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APRESENTACAO

Esta Tese € composta por dois capitulos. O capitulo I compreende um artigo sobre os
efeitos de nanoparticulas de dioxido de silicio (SiO2) na germinagdo, composi¢do da
seiva, crescimento e proteoma de plantas de soja. Este artigo foi intitulado
“Nanoparticulas de didxido de silicio (SiO2) aumentam o teor de aminoacidos na
seiva de plantas de soja aumentando a expressdo de enzimas do ciclo do acido
citrico.”. O segundo capitulo trata-se de um artigo sobre os efeitos das nanoparticulas de
dioxido de silicio (SiO2) sobre a fotossintese de plantas de soja, intitulado
“Nanoparticulas de didxido de silicio (SiO2) melhoram o desempenho do PII através
do aumento da condutéancia mesofilica e da forma oxidada da plastoquinona Qa em
soja.”. De acordo com o regulamento do Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncias
Bioldgicas (PBC), os artigos foram redigidos seguindo as normas das revistas as quais

serdo submetidas, conforme descrito abaixo:

Capitulo I — Gabriele Sauthier Romano de Melo, Wanderley Dantas dos Santos, Osvaldo
Ferrarese-Filho e Rogério Marchiosi. Nanoparticulas de didxido de silicio (SiO2)
aumentam o teor de aminoacidos na seiva de plantas de soja aumentando a expressao de
enzimas do ciclo do acido citrico. Sera submetido ao Periédico Plant Physiology and

Biochemistry (Fator de impacto: 4.27). (https://www.journals.elsevier.com/plant-

physiology-and-biochemistry).

Capitulo Il — Gabriele Sauthier Romano de Melo, Wanderley Dantas dos Santos,
Osvaldo Ferrarese-Filho e Rogério Marchiosi. Nanoparticulas de didxido de silicio (SiO2)
melhoram o desempenho do P11 através do aumento da condutancia mesofilica e da forma
oxidada da plastoquinona Qa em soja. Sera submetido ao Periddico New Phytologist

(Fator de impacto: 10.151) (https://www.journals.elsevier.com/plant-physiology-and-

biochemistry).
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RESUMO GERAL

INTRODUGCAO — Nanoparticulas (NPs) deram origem a um novo ramo da ciéncia
denominado nanotecnologia, e a exploragdo de nanomateriais tem mostrado beneficios e
maleficios ao meio ambiente. O impacto das NPs no meio ambiente é uma preocupagéo
crescente, e estudar seus efeitos em plantas pode facilitar a compreensdo de seus
mecanismos de acdo em organismos Vivos, Visto que as plantas estdo na teia alimentar
desde niveis troficos inferiores a animais e seres humanos. Estudos realizados com
plantas tém mostrado que as NPs podem ser absorvidas, transportadas e acumuladas em
compartimentos celulares especificos tais como vacuolos, nucleo e plasmodesmas. De
fato, as NPs podem afetar uma diversidade de processos fisioldgicos e influenciar o
crescimento e o desenvolvimento das plantas, muito embora seus mecanismos de agéo
ndo sejam completamente compreendidos. Em plantas, poucos séo os estudos sobre o
efeito das NPs de SiOz. A aplicabilidade das NPs de SiO2 é grande, pois essas NPs sdo
biocompativeis, de baixo custo, atdxicas e utilizadas em sistemas de drug delivery, além
de possuir alta absorcdo pelas células vegetais. Os efeitos das NPs de SiO2 sobre as
plantas sdo variados, e geralmente estdo associados a alivio de estresse abidtico. Foi
observada uma melhora a tolerdncia ao estresse hidrico, aumentando a condutancia da
agua em Solanum lyzopersicum. Também foi comprovado que estas NPs melhoram o
mecanismo de defesa contra estresse salino estimulando a fotossintese, condutancia
estomatica, taxa de transpiracdo, eficiéncia do uso da agua, clorofila total, prolina e a
anidrase carbdnica em folhas de abobrinha (Cucurbita pepo), além de melhorar a
germinacao e crescimento da planta, reduzir o teor de malondialdeidos que sédo produtos
da peroxidacdo lipidica e reduzir o estresse oxidativo.

OBJETIVOS — Né&o ha pesquisas que avaliam os efeitos de NPs de SiO2 no metabolismo
do nitrogénio e fotossintese em soja. No entanto, ambos processos sdo determinantes para
0 crescimento e desenvolvimento da planta. Dessa forma, no presente estudo,
investigamos os impactos das NPs de SiO2 sobre a germinagéo, crescimento, metabolismo
do nitrogénio através da atividade enzimética, bem como uma analise protedmica
guantitativa comparativa. Os teores de aminoacidos livres no xilema também foram
verificados. Além disso, investigamos os impactos das NPs de SiO2 sobre a fotossintese
de plantas de soja atraves da realizagdo de curvas de resposta a luz e ao CO2 (A/Ci), bem

como a determinacdo da fluorescéncia da clorofila a.
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MATERIAL E METODOS —Para anélises de germinacgdo, sementes de soja (Glycine
max L. Merril), cv. BRS-232 foram sanitizadas e distribuidas em placas Germibox®
contendo papel de filtro previamente umedecido com suspensées aquosas de NPs de SiO-
nas concentragdes de 0, 31,25, 62,5, 125, 250, 500 e 1000 mg L, previamente levadas
ao banho ultrassonico por 30 min. As sementes foram cobertas frouxamente com uma
camada adicional de papel. Entdo, foi realizada a contagem de sementes germinadas a
cada 12 h ap6s 30 h iniciais. Para as demais analises, as sementes foram inoculadas com
Rhizobium e molibdato durante 5 min e foram colocadas em bandejas plasticas
constituidas de celas em formato de pirdmide invertida de 50 mL preenchidas com
substrato vermiculita e Mecplant® (1:1) a 2 cm de profundidade e irrigadas com é&gua
destilada até a capacidade de campo. As bandejas foram mantidas em uma sala de
crescimento de plantas a 25°C com um fotoperiodo claro/escuro de 12/12 h e uma
densidade de fluxo de fotons de 300 umol ms? durante 33 dias. O tratamento das plantas
foi realizado apds a emersdo em 72 h somente com agua para homogeneizacao das plantas
e posteriormente, a cada dois dias pela adicdo de 30 mL de solucéo nutritiva de Hoagland
contendo 500 mg L™ de NPs de SiO,, previamente levada ao banho ultrassdnico por 30
min. Todas analises foram realizadas no 33° dia, sendo 29 dias de exposi¢do a NP de
SiO». Foram realizadas medi¢Oes para avaliacdo dos parametros biométricos; dosagem de
proteinas; analise da composi¢cdo de aminoacidos livres na seiva bruta; determinacdo da
atividade da glutamina sintetase; analise prote6bmica; indice SPAD de pigmento
fotossintético e analise combinada dos pardmetros de trocas gasosas e fluorescéncia da
clorofila a.

RESULTADOS E DISCUSSAO — As NPs de SiO2 ndo alteraram os parametros de
germinacdo em sementes de soja, corroborando com resultados encontrados
anteriormente. Houve a reducéo de 83 a 100% de sementes duras na dose de 1000 mg L-
! de NPs de SiO2, indicando uma melhora na absorcio da agua por parte das sementes.
Este resultado pode estar relacionado a regulacéo de aquaporinas, uma classe de proteinas
intrinsecas da membrana, com funcdo de captacdo de agua, nutrientes para o
desenvolvimento das sementes, e transporte de CO2. As anélises biométricas revelaram
que as NPs de SiO. ndo foram capazes de alterar o comprimento da raiz das plantas de
soja, poréem, aumentou o comprimento do caule. Em relacéo a protebmica das folhas, foi
possivel observar uma reducdo na expressdo da enzima ribulose 1,6-bisfosfato

carboxilase/oxigenase (Rubisco), enzima responsavel pela fixacdo de CO., relacionado
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com a regulacdo da enzima devido a alta disponibilidade de CO2, evidenciada pelo
aumento de 164,53% na condutancia mesofilica (gm). Ocorreu um aumento consideravel
de asparagina na seiva bruta, fator relacionado com o aumento da expresséo de enzimas
do ciclo do &cido citrico.

CONCLUSAO - Plantas de soja tratadas com diferentes doses de NPs de SiO;
apresentaram mudangas em seu crescimento, fotossintese e proteoma. Nossos dados
demonstraram que as NPs foram capazes de melhorar a absorcéo de agua pelas sementes,
podendo impactar positivamente a germinacao. Contudo, a biomassa fresca das raizes foi
reduzida, podendo prejudicar a planta na captacao de nutrientes do solo e além disso, o
caule apresentou sinais de estiolamento, que pode prejudicar o desenvolvimento da
planta. Também foi verificado que o ciclo do &cido citrico foi impactado positivamente
pelo aumento da expressdao das enzimas da via. A gm aumentada revela maior
disponibilidade de CO2 para a Rubisco atuar como carboxilase, favorecendo a assimilagéo
do CO2 e o crescimento da planta. Em resumo, nossos dados indicaram que os efeitos das
NPs de SiO, em soja atestam atoxicidade ou baixa toxicidade para a soja na concentragao

testada neste estudo.

Palavras chave: Nanoparticulas, fotossintese, proteoma, soja
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GENERAL ABSTRACT

INTRODUCTION - Nanoparticles (NPs) gave rise to a new branch of science called
nanotechnology, and the exploration of nanomaterials has shown benefits and harm to the
environment. The impact of NPs on the environment is a growing concern, and studying
their effects on plants can facilitate the understanding of their mechanisms of action in
living organisms, as plants are in the food web from lower trophic levels to animals and
humans. Studies performed with plants have shown that NPs can be absorbed, transported
and accumulated in specific cellular compartments such as vacuoles, nucleus and
plasmodesmata. In fact, NPs can affect a variety of physiological processes and influence
plant growth and development, although their mechanisms of action are not fully
understood. In plants, there are few studies on the effect of SiO2-NPs. The applicability
of SiO2-NPs is huge, as these NPs are biocompatible, low cost, non-toxic and used in
drug delivery systems, in addition to having high absorption by plant cells. The effects of
SiO2-NPs on plants are varied, and are generally associated with relief from abiotic stress.
Improved water stress tolerance was observed by increasing water conductance in
Solanum lyzopersicum. These NPs have also been shown to improve the defense
mechanism against salt stress by stimulating photosynthesis, stomatal conductance,
transpiration rate, water use efficiency, total chlorophyll, proline and carbonic anhydrase
in zucchini (Cucurbita pepo) leaves, in addition to improve plant germination and growth,
reduce the content of malondialdehydes which are products of lipid peroxidation and
reduce oxidative stress.

OBJECTIVES - There are no studies evaluating the effects of SiO2-NPs on nitrogen
metabolism and photosynthesis in soybean. However, both processes are crucial for plant
growth and development. Thus, in the present study, we investigated the impacts of SiO»-
NPs on germination, growth, nitrogen metabolism through enzymatic activity, as well as
a comparative quantitative proteomic analysis. The levels of free amino acids in the xylem
were also verified. Furthermore, we investigated the impacts of SiO>-NPs on the
photosynthesis of soybean plants by performing light and CO> (A/Ci) response curves, as
well as the determination of chlorophyll a fluorescence.

MATERIAL AND METHODS - For germination analysis, soybean seeds (Glycine max
L. Merril), cv . BRS-232 were sanitized and distributed on Germibox® plates containing
filter paper previously moistened with aqueous suspensions of SiO2-NPs at
concentrations of 0, 31.25, 62.5, 125, 250, 500 and 1000 mg L, previously taken to the
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ultrasonic bath for 30 min. The seeds were loosely covered with an additional layer of
paper. Then, germinated seeds were counted every 12 h after the initial 30 h. For the other
analyses, the seeds were inoculated with Rhizobium and molybdate for 5 min and were
placed in plastic trays made up of 50 mL inverted pyramid cells filled with vermiculite
substrate and Mecplant® (1:1) at 2 cm depth, and irrigated with distilled water to field
capacity. The trays were kept in a plant growth room at 25°C with a light/dark
photoperiod of 12/12 h and a photon flux density of 300 pmol m™s™ for 33 days. The
treatment of the plants was carried out after the immersion in 72 h only with water for
homogenization of the plants and later, every two days by the addition of 30 mL of
Hoagland's nutrient solution containing 500 mg L of SiO2-NPs, previously taken to the
ultrasonic bath for 30 min. All analyzes were performed on the 33rd day, with 29 days of
exposure to SiO2-NPs. Measurements were performed to assess the biometric parameters;
protein dosage; analysis of the composition of free amino acids in the crude sap;
determination of glutamine synthetase activity; proteomic analysis; SPAD photosynthetic
pigment index and combined analysis of gas exchange parameters and chlorophyll a
fluorescence.

RESULTS AND DISCUSSION - SiO2-NPs did not change the germination parameters
in soybean seeds, corroborating the results found previously. There was a reduction of 83
to 100% of hard seeds at the dose of 1000 mg L™ of SiO2-NPs, indicating an improvement
in the water absorption by the seeds. This result may be related to the regulation of
aquaporins, a class of intrinsic membrane proteins, with the function of water uptake,
nutrients for seed development, and CO- transport. Biometric analyzes revealed that SiO»-
NPs were not able to change the root length of soybean plants, however, it increased the
stem length. Regarding leaf proteomics, it was possible to observe a reduction in the
expression of the enzyme ribulose 1,6-bisphosphate carboxylase/oxygenase (Rubisco),
the enzyme responsible for fixing CO-, related to the regulation of the enzyme due to the
high availability of CO, evidenced by the 164.53% increase in mesophilic conductance
(gm ). There was a considerable increase in asparagine in the raw sap, a factor related to
the increase in the expression of citric acid cycle enzymes.

CONCLUSION - Soybean plants treated with different doses of SiO.-NPs showed
changes in their growth, photosynthesis and proteome. Our data showed that NPs were
able to improve water uptake by seeds, which could positively impact germination.
However, the fresh biomass of the roots was reduced, which could harm the plant in the
uptake of nutrients from the soil and, in addition, the stem showed signs of etiolation,
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which can harm the development of the plant. It was also verified that the citric acid cycle
was positively impacted by the increase in the expression of the enzymes of the pathway.
The increased gm reveals greater availability of CO. for Rubisco to act as a carboxylase,
favoring CO» assimilation and plant growth. In summary, our data indicated that the
effects of SiO.-NPs in soybeans attest atoxicity or low toxicity for soybeans at the

concentration tested in this study.

Keywords: Nanoparticles, photosynthesis, proteomics, soybean
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CAPITULO |

ARTIGO:
Nanoparticulas de dioxido de silicio (SiO2) aumentam o teor de
aminoacidos na seiva de plantas de soja aumentando a expressao de

enzimas do ciclo do acido citrico.

Este artigo sera submetido ao Periodico Plant Physiology and Biochemistry
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Resumo

Com o aumento da utilizagdo de nanoparticulas (NPs) nas Ultimas décadas, surgiu a
preocupacao sobre os impactos decorrentes de sua liberagdo e acimulo no meio ambiente.
Visto que os destinos finais dos nanomateriais (NMs) séo a atmosfera, a &gua ou solo,
encontra-se a necessidade de verificar seus possiveis efeitos adversos sobre o0s
organismos Vivos, especialmente sobre as plantas cultivadas. Neste contexto, destaca-se
a cultura da soja (Glycine max L.), economicamente importante em nivel mundial. Neste
trabalho, nos investigamos os efeitos de NPs de dioxido de silicio (SiO2) na germinacéo
de sementes, crescimento, metabolismo no nitrogénio e proteoma de raizes e folhas.
Nossos dados revelaram significativa melhora na absor¢do de dgua pelas sementes, cuja
analise do proteoma de raizes sugeriu estar relacionada com a regulacdo positiva da
expressao de aquaporinas. As NPs ndo afetaram o crescimento radicular, embora tenham
estiolado o caule das plantas, comprometendo parcialmente a sua sustentagdo vertical.
Também foram verificados aumentos na expressao de enzimas do ciclo do &cido citrico
nas raizes, como a malato desidrogenase, o que culminou no aumento dos teores de
asparagina na seiva bruta. Foi observado uma reducdo na expressdo da Rubisco e
ferredoxina, enzimas que foram reguladas pela maior disponibilidade de CO> devido ao
aumento da condutancia mesofilica ocasionado pelas NPs de SiO».

Palavras-chave: Nanoparticulas, proteoma, soja, nitrogénio.
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Introducéo

Nanoparticulas (NPs) deram origem a um novo ramo da ciéncia denominado
nanotecnologia, e a exploracdo de nanomateriais (NMs) tem mostrado beneficios e
maleficios ao meio ambiente (Dimkpa, 2014). O fluxo global de NMs, em toneladas por
ano, desde a producéo até o descarte, considerando a alta produgéo de 2010 como base, é
estimado em 128.300 toneladas que atingem o solo, ar e agua. Deste total, 51.600
toneladas permanecem no solo, sendo divididas entre tintas, medicamentos, cosméticos,
eletrénicos e NPs provenientes da catalise de automoveis (Keller et al., 2013).

