticas. Uma possibilidade alternativa é a utilizacdo de

ambientes maiores, como salas isoladas acusticamente, contudo essa estrutura além de
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ser muito cara, exibe uma dificuldade logistica, uma vez que seriam necessarias varias
salas proximas, todas isoladas acusticamente.

A pseudoreplicacdo espacial entre as unidades experimentais € mais uma
dificuldade a ser enfrentada. Esse problema é neutralizado com o revezamento das
plantas entre as camaras, com cada uma delas passando por todas as camaras e
permanecendo 0 mesmo tempo em cada uma delas. Desta maneira anula-se o efeito das
camaras acusticas sobre as plantas e consequentemente, sobre possiveis vieses nos
dados coletados.

Em relacdo a fonte sonora, um fator a se ressaltar é a alimentacdo elétrica das
caixas de som. As caixas de som das camaras contendo plantas do tratamento controle
devem permanecer ligadas na energia elétrica, uma vez que organismos vegetais
respondema campos eletromagnéticos, como o produzido pela passagem de eletricidade
(Galland & Pazur 2005). Dessa forma, se as fontes sonoras do tratamento controle ndo
forem ligadas, ndo podemos afirmar que diferencas registradas entre plantas expostas ao
som e ao tratamento controle foram devido ao somou ao campo eletromagnético.

As caixas de som empregadas nas camaras possuiam autofalantes pequenos,
reproduzindo somente frequéncias a partir de 100 Hz. Essa escolha baseou-se nas
frequéncias do som das cigarras que ndo alcangam valores abaixo de 100 Hz. Para
experimentos que avaliem frequéncias mais graves, € indicada a utilizagdo de caixas de
som com autofalantes maiores que reproduzam frequéncias baixas. Importante ressaltar
gue o volume do som foi distribuido de forma uniforme entre as estruturas que
controlavam a intensidade sonora, para nao danificar o amplificador das caixas de some
gerar falhas experimentais. Assim, o volume do laptop, do amplificador e das caixas de
som foram controlados entre 50 e 70% da capacidade de cada um.

A instalacdo luminosa das caixas teve como principal objetivo manter o
fotoperiodo das plantas, evitando assim possiveis respostas vegetais indesejadas devido
a exposicdo ao escuro. Foram empregadas lampadas de LED’s frias, pois as cadmaras
permanecem totalmente fechadas e, além disso, o ambiente interno das camaras ndo era
apenas isolado acusticamente, mas também termicamente, uma vez que a la de vidro
também é um isolante térmico.

O tamanho das camaras também deve ser adaptado a planta estudada. Plantas de
Impatiens walleriana utilizadas no experimento possuem pequeno porte, cabendo dentro
das camaras sem que seus ramos precisassem ser dobrados ou torcidos, o que pode gerar

algumtipo de estresse.
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Os estudos nessa area de pesquisas se concentram na compreensdao dos efeitos
sonoros na germinacgéo e desenvolvimento inicial (Uchida & Yamamoto 2002; Bochu et
al. 2003; Petraglia 2008), em plantas adultas (Jeong et al. 2007; Bai et al. 2010; Meng
et al. 2012; Gagliano et al. 2012; Cypriano et al. dados ndo publicados) e em cultura de
tecidos vegetais (Yiet al. 2003; Bochu et al. 2004; Hongbo et al. 2008; Li et al. 2008).
A estrutura proposta mostrou-se eficaz na condugdo de experimentos com plantas
adultas, contudo as camaras também podem ser utilizadas em pesquisas em cultura de
tecidos e em germinacdo de sementes. Adequacdes dessa estrutura podem permitir a
obtencdo de dados de variaveis fisiologicas durante o tempo de aplicacdo do som.

Em suma, as cdmaras acusticas propostas neste trabalho para a conducdo de
experimentos em condi¢fes semi-controladas podem ser importantes tanto na unificacdo
metodolégica dos estudos envolvendo o efeito do som em plantas, quanto na expansao
de trabalhos nesta area, auxiliando na compreensdo de um fenbmeno ainda pouco

estudado no meio cientifico.
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CAPITULO 2

Plantas reconhecem sons produzidos por insetos

1. Introducéao

Plantas sdo influenciadas por diversos fatores ambientais, sendo sensiveis a
forcas intensas até distdrbios muito sutis. Estes organismos desenvolveram, ao longo do
tempo evolutivo, mecanismos eficazes na deteccdo do ambiente a sua volta,
respondendo de forma especifica a diferentes estimulos bioticos e abioticos. Plantas
exibem uma acurada percepcéo e resposta aos sinais ambientais disponiveis (Trewavas
2005; Brenner et al. 2007; Karban 2008). As plantas respondem a gravidade (Morita
2010), a variagfes na quantidade e na qualidade luminosa (Smith 2000; Goyal et al.
2013), bem como ao vento, ao contato mecanico (Braam 2005; Chelab et al. 2009) e a
campos eletromagnéticos (Galland & Pazur 2005). Além disso, modificam seu
metabolismo em resposta ao ataque de herbivoros e parasitas, disparando mecanismos
de defesa (Mello & Silva-filho 2002) e atraem polinizadores e dispersores através de
sinais quimicos e visuais (Bronstein et al. 2006).

O som, um tipo de onda mecénica longitudinal, pode ser mais um estimulo
ambiental influenciando o desenvolvimento de organismos vegetais (Telewski 2006;
Jeong et al. 2007; Gagliano et al. 2012). O som é um fendmeno fisico que carrega em
suas ondas informagdes bioldgicas sobre a identidade, o comportamento e a fisiologia
do organismo produtor da mensagem acUstica. Essas vibragdes sdo produzidas de
maneira rapida e com baixo gasto energético pelo emissor e sua deteccdo e traducdo
como informacdo por organismos receptores também ocorre de maneira instantanea.
Desta forma, sinais acuUsticos se constituem num mecanismo efetivo de comunicacdo
entre organismos vivos, transmitindo informacdo em tempo real (Greenfield 2002;
Gagliano 2012).

As vibracbes sonoras podem promover alteracbes em diversas escalas da
organizagdo vegetal, incluindo modificacbes na germinacdo (Uchida & Yamamoto
2002); no desenvolvimento inicial (Bochu et. al. 2003); na fisiologia, atuando sobre a
sintese de hormdnios (Bochu et al. 2004), a fluidez de membrana (Zhao et al. 2002a;
Zhao et al. 2002b), a divisdo celular (Xiujuan et al. 2003a), no contedo de proteinas e
enzimas (Yiet al. 2003; Li et al. 2008), bem como na fotossintese (Meng et al. 2012;

Cypriano et al. dados ndo publicados). Além disso, as ondas sonoras podem ocasionar
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alteracGes a nivel molecular, interferindo na expressdo génica (Xiujuan et al. 2003b;
Jeong et al. 2007; Hongbo et al. 2008).

Gagliano (2012) propde que plantas podem ter desenvolvido a sensibilidade ao
som durante a evolu¢do, como um modo de perceber o ambiente bidtico e abiotico que
as rodeia. Evidéncias que corroboram essa hipotese sdo as interacfes inseto-planta.
Insetos séo grandes emissores de mensagens acusticas, sendo intimamente relacionados
com plantas, comas quais co-evoluem ha milhdes de anos, estabelecendo tanto relagdes
mutualistas como antagonistas. As interacfes entre insetos e plantas sdo altamente
dependentes dos sinais emitidos por ambos 0s grupos, sendo que 0s principais
mediadores dessa comunicacdo sdo substancias quimicas e sinais visuais (Mello, 2002;
Bronstein, 2006; Karban 2008; Schaefer et. al, 2004). Contudo, a funcdo dos sons
também como elementos de integracdo entre insetos e plantas nas comunidades é
desconhecida.

Um indicio da resposta das plantas aos sons emitidos por insetos ocorre no
processo de polinizagdo por vibragdo. Nessa interacdo planta-polinizador, encontrada
em mais de 20.000 espécies de plantas, sons produzidos em frequéncias e intensidades
especificas por abelhas polinizadoras estimulam a liberacdo de pdlen por anteras
poricidas (Buchmann & Hurley 1978; Silva et al. 2010; De Luca & Vallejo-Marin
2013).

E importante ressaltar que o surgimento das primeiras estruturas produtoras de
sons em insetos estdo associadas ao periodo Triassico (Otte 1992; Plotnick & Smith
2012), em torno de 100 milhdes de anos antes do surgimento das Angiospermas, no
Cretaceo (Taylor et al. 2009). Desta forma, quando as angiospermas comegaram a se
diversificar e a coevoluir com insetos, estes ja emitiam sons para comunicagao.

Nesse contexto, este trabalho tem por objetivo testar se sons produzidos por
insetos podem ser utilizados pelas plantas como informacgdes acessorias para detectar

condigdes e recursos ambientais, estimulando respostas fisioldgicas sincronizadas.

2. Material e Métodos

2.1. Gravagdo e andlise do som

O som utilizado nos experimentos foi gravado no campus da Universidade
Federal de Vigosa, em Vicosa, MG, no interior de um fragmento de Floresta Estacional
Semidecidua conhecido como Reserva da Biologia da UFV. A gravacdo foi realizada
em outubro de 2011, época de reproducdo das cigarras (Insecta, Cicadidae), num final

da tarde, quando ocorre emissao sonora maxima por esses insetos em Vigosa. Obteve-
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se, assim, 0s sons caracteristicos daquela mata, com predominancia absoluta do som
emitido pelas cigarras. A gravagdo foi feita com um microfone condensador (Shure,
modelo Ksm44 SL) localizado a 1,6m do chdo, na figura polar Omni direcional, numa
placa de audio externa (M-Audio Fast Track Pro), com taxas de 24 bits e 48 Khz,
utilizando o software Soundforge. Foram obtidos 18 min e 39 s de gravacéo continua.

Todos os sons emitidos por animais foram discriminados quanto a banda de
frequéncia (frequéncia maxima e minima) e quanto a seus aspectos temporais, na
gravacdo. Foi verificada a intensidade do som de cada espécie, avaliando-se a
intensidade de uma Unica nota do som produzido por ela, emtrechos da gravacéo onde o
sinal foi mais intenso (Anexo 1). As analises foram feitas com o software SongScope
v.4.1.3A. O som emitido pela espécie de cigarra Quesada gigas (Oliver) foi responsavel
pelo “tom do som” (frequéncia fundamental), com uma frequéncia continua de alta
intensidade localizada entre 1.015 e 1.210 Hz. Este som teve uma intensidade sonora
com uma ordem de grandeza 16 vezes maior que 0 segundo som mais intenso da
gravacgdo, o da espécie Fidicina mannifera (Fabricius), que emitiu um unico sinal de 16
s, ao longo de toda a gravacdo (Anexo 2). Também foram realizadas coletas desses
insetos para a confirmacdo das suas identidades sonoras e especificas. Foram coletadas
e identificadas 3 espécies: Quesada gigas, Fidicina mannifera e Dorisiana viridis
(Oliver), contudo apenas o comportamento acUstico das duas primeiras foram
reconhecidas na gravacao, tendo por base os trabalhos de Cocroft & Pogue (1996) e
Maccagnam (2008).

O som gravado foi denominado “Som das Cigarras Organizado”. Essa gravacao
original foi fragmentada, ou seja, pequenas partes da gravacdo foram recortadas e
coladas aleatoriamente em outras posicdes. Esse processo foi feito diversas vezes,
desorganizando ao méximo o padrdo sonoro encontrado na natureza. Esse novo som,
denominado “Som das Cigarras Misturado”, foi composto pelas mesmas frequéncias,
contudo a sequéncia temporal dos sons presentes na gravacdo e as variagdes naturais de
intensidade, que determinam o ritmo sonoro, foram desorganizadas, alterando possiveis
informagOes transmitidas pelo som. Os Anexo 2 Anexo 3 mostram o oscilograma
(intensidade x tempo) e o sonograma (frequéncia x tempo) do Som das Cigarras

Organizado e do Somdas Cigarras Misturado.
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2.2. Camaras acusticas com isolamento sonoro
Os materiais empregados na construcdo e a estrutura das cdmaras acusticas

utilizadas no presente trabalho estdo descritos nas paginas 13, 14, 15 e 16, no capitulo 1.

2.3. Germinagéo e Desenvolvimento Inicial de I. walleriana

O experimento foi realizado com plantas de Impatiens walleriana Hook. F.
(Balsaminaceae). Essas sdo plantas originarias do Leste da Africa tropical, da Tanzania
a Mocambique, herbaceas, anuais, atingindo de 25 a 60 cm de altura, ocupando
ambientes sombreados ou com pouca luz. Apresentam folhas lanceoladas de 3 a 12 cm
por 2-5 cm de largura e flores de 2-5 cm de didmetro, com cinco pétalas (Mandle et al.
2010). A escolha dessa espécie de plantas para a realizagdo dos experimentos baseou-se:
() em seu pequeno porte (herbaceo), necessario para logistica de insercdo dos
individuos nas cAmaras acusticas; (ii) por ser uma planta de sombra que se comportaria
bem na condi¢do de luminosidade artificial das salas de crescimento e das camaras
acusticas; (iii) por terem folhas finas, que poderiam ser mais sensiveis ao efeito das
vibracdes sonoras, e de tamanho adequado para medicdo de trocas gasosas; e (iv) por
germinarem, se desenvolverem e reproduzirem principalmente durante a primavera,
época em que as cigarras estdo “cantando” em Vicosa (MG).

Sementes de I. walleriana foram coletadas no Horto Boténico e no Setor de
Jardinagem da UFV e secas em sala de crescimento a 25°C. As sementes foram
semeadas em gerbox contendo areia lavada, coberta por papel de filtro. No papel de
filtro foram feitas pequenas aberturas circulares, onde foram depositadas as sementes no
total de quatro por gerbox. Ao todo foram utilizados 48 gerbox, 24 constituindo o
Tratamento Som das Cigarras (TSC) e os outros 24, o Tratamento controle, Sem
exposicdo ao Som (TSS).

Foram utilizadas oito caAmaras acuUsticas: quatro contendo o TSS e quatro, o TSC.
Foram colocados seis gerbox em cada cAmara acustica e cada um deles constituiu uma
unidade experimental. O fotoperiodo dentro das caixas foi fixado em 12h, obtendo-se
temperatura média médxima de 26,02 °C e minima de 21,1 °C, enquanto a UR média do
ar foi de 73,76 %, medidas com um termo-higrémetro digital (TFA, modelo
7429.02.0.00).

As unidades experimentais permaneceram dentro das camaras acusticas durante
todo o tempo experimental e por isso as tampas das caixas externas foram mantidas
abertas e as tampas das caixas internas apoiadas sobre tiras de madeira de 52 x 2 cm,
para permitir a renovacdo do ar dentro das camaras. Somente durante a exposicdo ao

som ambas as tampas das caixas permaneceram fechadas, nos dois tratamentos. As
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sementes e plantulas do TSC foram expostas ao som duas vezes ao dia, 1h na parte da
manhd (entre 9:00 e 10:00h) e 1h na parte da tarde (entre 16:00 e 17:00h). Durante esses
periodos, as caixas de som das camaras acusticas contendo os tratamentos controle, sem
exposicdo ao som, foram mantidas ligadas, porém sem reproducdo de som.