Estudos realizados com plantas tém mostrado que as NPs podem ser absorvidas,
transportadas e acumuladas em compartimentos celulares especificos tais como vacuolos,
nicleo e plasmodesmas (Wang et al., 2016). De fato, as NPs podem afetar uma
diversidade de processos fisioldgicos e influenciar o crescimento e o desenvolvimento
das plantas, muito embora seus mecanismos de acdo ndo sejam completamente
compreendidos. As NPs de dioxido de silicio (SiO2) podem ser macicas ou porosas, e
guando porosas, se classificam como microporosas (poros com tamanho de 2 nm) ou
mesoporosas (2-50 nm). Em plantas, poucos sdo os estudos sobre o efeito das NPs de
SiO2. Alguns resultados foram encontrados, como uma melhora a toleréncia ao estresse
hidrico, aumentando a condutancia da agua em Solanum lyzopersicum (Shi et al., 2016).
Também foi comprovado que estas NPs melhoram o mecanismo de defesa contra estresse
salino estimulando a fotossintese, condutancia estomatica, taxa de transpiracdo, eficiéncia
do uso da agua, clorofila total, prolina e a anidrase carbénica em folhas de abobrinha
(Cucurbita pepo), além de melhorar a germinacéo e crescimento da planta, reduzir o teor
de malondialdeidos que sdo produtos da peroxidagdo lipidica e reduzir o estresse
oxidativo (Siddiqui et al., 2014).

As plantas podem sintetizar o conjunto de compostos nitrogenados comuns a todos
0S organismos vivos, bem como numerosas moleculas encontradas apenas nas plantas. A
maior demanda de nitrogénio (N) é para a sintese de aminoacidos, que sdo precursores
das proteinas e de muitos outros compostos. O N é também um componente essencial dos
acidos nucleicos, cofatores, outros metabolitos comuns e é o principal componente da
clorofila (Buchanan et al., 2015). Nao ha pesquisas que avaliam os efeitos de NPs de SiO-
no metabolismo do nitrogénio das plantas. No entanto, o ciclo do nitrogénio pode ser
afetado por NPs como tem sido demonstrado na literatura. Dessa forma, no presente
estudo, investigamos os impactos das NPs de SiO2 sobre a germinagdo, crescimento,
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metabolismo do nitrogénio através da atividade enzimatica, bem como uma analise
protebmica quantitativa comparativa. Os teores de aminoacidos livres no xilema também

foram verificados.

Materiais e métodos

1. Efeitos das nanoparticulas (NPs) de SiO2sobre a soja
1.1 Efeitos sobre a germinacao de sementes

Sementes de soja (Glycine max L.), cv. BRS-232, foram sanitizadas com hipoclorito de
sodio 2% durante 2 min e enxaguadas com agua deionizada. Em seguida, as sementes
foram distribuidas com espacamento de 1,5 vezes o seu didmetro em placas Germibox®
contendo papel de filtro previamente umedecido com suspens6es aquosas de NPs de SiO2
nas concentragdes de 0, 31,25, 62,5, 125, 250, 500 e 1000 mg L, previamente levadas
ao banho ultrassonico por 30 min. As sementes foram cobertas frouxamente com uma
camada adicional de papel. Entdo, foi realizada a contagem de sementes germinadas a
cada 12 h apds 30 h iniciais, sendo utilizado como critério de germinacgéo a protusdo da
radicula. As sementes ndo germinadas foram qualificadas como sementes duras, quando
ndo absorvem &gua por um periodo mais longo que o normal, ou mortas, quando ndo
apresentam nenhuma mudanca. As sementes germinadas foram qualificadas em plantulas
normais, quando mostraram potencial para continuar seu desenvolvimento, e anormais,
qguando danificadas ou deformadas, ndo podendo continuar seu desenvolvimento
(Ministério da Agricultura, 2009). Os parametros avaliados quantitativamente foram
tempo médio de germinacdo por hora (TMG), percentagem de germinacdo (%G),
velocidade média de germinacgéo por hora (VMG) e indice de velocidade de germinagéao
(IVG) (Borghetti and Ferreira, 2004).

1.2 Cultivo e tratamento das plantas de soja

Sementes de soja (Glycine max L.), cv. BRS-232 foram inoculadas com Rhizobium e
molibdato durante 5 mins e foram colocadas em bandejas plasticas constituidas de celas
em formato de piramide invertida de 50 mL preenchidas com substrato vermiculita e
MecPlant® (1:1) a 2 cm de profundidade e irrigadas com agua destilada até a capacidade

de campo. As bandejas foram mantidas em uma sala de crescimento de plantas a 25°C
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com um fotoperiodo claro/escuro de 12/12 h e uma densidade de fluxo de fotons de 300
umol m? s durante 33 dias. O tratamento das plantas foi realizado apds a imersdo em
72 h somente com agua para homogeneizacao das plantas e posteriormente, a cada dois
dias, pela adicdo de 30 mL de solucdo nutritiva de Hoagland contendo diferentes
concentragdes de NPs de SiO2 (0, 62,5, 125, 250, 500 e 1000 mg LY), previamente levada
ao banho ultrassonico por 30 min. Os experimentos foram realizados no 33° dia, sendo
29 dias de exposicao as NPs de SiOa.

1.3 Efeitos sobre o crescimento das plantas

No 33° dia de cultivo as plantas de soja foram retiradas do sistema experimental e
separadas as suas raizes, caule e folhas. O comprimento dos segmentos foi determinado
com auxilio de uma régua milimétrica, sendo, em seguida, determinada a biomassa fresca.
Um paguimetro foi utilizado para avaliar o diametro de raizes e caules. As biomassas secas

foram estimadas apds desidratacdo dos tecidos em estufa a 60°C por 72 h.
2. Efeitos das nanoparticulas (NPs) de SiO2sobre o metabolismo do nitrogénio
2.1 Dosagem de proteinas totais

A dosagem de proteinas foi realizada utilizando o método de Bradford (Bradford, 1976),
tendo albumina (50 mg%) como padrdao. Amostras (20 uL), apropriadamente diluidas,
foram adicionadas a tubos de ensaio contendo 1,0 mL do reagente de Bradford. Apos
5 min de reacdo foi realizada a leitura em espectrofotdmetro a 595 nm. Os resultados

foram expressos como mg proteina x mg™ biomassa fresca.

2.2 Coleta e composi¢do de aminoacidos livres na seiva bruta

No 33° dia de cultivo, 30 mL de 4gua deionizada foi adicionado ao substrato contendo as
plantas. Foi realizado um corte transversal do caule logo acima da regido de transicao
com a raiz. A extremidade foi lavada com agua deionizada e acoplada a um tubo coletor.
Apds ascensdo, a seiva bruta foi retirada com auxilio de uma micropipeta e congelada a -
80°C ate 0 momento das analises. Os amino&cidos livres na seiva foram analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) apos reacdo de derivatizacdo com O-
oftaldialdeido (OPA) (Benson and Hare, 1975; Jarrett et al., 1986) com modificacfes
(Marur et al., 1994). Antes da reacdo de derivatizacdo o extrato contendo os aminoacidos

(100 pL) foi acidificado com 20 yL de HCI 0,1 M e, em seguida, combinado com 80 pL
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de tampdo borato-NaOH 2,4% (pH 9,5). Entdo, 625 pL de OPA e 5 pL de 2-
mercaptoetanol foi adicionado. Apds 3 min de reacdo, uma aliquota de 20 pL foi injetada
em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (Prominence HPLC System, Shimadzu®,
Japdo) equipado com uma bomba de gradiente quaternario LC-20AT, detector de
fluorescéncia RF-20A, autoinjetor SIL-20A, forno para coluna CTO-20A e modulo de
comunicacdo CBM-20A. Os aminoéacidos foram separados com auxilio de uma coluna de
fase reversa Shimpack® CLC-ODS (M) (250 x 4,6 mm, com particulas de 5um) equipada
com pré-coluna equivalente (10 x 4,6 mm). Para elui¢do foram utilizadas as fases “A”
[tampédo fosfato 50 mM (pH 7,2) contendo metanol (2%), tetrahidrofurano (2%) e acido
acético (0,7%)] e “B” [metanol 65%] com o seguinte gradiente: 0 min A 80% e B 20%,
5 min A 72% e B 28%, 39 min A 42% e B 58%, 40 min A 25% e B 75%, 56 min A 5%
e B 95%, 59 min A 4% e B 96% e 61 min B 100%, com fluxo de 0,8 mL min. O detector
de fluorescéncia foi ajustado para excitacdo em 265 nm e emissdo em 480 nm. Os tempos
de retencdo e as concentracGes dos aminoacidos foram determinados por comparagdo
com um padrdo Sigma AAS-18 (contendo Asp, Glu, Ser, Arg, Gly, Thr, Ala, Tyr, Met,
Val, Phe, lle, Leu, Lys) acrescido de Asn e GIn.

2.3 Determinacédo da atividade da glutamina sintetase

No 33° dia de cultivo, 0,5 g de raiz fresca foram maceradas com 1,5 de Tampéao Imidazol
— HCI 50 mM pH 7,2 (DTT 1 mM / EDTA 0,45 mM / TRITON X-100 0,1%) e
centrifugadas a 10000 rpm durante 30 minutos. A atividade enzimatica foi determinada
de acordo com Sodek et al. (1980). O sobrenadante foi utilizado para a determinacdo da
atividade da glutamina sintetase (GS), com uma mistura de ATP 6.23 mM, MgS0O4 56.25
mM, hidroxilamina 6.25 mM, L-glutamato 93,72 mM e imidazol-HCI 50 mM pH 7.2. A
reacdo iniciou com a adigdo do extrato enzimético incubado a 30°C por 30 min, sendo

determinado em espectrofotdmetro (Sodek et al., 1980).
3. Protebmica
3.1 Extracdo das proteinas totais soltveis de folha e raiz de soja

No 33° dia de cultivo as plantas de soja foram retiradas do sistema experimental e
separadas as suas raizes e folhas, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -
80°C durante 7 dias. Toda metodologia utilizada foi de acordo com Murad e Rech, 2012

(Murad and Rech, 2012). As amostras foram maceradas com nitrogénio liquido até
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obtencdo de um p6 homogéneo. Foi pesado 500 mg do homogeneizado em tubos Falcon
(25 mL) e adicionado 4 mL de Tamp&o TRIS-HCI 20 mM pH 8,3, DTT 10 mM, PMSF
1 mM, SDS 0,1%. As amostras foram sonicadas a 60% de amplitude, 10 vezes durante
30 segundos com intervalo de 1 minuto. Os tubos foram centrifugados durante 15 minutos
a 8000 rpm e 4°C, o sobrenadante foi transferido para um novo Falcon. Esse passo foi
repetido duas vezes, para 0 sobrenadante se encontrar limpido. Para cada 200 pL de
amostra contidas no Falcon, 800 puL de acetona gelada foi adicionada. Os tubos foram
agitados em vortex e incubados a -20°C por 1 hora, com agitacdo em vortex a cada 15
minutos. As amostras foram distribuidas em tubos Eppendorf 1,5 mL e foram
centrifugadas a 18000 g a 4°C, durante 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
pellet foi dissolvido cuidadosamente em 250 uL de NH4HCO3 50 mM. Foi realizada a
dosagem de proteinas das aliquotas através do método de Bradford (1976) (Bradford,
1976). A amostra foi diluida com NHsHCO3 50 mM para a concentragéo de proteina de

1 pg.uL ! quando folha, e 0,5 pg.uL ™ quando raiz.
3.2 Digestdo proteica para NANOUPCL-MSE

Em uma aliquota de 50 pLL da amostra diluida foi adicionado 10 uLL de NH4HCO3 50 mM
em um eppendorf 1,5 mL. Entdo, 25 uL de RapiGEST™ (Waters, USA) (0,2% v/v) foi
adicionado, a amostra foi agitada em vortex e incubada em banho seco a 80°C durante 15
minutos. A amostra foi brevemente centrifugada, e 2 uL de DTT 100 mM foi adicionado.
Apbs gentil agitacdo em vortex, a amostra foi incubada a 60°C por 30 minutos seguido
por centrifugacdo. Foi adicionado 2,5 pL de Iodoacetamida 300 mM, e apos breve
agitacdo, a amostra foi incubada no escuro por 30 minutos. Entao, 10 puL de tripsina 0,05
ug pL?t (razdo 1:100) foi adicionado e a amostra foi vortexada. As amostras foram
digeridas a 37°C em um banho seco durante 16 horas. A reagdo foi interrompida com 10
uL de TFA 5% para clivar e precipitar o RapiGEST™, entdo as amostras foram
centrifugadas por 30 minutos a 6°C e 14000 rpm. Depois, 100 uL do sobrenadante foi
transferido para um vial e foi adicionado 2,5 pL da proteina Alcool desidrogenase (ADH)
para calibragdo (Waters, nimero de acesso P00330), previamente ressuspendida com 1
mL de 4cido férmico 0,1% em &gua. A concentragdo final de ADH foi 25 fmol.uL*

(Murad and Rech, 2012).
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3.2 Aquisicdo NanoUPLC-MSE

A separacdo dos peptideos tripticos em cromatografia liquida (LC) foi realizada
utilizando um sistema nanoACQUITY ™ (Waters Corporation, EUA), equipado com uma
coluna de fase reversa C18 1,7 um X 100 um % 100 mm. As amostras foram transferidas
para uma pré-coluna utilizando uma fase aquosa de acido férmico 0.1%, com um fluxo
de 6 uL.min™ por 2 minutos. A fase mével A utilizada foi de &cido frmico 0.1% em agua,
e a fase mdvel B de acido férmico 0.1% em acetonitrila. Os peptideos foram separados
usando um gradiente de 0-40% da fase B (acido férmico 0.1% em acetonitrila) em relacdo
a fase A (4cido formico 0.1% em 4gua), por 103 minutos com um fluxo de 6 uL min™,
seguido por um enxague de 10 min com 85% da fase B. A temperatura da coluna foi
mantida a 35°C e o carregamento da coluna com a amostra foi de 2 a 4 pg de proteina. Os
peptidios foram analizados utilizando nano-ionizacao eletrospray no modo positivo e
uma fonte de ionizacdo NanoLockSpray (Waters, EUA). Para todas analises, o
espectrdmetro de massas foi operado em modo sensivel de analise, com calibragdo inicial
com uma solugdo de leucina encefalina 200 fmol L™ fornecida pela fonte de ionizacio
NanoLockSpray e a calibragdo final com formiato de sédio 100 fmol pL* f fornecido
através do sistema da fluidica. A cada 30 segundos o spray de referéncia foi amostrado e
os tempos de retencdo de massa nanoL.C-MSE foram coletados em um modo alternado de
aquisicdo de baixa e elevada energia. O tempo de aquisic¢do foi de 1.5 segundos com um
atraso interscan de 0.1 segundos. No modo MS de baixa energia, os dados foram
coletados utilizando uma energia de 3 eV, e no modo MS de energia elevada, e energia
de colisdo foi aumentada para 45 eV a cada espectro de 1.5 segundos (Murad and Rech,
2012).

3.3 Processamento e identificacao proteica

Apos a obtencdo dos dados por NanoUPLC-MSE as analises foram realizadas utilizando
o ProteinLynx Global Server™ (PLGS) v.3.0.3, com Identity® e Expressiont v.3.0.3
(Waters). As proteinas foram identificadas utilizando um banco de dados de Glycine max
disponivel na Uniprot (UP000008827). O nimero de clivagens na fonte permitida foi de
1 e a identificagdo proteica teve como critério a deteccdo de pelo menos trés fragmentos
de ions por peptideo, 6 fragmentos por proteina e a determinacdo de pelo menos um
peptideo por proteina; e sua identificacdo permitida com um falso positivo de até 4% em

uma triplicata de cada amostra. Os dados coletados foram organizados pelo algoritmo
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PLGS Expression® em uma lista estatisticamente significativa que correspondeu a taxas
de regulacdo mais alta ou mais baixa entre os grupos controle e 500 mg L™ de NPs SiO,.
E tabelas do Microsoft Excel (Microsoft, EUA) foram utilizadas para a manipulagéo de
dados (Murad and Rech, 2012).

3.4 Analise de anotagéo funcional das proteinas

Anotacdo funcional das proteinas e identificagdo das vias metabdlicas foi realizada
usando Kobas 3.0 (http://kobas.cbi.pku.edu.cn/kobas3) (Xie et al., 2011).

4. Analises estatisticas

Nos experimentos de analise de germinacdo de sementes e do crescimento inicial (72 h)
de sementes, cada amostra foi representada por uma Germibox® contendo 16 sementes
de soja (1 Germibox® = 1 n). Os resultados foram expressos como resultados foram
expressos como médias + erro padrdo da média (EPM).