Os gerbox foram sistematicamente trocados entre as camaras acuUsticas de dois
em dois dias, de forma que todas as unidades experimentais passaram por todas as
camaras, ficando o mesmo tempo de 48h em cada uma delas.

Durante o tempo experimental de 16 dias, foram avaliados a germinagéo total, o
tempo, a taxa e a uniformidade de germinacdo (Ranal & Santana 2006). As avaliacdes
de germinacdo foram realizadas diariamente, apds o segundo dia de exposicdo ao som e
as sementes com radicula maior ou igual a 2 mm foram consideradas germinadas
(Brasil, 2009). Alem da germinagdo, também foram mensurados o desenvolvimento do
epicétilo e do hipocotilo das plantas, utilizando-se papel milimetrado, e foram pesadas
suas massas frescas e secas, em balanca analitica (Quimis, Q-500L210C) com precisdo
de quatro casas decimais. As massas secas das plantas foram obtidas ap6s secagem por
144 horas emestufa de secagem (Quimis, modelo Q-317 M52) a 75 °C.

2.4. Trocas gasosas

Sementes de I. walleriana foram semeadas em 30 vasos de 1L cada, contendo
uma mistura 1:1 de solo (horizonte B) e substrato para plantas tropstrato®. Foram
depositadas 8 sementes por vaso e 28 dias apds o plantio procedeu-se o desbaste,
deixando-se uma planta por vaso. As plantas foram mantidas sob sombrite durante 65
dias apds a germinacdo, quando foram transferidas para a sala de crescimento, onde
foram mantidas a 25°C, sob fotoperiodo de 12h de luz, fornecido por 8 lampadas
fluorescentes tipo luz do dia, de 40 W cada. Para incrementar o oferecimento de luz na
faixa de comprimento de onda do vermelho, foram posicionadas 3 tiras de acrilico
vermelho de dimensbes de 100 x 10 x 0,2 cm sob a lampadas, que estavam suspensas,
presas em uma estrutura de madeira. Esse sistema de iluminagdo forneceu irradiancia
média de 80pmol de fotons m? s para as plantas, que foram regadas com 150ml de
agua a cada trés dias.

Antes de as plantas serem submetidas aos tratamentos, foi feita uma curve de luz
com dados de fotossintese coletados de cinco plantas de I. walleriana, objetivando
verificar a intensidade luminosa ideal a ser empregada durante o experimento e 0 tempo
de estabilizacdo da taxa fotossintética das plantas (Figura 5). As taxas fotossintéticas

das plantas destinadas aos dois tratamentos também foram medidas, com o intuito de

30



verificar possiveis diferencas na fisiologia das plantas. Os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e ndo foram verificadas diferengas estatisticamente
significativas no padrao fotossintético das plantas destinadas a ambos os tratamentos
(F=0.0427; p=0.8415).
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Figura 5: Curva de luz das plantas de Impatiens walleriana. Medicdo da taxa
fotossintética (umol CO, m? s) em fungdo da radiagdo fotossinteticamente ativa (umol
fotons m? s). A coleta dos dados foi realizada com o Analisador de Géas no Infra-
Vermelho (IRGA), (ADC BioScientific, modelo LC-pro SD), em cinco plantas de I.
walleriana.

Foram realizados dois experimentos. No primeiro deles foram utilizados dez
individuos de I. walleriana aclimatados por 17 dias na sala de crescimento e, portanto,
com 82 dias de idade. As plantas foram expostas a dois tratamentos com cinco
repeticdes cada, denominados Tratamento Som das Cigarras (TSC) e Tratamento
controle, Sem exposicdo ao Som (TSS). Durante o0 tempo experimental as plantas foram
mantidas na sala de crescimento, sendo transferidas para dentro das cAmaras acUsticas
nos periodos em que foram submetidas aos tratamentos e depois, retornadas.

Os tratamentos foram constituidos por duas horas diarias de exposicdo ao som,
1h durante a manha (9:00 as 10:00h) e 1h durante a tarde (16:00 as 17:00h), durante 10
dias consecutivos. Durante esse tempo, as plantas foram transferidas para as camaras
acusticas, estas foram fechadas e o som foi ligado somente naquelas contendo plantas
do TSC (Figura 3), enquanto nas camaras do TSS, no qual as plantas ndo foram
expostas ao som, as caixas de som foram ligadas, porem sem que houvesse reproducéo

sonora. As plantas foram revezadas entre as cadmaras durante o experimento, de forma
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que cada uma delas permaneceu o mesmo tempo, de 2h, em cada uma das cdmaras
acusticas durante a conducdo do experimento.

Foram avaliadas a Taxa Fotossintética (A), a Condutdncia Estomatica (gs), a
Relacédo Carbono interno/Carbono externo (Ci/Ca) e a Taxa de Transpiragéo (E),
empregando-se um Analisador de Gas no Infra-Vermelho (IRGA) (ADC BioScientific,
modelo LC-pro SD) acoplado a uma de camara foliar de 6,25 cm?, dotada de sistema de
iluminacdo e refrigeracdo. O ar de referéncia do IRGA foi captado e direcionado para
um vasilhame homogeneizador de 20L (buffer), antes de alcancar a cAmara foliar, a fim
de evitar grandes oscilagcbes no CO; de referéncia. Os dados referentes as avaliacdes de
trocas gasosas foram coletados no periodo da manhd, ap6s a primeira exposi¢do ao som.
Foram feitas quatro avaliagbes, no primeiro, quarto, oitavo e décimo dias de
experimento nas plantas dos dois tratamentos, em uma folha integra por planta, sem
danos fisicos ou sinais de herbivoria, localizada nos oito Ultimos nés do ramo principal.
As quatro medicdes, ao longo do tempo, foram feitas na mesma folha de cada planta.
Foi empregada radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) de 600 pmol de fotons m? st e
temperatura da camara foliar de 25 °C para as analises, sendo estipulado um tempo de
2min para estabilizacdo, apos o qual foram feitas cinco leitura no IRGA, a cada 10s. Foi
utilizada a média dos cinco registros de cada planta na analise estatistica.

O segundo experimento foi realizado com plantas aclimatadas por 32 dias na
sala de crescimento, portanto, com 97 dias de idade, as quais foram submetidas a dois
tratamentos, também com cinco repeticdes cada. Os tratamentos estabelecidos, 0s
parametros avaliados e as coletas dos dados foram executados de forma semelhante ao
que foi descrito para o primeiro experimento, com excecdo da qualidade do som
empregado e dos intervalos de coleta de dados. No tratamento com som foi utilizado o
Som Misturado, conforme descrito no item 2.1, denominado Tratamento com Som das
Cigarras Misturado (TCSM), mantendo-se o outro tratamento semelhante; e as
medicdes de trocas gasosas foram feitas no primeiro, quarto, sétimo e décimo dias de
experimento, que também teve duracdo de 10 dias.

As taxas fotossintéticas das plantas destinadas a esse experimento também foram
medidas e os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), ndo sendo
observadas diferencas estatisticamente significativas no seu padrdo fotossintético
(F=0.1933; p=0.6718).
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2.5. Analise estatistica

Para avaliar o efeito do tratamento sobre parametros da germinacdo das
sementes de I. walleriana os dados foram submetidos a anélises de variancia (ANOVA).
Foi adotada distribuicdo Normal de erros para o tempo e a uniformidade germinacao,
enquanto que para a germinagédo total foi utilizada distribuicdo de erros Poisson e taxa
de germinacdo, erros Binomiais. J& para a analise dos efeitos dos tratamentos sobre o
desenvolvimento inicial das plantas: tamanho do epicotilo e do hipocétilo, massa fresca
e seca, foram adotados distribuicdo Normal de erros.