Nos experimentos com plantas adultas, cada cela em formato de piramide invertida
de 50 mL continha uma planta, sendo considerado 1 planta como 1 n. Os resultados foram
expressos como médias + erro padrdo da média (EPM) e as repeticdes variaram por
metodologia, sempre considerando um minimo de trés parcelas experimentais para cada
condicdo (controle e tratado).

Todas analises estatisticas foram realizadas utilizando o pacote GraphPad Prism®
(Versdo 6.0, GraphPad Software Inc., USA). Foi utilizada a analise de variancia
unidirecional (One-way ANOVA) e as diferencas significativas foram analisadas no teste
de comparacdo multipla de Dunnett. Os valores de P < 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos em ambos 0s testes.

Resultados

Efeitos das NPs de SiO. sobre a germinacéo e crescimento de plantas de soja

As analises na germinacdo de sementes demonstraram que diferentes doses de NPs de
SiO2 ndo alteram os parametros quando comparado a plantas controle. As médias de
TMG, %G, VMG e IVG nédo foram alteradas significativamente (Tab. 1), bem como o

crescimento radicular analisado em 72 horas de crescimento (Tab. 1).
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Neste estudo, foi avaliado o crescimento inicial de sementes de soja apds 72 horas
de exposicdo NP de SiO», considerando como sementes germinadas aquelas com 1
milimetro de radicula primaria. Os tratamentos de NPs de SiO; ndo afetaram o
comprimento das plantulas de soja. Em adicdo, foi realizada a analise qualitativa das
sementes. Quando ndo germinadas, foram classificadas como sementes mortas, quando
ndo apresentaram sinais de absor¢do de agua, ou duras, por ndo absorverem agua por um
periodo mais longo que o normal. Foi verificado uma reducdo de sementes duras de 83%
nos tratamentos de 31.25, 125,0 e 500 mg L™ de NPs de SiOz, e de 100% nos tratamentos
de 250 e 1000 mg L de NPs de SiO.. A analise também mostrou que em comparagéo ao
controle, ocorreu um aumento de 80 e 20% de sementes anormais nos tratamentos de
31,25 e 250 mg L de NPs de SiO». Os cotilédones néo apresentaram apodrecimento, mas
o0 hipocatilo das plantulas estava torcido, caracteristica de uma plantula anormal.

As NPs de SiO; influenciaram o comprimento do caule das plantas de soja
(Fig. 1A). Foi observado um aumento de 9,0 e 9,6% no comprimento dos caules apds o
tratamento das plantas com 500 e 1000 mg L, quando comparado com o controle. Os
demais tratamentos ndo influenciaram o comprimento dos caules das plantas de soja. O
comprimento das raizes ndo foi afetado pelas NPs de SiO2 (Fig. 1A). Por sua vez, a
biomassa fresca das raizes foi diminuida em 29,7 a 57,4% quando tratadas com doses de
62,25 a 1000,0 mg L™ de SiO2 (Fig. 1B). Redugdes de 17,8 a 46,4% nos tratamentos com
62,25 a 1000,0 mg L também foram verificadas na biomassa seca das raizes (Fig. 1C).
Ja a biomassa fresca dos caules (Fig. 1B) nado foi afetada significativamente, enquanto a
biomassa seca dos caules (Fig. 1C) aumentou em 22,5 e 19,3% nas doses de 250,0 e 500,0
mg L de NPs de SiO, respectivamente. Os tratamentos com NPs de SiO2 n&o alteraram
o diametro da raiz, contudo, reduziram o didmetro do caule em 11,2, 33,3 e 13,86% (250,
500 e 1000 mg L™ SiO;) (Fig. 1D).

Efeitos das NPs de SiO2 sobre o metabolismo do nitrogénio

Ap0bs 0s experimentos iniciais de germinacéo e crescimento, a dose de 500 mg L™ de NPs
de SiO foi selecionada para a realizacdo dos experimentos subsequentes de anélise do
metabolismo do nitrogénio e protedmica.

O teor de proteinas totais nas raizes das plantas de soja foi reduzido em 16,6%
(Fig. 2A) e nas folhas em 26,82% (Fig. 2B). A atividade da enzima glutamina sintetase
(GS) néo foi alterada nas raizes (Fig. 2C) e teve sua atividade reduzida em 44% nas folhas

de plantas tratadas com NPs de SiO; (Fig. 2D). As NPs tambem influenciaram
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significativamente a composicdo de aminoacidos livres na seiva bruta (Fig. 3A). Os
aminoacidos asparagina e glutamina tiveram seus teores aumentados em 122,6 e 432,2%,

respectivamente.
Impactos das NPs de SiO2 no proteoma de raizes e folhas de soja

Foi realizado neste estudo uma analise protedmica livre de marcagdo (LC/MSE) para
identificar alteracbes no proteoma de raizes e folhas de plantas de soja expostas a
500 mg L de NPs de SiO..

Na raiz, foram identificadas 417 proteinas ndo redundantes, das quais 309 (74,1%)
foram expressas em ambos o0s tratamentos, controle e NPs de SiO> (Fig. 4). No total, 108
proteinas foram diferencialmente expressas entre raizes de planta controle e tratadas com
NPs de SiO», sendo 80 downreguladas e 38 upreguladas (Fig. 3B). Nas folhas, foram
identificadas um total de 144 proteinas ndo redundantes, das quais 84 (58,3%) foram
expressas em ambos os tratamentos, controle e NPs de SiO> (Fig. 5). No total, 46 proteinas
foram diferencialmente expressas entre raizes de planta controle e tratadas com NPs de
SiO2, sendo 11 downreguladas e 35 upreguladas (Fig. 3B). As proteinas foram analisadas
no servidor Kobas 3.0 (KEGG Orthology Based Annotation System) para enriquecimento
e obtencdo dos processos bioldgicos afetados pelo tratamento da soja com NPs de SiOs.

Os resultados revelaram que as proteinas downreguladas em raizes de soja pelas
NPs de SiO> foram relacionadas as fungdes de metabolismo energético, com alteracdo no
metabolismo do carbono (6 proteinas), fixacdo do carbono em organismos
fotossintetizantes (6 proteinas); metabolismo dos carboidratos, com alteracdo no
metabolismo do ascorbato (1 proteina), glicdlise e gliconeogénese (6 proteinas),
metabolismo do glioxilato e dicarboxilato (3 proteinas); metabolismo dos aminoacidos,
com alteragdo no metabolismo da alanina, aspartato e glutamato (3 proteinas), biossintese
da arginina (3 proteinas), biossintese de aminoacidos (10 proteinas), metabolismo da
cisteina e metionina (2 proteinas), metabolismo da glutationa (2 proteinas), metabolismo
de compostos contendo selénio (1 proteina); metabolismo dos lipideos, com alteragdo no
metabolismo do acido linoleico (5 proteinas); metabolismo do nitrogénio (3 proteinas);
na biossintese de metabolitos secundarios (13 proteinas); na biossintese de
fenilpropanoides (6 proteinas); em processos celulares, sendo no fagossomo (8 proteinas);

no processamento de proteinas no reticulo endoplasmatico (2 proteinas); no transporte de
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RNA (3 proteinas); na interacdo planta-patégeno (1 proteina) e em diferentes vias
metabdlicas (19 proteinas) (Tabela 2).

Em adicdo, as proteinas upreguladas em raizes de soja pelas NPs de SiO> foram
relacionadas as fungdes de metabolismo energético, com alteragdes no metabolismo do
carbono (6 proteinas), fixacdo do carbono em organismos fotossintetizantes (3 proteinas),
fosforilagdo oxidativa (3 proteinas); metabolismo dos carboidratos, no metabolismo do
acido 2-oxocarboxilico (3 proteinas), no ciclo do citrato (5 proteinas), no metabolismo da
frutose e manose (1 proteina), no metabolismo da galactose (1 proteina), na glicdlise e
gliconeogénese (1 proteina), no metabolismo do glioxilato e dicarboxilato (3 proteinas),
interconversdes de pentose e glucuronato (1 proteina), na via pentose fosfato (1 proteina),
no metabolismo do amido e sucrose (3 proteinas), metabolismo do piruvato (2 proteinas);
no metabolismo dos aminoacidos, com alteracGes na biossintese dos aminoacidos (4
proteinas), no metabolismo da cisteina e metionina (2 proteinas), no metabolismo da
glutationa (2 proteinas); no metabolismo dos lipideos, alterando o metabolismo do &cido
a-linoleico (1 proteina), o metabolismo do &cido linoleico (1 proteina); alterando também
a biossintese de metabolitos secundarios (8 proteinas), a biossintese de fenilpropanoides
(1 proteina); processos celulares, tal qual o fagossomo (1 proteina), peroxissomo (1
proteina), proteassoma (2 proteinas), ribossomo (1 proteina); e vias metabodlicas (13
proteinas) (Tabela 2).

Em folhas de plantas de soja tratadas com NPs de SiO, as proteinas downreguladas
foram relacionadas com as funcGes do metabolismo energético, com alteracdes
metabolismo do carbono (6 proteinas), na fixacdo do carbono em organismos
fotossintetizantes (4 proteinas); metabolismo dos carboidratos, com alteracdes no
metabolismo do glioxilato e dicarboxilato (4 proteinas); no metabolismo da glicina, serina
e treonina (3 proteinas), na biossintese de metabdlitos secundarios (4 proteinas) e em
diferentes vias metabdlicas (6 proteinas) (Tab. 3). As proteinas upreguladas estiveram
relacionadas ao metabolismo energético, com alteracfes nas proteinas de fotossintese (3
proteinas), proteinas antena (4 proteinas), metabolismo do enxofre (1 proteina), via da
pentose fosfato (1 proteina), metabolismo do carbono (6 proteinas), fixacdo do carbono
em organismos fotossintéticos (2 proteinas); no metabolismo dos carboidratos, com
alteracdes na glicolise e gliconeogénese (1 proteina), metabolismo do glioxilato e
dicarboxilato (3 proteinas), metabolismo da frutose e manose (1 proteina); no
metabolismo dos aminodcidos, com alteracbes na biossintese dos aminoacidos (2
proteinas), metabolismo da cisteina e metionina (1 proteina), metabolismo da glicina,
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serina e treonina (2 proteinas); no metabolismo do &cido linoleico (1 proteina); na
biossintese de metabdlitos secundarios (5 proteinas) e em vias metabolicas (10 proteinas)
(Tabela 3).

Identificacd@o das proteinas envolvidas em termos de vias metabdlicas na raiz de plantas

de soja

A tabela 2 classifica as proteinas diferencialmente reguladas entre raizes de plantas
controle e tratadas com NPs de SiO.. Em relacdo a proteinas downreguladas, a enzima
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (C6TN36, 11KC70, 11MM44, 11K135, IIN7G7,
Q210H4) foi downregulada em diferentes vias, a saber: metabolismo do carbono, fixagéo
do carbono em organismos fotossintetizantes, biossintese de metabo6litos secundarios,
glicolise e gliconeogénese e em biossintese de aminoacidos. A ascorbato peroxidade 2
citosélica (APx), foi downregulada no metabolismo do ascorbato. A expressdo da
glutamina sintetase (Q9FUK4, C6T8F0, AOAOR4J3P1) em raizes também foi reduzida
no metabolismo do glioxilato e dicarboxilato, bem como no metabolismo da alanina,
aspartato e glutamato, na biossintese de aminoacidos, na biossintese da arginina e no
metabolismo do nitrogénio.

E possivel verificar downregulation da lipoxigenase no metabolismo do &cido
linoleico (B3TDKY, 11KUQO, 11M596, B3TDK7, B3TDKG6). A enzima peroxidade
(C6THP4, C6TL64, 11L.1B0) também foi downregulada no tratamento com NPs de SiO»,
tendo sua expressao reduzida nas vias de biossintese de metabdlitos secundarios e na
biossintese de fenilpropanoides, sendo downregulada com diferentes acessos em outras
vias metabolicas (C6THP4, C6TL64, AOAOR4J5J5, 11L1B0, 11IMVN5). Na biossintese
de metabdlitos secundarios a metionina sintase (Q71EW8) foi downregulada, tal qual
outras vias metabolicas como na biossintese de aminoacidos e no metabolismo de
compostos contendo selénio. Em processos celulares, no transporte e catabolismo, a
tubulina de cadeia-a (11JV03, 1ING45, IIML11, 11J911, I1N898, I1LEC4, 11K9J7,
11L0GY9) teve sua expressdo reduzida no fagossomo.

No processamento de proteinas no reticulo endoplasmatico, duas proteinas foram
downreguladas: a proteina dissulfeto-isomerase (I11LM4K9) e a proteina HSP90-1
(D6C4Z29), sendo a ultima também downregulada na interacdo planta patdégeno. No
transporte de RNA, o fator de elongagdo a-1 (AOAOR4J4C3, AOAOROESZS,
AOAOROFM97) foi downregulado, como também a proteina adenosil-homocisteinase

(11KS65) em vias metabdlicas.
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O tratamento das plantas de soja por NPs de SiO, também interferiu aumentando
a expressdo de proteinas na raiz. A enzima aconitato hidratase (11J8H1) foi upregulada
nas vias do metabolismo do carbono, metabolismo do acido 2-oxocarboxilico, ciclo do
citrato, metabolismo de glioxilato e dicarboxilato, biossintese de aminoacidos, biossintese
de metabolitos secundarios e outras vias metabolicas. A frutose-bifosfato aldolase
(11JPX8) teve sua expressdo aumentada em diferentes vias, a saber: metabolismo do
carbono, fixagéo do carbono em organismos fotossintetizantes, metabolismo da frutose e
manose, glicdlise e gliconeogénese, via das pentoses-fosfato, biossintese de aminoacidos
e outras vias metabolicas.

A isocitrato desidrogenase (C6T857, ILMJH1) também upregulada em diversas
vias: metabolismo do carbono, metabolismo do &cido 2-oxocarboxilico, ciclo do citrato
(ciclo do TCA), biossintese dos aminoacidos, metabolismo da glutationa, biossintese de
metabolitos secundarios, peroxissomo e outras vias metabdlicas. A enzima malato
desidrogenase (11LXZ7, H2D5S3) foi upregulada no metabolismo do carbono, na fixagéo
do carbono em organismos fotossintetizantes, no ciclo do citrato (ciclo do TCA), no
metabolismo de glioxilato e dicarboxilato, no metabolismo do piruvato, no metabolismo
da cisteina e metionina, na biossintese de metabdlitos secundarios e também em outras
vias metabdlicas.

Todas as proteinas da fosforilagdo oxidativa foram upreguladas, sendo elas a
subunidade  da ATP sintase (IINFS4, AOAOR4J4CS8) e a subunidade B da bomba de
prétons vacuolar (I1N438). Ambas as proteinas também foram upreguladas em vias
metabdlicas. A UTP-glicose-1-fosfatouridiltransferase (ILMBR?7), Unica proteina do
metabolismo da galactose foi upregulada, caso encontrado também em interconversdes
de pentose e glucuronato, metabolismo do amido e sucrose e em vias metabdlicas. No
metabolismo do amido, a sacarose sintase (K7MZJO0) foi upregulada, bem como em vias
metabdlicas. Quatro casos de upregulation em lipoxigenases (ILNE44) apareceram: no
metabolismo do acido linoleico, no metabolismo do acido a-linoleico, na biossintese de
metabdlitos secundarios e em vias metabdlicas.

A proteina ribossomal SA 40S (I1JPX8) teve sua expressdo aumentada na
biossintese de metabdlitos secundarios e no ribossomo. A peroxidase (C6TCA1) apareceu
upregulada em trés casos: na biossintese de metabdlitos secundérios, na biossintese de
fenilpropanoides e em vias metabolicas. As duas proteinas encontradas no proteassoma
foram upreguladas, sendo elas a Subunidade a da proteossoma (AOAOR4J3LS) e a
Subunidade B da proteassoma (I1KXFO0).
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Identificacdo das proteinas envolvidas em termos de vias metabdlicas nas folhas de

plantas de soja

A tabela 3 classifica as proteinas diferencialmente reguladas entre folhas de plantas
controle e tratadas com NPs de SiO». Na fotossintese, a ferredoxina (C6SX81, 11K498)
foi downregulada, assim como a proteina H do sistema de clivagem de glicina (C6 TOB7,
AOAOR4J4AT), no metabolismo do carbono, do glioxilato e dicarboxilato, da glicina,
serina e trenina e em vias metabdlicas. No metabolismo do carbono, a ribulose-bifosfato
carboxilase de cadeia curta (Rubisco) (Q39832, C6T1Y2) foi downregulada, bem como
no metabolismo do glioxilato e dicarboxilato, nas vias metabdlicas e na biossintese de
metabdlitos secundarios. PoOde-se encontrar downregulation na fosforibulocinase
(121J4L6, 11L540) na fixacdo do carbono em organismos fotossintetizantes, e também no
metabolismo do carbono.