Para avaliar as alteracfes geradas pelos tratamentos no padréo das trocas gasosas
das plantas, também foram realizadas ANOVAs, utilizando as medi¢fes de trocas
gasosas registradas nos quatro dias, gerando ao todo 20 medidas por tratamento para
cada variavel analisada. As variaveis resposta avaliadas foram a taxa fotossintética, a
relacdo Carbono interno/Carbono externo (Ci¥/Ca), a condutancia estomatica e a taxa de
transpiracédo, todas elas realizadas adotando-se distribui¢do de erros Normal.

Todas as analises foram feitas adotando-se Modelos Lineares Generalizados

(GLM), utilizando-se o software R (R Development Core Team, 2007).

3. Resultados

3.1. Germinacéo e Desenvolvimento Inicial

Néao foram verificadas diferencas significativas entre TSC e TSS para as
variaveis analisadas. De todas as sementes, apenas duas ndo germinaram, ndo sendo
registradas diferencas estatisticas na germinagdo (Chi=0.506; p=0.8846). O tempo de
germinacdo (F=0.638; p=0.429), a taxa de germinacdo (Chi=0.159; p=0.940) e a
uniformidade de germinacdo (F=1.814; p=0.185) também ndo mostraram diferencas
estatisticamente significativas entre os tratamentos.

Em relacdo ao desenvolvimento inicial, também ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas no tamanho do epicétilo (F=0.002; p=0.962) e
do hipocotilo (F=0.706; p=0.405), nem na matéria fresca (F=0.259; p=0.613) e matéria
seca (F=0.337; p=0.564) entre as plantas sob os diferentes tratamentos.

3.2. Trocas gasosas

Foram encontradas alteragOes estatisticamente significativas nos dados das
trocas gasosas entre as plantas de I. walleriana expostas tanto ao som organizado (TSC)
quanto ao som misturado (TSCM), quando comparados com aqueles obtidos das plantas

sob o tratamento controle (TSS).
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Em relacdo ao TSC, foi registrado aumento significativo da taxa fotossintética
(F=10.262; p=0.002748**), acompanhado por um decréscimo também significativo na
relacdo Ci/Ca (F=15.034; p=0.0004056***) das plantas, em comparacdo ao TSS (Figura
6). Ndo houve alteragbes significativas na condutancia estomatica (F=0.2423;

p=0.6254) e nem na taxa de transpiracdo (F=1.0403; p=0.3142), como mostrado na

Figura 7.
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Figura 6: Média (* Erro Padréo) da Taxa Fotossintética (umol de CO, m? st), emAe
B, e da Relacdo Carbono interno/Carbono externo (Ci/Ca), em C e D, em funcdo do
Tratamento Som das Cigarras (TSC) e Tratamento Som das Cigarras Misturado
(TSCM), comparados com o controle, Tratamento Sem exposicdo ao Som (TSS).
Valores de significancia: *= P < 0,05; **= P < 0,01 e ***= P < 0,001. Foram feitas
quatro medicOes de trocas gasosas ao longo do tempo, em cada planta, com o
Analisador de Gas no Infra-Vermelho (IRGA), (ADC BioScientific, modelo LC-pro
SD).
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Por outro lado, no TSCM foi observada reducdo significativa na taxa
fotossintética das plantas em relagdo as plantas controle (TSS) (F=5.9238; p=0.01975%).
Na&o foram registradas alteracbes na relacdo Ci/Ca (F=0.2113; p=0.6484), (Figura 6), na
condutancia estomatica (F=0.5289; p=0.4715) e nem na taxa de transpira¢do (F=2.0166;
p=0.1637), (Figura 7).
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Figura 7: Média (* Erro Padréo) da Condutancia Estomética (mol m? s!), emAe B, e
da Taxa de Transpiragdo (mol m? s*), em C e D, em fungéo do Tratamento Som das
Cigarras (TSC) e Tratamento Som das Cigarras Misturado (TSCM), comparados com o
controle, Tratamento Sem exposicdo ao Som (TSS). Foram feitas quatro medicGes de
trocas gasosas ao longo do tempo, em cada planta, com o Analisador de Gas no Infra-
Vermelho (IRGA), (ADC BioScientific, modelo LC-pro SD).

A Figura 8 mostra a taxa fotossintética ao longo do tempo nos dois

experimentos, com som organizado e com som misturado das cigarras. No primeiro
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experimento, ha um aumento na fotossintese das plantas do TSC e do TSS (1) ao longo
do tempo, contudo as plantas expostas a0 som das cigarras apresentam uma taxa
fotossintética maior ao longo de todos os dias de experimento. Ja no segundo
experimento, ocorre uma reducdo nesta variavel ao longo do tempo nos dois
tratamentos, TSCM e TSS (2), sendo que as plantas do TSS (2), neste caso, apresentam
uma fotossintese mais elevada durante os dias de experimento. As curvas dos
tratamentos controles, TSS (1) e TSS (2) se cruzam exatamente na metade do tempo de
exposicdo aos tratamentos (quinto dia), enquanto as curvas dos tratamentos sonoros,
TSC e TSCM, ndo se cruzam, mas se afastam ao longo do tempo, com a primeira

crescendo enquanto a segunda reduz.
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Figura 8: Taxa Fotossintética (umol de CO, m?s!) em funcéo do tempo (dias) e dos
tratamentos durante 0s experimentos com som organizado e com som misturado das
cigarras. Em preto, o Tratamento Som das Cigarras (TSC), com seu respectivo controle
em verde, Tratamento Sem exposicdo ao Som, TSS (1). Em vermelho o Tratamento
Som das Cigarras Misturado (TSCM) e em azul, seu respectivo controle, Tratamento
Sem exposicdo Sonora, TSS (2). Repare que as curvas do primeiro experimento tem
uma inclinagdo positiva ao longo do tempo, enquanto as curvas do segundo experimento
decrescem ao longo do tempo. Isso ocorre devido a diferenca entre as idades das plantas
do primeiro e do segundo experimento. Contudo os TSS dos dois experimentos
apresentam uma média semelhante e se cruzam exatamente na metade dos dias de
exposicao aos tratamentos (quinto dia). Enquanto que as curvas do TSC e do TSCM néo
se cruzam, mas se afastam ao longo do tempo. Foram feitas quatro medicdes de trocas
gasosas ao longo do tempo, em cada planta, com o Analisador de Gas no Infra-
Vermelho (IRGA), (ADC BioScientific, modelo LC-pro SD).
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4. Discussao

Os resultados de germinacdo e desenvolvimento inicial indicam que as respostas
de I. walleriana ao estimulo sonoro ambiental, composto pelo som de cigarras,
dependem de seu estagio de desenvolvimento. Sementes e plantulas ndo apresentaram
alteracOes significativas nos padrdes de germinacéo e desenvolvimento inicial e esses
resultados sugerem que em diferentes estagios de desenvolvimento, uma planta pode
responder de maneira diferente ao mesmo estimulo sonoro.

Alguns estudos mostraram que vibragfes sonoras podem influenciar a
germinacdo de sementes. Uchida & Yamamoto (2002) verificaram aumento na taxa
relativa de germinacgéo de sementes de Arabidopsis thaliana expostas a vibrac¢oes de 70,
100 e 120 Hz Ja Petraglia (2008) também evidenciou que a aplicacdo de tratamento
com musicas em dois intervalos de 1 hora diarios produziu um aceleramento do
processo germinativo. Por outro lado, Uchida & Yamamoto (2002) também
demostraram, no mesmo trabalho citado acima, que a exposi¢do a 40 Hz ndo induziu
alteracGes na germinacdo de A. thaliana em relacdo ao controle e Petraglia (2008), em
um estudo mais amplo, detectou que as frequéncias de 575, 814 e 1.150 Hz, aplicadas
por 30min, duas vezes ao dia, produziram retardamento da germinacdo de Phaseolus
vulgaris. Esses autores relatam que diferentes frequéncias de sons puros e também sons
compostos, com organizacdo em escala harmdnica (musica), podem induzir respostas
diferentes na germinacgdo das sementes.

Em relacdo ao desenvolvimento inicial Bochu et al. (2003) verificaram que o
somcom 106 dB e 400 Hz ou 1000 Hz, aplicados em dois intervalos de 30 min diarios,
afetaram o tamanho do hipocoétilo e epicotilo e a matéria fresca de plantulas de arroz,
enquanto sob outras combinacdes de intensidades e frequéncias de som ndo foram
obtidas respostas significativas. Estes resultados também ndo foram corroborados pelos
dados obtidos no presente estudo, onde foi mostrado que o som ambiental das cigarras
ndo afetou o processo germinativo e o desenvolvimento inicial de plantas de |I.
walleriana. A auséncia de respostas germinativa e de desenvolvimento inicial de |
walleriana parece estar relacionada as caracteristicas do som empregado, como
intensidade sonora ou duragdo do estimulo, que podem ter sido insuficientes para gerar
respostas morfoldgicas detectaveis, como destacado por Petraglia (2008). Além disso, o
tamanho da semente, bem pequeno no caso de I. walleriana, quando comparados a
sementes de arroz e feijao, pode também dificultar o efeito do som nas sementes e a

deteccdo de possiveis modificacbes nos padrdes germinativos. Esse efeito pode ser mais
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facilmente verificados em plantas com sementes relativamente grandes e germinagéo
lenta, como oleaginosas.

Os resultados de trocas gasosas, por sua vez, confirmam a hipdtese de que
plantas podem detectar sons produzidos por insetos como informagbes ambientais.
Houve aumento da taxa fotossintética das plantas expostas ao som ambiental composto
predominantemente pelo som de cigarras em comparacdo ao tratamento controle,
enquanto 0 mesmo som, porém ‘misturado’ e, portanto, sem apresentar o padrdo
caracteristico reconhecivel do som originalmente gravado, induziu respostas inversas na
taxa fotossintética das plantas, em relacdo ao seu controle. Essas alteraces na
fotossintese das plantas nos dois experimentos ndo ocorreram por limitacGes difusivas
de CO2, nem luminosas, ja que esses parametros foram monitorados durante a coleta
dos dados experimentais, mostrando que o som realmente causou alteracbes nas
respostas fisioldgicas no tecido foliar.

O incremento fotossintético das plantas sob o tratamento com som das cigarras
(TSC) pode ser uma resposta da interferéncia do som em um ou muitos passos desse
complexo processo. Meng et al. (2012) registraram elevacdo na emissdo de
fluorescéncia maxima da clorofila a (Fy), no rendimento quantico maximo do PSII
(Fluorescéncia variavel (Fy)/Fluorescéncia méaxima (Fy)) e no quenching néo-
fotoquimico (NPQ) do tratamento sonoro em comparacdo ao controle em plantas de
morango (Fragaria ananassa). Aumentos em Fp, refletem o incremento no transporte de
elétrons para o centro de reacdo do PSII, enquanto a relacdo F,/Fn, € um indicador
sensivel do desempenho fotossintético da planta, indicando que o som pode alterar a
atividade da etapa fotoquimica da fotossintese. Também pode haver aumento da
atividade da cadeia de transporte de elétrons, gerando maior bombeamento de H* e,
logo, a elevacéo da atividade da enzima H* ATPase da membrana (Yi et al. 2003, Wang
et al. 2002), com incremento na sintese de ATP (Xiaocheng et al 2003). Portanto, tanto
a etapa fotoquimica como aquelas da fixacdo do carbono, no ciclo de Calvin-Benson,
podem ser afetadas.

Foi observado incremento na taxa de assimilagdo de CO; nas plantas expostas ao
TSC. Cypriano et al. (dados ndo publicados) e Meng et al. (2012) também obtiveram
resultados semelhantes, além de apontarem aumentos no conteddo de pigmentos
fotossintetizantes em plantas de tomate (Solanum lycopersicum) e de morango,
respectivamente, expostas ao estimulo sonoro.

Ja a reducdo significativa na relacdo Ci/Ca das plantas expostas a esse mesmo

tratamento TSC parece ter acompanhado o aumento da atividade da maquinaria
38



fotossintética, que sob as condi¢des experimentais consumiu mais CO,. Também Jeong
et al. (2007) mostraram que a aplicacdo, por quatro horas diarias, de uma selecdo de
musicas classicas em plantas de arroz (Oriza sativa), crescendo tanto na presenca como
na auséncia da luz, estimularam a expressdo dos genes ald, responsavel pela sintese da
enzima frutose-1,6-bifosfato aldolase, e rbcS, que sintetiza a subunidade menor da
enzima RUBISCO. Estas duas enzimas participam do ciclo de Calvin-Benson,
responsavel pela fixacdo de CO, e producdo de carboidratos. Logo, 0 aumento da
sintese dessas enzimas pode gerar otimizacgdo da fixacdo de CO,.

A auséncia de alteracBes significativas na condutancia estoméatica € um indicio
de que a resposta ao som ficou localizada ao nivel da maquinaria fotossintética, ndo
havendo interferéncias no equilibrio hidrico, confirmada pela ndo alteracdo da taxa
transpiratoria das plantas.

Uma vez que a analise de trocas gasosas foi realizada apds a exposicdo aos
tratamentos, pode-se afirmar que os efeitos do som nas plantas de I. walleriana
persistem ao longo do tempo, ndo sendo reversiveis ou momentaneos, e parecem ser
somatorios entre os intervalos de exposicdo. Isso fica mais evidente quando os valores
dos parametros fotossintéticos sdo avaliados ao longo do tempo de exposicéo.

As alteracGes nas curvas da atividade fotossintética ao longo do tempo, entre o
primeiro e segundo experimento, ocorrem devido a diferencas na idade das plantas
(Figura 8). As plantas do primeiro experimento, com 82 dias de idade, estdo
apresentando uma fotossintese ascendente, ao contrério das plantas do segundo
experimento, com 97 dias de idade, que estdo entrando em processo de senescéncia.
Deve-se destacar que as plantas do controle, TSS (1) e TSS (2), apresentam uma
fotossintese muito semelhante (vide Figura 6), com as curvas se cruzando exatamente
na metade do tempo (quinto dia). A auséncia de alteragdes significativas na fotossintese,
entre as plantas dos controles, evidencia que a diferenca de idade entre as plantas dos
dois experimentos ndo afetou nos resultados encontrados devido a exposicdo sonora.
Dessa forma, pode-se afirmar que as alteracGes na taxa fotossintética realmente foram
ocasionadas pelo estimulo sonoro em TSC e TSCM.

A absorcdo da energia sonora pelas folhas (Martens & Michelsen 1981) pode
estar gerando uma propagacdo da onda sonora no interior do tecido foliar,
especialmente em suas membranas celulares. Sons podem se propagar por camadas
monolipidicas, alterando suas propriedades fisicas dependentes de &rea, tal como
potencial de superficie, pH e temperatura (Griesbauer et al. 2009); esse trabalho sugere

que o som possa influenciar o funcionamento de membranas bioldgicas. Essa ideia é
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corroborada pelos resultados de Zhao et al. 2002a e Zhao et al. 2002b que registraram
alteracbes na conformacdo e fluidez de membrana vegetais expostas a0 som, processo
esse que pode interferir no transporte transmembrana e, logo, no metabolismo vegetal.
No entanto, somente a atuacdo da energia mecénica no tecido foliar parece ndo explicar
as diferencas encontradas nas respostas das plantas nos experimentos com ‘som
organizado’ e com ‘som misturado’ das cigarras.