Além disso, foi possivel encontrar proteinas upreguladas nas folhas de plantas de
soja tratadas com NPs de SiO2. Na fotossintese, a proteina enhancer-2 envolvente de
oxigénio (I1M712) foi upregulada bem como a proteina de ligacdo a clorofila a e f nas
proteinas antena da fotossintese. A Unica proteina encontrada no metabolismo do enxofre,
a cisteina sintase (C6TMX®6), foi upregulada, assim como no metabolismo do carbono,
na biossintese de aminoécidos e na biossintese de metabolitos secundarios. No
metabolismo do carbono foi encontrada a proteina frutose-bifosfato aldolase, também
upregulada na via das pentoses fosfato, fixacdo do carbono em organismos
fotossintetizantes, glicolise e gliconeogénese, metabolismo da frutose e manose,
biossintese dos aminoacidos e vias metabdlicas.

A enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (C6T9R8) apareceu uma vez
upregulada no metabolismo do carbono, e a gliceraldeido-bifosfato desidrogenase
(C6TIRA) foi upregulada na fixagdo do carbono em organismos fotossintetizantes. Além
dessas enzimas, a proteina H do sistema de clivagem de glicina (1ILJTW7, 11K8C9)
também teve sua expressdo upregulada no metabolismo da glicina, serina e treonina, vias
metabdlicas e biossintese de metabolitos secundérios. A Unica enzima encontrada no
metabolismo dos lipidios foi a lipoxigenase (B3TDK?7), upregulada no metabolismo do
acido linoleico. Nas vias metabolicas, a proteina de ligacdo a clorofila a e B (I1J7A8,
C6TNE6, C6TLM4, Q43437) foi upregulada.
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Discussao

Como descrito anteriormente, as NPs de SiO> néo alteraram os parametros de germinagéo
em sementes de soja quando comparadas ao controle (Tab. 1), corroborando com o0s
resultados encontrados por Adhikari et al. (2013) em arroz (Oryza sativa), em que
sementes expostas as NPs de SiO. obtiveram de 95 a 100% de porcentagem de
germinacgdo, bem como o controle (Adhikari et al., 2013). Por outro lado, sementes
expostas a NPs de SiO; geralmente tem sua porcentagem de germinagdo melhorada. Foi
demonstrado que sementes de milho (Zea mays) expostas a 1000 mg L™ de NP de SiO,
obtiveram a porcentagem de germinac¢do aumentada de 97% a 105%, além de induzir uma
melhor porcentagem de germinagdo em tomate (Lycopersicum esculentum) sob estresse
abiotico, confirmando a ndo toxicidade da NP para aplicacdo na agricultura (Gopalu et
al., 2015; Siddiqui and Al-Whaibi, 2014).

O crescimento inicial das plantulas de soja foi avaliado ap6s 72 h de germinagéo na
auséncia e presenca de NPs de SiO; (Tab. 1). O comprimento inicial da radicula das
sementes germinadas ndo foi alterado pelas NPs. Entretanto, houve a reducdo de 83 a
100% de sementes duras na dose de 1000 mg L de NPs de SiO,, indicando uma melhora
na absorcdo da agua por parte das sementes. Este resultado pode estar relacionado a
regulacdo de aquaporinas, uma classe de proteinas intrinsecas da membrana, com funcéo
de captacdo de agua, nutrientes para o desenvolvimento das sementes, e transporte de CO>
(Talakayala et al., 2020). As NPs de SiO2 melhoraram a conduténcia hidraulica em tomate
sob condig&o de estresse hidrico, além de regular a expresséo de aquaporinas (subfamilia
PIP) associadas a condutancia da agua nas raizes sob estresse hidrico em sorgo (Sorghum
bicolor L.) (Shi et al., 2016).

De modo geral, o comprimento das raizes das plantas tratadas com as NPs ndo foi
alterado quando comparado ao controle (Fig. 1A), resultados semelhantes aos
encontrados em mudas de péra (Pyrus biosseriana), que quando expostas a diferentes
doses de NPs de SiO2 (10 - 1000 mg L NPs SiO,) ndo apresentaram o0 comprimento das
raizes alterado (Zarafshar et al., 2015). Por outro lado, ocorreu uma reducdo dose-
dependente da biomassa fresca das raizes quando tratadas com NPs de SiO2 (Fig. 1B). Da
mesma forma, houve a reducdo da biomassa seca das raizes (Fig. 1C), quando comparadas
ao controle, fato que pode estar relacionado a resultados encontrados anteriormente, que

associa 0 aumento de concentracdo das NPs de SiO2 a uma reducdo na resisténcia da
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membrana perturbando sua integridade, podendo assim, levar a reducéo de biomassa (Liu
etal., 2014).

No presente estudo, foi possivel verificar o aumento no comprimento dos caules,
aumento na biomassa seca e reducdo do diametro do caule (Fig. 1), sendo o ultimo de
forma dose-dependente a exposicdo as NPs de SiO.. Neste contexto, € importante
ressaltar que alteragdes no caule afetam o desenvolvimento da planta, pois ele atua como
uma estrutura fisica de suporte aos 6rgédos reprodutivos, bem como para o tecido vascular
compreendendo o xilema e floema (Alerding et al., 2018). O estiolamento da planta com
reducdo do diametro e aumento no comprimento pode deixar a planta susceptivel a quebra
do caule ou ao acamamento, e ja foi demonstrado que alguns compostos, como o acido
fertlico e o glifosato, sdo capazes de afetar o crescimento da cultura de soja (Voll, 1993).
A altura das plantas de soja, bem como a reducdo da biomassa fresca das raizes foi
reduzida de forma linear a exposicao ao acido ferulico e glifosato, resultados similares ao
encontrado neste estudo. Esses resultados poderiam indicar um aumento de producéo na
cultura, contudo, a reducdo da biomassa fresca das raizes pode implicar em menor
absorcéo de agua e nutrientes do solo (Voll, 1993).

Os resultados obtidos até entdo demonstraram alteracdo no crescimento das plantas
tratadas com NPs de SiO>. Verificar enzimas do metabolismo do nitrogénio bem como o
proteoma das plantas, pode elucidar os resultados obtidos no crescimento. Qualquer
interferéncia nos processos de fixacao, nitrificacdo e desnitrificacdo pode culminar em
déficit de nitrogénio, podendo comprometer o crescimento e funcionamento adequado
das plantas. Como descrito anteriormente, o teor de proteinas totais foi reduzido em raizes
e plantas de soja tratadas com a NP (Fig. 2A e 2B), resultado evidenciado na proteémica
de raizes e folhas, com downregulation de 80 proteinas nas raizes, e 11 proteinas nas
folhas, em comparacdo ao controle (Fig. 3B).

Com a analise protedmica realizada neste estudo, foi possivel observar que no
metabolismo dos carboidratos das raizes de soja, apenas a enzima gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, responsavel pela sexta etapa da glicélise, foi downregulada. As demais
enzimas envolvidas no metabolismo dos carboidratos foram upreguladas ap6s o
tratamento com NPs (Tab. 2). Esses resultados podem estar relacionados a uma resposta
a alta disponibilidade de carboidratos, concordando com o verificado no crescimento dos
frutos de maca (Malus domestica), em que a expressao de genes das enzimas envolvidas
no metabolismo dos carboidratos foi aumentada, acompanhando o aumento da

concentracéo desses carboidratos (Dash et al., 2013).
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Visando verificar as alteragdes no transporte e concentracdo de aminoacidos, a seiva
bruta foi coletada e os aminoacidos livres do xilema foram analisados por HPLC. Foi
possivel encontrar 0os aminoacidos glutamato, asparagina, glutamina, treonina, alanina,
tirosina, metionina, valina e leucina. Neste contexto, é importante ressaltar que as células
vegetais realizam uma rapida conversdo do aménio em aminoacidos para evitar sua
toxicidade, e a principal rota para essa conversdo envolve duas reagdes sequenciais da
glutamina sintetase (GS) e glutamato sintase (GOGAT). A enzima GS combina 0 amonio
com o glutamato para formar a glutamina, e uma vez assimilado em glutamina e
glutamato, o nitrogénio é incorporado em outros aminoacidos por reacbes de
transaminacado (Taiz et al., 2017). Notavelmente, foi verificado um aumento da expresséo
das enzimas encontradas no ciclo do &cido citrico (I11LXZ7, 11J8H1, I11MJH1, C6T857,
H2D5S3), ressaltando a enzima malato-desidrogenase, que catalisa a conversdo do malato
em oxaloacetato, precursor de aspartato. Esse aminoacido participa do transporte malato-
aspartato, e faz parte da principal rota para a sintese de asparagina. Essa sintese depende
da acdo da enzima asparagina sintetase (AS), que transfere o nitrogénio amida da
glutamina para aspartato. A asparagina une o metabolismo do carbono e do nitrogénio,
devido a alta razdo N:C do aminoacido (Taiz et al., 2017). Na seiva bruta das plantas de
soja tratadas com as NPs de SiO. foi possivel verificar uma alta concentracdo do
aminoacido asparagina, evidenciando um possivel impacto positivo no ciclo do &cido
citrico das plantas tratadas com 500 mg L™ de SiO.. Nas raizes, a GS se encontra nos
plastidios, e a atividade da GS ndo foi alterada nas plantas de soja neste estudo (Fig. 2C).
Contudo, a expressdo da GS foi downregulada no metabolismo do nitrogénio das raizes
de soja (Tab. 2). E sabido que quando ha inibicdo da GS, ocorre o estimulo da expresso
da AS, favorecendo a assimilacdo do nitrogénio em asparagina, pois € um composto rico
em nitrogénio e estavel para ser armazenado por muito tempo (Taiz et al., 2017), outra
evidéncia para o acimulo de asparagina nas plantas de soja.

Em relacéo a protedbmica de folhas, foi possivel observar uma reducao na expressao
da enzima Rubisco enzima responsavel pela fixagdo de COy, inicio do ciclo de Calvin.
Sabe-se que a expressdo dos genes da Rubisco de cadeia curta e longa é influenciada por
fatores internos e externos a planta, limitada principalmente as folhas e sendo altamente
responsiva a sinais que afetam o crescimento e desenvolvimento vegetal (Patel and Berry,
2008). Estudos demonstraram que NPs de SiO2 foram capazes de aumentar a condutancia
mesofilica em 164,53% em plantas de soja, disponibilizando maior concentracdo de CO>
para a Rubisco (de Melo et al., 2022). Além disso, maiores doses de CO, foram capazes
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de regular a expressdo da enzima, como demonstra o achado de Moore et al. (1998). No
estudo, plantas de soja expostas a 400 e 1000 cm® m~3de CO,, obtiveram a expressdo do
gene da Rubisco de cadeia curta alterada, o que reduziu os teores da enzima total além de
ocasionar o0 acumulo de carboidratos em plantas de soja (Moore et al., 1998). Nossos
dados em conjunto ndo demonstram um possivel estresse fotossintético, ja que as demais
enzimas do metabolismo fotossintético tiveram a expressao aumentada. Portanto, sugere-
se que as plantas de soja expostas a NPs de SiO> de nosso estudo tiveram a expresséo da
Rubisco e ferredoxina reduzidas como mecanismo compensatorio a alta disponibilidade
CO», 0 que contribuiu para que a enzima a atuasse como carboxilase, favorecendo a
assimilacdo do CO- e o crescimento da planta. Para dados conclusivos, faz-se necessario
mais estudos dos impactos das NPs de SiO2 sobre plantas de soja, especialmente no

aparato fotossintético.

Concluséao

Plantas de soja tratadas com diferentes doses de NPs de SiO, apresentaram mudancgas em
seu crescimento, fotossintese e proteoma. Nossos dados demonstraram que as NPs foram
capazes de melhorar a absor¢do de dgua pelas sementes, podendo impactar positivamente
a germinacdo. Contudo, a biomassa fresca das raizes foi reduzida, podendo prejudicar a
planta na captacdo de nutrientes do solo e além disso, o caule apresentou sinais de
estiolamento, que pode prejudicar o desenvolvimento da planta. Também foi verificado
que o ciclo do &cido citrico foi impactado positivamente pelo aumento da expressdo das
enzimas da via, e como consequéncia, 0 aumento da concentracdo de asparagina na seiva
bruta, um aminoacido rico em nitrogénio e estavel ao armazenamento. Ocorreu uma
reducdo na atividade da GS foliar, na expressédo da Rubisco e na expresséo da ferredoxina,
porém, nossos dados ndo revelam toxicidade para a fotossintese, uma vez que o
metabolismo dos carboidratos e do nitrogénio ndo foi alterado. Sugere-se mais estudos

para elucidar os efeitos das NPs de SiO> sobre plantas de soja.
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Tabelas

Tabela 1. Analise de germinacdo de sementes e do crescimento inicial (72 h) de sementes de soja expostas
a diferentes concentragdes de NPs de SiO; (0, 31.25, 62.5, 125.0, 250.0, 500.0, 1000.0 mg L!). Pardmetros
analisados: tempo médio de germinacdo por hora (TMG), percentagem de germinacdo (%G), velocidade
média de germinacdo por hora (VMG) e indice de velocidade de germinacgéo (IVG). Médias (n=5) - teste T
(p < 0,05).

0 31,25 62,5 125 250 500 1000
TMG (h) 3095+144 3045+153 3045+105 3184+062 31,87+094 3238+0,97 32,60+0,83
%G 80,0+824 78,75+423 675+364 8625+9,76 975+250 79,8+ 74 93,75+ 6,2
VMG (h?) 0,03 +0,02 0,03 £0,02 0,03 +0,01 0,03 £0,01 0,03 +£001 0,03 £0,01 0,03 £0,01
IVG 045+003 046+002 037+0025 048+0,06 055+0,03 042+002 0,49+0,03
Comprimento (cm) | 3,1+0,05 33+0,8 3,3+£0,15 34+0,12 3,6+0,18 3,4+0,1 3,7+0,08

Tabela 2. Proteinas reguladas diferencialmente (Upreguladas e Downreguladas) entre raizes de plantas de
soja tratadas na auséncia (Controle) e presenca de 500 mg L™ de NPs de SiO,. O pds-processamento de
informacdes foi realizado no Kobas 3.0 (http://kobas.cbi.pku.edu.cn/kobas3) e a expressdo em ProteinLynx
Global SERVER™ (PLGS) : Waters.

SiO--
Acesso (Uniprot) Descricéo Score NPs:Controle Valor_P
Raz&o Log(e)

Metabolismo
Metabolismo energético
Metabolismo do carbono

11J8H1 Aconitato hidratase 3161,35 0,09 0,96
0S=Glycine max OX=3847 GN=100499625 PE=3 SV=1

11JPX8 Frutose-bifosfato aldolase 1726,23 0,14 0,99
0S=Glycine max OX=3847 GN=100527532 PE=3 SV=1

C6TN36 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase 8397,59 -0,07 0,04
0S=Glycine max OX=3847 GN=100782924 PE=2 SV=1

ILKC70 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase 11356,93 -0,17 0
0S=Glycine max OX=3847 GN=100783902 PE=3 SV=1

11MM44 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase 1115,68 -0,54 0
0S=Glycine max OX=3847 GN=100789951 PE=3 SV=1

11K135 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase 4351,92 -0,25 0
0S=Glycine max OX=3847 GN=100794095 PE=3 SV=1

ILIN7G7 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase 3804,58 -0,24 0
0S=Glycine max OX=3847 GN=100810217 PE=3 SV=1

Q2I10H4 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase 11049,41 -0,21 0
0S=Glycine max OX=3847 GN=GAPC1 PE=2 SV=1

C6T857 Isocitrato desidrogenase [NADP] 1086 0,44 0,99

0S=Glycine max OX=3847 GN=100786103 PE=2 SV=1
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IIMJH1 Isocitrato desidrogenase [NADP]

0OS=Glycine max OX=3847 GN=100816688 PE=3 SV=1

I1LXZ7 Malato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100783188 PE=3 SV=1
H2D5S3 Malato desidrogenase

0OS=Glycine max OX=3847 GN=100811402 PE=2 SV=1

Fixacéo do carbono em organismos fotossintetizantes

11JPX8 Frutose-bifosfato aldolase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100527532 PE=3 SV=1
C6TN36 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100782924 PE=2 SV=1
ILKC70 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100783902 PE=3 SV=1
11IMMA44 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100789951 PE=3 SV=1
11K135 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100794095 PE=3 SV=1
ILIN7G7 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100810217 PE=3 SV=1
Q2I0H4 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=GAPC1 PE=2 SV=1
11LXZ7 Malato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100783188 PE=3 SV=1
H2D5S3 Malato desidrogenase

0S=Glycine max OX=3847 GN=100811402 PE=2 SV=1

Fosforilagéo oxidativa

ILINFS4 Subunidade B da ATP sintase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100789705 PE=3 SV=1

AOAOR4J4C8 Subunidade B da ATP sintase

0OS=Glycine max OX=3847 GN=100797948 PE=3 SV=1

11N438 Subunidade B da bomba de protons vacuolar
0S=Glycine max OX=3847 GN=100804483 PE=3 SV=2

Metabolismo dos carboidratos

Metabolismo do &cido 2-oxocarboxilico

11J8H1 Aconitato hidratase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100499625 PE=3 SV=1
1I1IMJH1 Isocitrato desidrogenase [NADP]
0OS=Glycine max OX=3847 GN=100816688 PE=3 SV=1
C6T857 Isocitrato desidrogenase [NADP]

0S=Glycine max OX=3847 GN=100786103 PE=2 SV=1

Metabolismo do ascosbato
Q76LA6 Ascorbato peroxidade 2 citosélica

0S=Glycine max OX=3847 GN=apx2 PE=2 SV:]_

Ciclo do citrato (ciclo do TCA)

11LXZ7 Malato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100783188 PE=3 SV=1
11J8H1 Aconitato hidratase

1188,56
3275,18

8634,05

1726,23
8397,59
11356,93
1115,68
4351,92
3804,58
11049,41
3275,18

8634,05

7635,04
7827,31

1512,4

3161,35
1188,56

1086

7346,53

3275,18

3161,35

0,48
0,28

0,34

0,14

-0,07
-0,17
-0,54
-0,25
-0,24
-0,21
0,28

0,34

0,22
0,21

0,13

0,09
0,48

0,44

-0,49

0,28

0,09

39

0,98

0,99

0,04

0,95

0,96
0,98

0,99

0,96



0OS=Glycine max OX=3847 GN=100499625 PE=3 SV=1

IIMJH1 Isocitrato desidrogenase [NADP]
0S=Glycine max OX=3847 GN=100816688 PE=3 SV=1
C6T857 Isocitrato desidrogenase [NADP]
0S=Glycine max OX=3847 GN=100786103 PE=2 SV=1
H2D5S3 Malato desidrogenase

0S=Glycine max OX=3847 GN=100811402 PE=2 SV=1

Metabolismo da frutose e manose

11JPX8 Frutose-bifosfato aldolase
0OS=Glycine max OX=3847 GN=100527532 PE=3 SV=1

Metabolismo da galactose
ILMBR7 UTP-glicose-1-fosfatouridiltransferase

0S=Glycine max OX=3847 GN=100790112 PE=3 SV=1

Glicolise / Gliconeogénese

11JPX8 Frutose-bifosfato aldolase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100527532 PE=3 SV=1
C6TN36 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100782924 PE=2 SV=1
ILKC70 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100783902 PE=3 SV=1
11IMM44 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100789951 PE=3 SV=1
11K135 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100794095 PE=3 SV=1
IIN7G7 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

0OS=Glycine max OX=3847 GN=100810217 PE=3 SV=1

Q2I0H4 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=GAPC1 PE=2 SV=1

Metabolismo de glioxilato e dicarboxilato

H2D5S3 Malato desidrogenase

0OS=Glycine max OX=3847 GN=100811402 PE=2 SV=1
11LXZ7 Malato desidrogenase

0S=Glycine max OX=3847 GN=100783188 PE=3 SV=1
Q9FUK4 Glutamina sintetase

0S=Glycine max OX=3847 GN=548082 PE=2 SV=1
C6T8FO0 Glutamina sintetase

0OS=Glycine max OX=3847 GN=547620 PE=2 SV=1

AO0AOR4J3P1 Glutamina sintetase

0S=Glycine max OX=3847 GN=100817922 PE=3 SV=1

11J8H1 Aconitato hidratase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100499625 PE=3 SV=1

Interconversdes de pentose e glucuronato

ILMBR7 UTP-glicose-1-fosfato uridiltransferase

0OS=Glycine max OX=3847 GN=100790112 PE=3 SV=1

Via da pentose fosfato

1188,56
1086

8634,05

1726,23

876,91

1726,23
8397,59
11356,93
1115,68
4351,92
3804,58

11049,41

8634,05
3275,18
24341,65
2067,11
1477,63

3161,35

876,91

0,48
0,44

0,34

0,14

0,25

0,14
-0,07
-0,17
-0,54
-0,25
-0,24

-0,21

0,25

40

0,98

0,99

0,99

0,99

0,04

0,04

0,96



11JPX8

Frutose-bifosfato aldolase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100527532 PE=3 SV=1

Metabolismo do amido e sucrose

I11IMBR7

K7MZJ0

UTP-glicose-1-fosfato uridiltransferase

0OS=Glycine max OX=3847 GN=100790112 PE=3 SV=1

Sacarose sintase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100802045 PE=3 SV=1

Metabolismo do piruvato

11LXZ7

H2D5S3

Malato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100783188 PE=3 SV=1

Malato desidrogenase
0S=Glycine maxOX=3847 GN=100811402 PE=2 SV=1

Metabolismo dos aminoacidos
Metabolismo da alanina, aspartato e glutamato

C6T8FO
AOAOR4J3P1

Q9FUK4

Glutamina sintetase
0S=Glycine max OX=3847 GN=547620 PE=2 SV=1

Glutamina sintetase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100817922 PE=3 SV=1

Glutamina sintetase
0OS=Glycine max OX=3847 GN=548082 PE=2 SV=1

Biossintese dos aminoacidos

11J8H1
11JPX8
AOAOR4J3P1
C6T8FO
QIFUK4
C6TN36
I1KC70
11MM44
11K135
1IN7G7
Q210H4
C6T857
11MJH1

Q71EWS

Aconitato hidratase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100499625 PE=3 SV=1

Frutose-bifosfato aldolase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100527532 PE=3 SV=1

Glutamina sintetase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100817922 PE=3 SV=1

Glutamina sintetase
0OS=Glycine max OX=3847 GN=547620 PE=2 SV=1

Glutamina sintetase
0S=Glycine max OX=3847 GN=548082 PE=2 SV=1

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
0OS=Glycine max OX=3847 GN=100782924 PE=2 SV=1

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100783902 PE=3 SV=1

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100789951 PE=3 SV=1

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100794095 PE=3 SV=1

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100810217 PE=3 SV=1

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
0OS=Glycine max OX=3847 GN=GAPC1 PE=2 SV=1

Isocitrato desidrogenase [NADP]
0S=Glycine max OX=3847 GN=100786103 PE=2 SV=1

Isocitrato desidrogenase [NADP]
0S=Glycine max OX=3847 GN=100816688 PE=3 SV=1

Metionina sintase
0OS=Glycine max OX=3847 GN=547643 PE=2 SV=1

Metabolismo da cisteina e metionina

1726,23

876,91

825,21

3275,18

8634,05

2067,11
1477,63

24341,65

3161,35
1726,23
1477,63
2067,11
24341,65
8397,59
11356,93
1115,68
4351,92
3804,58
11049,41
1086
1188,56

11106,11

0,14

0,25

0,16

0,28

0,34

0,99

0,98

0,04

0,96
0,99

0,04

0,99

0,98



11KS65
11LXZ7
H2D5S3

Q71EWS

Adenosil-homocisteina
0S=Glycine max OX=3847 GN=100786939 PE=3 SV=1

Malato desidrogenase
0OS=Glycine max OX=3847 GN=100783188 PE=3 SV=1

Malato desidrogenase
0OS=Glycine max OX=3847 GN=100811402 PE=2 SV=1

Metionina sintase
0S=Glycine max OX=3847 GN=547643 PE=2 SV=1

Metabolismo da glutationa

Q76LA6
C6T857
IIMJH1

11JBT5

Ascorbato peroxidase-2 citosolica
0S=Glycine max OX=3847 GN=apx2 PE=2 SV=1

Isocitrato desidrogenase [NADP]
0S=Glycine max OX=3847 GN=100786103 PE=2 SV=1

Isocitrato desidrogenase [NADP]
0S=Glycine max OX=3847 GN=100816688 PE=3 SV=1

Glutationa-S-transferase classe 111 (TAU — Indutora

de auxina)
0OS=Glycine max OX=3847 GN=100805908 PE=2 SV=1

Biossintese da arginina

CBT8FO
QIFUK4

AOAOR4J3P1

Glutamina sintetase
0OS=Glycine max OX=3847 GN=547620 PE=2 SV=1

Glutamina sintetase
0S=Glycine max OX=3847 GN=548082 PE=2 SV=1

Glutamina sintetase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100817922 PE=3 SV=1

Metabolismo selenocompound

Q71EWS

Metionina sintase
0OS=Glycine max OX=3847 GN=547643 PE=2 SV=1

Metabolismo dos lipideos
Metabolismo do dacido a-linoleico

11INE44

Lipoxigenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100782277 PE=3 SV=2

Metabolismo do acido linoleico

I1NE44
B3TDK9
11KUQO
11M596
B3TDK7

B3TDKG6

Lipoxigenase
0OS=Glycine max OX=3847 GN=100782277 PE=3 SV=2

Lipoxigenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100803358 PE=3 SV=1

Lipoxigenase
0OS=Glycine max OX=3847 GN=547694 PE=3 SV=1

Lipoxigenase
0OS=Glycine max OX=3847 GN=547774 PE=2 SV=1

Lipoxigenase
0OS=Glycine max OX=3847 GN=547836 PE=3 SV=1

Lipoxigenase
0OS=Glycine max OX=3847 GN=Lx3 PE=3 SV=1

Metabolismo do nitrogénio

AOAOR4J3P1

C6T8FO

Glutamina sintetase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100817922 PE=3 SV=1

Glutamina sintetase

2036,81
3275,18
8634,05

11106,11

7346,53
1086
1188,56

617,13

2067,11
24341,65

1477,63

11106,11

338,74

338,74
9589,85
821,6
1081,6
20299,55

961,35

1477,63

2067,11

-0,29
0,28
0,34

-0,17

-0,49
0,44
0,48

-0,93

-0,17

0,29

0,29

-0,11
-0,22
-0,15
-0,15

-0,29

42

0,99
0,98

0,04

0,04

0,99

0,99

0,04



Q9FUK4

0OS=Glycine max OX=3847 GN=547620 PE=2 SV=1

Glutamina sintetase
0OS=Glycine max OX=3847 GN=548082 PE=2 SV=1

Biossintese de metabolitos secundarios

11LXZ7
11MJH1
C6T857
1IN7G7
C6THP4
11JPX8
C6TL64
C6TCAL
11K135
11MM44
11L7Z5
IINE44
H2D5S3
C6TN36
11L1BO
Q210H4
IIMVN5
11J8H1
AOAOR4J5J5
Q71EWS

11KC70

Malato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100783188 PE=3 SV=1

Isocitrato desidrogenase [NADP]
0S=Glycine max OX=3847 GN=100816688 PE=3 SV=1

Isocitrato desidrogenase [NADP]
0S=Glycine max OX=3847 GN=100816688 PE=3 SV=1

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100810217 PE=3 SV=1

Peroxidase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100793327 PE=2 SV=1

Proteina ribossomal SA 40S
0OS=Glycine max OX=3847 GN=548014 PE=3 SV=1

Peroxidase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100804350 PE=2 SV=1

Peroxidase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100795412 PE=2 SV=1

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100794095 PE=3 SV=1

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100789951 PE=3 SV=1

Peroxidase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100799691 PE=3 SV=2

Lipoxigenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100782277 PE=3 SV=2

Malato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100811402 PE=2 SV=1

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100782924 PE=2 SV=1

Peroxidase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100808542 PE=3 SV=1

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=GAPC1 PE=2 SV=1

Peroxidase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100819937 PE=3 SV=1

Aconitato hidratase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100499625 PE=3 SV=1

Peroxidase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100804620 PE=3 SV=1

Metionina sintase
0S=Glycine max OX=3847 GN=547643 PE=2 SV=1

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
0OS=Glycine max OX=3847 GN=100783902 PE=3 SV=1

Biossintese de fenilpropandides

C6THP4

C6TCAl

11L7Z5

Peroxidase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100793327 PE=2 SV=1

Peroxidase
0OS=Glycine max OX=3847 GN=100793327 PE=2 SV=1

Peroxidase
0OS=Glycine max OX=3847 GN=100799691 PE=3 SV=2

24341,65

3275,18
1188,56
1188,56
3804,58
467,53
817,13
467,53
6691,32
4351,92
1115,68
884,71
338,74
8634,05
8397,59
567,78
11049,41
1179,34
3161,35
467,53
11106,11

11356,93

467,53
6691,32

884,71

-0,33

-0,8
0,09

-1,91

43

0,98

0,98

0,04
0,99
0,05

0,95

0,04

0,99

0,04

0,03

0,96

0,03

0,04
0,95

0,04



C6TL64 Peroxidase

0S=Glycine max OX=3847 GN=100804350 PE=2 SV=1
AO0AOR4J5J5 Peroxidase

0S=Glycine max OX=3847 GN=100804350 PE=2 SV=1
11L1BO Peroxidase

0S=Glycine max OX=3847 GN=100808542 PE=3 SV=1
IIMVN5 Peroxidase

0S=Glycine max OX=3847 GN=100819937 PE=3 SV=1
PROCESSOS CELULARES
Transporte e catabolismo
Fagossomo
11Jv03 Tubulina de cadeia o

0S=Glycine max OX=3847 GN=100779027 PE=3 SV=1
I1ING45 Tubulina de cadeia o

0S=Glycine max OX=3847 GN=100781185 PE=3 SV=1
11ML11 Tubulina de cadeia o

0S=Glycine max OX=3847 GN=100784487 PE=3 SV=1
11J911 Tubulina de cadeia o

0S=Glycine max OX=3847 GN=100786598 PE=3 SV=1
11N898 Tubulina de cadeia o

0S=Glycine max OX=3847 GN=100796371 PE=3 SV=1
I1LEC4 Tubulina de cadeia o

0S=Glycine max OX=3847 GN=100799688 PE=3 SV=1
11K9J7 Tubulina de cadeia o

0S=Glycine max OX=3847 GN=100807401 PE=3 SV=1
11L0G9 Tubulina de cadeia

0S=Glycine max OX=3847 GN=100818878 PE=3 SV=1
11N438 Subunidade B da bomba de prétons vacuolar

0S=Glycine max OX=3847 GN=100804483 PE=3 SV=2
Degradacéo
Peroxissomo
I1IMJH1 Isocitrato desidrogenase [NADP]

0S=Glycine max OX=3847 GN=100816688 PE=3 SV=1
C6T857 Isocitrato desidrogenase [NADP]

0S=Glycine max OX=3847 GN=100786103 PE=2 SV=1
Proteassoma
AOAOR4J3L5 Subunidade a da proteassoma

0S=Glycine max OX=3847 GN=732640 PE=3 SV=1
11KXFO Subunidade p da proteassoma

0OS=Glycine max OX=3847 GN=100810291 PE=3 SV=1

Processamento de proteinas no reticulo endoplasmatico

11M4K9

D6C4Z9

Ribossomo
AOAOROFJRO

Proteina dissulfeto-isomerase (PDI)
0S=Glycine max OX=3847 GN=100804924 PE=3 SV=1

HSP90-1

0OS=Glycine max OX=3847 GN=100194423 PE=2 SV=1

Proteina ribossomal SA 40S
0S=Glycine max OX=3847 GN=100805318 PE=3 SV=1

467,53
467,53
567,78

1179,34

2472,78
2487,2
365,26
2148,96
371,93
2472,78
2704,93
1286,57

1512,4

1188,56

1086

375,35

1624,87

876,7

5257,78

817,13

-0,72
-0,73
-0,71

-0,94

0,48

0,44

1,09

0,67

-0,32

-0,11

0,42

0,05
0,03

0,03

0,02
0,03

0,05

0,04
0,01
0,03
0,02

0,95

0,98

0,99

0,99

0,04

0,03



Transporte de RNA
AOAOR4J4C3

AOAOROESZ8

AOAOROFM97

Fator de elongacao a-1
0S=Glycine max OX=3847 GN=100776330 PE=3 SV=1

Fator de elongacao a-1
0S=Glycine max OX=3847 GN=100785429 PE=3 SV=1

Fator de elongacao a-1
0S=Glycine max OX=3847 GN=100801611 PE=3 SV=1

Interacdo planta-patdégeno

D6C429

VIAS METABOLI

HSP90-1

0OS=Glycine max OX=3847 GN=100194423 PE=2 SV=1

CAS

11J8H1
11KS65
IINFS4
AOAORAJACS
Q76LA6
11JPX8
AOAOR4J3P1
C6T8FO
QIFUK4
C6TN36
I1KC70
11MM44
11K135
1IN7G7
Q210H4
C6T857
11MJH1
I1NE44
11LXZ7
H2D5S3

Q71EWS

Aconitato hidratase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100499625 PE=3 SV=1

Adenosil-homocisteinase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100786939 PE=3 SV=1

Subunidade  da ATP sintase

0S=Glycine max OX=3847 GN=100789705 PE=3 SV=1

Subunidade 3 da ATP sintase

0S=Glycine max OX=3847 GN=100797948 PE=3 SV=1

Ascorbato peroxidade 2 citosélico
0S=Glycine max OX=3847 GN=apx2 PE=2 SV=1

Frutose-bifosfato aldolase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100527532 PE=3 SV=1

Glutamina sintetase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100817922 PE=3 SV=1