A principal interpretacdo ecoldgica desses resultados encontrados é que as
plantas distinguiram entre os sons a que foram submetidas, respondendo a eles de forma
diferente, em termos fisioldgicos. O aumento da fotossintese sob exposicdo ao som
ambiental das cigarras e a reducdo da taxa fotossintética em plantas expostas ao som
misturado, sugerem que no segundo caso pode ter ocorrido a perda de uma possivel
informacéo bioldgica. E além da diferenca quantitativa observada, esse hovo som gerou
uma resposta inversa, sugerindo gque pode se constituir num estresse para a planta. Esses
resultados concordam com Gagliano (2012), que propds que plantas podem interpretar
vibragdes sonoras como informacdes ambientais.

Ondas sonoras ndo se constituem em recurso para plantas. Nao obstante, 0 som
pode ser uma fonte de informag&o acessoria, que auxilia na interacdo desses organismos
com o ambiente bidtico e abiotico que os rodeia. A expressdo dos genes ald e rbcS em
plantas crescendo no escuro, verificado pelo aumento dos RNAm que codificam as
sinteses das enzimas aldolase e rubisco, sugere que o som pode ser um importante sinal
secundario empregado no disparo de respostas fisioldgicas, ja que ambas as enzimas
necessitam de luz para a inducdo de sua sintese (Jeong et al. 2007). Semelhantemente,
as diferentes respostas das I. walleriana a sons fisicamente semelhantes, mas com
padrdes organizacionais diferentes, evidencia que ha reconhecimento de informacoes
contidas nas variacOes de intensidades e na sequéncia temporal de frequéncias dos sinais
emitidos.

Os resultados apresentados no presente trabalho sugerem que estruturas vegetais
podem ser funcionalmente adaptadas para executar a tarefa biofisica de detectar
vibragdes sonoras do ambiente, podendo distinguir elementos contidos na onda sonora,
sendo um mecanismo analogo ao realizado pelo complexo fitocromo em relagdo a luz
(Smith 2000). Diferentes intensidades e frequéncias da luz também geram modificacGes
nas respostas de organismos vegetais. A informacao contida na relacdo luz vermelho:
vermelho distante (R:FR), ou seja, na relacdo entre diferentes frequéncias de ondas
eletromagnéticas, pode ser percebida pela planta e induz a interconversédo entre formas

de fitocromos, e esse fendmeno € determinante para disparar importantes respostas
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ecofisiologicas nas plantas, tais como floragdo, dorméncia e mecanismos de ‘“evitacao
de sombra” (Smith 2000).

A caracteristica de reacdo a sinais acusticos emitidos por insetos e, mais
especificamente por cigarras, pode ser evolutivamente fixada nas plantas. As cigarras
sdo amplamente distribuidas no mundo, e normalmente ‘“cantam” no inicio da
primavera, época em que ha uma mudanca fisiologica e comportamental em muitas
espécies vegetais, incluindo I. walleriana. Dessa maneira, esse som pode ser empregado
pelas plantas como um elemento ambiental acessorio para detectar condicdes e recursos
ambientais, levando ao disparo de respostas morfoldgicas e fisiologicas sincronizadas.

As cigarras emitem som em “coro” e a gravagdo in Situ teve por objetivo
registrar esse som com o maximo de semelhanca possivel ao som encontrado na
natureza. Portanto, considera-se que este som produzido por Q. gigas, com uma
intensidade maior, com uma ordem de grandeza 16 vezes mais elevada que o segundo
som mais intenso, e uma duracdo continua durante toda a gravagdo, seja o principal
estimulo que gerou modificagdes no metabolismo das plantas estudadas.

S0 bem conhecidos os mecanismos de respostas fototropicas e gravitrépicas,
desde as estruturas vegetais responsaveis pela deteccdo do estimulo ambiental até as
cascatas bioquimicas, bem como o sentido ecologico dessas respostas (Morita 2010;
Goyal et al. 2013). Contudo, ainda existe pouca compreensdo acerca de como campos
eletromagnéticos ou estimulos mecanicos, tais como o togue, 0 vento e ondas
mecanicas, sdo detectados pelas plantas, como ocorrem 0s mecanismos de respostas
fisiologicas e morfoldgicas e qual o sentido ecologico dessas respostas (Telewski 2006;
Baluska & Mancuso 2009).

Em suma, o processo de detec¢do do som ambiental das cigarras, a assimilacéo
da mensagem acustica e o disparo de respostas fisiologicas parece ser complexo e pode
apresentar um significado ecolégico em termos de integracdo das plantas com o

ambiente que as rodeia.

5. Referéncias

Baluska, F. & Mancuso, S. (2009). Plant neurobiology: from sensory biology, via plant

communication, to social plant behavior. Cognitive Processing, 10 (Suppl 1), S3-S7.

Bochu, W., Xin, C., Zhen, W., Qizhong, F., Hao, Z. & Liang, R. (2003). Biological
effect of sound field stimulation on paddy rice seeds. Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, 32, 29-34.

41



Bochu, W., Jiping, S., Biao, L., Jie, L. & Chuanren, D. (2004). Soundwave stimulation
triggers the content change of the endogenous hormone of the Chrysanthemum

mature callus. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 37, 107-112.

Braam, J. (2005). In touch: plant responses to mechanical stimuli. The New Phytologist,
165, 373-389.

Brasil, Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (2009). Regras para

andlise de sementes. Mapa/ACS, Brasilia.

Brenner, E.D., Stahlberg, R., Mancuso, S., Vivanco, J., Baluska, F. & Van
Volkenburgh, E. (2006). Plant neurobiology: an integrated view of plant signaling.
Trends in Plant Science, 11, 413-419.

Bronstein, J.L., Alarcon, R. & Geber, M. (2006). The evolution of plant-insect
mutualisms. The New Phytologist, 172, 412-428.

Buchmann, S.L. & Hurley, J.P. (1978). A biophysical model for buzz pollination in
angiosperms. Journal of Theoretical Biology, 72, 639-657.

Chehab, EW., Eich, E. & Braam, J. (2009). Thigmomorphogenesis: a complex plant

response to mechano-stimulation. Journal of Experimental Botany, 60, 43-56.

Cocroft, R. & Pogue, M. (1996) Social behavior and communication in the Neotropical
cicada Fidicina mannifera (Fabricius) (Homoptera: Cicadidae). Journal of the

Kansas Entomological Society, 64, 85-97.

Cypriano, R.J., Kuki, K.N., Godoy, A.G., Duque-Brasil, R. & Sperber, C. F. Efeito do

som na atividade fotossintética de Solanum lycopersicum L. (dados ndo publicados).

De Luca, P. & Vallejo-Marin, M. (2013). What’s the “buzz” about? The ecology and
evolutionary significance of buzz-pollination. Current Opinion in Plant Biology, 16,
1-7.

Gagliano, M. (2012). Green symphonies: a call for studies on acoustic communication

in plants. Behavioral Ecology, 1-7.

Gagliano, M., Mancuso, S. & Robert, D. (2012). Towards understanding plant
bioacoustics. Trends in Plant Science, 17, 323-325.

42



Galland, P. & Pazur, A. (2005). Magnetoreception in plants. Journal of Plant Research,
118, 371-389.

Goyal, A., Szarzynska, B. & Fankhauser, C. (2013). Phototropism: at the crossroads of
light-signaling pathways. Trends in Plant Science, 1-9.

Greenfield, M.D. (2002). Signalers and Receivers: mechanisms and evolution of

Arthropod communication. Oxford University Press, New York (USA).

Griesbauer, J., Wixforth, A. & Schneider, M. F. (2009). Wave propagation in lipid
monolayers. Biophysical Journal, 97, 2710-2716.

Hongbo, S., Biao, L., Bochu, W., Kun, T. & Yilong, L. (2008). A study on differentially
expressed gene screening of Chrysanthemum plants under sound stress. Comptes
Rendus Biologies, 331, 329-333.

Jeong, M. J.,, Shim, C. K., Lee, J. O., Kwon, H. B., Kim, Y. H., Lee, S. K., et al. (2007).
Plant gene responses to frequency-specific sound signals. Molecular Breeding, 21,
217-226.

Karban, R. (2008). Plant behaviour and communication. Ecology Letters, 11, 727-739.

Li, B., Wei, J., Wei, X, Tang, K., Liang, Y., Shu, K., et al. (2008). Effect of sound
wave stress on antioxidant enzyme activities and lipid peroxidation of Dendrobium
candidum. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 63, 269-275.

Maccagnan, D.H.B. (2008). Cigarra (Hemiptera:Cicadidae): emergéncia,
comportamento acustico e desenvolvimento de armadilha sonora. Tese de Doutorado
(Ciéncias), USP — Ribeirdo Preto.

Mandle, L., Warren, D.L., Hoffmann, M.H., Peterson, a T., Schmitt, J. & von Wettberg,

E.J. (2010). Conclusions about niche expansion in introduced Impatiens walleriana
populations depend on method of analysis. PloS One, 5, 1-9.

Martens, M.J.M. & Michelsen, A. (1981). Absorption of acoustic energy by plant

leaves. The Journal of the Acoustical Society of America, 69, 303—-306.

43



Mello, M.O. & Silva-filho, M.C. (2002). Plant-insect interactions: an evolutionary arms
race between two distinct defense mechanisms. Brazilian Journal of Plant
Physiology, 14, 71-81.

Meng, Q., Zhou, Q., Zheng, S. & Gao, Y. (2012). Responses on Photosynthesis and
Variable Chlorophyll Fluorescence of Fragaria ananassa under Sound Wave.
Energy Procedia, 16, 346-352.

Morita, M.T. (2010). Directional gravity sensing in Gravitropism. Annual Review of
Plant Biology, 61, 705-720.

Otte, D. (1992). Evolution of cricket songs. Journal of Orthoptera Research, 1, 25-49.

Petraglia, M.S. (2008). Estudo sobre a acdo de vibracfes acusticas e musica em
organismos vegetais. Dissertacdo de Mestrado (Biologia Geral e Aplicada), Unesp —
Botucatu.

Plotnick, R.E. & Smith, D.M. (2012). Exceptionally Preserved Fossil Insect Ears from

the Eocene Green River Formation of Colorado. Journal of Paleontology, 86, 19-24.

R Development Core Team (2007). R: A language and environment for statistical

computing. www.r-project.org.

Ranal, M.A. & Santana, D.G.D.E. (2006). How and why to measure the germination

process? Revista Brasileira de Botanica, 29, 1-11.

Schaefer, H., Schaefer, V. & Lewey, D. (2004). How plant-animal interactions signal

new insights in communication. Trends in Ecology & Evolution, 19, 577-584.

Silva, P.N., Hrncir, M. & Fonseca, V.L.I. (2010). A Polinizacdo Por Vibracdo.
Oecologia Australis, 14, 140-151.

Smith, H. (2000). Phytochromes and light signal perception by plants - an emerging
synthesis. Nature, 407, 585-591.

Taylor, T.N., Taylor, E.L. & Krings, M. (2009). Paleobotany: the biology and evolution

on fossil plants. 2nd edn. Elsevier: USA.

Telewski, F.W. (2006). A unified hypothesis of mechanoperception in plants. American

Journal of Botany, 93, 1466-1476.
44



Trewavas, A. (2005). Green plants as intelligent organisms. Trends in Plant Science, 10,
413-419.

Uchida, A. & Yamamoto, K.T. (2002). Effects of mechanical vibration on seed
germination of Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Plant & Cell Physiology, 43, 647—
651.

Wang, B., Zhao, H., Wang, X., Duan, C., Wang, D. & Sakanishi, A. (2002). Influence
of sound stimulation on plasma membrane H* ATPase activity. Colloids and Surfaces
B: Biointerfaces, 25, 183-188.

Xiaocheng, Y., Bochu, W. & Chuanren, D. (2003). Effects of sound stimulation on
energy metabolism of Actinidia chinensis callus. Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, 30, 67—72.

Xiujuan, W., Bochu, W., Yi, J., Danqun, H. & Chuanren, D. (2003a). Effect of sound

stimulation on cell cycle of chrysanthemum (Gerbera jamesonii). Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces, 29, 103-107.

Xiyjuan, W., Bochu, W., Yi, J., Chuanren, D. & Sakanishi, A. (2003b). Effect of sound
wave on the synthesis of nucleic acid and protein in chrysanthemum. Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces, 29, 99-102.

Yi, J., Bochu, W., Xiujuan, W., Chuanren, D. & Xiaocheng, Y. (2003). Effect of sound
stimulation on roots growth and plasmalemma H* ATPase activity of chrysanthemum

(Gerbera jamesonii). Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 27, 65-69.

Zhao, H., Wang, B., Cai, S. & Xi, B.S. (2002a). Effect of sound stimulation on the lipid
physical states and metabolism of plasma membrane from Chrysanthemum callus.
Acta Botanica Sinica, 44, 799-803.

Zhao, H., Wu, J., Xi, B. & Wang, B. (2002b). Effects of sound-wave stimulation on the
secondary structure of plasma membrane protein of tobacco cells. Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces, 25, 29-32.

45



CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

A habilidade de sentir estimulos fisicos do ambiente é de vital importancia para
todos os seres vivos. O som é uma onda mecénica presente nos ecossistemas desde 0s
primérdios de surgimento da vida e podemos afirmar que o som é um elemento
onipresente, uma vez que ha necessidade somente de algum objeto em vibracdo e um
meio material, por exemplo, ar e agua, para propagacdo das ondas sonoras. Sons sao
produzidos tanto por elementos bidticos como por elementos abidticos e 0 grupo das
plantas, durante toda a sua evolucdo, estdo expostas constantemente as informacdes
contidas nas ondas sonoras.

As recentes descobertas de compostos organicos volateis como mediadores de
interagdo de plantas com coespecificos e com outros niveis troficos vem representando
uma revolugdo na percepc¢do sobre como plantas se relacionam com o ambiente a sua
volta (Dicke 2000; Dicke & Loon 2003; Baldwin 2006). Este trabalho prop6e que o som
pode ser mais um mediador de interacfes ecoldgicas de plantas com outros elementos
dos ecossistemas. Sao mostradas evidéncias de que plantas podem perceber sons como
informacbes ambientais, sugerindo que esses estimulos podem ser empregados como
uma forma de perceber o ambiente que as rodeia. Se esta caracteristica for
evolutivamente fixada em organismos vegetais, como defende Gagliano (2012), nosso
entendimento sobre como plantas interagem com o ambiente podera mudar, mostrando
que organismos Vegetais podem estar ligados de uma forma muito mais estreita com
outros elementos biodticos e abioticos.