Glutamina sintetase
0S=Glycine max OX=3847 GN=547620 PE=2 SV=1

Glutamina sintetase
0S=Glycine max OX=3847 GN=548082 PE=2 SV=1

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100782924 PE=2 SV=1

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100783902 PE=3 SV=1

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100789951 PE=3 SV=1

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100794095 PE=3 SV=1

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100810217 PE=3 SV=1

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=GAPC1 PE=2 SV=1

Isocitrato desidrogenase [NADP]
0S=Glycine max OX=3847 GN=100786103 PE=2 SV=1

Isocitrato desidrogenase [NADP]
0OS=Glycine max OX=3847 GN=100816688 PE=3 SV=1

Lipoxigenase
0OS=Glycine max OX=3847 GN=100782277 PE=3 SV=2

Malato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100783188 PE=3 SV=1

Malato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100811402 PE=2 SV=1

Metionina sintase
0OS=Glycine max OX=3847 GN=547643 PE=2 SV=1

1519,81
2092,46

1887,45

5257,78

3161,35
2036,81
7635,04
7827,31
7346,53
1726,23
1477,63
2067,11
24341,65
8397,59
11356,93
1115,68
4351,92
3804,58
11049,41
1086
1188,56
338,74
3275,18
8634,05

11106,11

-0,11
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C6THP4

C6TCA1l

11L7Z5

C6TL64

AOAOR4J5J5

11L1B0

I1IMVN5

K7MZJ0

11JBT5

I1IMBR7

11N438

Peroxidase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100793327 PE=2 SV=1

Peroxidase
0OS=Glycine max OX=3847 GN=100795412 PE=2 SV=1

Peroxidase
0OS=Glycine max OX=3847 GN=100799691 PE=3 SV=2

Peroxidase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100804350 PE=2 SV=1

Peroxidase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100804620 PE=3 SV=1

Peroxidase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100808542 PE=3 SV=1

Peroxidase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100819937 PE=3 SV=1

Sucrose synthase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100802045 PE=3 SV=1

Glutationa-S-transferase classe 111 (TAU — Indutora

de auxina)
0OS=Glycine max OX=3847 GN=100805908 PE=2 SV=1

UTP-glicose-1-fosfatouridiltransferase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100790112 PE=3 SV=1

Subunidade B da bomba de protons vacuolar
0OS=Glycine max OX=3847 GN=100804483 PE=3 SV=2

467,53
6691,32
884,71
467,53
467,53
567,78
1179,34
825,21

617,13

876,91

1512,4

0,04
0,95
0,04
0,05
0,03

0,03

0,98

0,04

0,95

Tabela 3. Proteinas reguladas diferencialmente (Upreguladas e Downreguladas) entre folhas de plantas de

soja tratadas na auséncia (Controle) e presenca de 500 mg L™ de NPs de SiO,. O pds-processamento de

informac0es foi realizado no Kobas 3.0 (http://kobas.cbi.pku.edu.cn/kobas3) e a expressdo em ProteinLynx
Global SERVER™ (PLGS) : Waters.

SiO--
Acesso (Uniprot) Descricéo Score NPs:Controle Valor_P
Razdo Log(e)

Metabolismo

Metabolismo energético

Fotossintese

C6SX81 Ferredoxina 6300.21 -0.28 0.00
0S=Glycine max OX=3847 GN=100305932 PE=2 SV=1

11K498 Ferredoxina 6457.99 -0.24 0.00
0S=Glycine max OX=3847 GN=100813636 PE=3 SV=1

11M712 Proteina enhancer 2 envolvente de oxigénio 2739.16 0.14 1.00
0S=Glycine max OX=3847 GN=100784806 PE=4 SV=1

Fotossintese — Proteinas antena

11J7A8 Proteina de ligacdo a clorofila a e B 758.63 0.73 0.98
0S=Glycine max OX=3847 GN=100785180 PE=3 SV=1

C6TNEG6 Proteina de ligagdo a clorofila a e 3 4343.37 0.39 1.00
0OS=Glycine max OX=3847 GN=100805310 PE=2 SV=1

C6TLM4 Proteina de ligacdo a clorofila a e B 4343.37 0.40 1.00

0OS=Glycine max OX=3847 GN=547862 PE=2 SV=1
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Q43437

Proteina de ligagdo a clorofila a e 3
0OS=Glycine max OX=3847 GN=lhcb1*7 PE=2 SV=1

Metabolismo do enxofre

C6TMX6

Cisteina sintase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100101865 PE=2 SV=1

Via das pentose fosfato

11LJ68

Frutose-bifosfato aldolase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100818915 PE=3 SV=1

Metabolismo do carbono

C6TMX6
11L.J68
C6TORS
C6TOB7
AOAORAJAAT
11JTW7
11K8C9
11M923
11J4L6
11L540
Q39832

C6T1Y?2

Cisteina sintase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100101865 PE=2 SV=1

Frutose-bifosfato aldolase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100818915 PE=3 SV=1

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100806482 PE=2 SV=1

Proteina H do sistema de clivagem de glicina
0S=Glycine max OX=3847 GN=100306654 PE=2 SV=1

Proteina H do sistema de clivagem de glicina
0S=Glycine max OX=3847 GN=100785811 PE=3 SV=1

Proteina H do sistema de clivagem de glicina
0S=Glycine max OX=3847 GN=100795673 PE=3 SV=1

Proteina H do sistema de clivagem de glicina
0S=Glycine max OX=3847 GN=100814366 PE=3 SV=2

Proteina H do sistema de clivagem de glicina
0OS=Glycine max OX=3847 GN=100819714 PE=3 SV=1

Fosforibuloquinase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100777515 PE=3 SV=1

Fosforibuloquinase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100807126 PE=3 SV=1

Ribulose-bifosfato carboxilase de cadeia curta
0S=Glycine max OX=3847 GN=547605 PE=2 SV=1

Ribulose-bifosfato carboxilase de cadeia curta
0S=Glycine max OX=3847 GN=100500504 PE=2 SV=1

Fixac¢&o do carbono em organismos fotossintetizantes

11J4L6
C6T1Y2
Q39832
11540
111L.J68

C6TI9R8

Fosforibuloquinase
0OS=Glycine max OX=3847 GN=100777515 PE=3 SV=1

Ribulose-bifosfato carboxilase de cadeia curta
0S=Glycine max OX=3847 GN=100500504 PE=2 SV=1

Ribulose-bifosfato carboxilase de cadeia curta
0S=Glycine max OX=3847 GN=547605 PE=2 SV=1

Fosforibuloquinase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100807126 PE=3 SV=1

Frutose-bifosfato aldolase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100818915 PE=3 SV=1

Gliceraldeido-bifosfato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100806482 PE=2 SV=1

4343.37

662.65

6137.45

662.65

6137.45

605.43

5970.16

5970.16

204.65

234.03

252.18

2309.28

2463.25

20044.38

20016.79

2309.28

20016.79

20044.38

2463.25

6137.45

605.43

0.41

0.65

0.64

0.65

0.64

2.36

-0.21

-0.19

0.51

0.47

0.38

-0.18

-0.16

-0.37

-0.37

-0.18

-0.37

-0.37

-0.16

0.64

2.36
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1.00

1.00
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1.00

1.00

1.00

0.03

0.05

1.00

1.00

0.99

0.00

0.02

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.02

1.00

1.00



Metabolismo dos carboidratos
Glicdlise e gliconeogénese
11LJ68 Frutose-bifosfato aldolase 6137.45 0.64 1.00

0OS=Glycine max OX=3847 GN=100818915 PE=3 SV=1

Metabolismo do glioxilato e dicarboxilato
C6TOB7 Proteina H do sistema de clivagem de glicina 5970.16 -0.21 0.03

0OS=Glycine max OX=3847 GN=100306654 PE=2 SV=1

AOAOR4J4AT Proteina H do sistema de clivagem de glicina 5970.16 -0.19 0.05
0S=Glycine max OX=3847 GN=100785811 PE=3 SV=1

1LJTW7 Proteina H do sistema de clivagem de glicina 204.65 0.51 1.00
0S=Glycine max OX=3847 GN=100795673 PE=3 SV=1

11K8C9 Proteina H do sistema de clivagem de glicina 234.03 0.47 1.00
0S=Glycine max OX=3847 GN=100814366 PE=3 SV=2

11M923 Proteina H do sistema de clivagem de glicina 252.18 0.38 0.99
0OS=Glycine max OX=3847 GN=100819714 PE=3 SV=1

C6T1Y?2 Ribulose-bifosfato carboxilase de cadeia curta 20016.79 -0.37 0.00
0S=Glycine max OX=3847 GN=100500504 PE=2 SV=1

Q39832 Ribulose-bifosfato carboxilase de cadeia curta 20044.38 -0.37 0.00

0OS=Glycine max OX=3847 GN=547605 PE=2 SV=1

Metabolismo da frutose e manose
11LJ68 Frutose-bifosfato aldolase 6137.45 0.64 1.00

0OS=Glycine max OX=3847 GN=100818915 PE=3 SV=1

Metabolismo dos aminoéacidos

Biossintese dos aminoacidos

C6TMX6 Cisteina sintase 662.65 0.65 1.00
0S=Glycine max OX=3847 GN=100101865 PE=2 SV=1
11LJ68 Frutose-bifosfato aldolase 6137.45 0.64 1.00

0S=Glycine max OX=3847 GN=100818915 PE=3 SV=1

Metabolismo da cisteina e metionina
C6TMX6 Cisteina sintase 662.65 0.65 1.00

0S=Glycine max OX=3847 GN=100101865 PE=2 SV=1

Metabolismo da glicina, serina e tretionina

Cc6TOB7 Proteina H do sistema de clivagem de glicina 5970.16 -0.21 0.03
0S=Glycine max OX=3847 GN=100306654 PE=2 SV=1

AOAOR4J4AT Proteina H do sistema de clivagem de glicina 5970.16 -0.19 0.05
0S=Glycine max OX=3847 GN=100785811 PE=3 SV=1

1LJTW7 Proteina H do sistema de clivagem de glicina 204.65 0.51 1.00
0S=Glycine max OX=3847 GN=100795673 PE=3 SV=1

11K8C9 Proteina H do sistema de clivagem de glicina 234.03 0.47 1.00
0S=Glycine max OX=3847 GN=100814366 PE=3 SV=2

11M923 Proteina H do sistema de clivagem de glicina 252.18 0.38 0.99

0S=Glycine max OX=3847 GN=100819714 PE=3 SV=1

Metabolismo dos lipideos
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Metabolismo do &cido linoleico

B3TDKY

Vias metabdlicas

11J7A8
C6TNE6
C6TLM4
Q43437
C6TMX6
11L.J68
C6TIRS
C6TOB7
AOAORAJAAT
11JTW7
11K8C9
11M923
11J4L6
11L540
CBT1Y2

Q39832

Lipoxigenase
0OS=Glycine max OX=3847 GN=547836 PE=3 SV=1

Proteina de ligagdo a clorofila a e 3
0S=Glycine max OX=3847 GN=100785180 PE=3 SV=1

Proteina de ligacao a clorofila a e B
0OS=Glycine max OX=3847 GN=100805310 PE=2 SV=1

Proteina de ligacao a clorofila a e B
0OS=Glycine max OX=3847 GN=547862 PE=2 SV=1

Proteina de ligagdo a clorofila a e
0S=Glycine max OX=3847 GN=lhcb1*7 PE=2 SV=1

Cisteina sintase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100101865 PE=2 SV=1

Frutose-bifosfato aldolase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100818915 PE=3 SV=1

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100806482 PE=2 SV=1

Proteina H do sistema de clivagem de glicina
0S=Glycine max OX=3847 GN=100306654 PE=2 SV=1

Proteina H do sistema de clivagem de glicina
0S=Glycine max OX=3847 GN=100785811 PE=3 SV=1

Proteina H do sistema de clivagem de glicina
0S=Glycine max OX=3847 GN=100795673 PE=3 SV=1

Proteina H do sistema de clivagem de glicina
0S=Glycine max OX=3847 GN=100814366 PE=3 SV=2

Proteina H do sistema de clivagem de glicina
0OS=Glycine max OX=3847 GN=100819714 PE=3 SV=1

Fosforibuloquinase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100777515 PE=3 SV=1

Fosforibuloquinase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100807126 PE=3 SV=1

Ribulose-bifosfato carboxilase de cadeia curta
0S=Glycine max OX=3847 GN=100500504 PE=2 SV=1

Ribulose-bifosfato carboxilase de cadeia curta
0OS=Glycine max OX=3847 GN=547605 PE=2 SV=1

Biossintese de metabolitos secundarios

C6TMX6

111L.J68

Ce6TOB7

AOAOR4J4AT

1LJTW7

11K8C9

11M923

Cistefna sintase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100101865 PE=2 SV=1

Frutose-bifosfato aldolase
0S=Glycine max OX=3847 GN=100818915 PE=3 SV=1

Proteina H do sistema de clivagem de glicina
0S=Glycine max OX=3847 GN=100306654 PE=2 SV=1

Proteina H do sistema de clivagem de glicina
0OS=Glycine max OX=3847 GN=100785811 PE=3 SV=1

Proteina H do sistema de clivagem de glicina
0S=Glycine max OX=3847 GN=100795673 PE=3 SV=1

Proteina H do sistema de clivagem de glicina
0S=Glycine max OX=3847 GN=100814366 PE=3 SV=2

Proteina H do sistema de clivagem de glicina
0S=Glycine max OX=3847 GN=100819714 PE=3 SV=1

232.73

758.63

4343.37

4343.37

4343.37

662.65

6137.45

605.43

5970.16

5970.16

204.65

234.03

252.18

2309.28

2463.25

20016.79

20044.38

662.65

6137.45

5970.16

5970.16

204.65

234.03

252.18

0.33

0.73

0.39

0.40

0.41

0.65

0.64

2.36

-0.21

-0.19

0.51

0.47

0.38

-0.18

-0.16

-0.37

-0.37

0.65

0.64

-0.21

-0.19

0.51

0.47

0.38
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0.00

0.00

1.00

1.00

0.03

0.05

1.00

1.00

0.99



C6T1Y2 Ribulose-bifosfato carboxilase de cadeia curta 20016.79 -0.37 0.00

0OS=Glycine max OX=3847 GN=100500504 PE=2 SV=1

Q39832 Ribulose-bifosfato carboxilase de cadeia curta 20044.38 -0.37 0.00

0OS=Glycine max OX=3847 GN=547605 PE=2 SV=1
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Fig. 1. Efeitos de nanoparticulas de SiO. no crescimento de plantas de soja.
Comprimento da raiz e caule (A), biomassa fresca da raiz e caule (B), biomassa seca da

raiz e caule (C) e diametro da raiz e caule (D). Médias (n=28) - teste T (p < 0,05).
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Fig. 2. Efeitos de nanoparticulas de SiO2 no contetdo de proteina total e da enzima

glutamina sintetase (GS) em raizes e folhas de plantas de soja. Proteina total de raizes

(A), folhas (B) e atividade da GS em raizes (C) e folhas (D) em plantas expostas a 500
mg L de nanoparticulas de SiO,. Médias (n=11) - teste T (p < 0,05).
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Fig 3. Composicio da seiva bruta de plantas de soja (A) expostas a 500 mg L de NPs de