As ideias defendidas neste estudo convergem com estudos contemporaneos em
biologia vegetal, que vem mostrando como plantas sdo capazes de perceber, acessar e
interagir com componentes bidticos e abioticos através da aquisicdo de informacdes do
ambiente que as rodeiam (Trewavas 2005; Brenner et al. 2006; Baluska & Mancuso
2007; Karban 2008). Nessa perspectiva, plantas poderiam identificar polinizadores no
ambiente através de sons especificos produzidos por estes, estimulando seu processo
reprodutivo e sincronizando a producdo de flores e de compostos volateis com a
presenca desses animais. Além disso, plantas poderiam se defender de insetos
herbivoros, detectando sua presenca no ambiente e produzindo compostos de defesa,
antes destes as atacarem.

Plantas também poderiam utilizar sons emitidos por animais que ocorrem
sazonalmente no ambiente, como o caso das cigarras, como elementos acessdrios para

detectar mudancas nos padrdes de condicdes e recursos no ambiente, estimulando ou
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inibindo seu crescimento e reproducdo. Outra possibilidade é a deteccdo de alteracGes
diarias no ambiente sonoro, entre o dia e a noite, que poderia se constituir num estimulo
acessorio a modificagdes na luminosidade. Isso é especialmente importante para plantas
adaptadas ao sub-bosques de formagdes vegetacionais mais densas. Sons produzidos por
grilos e outras espécies noturnas poderiam ser identificados e diferenciados dos sons
produzidos por péssaros, por exemplo, durante o periodo diurno.

Importante ressaltar também a influéncia da poluicdo sonora humana como uma
influéncia negativa nos ecossistemas, que aléem de interferir no processo de
comunicacdo entre animais, também poderia estar interferindo na percepcdo do
ambiente pelos vegetais.

Este trabalho é pioneiro em muitos aspectos. E o primeiro trabalho registrado na
literatura cientifica com um grande rigor metodoldgico em relacdo ao isolamento
acUstico e a replicacdo espacial das unidades experimentais. E o primeiro a avaliar o
som como uma informacdo ecoldgica, mostrando respostas vegetais diferentes ao
mesmo som, misturado e organizado. Além disso, € o primeiro a medir o efeito do som
das cigarras, um dos sons de maior intensidade sonora na natureza, e analisar seus
efeitos em plantas de Impatiens walleriana.

O som influencia as plantas e, por isso, devemos rever o controle da variavel
sonora durante experimentos em condi¢cfes semi-controladas. A maior parte dos
experimentos ndo consideram a interferéncia sonora do ambiente e, especialmente em
casos onde plantas ficam perto de locais ou equipamentos ‘“barulhentos”, pode estar
havendo interferéncia do som do ambiente nas plantas, gerando interpretacdes
equivocadas de resultados experimentais.

Ha caréncia de pesquisas cientificas avaliando a influéncia do som em plantas.
Um motivo pode ser a dificuldade metodoldgica de se isolar o som para aplica-lo em
plantas, como destacado no primeiro capitulo. Contudo as recentes proposicdes de
Gagliano (2012) podem mudar o rumo das pesquisas cientificas na area, estimulando
pesquisadores a compreender mais a fundo os efeitos sonoros em plantas, gerando,
consequentemente, uma expansao no numero de trabalhos cientificos.

O Brasil, por outro lado, parece se encontrar na contramao da ciéncia, uma vez
que somente duas pesquisas cientificas foram realizadas: de Petraglia (2008) e Cypriano
et al. (dados ndo publicados). Um fator que pode estar influenciando na expansdo das
pesquisas € o conservadorismo de pesquisadores que consideram o estudo de efeitos
sonoros em plantas uma linha de pesquisas esotérica ou metafisica e, segundo alguns,

ndo é passivel de acuracia cientifica, como destacado por Cypriano et al. (2013).
47



Segundo Kuhn (1998), a novidade no meio cientifico somente emerge com
dificuldade, que se manifesta através de resisténcias. Muitos conhecimentos hoje aceitos
dentro da academia foram depreciados durante seu surgimento, incluindo a teoria da
Evolugdo de Charles Darwin. Como destaca Carl Sagan: “auséncia de evidéncia ndo ¢é
evidéncia de auséncia”, por isso esse trabalho instiga cientistas a buscarem evidéncias
concretas que comprovem que sons influenciam, ou ndo, organismos vegetais.

Novas ideias precisam de um campo intelectual aberto, como destaca Morin
(2008, p.35):

“(...) se é verdade que o surgimento e o desenvolvimento de uma
nova ideia precisam de um campo intelectual aberto, onde se
debatam e se combatam teorias e visdes do mundo, se € verdade
que toda novidade se manifesta como desvio (...) entdo o
desenvolvimento cientifico, no sentido de que esse termo
comporte necessariamente invencdo e descoberta, necessita
fundamentalmente de duas condi¢bes: 1) manutencdo e
desenvolvimento do pluralismo teérico (ideoldgico, filoséfico)
em todas as instituicbes e comissdes cientificas; 2) protecdo do
desvio, ou seja, tolerar/favorecer os desvios no seio dos

programas e instituigoes (...)."

Como afirma Gagliano (2012), j& passamos da fase de avaliar se 0 som tem
efeitos nas plantas. O som influencia plantas e precisamos agora entender qual o efeito
dessa vibracdo na morfologia, fisiologia e expressdo génica vegetal, qual o sentido
evolutivo e ecoldgico dessas respostas e quais seriam as possiveis utilidades da
aplicacdo do somem plantas, por exemplo, na area agricola.

Pesquisas que avaliem o efeito do som na relagdo planta-polinizador ou planta-
herbivoro devem ser abordagens priorizadas num primeiro momento, mostrando como o
som pode estar participando de processos coevolutivos entre grupos intimamente

relacionados.
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ANEXOS

Anexo 1: Animais emitindo sons na gravagdo, com suas respectivas banda de
frequéncias (minima e maxima) e intensidade. As espécies estdo organizadas em ordem
decrescente de intensidade do som produzido. O som da cigarra Quesada gigas
apresenta intensidade sonora com uma ordem de grandeza 16 vezes maior que O
segundo som, de Fidicina mannifera.

) Intervalo de Intensidade sonora
Téaxon Espécie o
frequéncia (Hz) (dB)
o Quesada gigas 1.015-1.210 -12,47
Familia: Cicadidae
Fidicina mannifera 4.100 - 8.670 -24,61
Sp1l 3.830-4.180 -30,14
Classe: Aves Sp.2 3.200 — 3.950 -35,17
Sp.3 2.421 - 3.475 -41,20
Sp.1 2.735-3.045 -42,49
Familia: Gryllidae Sp.2 3.435-3.710 -43,31
Sp.3 3.670 —3.900 -44,85
Sp.4 4.840 —5.080 -48,25
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Anexo 2: Oscilograma do Som das Cigarras Organizado (A) e do Som das Cigarras
Misturado (B). Imagem feita com o software Avisoft SAS-Lab Lite.

A)
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Anexo 3: Oscilograma (parte superior) e Sonograma (parte inferior) de 47s do Som das
Cigarras Organizado (A) e do Som das Cigarras Misturado (B). O espectro de cores
representam as variagdes de intensidade das frequéncias presentes no som, variando de
azul escuro (baixa) at¢ vermelho (alta). Em “A”, perceba uma linha vermelha quase
continua na faixa de 1.100Hz correspondente ao som produzido por Quesada gigas e
uma faixa grande entre 4.000 e 9.000Hz, mostrando o padrdo de canto de Fidicina
mannifera. Comparando os sonogramas, pode-se identificar o padrdo fragmentado das
frequéncias no som misturado. Imagens feitas com o software SongScope v.4.1.3A.
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