SiO2. Médias (n=6) - teste T (p < 0,05) e nUmero de proteinas significativamente alteradas

em raiz e folhas de plantas de soja (B) tratadas com 500 mg L de NPs de SiO,.
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AOAOBSE2HS E3W9C1 IILVD2
AOAOROEM36 I1J8R4 11MO090 AOAOROGFW6  I1JMAS 11M686
AO0AOROETG1 11J8T0 116223 AOAOROGIPS nJjvuoz IIMBAS
AOAOROFWSS  ILJ9D2 TM622 Control SiO; NPs 500 mg L-! | 20i0R0HS®  1XI9 T1MAS3
AOAOROHSJS 11JBT3 IIM7F1 AOAOROIXY1 11JYBO IIMCSS
AOAOROIOY7 ILJE12 1IM877 AO0AOROJTS? 11K137 IIMLB7
AOAOROIHF9 I1JFFO IIMEKS — AOAOROKS69 I1K915 TIMLX4
AO0AOROJIN9S I1JK48 IIMJPS . AOAOROKZQS  IIKC47 TIMXXS
AOAOROJYYS  IJQFS TIMMS7 N AOAOROLALE  IIKGUO TINIY®
AOAOROKEQ2 I1JSE7 IIMQS6 y. AOAOROLFB4 IIKH70 IINGD1
AOAOR4MI9  IIKH6S TIMXZ6 / AOAOR4BCY  IIKSO01 K7KBBO
AO0AOR4J4Q0 I1KPAl IMZ24 / AOA368UKV7 I1KS88 K7KQE4
BIACDS IIKYY4 KTK5SW6 " ASIVZ7 IIKVR4 K7TLVV4
B2BF98 1LsZ2 K7KNL2 ' 56 309 52 C65SVS3 NKZ20 K7LY48
C6SVES IIL7RS K7TLNGS | (134%) (74,1%) (12,4%) C6T530 11L3S2 K7MFX1
C6SV97 IILHW6 K7LXLS \ C6TNZ4 IIL571 QS3B7
C6T8Y4 I1LJ10 Q39845 \ C6ZIY7 IILES7 QSFQD4
C6TFT8 IILQVE Q43462 ' 11JASO IILW90
C6TJIK9 IILR93 11JJR6 1IMSI6
AOAOROEBB0  AOAOROI73 AOAOR4J661 C6TDS6 I1JET9 I1IKAB7 IILOGS IILTA4 IIMQH3 K7KRR3
AOAOROED69  AOAOROIMT3  AOA368UHL7 C6TDFS 11JH86 I11KC67 I1L1B0 IILUS3 nMIU1 K7KRRS
AOAOROESZ8  AOAOROIQ37  AOA368UKKS C6TENS 11JHE4 I1KC70 11L314 I1ILVP1 IIMVNS K7KTZ6
AOAOROEVJ4  AOAOROIQ92 A0AT762 C6TGA6 I1JIAO I1IKD11 T1L432 1LXZ7 IIMYZ8 K7KYB1
AOAOROEX12 AOAOROIRH4 ATXZI7 C6TGU2 I1JIE0 I1KDMS I1L655 IILZE1 TIN104 K7KYV6
AOAOROEXQ1 AOAOROIXUO  BOMIA6 C6THP4 11J0M3 I1KH24 IIL7G1 IILZG1 IIN2P6 K7L1L7
AOAOROEXX1 AOAOROIYE6  BlACD3 C6TI64 I1JL51 I1IKH67 IIL7RO TIMO00S TIN438 K7L737
AOAOROF6MS AOAOROJDS  B3TDK6 C6TIMS IJLUS 1KJ7 I1L7Zs TIM443 IIN520 K7LZ41
AOAOROFERS  AOAOROJSW4  B3TDK7 C6TL64 11JLZ4 I1KJRS 11L8Q0 IIM4K9 IINSR9 K7\921
AOAOROFIS6  AOAOROJFS8  B3TDK9 C6TMVE 11JMB4 I1KKS5 11L934 1IM4U3 IIN5S0 K7MB31
AOAOROFJFS AOAOROJFL1 C65V66 C6TN36 11JMQO0 IIKKS7 11L964 1IM596 IIN7G7 K7MMV2
AOAOROFJR0  AOAOROJIVE  C6SVD7 C6INT2 11JPX8 I1KNS9 11L983 11M599 IIN898 K7MQ84
AOAOROFM97  AOAOROJYS9  C6SVT2 C6INV4 11JT28 11KP9%4 I1LB65 IIMSG8 IINSPS K7MS03
AOAOROGS54  AOAOROKS44  C6SW24 D6C4Z9 11Jvo3 I1KPH6 IILCH4 TIMST2 IINBTO K7MZJ0
AOAOROGAYS AOAOROK737  C6SWAS D6CS00 I1JXGS I1KRCO IILCQ1 IIM6D5 IINE44 022443
AOAOROGFV1 AOAOROKBI3  C6SWEO E9KNA3 1JzZ42 11KS65 IILDR2 IIMB71 IINE47 P00330
AOAOROGWS7 AOAOROKKDO C6SWES E9KNAS I1IK135 I1IKSD2 IILE22 IIMBCS IINF84 Q2I0H4
AOAOROHI41  AOAOROKR77 C6SWYS E9KNAG6 11K116 11KSQ1 IILEC4 IIMBR7 IINFR3 Q2LALO
AOAOROH449  AOAOR4ILYS  C6SX05 E9KNAT K21 11KSQ2 IILEQS 1IMC39 IINFS4 Q2TFP1
AOAOROH6V3  AOAOR4IP9 C6SX14 E9KNAS K22 IIKTUS IILF60 TIIMCVS IING45 Q43453
AOAOROHBTS  AOAOR4RT4 C6SY8s F6KBT3 1K2Y0 I1KTX8 IILGG2 IINDHS IINGT® Q6LEGS
AOAOROHCIS  AOAOR4J320 C6SZA4 G3ETM9 11K385 11KTZS IILH25 IINFH9 IINJ46 Q7IEWS
AOAOROHCGS AOAOR4J384 C6SZX7 H2D5S3 IIK3X9 I1IKUQO IILH27 IIMFNO IINJ59 Q76LA6
AOAOROHDA3 AOAOR4BLS  C6SZZ2 11J4CG4 11K489 11IKUQ2 I1LI48 IIMG21 IINJ68 QIFQ95
AOAOROHELS  AOAOR4J3P1 C6T049 11J4J6 11K601 I1KU I1LL59 IIMG61 IINJFO Q9FQE7
AOAOROHEQ3 AOAOR4MC3  C6TIC4 1nJ752 11K6J6 11KV22 IILLM2 1IMJIG4 I7TFST9 QSFUK4
AOAOROHJAS  AOAOR4J4CB  C6T1265 11J735 1IK7J4 IIKXFO IILLM7 IIMJH1 K7K4Z1 QIMSKT
AOAOROHPZS AOAOR4JMH3  C6T857 11J8H1 I1K8X7 11IKZT2 IILN30 IIML11 KTKFW9 Q9SDZ0
AOAOROIIWG  AOAOR4J5A2 C6TSFO 1J911 I1K8X8 IILODS IILQTO0 TIMMOS K7KGCS8 QISPBS
AOAOROIZM6  AOAOR4JSE9  C6T9Zs I1JBH2 IIK9G4 I1LOD8 IILRQ4 TIMM44 KTKIY2 QISWAS
AOAOROIAF2Z  AOAOR4JEJ C6TCAl 11JBTS 11K9J7 I1LOD9 11LSZ7 IIMNV2 K7KKI9

Fig 4. Resumo das altera¢Ges no proteoma de raiz de plantas de soja tratadas com 500 mg

L? de NPs de SiO.. Distribuicdo das proteinas identificadas no proteoma de raiz

representadas pelo diagrama de Venn. Anélise de Kobas 3.0 (KEGG Orthology Based

Annotation System) das proteinas significativamente alteradas.
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ADAOR4ZZP9  C6TIRS 11J7A8 1IKJT7 TIM923 P00330
ADAOR4JMAT C6TD73 11J7P1 I1IKJL7 IIMB25 Q39832
ADAOR4J4B4  C6TFC1 11JB84 TIKTX8 TIMD20 Q4275
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Fig 5. Resumo das alteragcbes no proteoma de folhas de plantas de soja tratadas com

500 mg L de NPs de SiO,. Distribuicdo das proteinas identificadas no proteoma de

folhas representadas pelo diagrama de Venn. Andlise de Kobas 3.0 (KEGG Orthology

Based Annotation System) das proteinas significativamente alteradas.

53



CAPITULO II

ARTIGO:

Nanoparticulas de diéxido de silicio (SiO2) melhoram o
desempenho do PII através do aumento da condutancia mesofilica e da

forma oxidada da plastoquinona Qa em soja

Este artigo sera submetido ao Periddico New Phytologist
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Resumo

Neste estudo, nos investigamos os efeitos das nanoparticulas de dioxido de silicio (NPs
de SiO;) sobre o metabolismo fotossintético de uma planta Csz, a soja. Para isso,
realizamos uma analise combinada de sua acdo sobre as trocas gasosas e a fluorescéncia
da clorofila a. As plantas foram expostas a 500 mg L™ de NPs de SiO, por 29 dias. Nossos
resultados com soja confirmaram que as NPs de SiO> ndo afetaram 0Ss processos
fotossintéticos. A gm aumentada pode disponibilizar maior concentracdo de CO; para a
Rubisco, tendo potencial de favorecer o metabolismo da planta. Além disso, o aumento
da eficiéncia quéntica fotoquimica efetiva (Fv'/Fm”) foi observado, o que favorece o
isoprenoide plastoquinona Qaem sua forma oxidada, permitindo que o PSII fornega maior
energia fotoquimica através do fluxo de elétrons para a planta aprimorando o sistema

fotossintético. As NPs ndo apresentaram toxicidade para a soja.

Palavras-chave: Nanoparticulas, fotossintese, eficiéncia quéntica, condutancia

mesofilica.

56



1. Introducéo

A nanotecnologia possibilitou a inovacdo em diversos setores, como na industria
farmacéutica, engenharia e informatica, aumentando o uso e liberacdo de nanomateriais
a milhdes de toneladas por ano (Maurer-Jones et al., 2013). O impacto das nanoparticulas
(NPs) no meio ambiente € uma preocupacéo crescente, e estudar seus efeitos em plantas
pode facilitar a compreensdao de seus mecanismos de acdo em organismos Vvivos, Vvisto
que as plantas estdo na teia alimentar desde niveis troficos inferiores, a animais e seres
humanos (Vineeth Kumar et al., 2022). Além disso, a nanotecnologia e 0 uso de NPs na
agricultura vem se tornando comum, pois contribui para desenvolver alternativas mais
sustentaveis (Luyckx et al., 2017). Embora haja uma grande variedade de plantas, o0s
trabalhos que avaliam a toxicidade de NPs focam em plantas de consumo, tais como:
milho, trigo, soja, tabaco e outras plantas frutiferas (Birbaum et al., 2010; Priester et al.,
2012; Maurer-Jones et al., 2013).

Na fotossintese as plantas sdo capazes de captar a energia solar para formacéo de
ATP e NADPH, usados posteriormente como fonte de energia para a sintese de
carboidratos e outros compostos organicos para seu desenvolvimento (Nelson & Cox,
2017). Dessa forma, analises combinadas dos parametros de trocas gasosas e
fluorescéncia da clorofila a sdo utilizadas para examinar o estresse abiotico em plantas
(Baker, 2008). Os efeitos das NPs na fotossintese diferem nas plantas a nivel de espécie
e doses das NPs, e os estudos realizados demonstram efeitos diversos nas plantas. Pode-
se observar desde a melhora da captacdo de luz em plantas, ou efeitos negativos,
blogueando a cadeia de transporte de elétrons (Khan et al., 2017; Kataria et al., 2018). E
importante ressaltar que ha um pequeno conjunto de NPs utilizadas em um grande nimero
de produtos, incluindo NPs de dioxido de titanio (TiO), 6xido de zinco (ZnO), didxido
de silicio (SiO2) e derivados do carbono, como nanotubos e fulerenos (Maurer-Jones et
al., 2013).

A titulo de exemplo, plantas de café (Coffea arabica) apresentaram estresse
fotossintético devido a exposicdo a NPs de aluminio, sendo evidenciado pela reducéo na
taxa fotossintética (A) e na condutancia estomatica (gs), além do aumento na concentracao
interna de CO- (ci) (Konrad et al., 2005). Além disso, Falco et al. (2011) demonstraram
uma supressdo dose dependente da fluorescéncia de clorofila extraida de plantas de soja,
qguando exposta a doses crescentes de NPs de ouro (Falco et al., 2011). Um enxerto de
cajueiro ando (clone CCP06 como porta e CCP76 como enxerto) quando submetido a
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estresse salino obteve inibicdo de A, decorrente da limitacdo estomatica (Bezerra et al.,
2005). Efeitos negativos também foram observados em plantas de lentilha (Lemna gibba
L.) apds 48 h de exposicdo a NPs de cobre, pois apresentaram todos os parametros de
fluorescéncia da clorofila reduzidos, salientando uma reducdo na capacidade do
transporte de elétrons pelo fotossistema (Perreault et al., 2014).

A aplicabilidade das NPs de SiO> € grande, pois essas NPs sdo biocompativeis, de
baixo custo, atdxicas e utilizadas em sistemas de drug delivery, além de possuir alta
absorcéo pelas células vegetais (Tang & Cheng, 2013; Wang et al., 2015; Jeelani et al.,
2020). Os efeitos das NPs de SiO. sobre a fotossintese de plantas séo variados, e
geralmente estdo associados a alivio de estresse abidtico. Siddiqui et al. (2014)
demonstraram que as NPs de SiO> preservaram o conteudo de clorofila, e reduziram a
degradacdo de clorofila em plantas de abobrinha (Cucurbita pepo L.) submetidas a
estresse salino, demonstrando resultados similares aos obtidos a plantas controle
(Siddiqui et al., 2014). As NPs de SiO, (500 mg L) também foi capaz de aumentar a A
de trigo e tremoceiro, aumentando a taxa em 53 e 44% quando comparados ao controle
(Sun et al., 2016).

Sdo poucos os trabalhos que avaliam os efeitos de NPs de SiO, sobre a
fotossintese, especialmente sobre a soja. Dessa forma, no presente estudo nos
investigamos 0s impactos das NPs de SiO- sobre a fotossintese de plantas de soja através
da realizag&o de curvas de resposta a luz e ao CO2 (A/Ci), bem como a determinacéo da

fluorescéncia da clorofila a.

2. Materiais e métodos

2.1 Cultivo e tratamento das plantas de soja

Sementes de soja (Glycine max L. Merril), cv. BRS-232 foram inoculadas com Rhizobium
e molibdato durante 5 min e foram colocadas em bandejas plasticas constituidas de celas
em formato de piramide invertida de 50 mL preenchidas com substrato vermiculita e
Mecplant® (1:1) a 2 cm de profundidade e irrigadas com &gua destilada até a capacidade
de campo. As bandejas foram mantidas em uma sala de crescimento de plantas a 25°C
com um fotoperiodo claro/escuro de 12/12 h e uma densidade de fluxo de fotons de
300 umol m™ s durante 33 dias. O tratamento das plantas foi realizado ap6s a emersio

em 72 h somente com &gua para homogeneizacao das plantas e posteriormente, a cada
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dois dias pela adicdo de 30 mL de solugdo nutritiva de Hoagland contendo 500 mg L™ de
NPs de SiO2, previamente levada ao banho ultrassonico por 30 min. As analises
fotossintéticas foram realizadas no 33° dia, sendo 29 dias de exposicdo a NP de SiOs.

2.2 Andlises fotossintéticas

2.2.1 Andlise combinada dos parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila

a

Plantas adultas de soja cultivadas em substrato e vermiculita, expostas a 0 e 500 mg L*
de NPs de SiO», seguindo o protocolo experimental de cultivo e tratamento descritos no
topico anterior, foram utilizadas para avaliar os pardmetros de trocas gasosas e
fluorescéncia da clorofila a. Todas medidas foram realizadas na folha central do segundo
trifdlio, e foi definido 0 minimo de trés plantas para cada tratamento.

As medidas de trocas gasosas ocorreram entre as 7h 00min e 15h 00min utilizando o
sistema portatil de fotossintese com fluorémetro acoplado LI-6800-F2 (Li-Cor Inc.,
Lincoln, NE, USA) para analisar os parametros por meio da combinacdo entre medicoes
de trocas gasosas e fluorescéncia multifase. Os dados foram considerados quando as
variaveis analisadas dentro do mesmo grupo experimental apresentaram invariabilidade.

As taxas de assimilagdo do CO2 (A, pmol m? s%), a transpiracdo (E, mmol m2s?), a
condutancia estomatica (gs, mol m2 s™) e a concentragdo intercelular de CO; (ci, pmol
mol?) foram mensuradas a partir da curva de resposta a luz [2500, 2000, 1800, 1500,
1200, 1000, 800, 600, 400, 300, 200, 150, 100, 75, 50, 25, 0 umol m? s de densidade de
fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (DFFFA)]. A concentracdo de CO; foi mantida
a 400 umol mol™ pela cAmara foliar, similar a concentragio de CO2 do ambiente.

Foram calculados os parametros de rendimento quantico da fotossintese (a) [(pmol
CO2 m2 sty (umol féton m2 s1)], assimilagio maxima de CO, (Amax), ponto de
compensacao da luz (Pcomp), ponto de saturacdo da luz (Psat) € a taxa de respiragdo (Rp) a
partir das curvas de resposta a luz utilizando os modelos matematicos linear e hiperbdlico
(Machado et al., 2005; Lobo et al., 2013; Moriwaki et al., 2019).

Foram definidos os pontos de concentragdo de CO2 como 400, 200, 250, 50, 75, 100,
125, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 600, 700, 800, 1000, 1200, 1400, 1600 e 1800
umol mol™ sob intensidade luminosa de 1400 pmol m s para determinac&o das curvas

de resposta ao CO» (A/c;) utilizando a metodologia proposta por Zhou et al. (Zhou et al.,
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2019) e Sharkey et al. (2007) (Sharkey et al., 2007). Foram determinados os parametros
de velocidade méxima de carboxilacdo da ribulose 1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenasse
(Rubisco) (Vemax, pmol m™2 s71), taxa de transporte de elétrons fotossintéticos (J, pmol
m2 s1) e velocidade méaxima de carboxilacio da fosfoenolpiruvato carboxilase (PEP
carboxilase) (Vpmax, pmol m2 s71). Em cada ponto, os dados foram registrados apos
adaptacéo por 60 a 120 s.

Foram realizadas medidas de medidas de fluorescéncia da clorofila a utilizando a
abordagem de flash multifasico descrita por Loriaux et al. (Loriaux et al., 2013) com
adaptacoes, sendo utilizado um flash para luz vermelha saturante igual a 8000 pmol m"
2s1 com trés fases de 300 ms de comprimento cada e profundidade da rampa de 25%.
Apos a adaptacdo de 10 h no escuro, as plantas de soja foram submetidas a analises de
fluorescéncia inicial (Fo), a fluorescéncia maxima (Fm) e o rendimento quantico maximo
do fotossistema Il (PSII) (Fv/Fm), em que Fy corresponde a diferenca entre Fr e Fo (Soares
etal., 2011).

Apo6s 25 a 30 min de aclimatacdo as condic6es de luz, foram mensurados em conjunto
com as andlises de trocas gasosas 0s parametros de eficiéncia quéantica fotoquimica
efetiva (Fv'/Fm"), rendimento quéntico efetivo (¢PSII), taxa de transporte de elétrons no
PSII (ETR), quenching fotoquimico (qP) e quenching ndo-fotoquimico (NPQ) (Genty et
al., 1989; Galazzi, 2011). Estes parametros foram determinados sob uma DFFFA de 1400
umol m2 sem condigBes de concentragio de CO2 mantidas na cdmara foliar a 400 umol
mol?). Todas as avaliacdes foram realizadas utilizando uma cabeca sensora com camara
foliar de 2 cm?, temperatura de 25°C e déficit de pressio de vapor controlado entre o ar e
a folha (DPV) em 0,2 KPa com vazéo de 700 pmol s

2.2.3 Indice SPAD - pigmento fotossintético

O indice SPAD foi determinado usando um clorofilémetro (SPAD-502, Konica Minolta,
Ramsey, EUA), utilizando a mesma folha definida anteriormente nas anélises de trocas

gasosas e fluorescéncia da clorofila a.

2.2.4 Andlises estatisticas

Cada planta foi considerada 1 n, e as analises estatisticas foram realizadas considerando

um minimo de trés parcelas experimentais para cada condicdo (0 e 500 mg L™ de NPs de
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SiO2). Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o pacote GraphPad
Prism® (versdo 7.0 GraphPad Software Inc., EUA). Foi utilizada a analise pelo teste de
comparagdo t de student, e valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.

3. Resultados

3.1 Efeitos das NPs de SiO> sobre as trocas gasosas de plantas soja

Os efeitos das NPs de SiO. sobre os parametros fotossintéticos de plantas de soja podem
ser observados na Figura 1. A exposicdo as NPs ndo foram capazes de alterar
significativamente os parametros de A, gs, E e ci no ponto de méxima saturacéo pela luz
(2000 umol m2 s) e sob condicio de CO, ambiente (400 umol mol™).

A tabela 1 mostra diversos parametros fotossintéticos de plantas de soja expostas
a0e 500 mg L de NPs de SiO;, calculados através de ajustes lineares e ndo lineares das
curvas de resposta a luz. Em comparacdo ao controle, ndo foram observadas diferencas
significativas em Rp, ponto de compensacdo de luz (lcomp), taxa fotossintética maxima

(Pnmax) € no rendimento quantico da fotossintese (o).

3.2 Efeitos das NPs de SiO2 sobre os parametros de fotossintese

A Figura 2 mostra parametros da fotossintese calculados a partir das curvas A/ci nas
plantas de soja expostas as NPs de SiO.. A condutancia mesofilica (gm) teve sua
porcentagem aumentada em 164,53%. Por outro lado, ndo foram verificadas alteracfes
significativas na taxa de transporte de elétrons fotossintéticos (J) e na Vemax em plantas

expostas as NPs em relacéo as plantas controle.

3.3 Efeitos das NPs de SiO2 na emissdo de fluorescéncia a com pulso modulado

Nossos dados revelaram que o tratamento com NPs de SiO2 ndo alterou os parametros de
fluorescéncia da clorofila a determinados em plantas de soja adaptadas ao escuro (Fig.
3). Nédo foram verificadas alteracGes significativas nos parametros de Fo, Fm, Fv/Fm,
¢oPSIl e ETR (Fig. 3A, 3B, 3C, 3E e 3F) . Porém, um achado importante, foi um aumento
significativo em Fv’/Fm’ (Fig. 3D) de 393,22% em plantas tratadas com as NPs de SiO2

em relagéo ao controle.
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O tratamento com NPs de SiO, também ndo apresentou efeitos sobre os gP, gN e
NPQ, como observado na Figura 4. O teor de clorofila verificado através do indice SPAD

(Fig. 4D) também nao sofreu alteracfes pelo tratamento com as NPs.

4. Discussao

De modo geral, nossos dados revelaram que as NPs de SiO», na concentragdo de 500 mg
L, ndo exercem efeitos significativos na fotossintese de plantas de soja. Analises da
fluorescéncia da clorofila a em plantas adaptadas a luz e ao escuro, bem como curvas A/Ci
sugeriram que as NPs de SiO2 ndo apresentam toxicidade para a planta. Os dados
revelaram um efeito positivo em relacdo ao transporte de elétrons, uma vez que na
presenca das NPs o isoprenoide plastoquinona Qa. permaneceu oxidado, fator que
contribui para o fornecimento de energia fotoquimica, melhorando a eficiéncia do PSII.
Além disso, plantas tratadas obtiveram um aumento em gm, aprimorando a chegada de
COz para o processo de fixacao.

A energia absorvida pelas moléculas de clorofila possui trés destinos; sendo
utilizada diretamente na fotossintese, tendo o0 excesso dissipado através de calor ou sendo
reemitida como fluorescéncia. A eficiéncia de um desses caminhos resulta na redugéo do
rendimento dos outros, e medir curvas de resposta a luz constituem uma ferramenta
valiosa para investigar as propriedades fotossintéticas da folha. As curvas descrevem o
comportamento hiperbolico de A em funcdo do aumento da densidade de fluxo de fétons
fotossinteticamente ativos (DFFFA) (Maxwell & Johnson, 2000; Lobo et al., 2013;
Lambers & Oliveira, 2019).

A taxa de fluorescéncia da clorofila a altera ao longo das fases fotossintéticas. Em
resumo, uma vez que o PSII absorve luz, a plastoquinona Q. recebe um elétron.
Temporariamente, a taxa fotossintética é reduzida e a luz é reemitida como fluorescéncia.
Com a ativagdo de enzimas envolvidas no metabolismo do carbono e a abertura
estomatica, o elétron € transportado para a plastoquinona Qp subsequente, aumentando a
ETR, processo chamado de gP, que indica a propor¢éo dos centros de reagéo do PSII que
estdo abertos. Ao mesmo tempo, ocorre um aumento na eficiéncia em que a energia €
convertida em calor, processo denominado de NPQ (Maxwell & Johnson, 2000; Baker,
2008). Essa sucessdo de acontecimentos ocorre de forma integrada, e geralmente a

alteracdo em um dos parametros afeta os demais. Em concordancia, nossos resultados néo
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demonstraram resultados significativos em nenhum dos parametros citados, evidenciando
que as NPs de SiO2 nédo afetam a absorcédo de luz em plantas de soja.

Estudos atuais revelaram os efeitos das NPs de SiO: sobre vetiver (Vetiveria
zizanioides L. Nash), observando um aumento na eficiéncia do PSII, pois qP e ETR foram
estimuladas na presenca de NPs de SiO. (Ahmed et al., 2022). Além disso, as NPs de
SiO. foram eficazes sob plantas de beterraba no tratamento contra nematoides. A presenga
das NPs foi capaz de aumentar gP, NPQ e ETR, revelando que as NPs foram capazes de
manter a performance fotossintética das plantas, o que foi associado ao melhor
crescimento e desenvolvimento sob estresse bidtico (Khan & Siddiqui, 2020).

Em nosso estudo, para adquirir informacdes precisas sobre a performance
fotossintética da planta, foi verificado a emissao de fluorescéncia a com pulso modulado,
anélise que permite a obtengdo de Fo, Fm, Fv/Fm, Fv'/Fm’, ¢psn e ETR. Com a soma
dessas informac0es, é possivel averiguar a performance do PSII. Aqui, as plantas tratadas
com NPs de SiO2 ndo apresentaram mudangas nos parametros acima, demonstrando que
0 PSII nédo sofreu alteragdes. Um dado que corrobora com a integridade das plantas
tratadas foi a razdo Fv/Fm proxima a 0.8, evidenciando que o rendimento quantico
méaximo do PSII permaneceu inalterado quando comparado ao de plantas saudaveis por
apresentar valores dentro do esperado (Bjorkman & Demmig, 1987; Maxwell & Johnson,
2000).

No entanto, as plantas expostas a 500 mg L de NPs de SiO. apresentaram um
aumento de 393,22% em Fv'/Fm’. Uma vez que o PSII recebeu um feixe de luz ocorre a
reducdo de Qa, e durante esse periodo o centro de reacdo permanece fechado. O aumento
da FV'/Fm” indica que plantas tratadas com NPs de SiO2> possuiam sua Q. em forma
oxidada, livre para receber elétrons para disponibiliza-los a etapa fotoguimica. Deste
modo, as plantas de soja tratadas com NPs de SiO2 possuem maior capacidade de fornecer
energia constante ao sistema devido a transferéncia de elétrons (Genty et al., 1989b).

Os resultados encontrados estdo de acordo com a literatura. Como exemplo, em
plantas de vetiver, o ¢rsii € Fv/Fm obtiveram uma performance elevada na presenca de
NPs de SiOz, revelando um melhor aproveitamento fotoquimico da luz absorvida (Genty
et al., 1989b; Ahmed et al., 2022). Em pepino (Cucumis sativus), as NPs melhoraram a
fotossintese através do aumento do ¢esi, ETR, P, A, E e gs (Siddiqui et al., 2020). Em
relacdo ao alivio de toxicidade, Tripathi et al. demonstraram que as NPs de SiO foram
capazes de proteger plantas de ervilha da acdo do cromo (Cr). Esses dados foram
evidenciados pois as plantas na presenca de Cr apresentaram uma reducdo em Fv/Fm,
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NPQ e gP, porém, na presenca de Cr e NPs de SiO, os efeitos toxicos foram reduzidos,
protegendo o PSII contra danos fisicos e funcionais (Tripathi et al., 2015).

Corroborando com os efeitos positivos das NPs de SiO», observamos em nossos
resultados que Rp, lcomp, Pnmax € o ndo foram alterados, pois os parametros encontrados
sucederam como o esperado. Em situacdes normais, quando a DFFFA ¢é igual a zero o
CO2 ndo pode ser assimilado e a Rp é estimada. Com o aumento gradativo de DFFFA,
ocorre um aumento linear de A, formando uma regido na curva em que a fotossintese é
limitada pelo transporte de elétrons impulsionados pela luz. Esta é a regido em que
encontramos 0 Pcomp, €M que a taxa de CO: assimilado pela fotossintese se iguala a
quantidade de CO- liberado pela respiragdo. A inclinagdo da reta revela o a, ¢ o platd
observado sob altas DFFA indica que a fotossintese foi saturada pela luz (Amax) € limitada
pela taxa de carboxilagdo do CO; (Hall et al., 1993; Lambers & Oliveira, 2019).

Em relagdo a fixacdo de CO», foram avaliados os parametros de gs e gm, fatores que
regulam a disponibilidade de CO; para a Rubisco. A presenca de 500 mg L™ de NPs de
SiO2ndo alterou a gs, porém a gm aumentou em 164,53%. Neste caso, a Rubisco atua mais
eficientemente como carboxilase devido a disponibilidade de CO3, cenario que favorece
o crescimento e produgéo de plantas Cs (Kimball, 1983; Long et al., 2004; Evans, 2013).
S8o escassos 0s estudos realizados com NPs de SiO revelando os efeitos dessas NPs
sobre a Rubisco. Contudo, foi verificado por Siddiqui et al. (2015) o aumento da atividade
da anidrase carbdnica em pepino exposto as NPs de SiO». Essa enzima fornece CO; para
a Rubisco, podendo aprimorar a fotossintese (Siddiqui et al., 2015; Mali et al., 2020).

Em nosso trabalho, as NPs de SiO2 ndo afetaram A, E, ci e o teor de clorofila, e os
resultados previamente obtidos nesses parametros geralmente estdo associados ao alivio
de estresse abidtico. Quando na presenca de chumbo, a NP aspergida foi capaz de proteger
0 aparato fotossintético devido ao aumento dos pigmentos da folha (Fatemi et al., 2020).
Larkunthod et al. (2022) avaliaram os efeitos da aplicacdo de 120 mg L™ de NPs de SiO2
em arroz sob estresse salino (NaCl). As NPs aliviaram os efeitos negativos na planta,
apresentando uma melhora na toxicidade em relagdo ao grupo controle e ao grupo NaCl.
Os efeitos do NaCl sobre A, E e gs foram controlados na presenca da NP, apresentando
poucos danos em relacdo ao grupo controle e o tratamento de forma isolada sobre as
plantas demonstrou que as NPs de SiO; ndo afetaram os pardmetros fotossintéticos
(Larkunthod et al., 2022), corroborando com os resultados encontrados em nosso
trabalho.
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Concluséao

Nossos resultados com soja confirmaram que, de fato, as NPs de SiO2 n&o exercem efeitos
negativos sobre plantas de soja. A gm aumentada revela maior disponibilidade de CO>
para a Rubisco atuar como carboxilase, favorecendo a assimilacdo do CO2 e o
crescimento da planta. Juntamente com o aumento na Fv'/Fm’, a fotossintese foi
favorecida, visto que o PSII tem sua eficiéncia aprimorada, j& que o isoprenoide Qa pode
ser reduzido, favorecendo o fluxo de elétrons. Em resumo, nossos dados indicaram que
os efeitos das NPs de SiO> na fotossintese da soja sdo em sua maioria ndo significativos,
atestando sua atoxicidade ou baixa toxicidade para a soja na concentracdo testada neste
estudo.
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Tabelas

Tabela 1. Taxa de respiragdo no escuro (Rd) (umol m2 s1), ponto de compensagéo da
luz (lcomp) (umol m~2 s7%), assimilagdo maxima de carbono (Pmax) (nmol CO2 m2s™?) e
rendimento quéntico da fotossintese (o) [(mol CO2 M2 s71)/(umol fotons m2s ) e0e
500 mg L de NPs de SiO,. Médias (n = 4 + EPM) seguidas por asterisco (*) sio
estatisticamente diferentes do controle de acordo com o teste t de student (p < 0,05).

[COZ] SiO2 Rp |comp PNmax o
1,52 + 15,25 0,0586 +
100 0 01109 42187 g7 0,001
500 1,867 31,33 % 13,2 + 0,0537 +
0,1202 3,78 0,9487 0,0635
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Figuras

Fig 1. Efeitos de nanoparticulas de SiO, (500 mg L) ap6s 29 dias de exposigo, sobre a
taxa fotossintética (A), condutancia estomatica (B), transpiracdo (C) e concentracao
intercelular de CO. (D). Médias (n = 4 + EPM) - seguidas por asterisco (*) séo
estatisticamente diferentes do controle de acordo com o teste t de student (p < 0,05).
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Fig 2. Efeitos de nanoparticulas de SiO2 (500 mg L) apds 29 dias de exposi¢io sobre a
taxa de transporte de elétrons fotossintéticos (J) (A), velocidade maxima de carboxilagao
da Rubisco (Vemax) (B), velocidade maxima de carboxilagdo da PEP carboxilase (Vpmax)
(C) e condutancia mesofilica (gm) (C) obtidos a partir da curva de A em funcéo de C; das
folhas de soja. Médias (n = 4 + EPM) seguidas por asterisco (*) sdo estatisticamente
diferentes do controle de acordo com o teste de t de student (p < 0,05).
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Fig 3. Efeitos de nanoparticulas de SiO2 (500 mg L) sobre os pardmetros fotossintéticos
relacionados a fluorescéncia da clorofila a em plantas adaptadas ao escuro e a luz apés
29 dias de exposicdo a NP de SiOz. Fluorescéncia inicial (Fo) (A), fluorescéncia maxima
(Fm) (B), rendimento quéantico méximo do PSII (Fv/Fm) (C), eficiéncia quantica
fotoquimica efetiva (Fv'/Fm”) (D), rendimento efetivo (¢psii) (E) e taxa de transporte de
elétrons (ETR) (F). Médias (n = 4 £ EPM) seguidas por asterisco (*) séo estatisticamente
diferentes do controle de acordo com o teste de t de student (p < 0,05).
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Fig 4. Efeitos de nanoparticulas de SiO2 (500 mg L) ap6s 29 dias de exposicdo, nos
quenchings fotoquimico (gP) (A), ndo fotoquimico (N e NPQ) (B e C) e no teor de
clorofila (D). Médias (n = 6 + EPM) seguidas por asterisco (*) sdo estatisticamente
diferentes do controle de acordo com o teste de t de student (p < 0,05).
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