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Resumo

O tomate (Solanum lycopersicum) ¢ um dos vegetais mais consumidos e populares no mundo,
apresentando uma grande diversidade de fruto, que variam desde cor, textura, forma e tamanho.
Por isso ele tem sido amplamente estudado devido ao seu valor econdmico, importancia cultural
e compostos benéficos a saude humana. Além disso, o fruto ¢ o principal modelo para estudo
de metabolismo e no desenvolvimento de frutas frescas pois apresenta facil cultivo e curtos
ciclos de vida. A compreensdo das vias metabolicas relacionadas a caracteristicas comerciais
importantes ainda nao sao tdo bem esclarecidas, como € no caso do amadurecimento do fruto.
Este ¢ um processo altamente complexo, envolvendo drastica mudangas durante todo o
processo. Um melhor entendimento dos processos bioquimicos associados ao amadurecimento
pode viabilizar novas abordagens a serem utilizadas na conservacio pods-colheita do fruto. A
estratégia “Genome-scale metabolic model” (GEM) tem possibilitado o desenvolvimento de
modelos in silico por meio da construcao e simulagao de um modelo metabodlico, resultando em
um maior entendimento do funcionamento das redes bioquimicas. O GEM i HY3410 ¢ um
modelo reconstruido para o Solanum lycopersicum e foi utilizado como ponto de partida para a
integracdo de dados de trasncriptoma, com o intuito de gerar um modelo contexto-especifico
para compreender as principais vias e enzimas envolvidas no amadurecimento do fruto ao longo
de todo o estdgio de maturacdo. A integracdo de dados de transcriptoma a um GEM ¢ etapa
crucial dessa estratégia. Para isso, foi selecionado um conjunto de dados de transcriptoma do
tecido pericarpo de tomate no tempo medium green (MG - verde maduro). O conjunto de dados
forma submetidos a pré-processamento e analise de qualidade antes de serem implementadas
ao modelo. Por meio do pacote Gene Inactivity Moderated by Metabolism and Expression
(GIMME), os conjuntos de dados foram integrados, gerando um modelo contexto-especifico.
Esse modelo permitiu a identificacdo das vias e enzimas relacionadas ao processo de
amadurecimento. Foi realizada algumas edi¢des no modelo para a andlise de fluxo e producdo
de fluxo metabdlico. O modelo gerado foi validado, demostrando que a producdo de fluxo
metabolico ¢ apresentada em diferentes cenarios testados. A compreensao do modelo gerado
pode contribuir para um melhor entendimento dos genes e das redes bioquimicas associados ao
amadurecimento do S. /ycopersicum, possibilitando a elaboragdo de estratégias a fim de

aumentar a vida pds-colheita do fruto

Palavras chaves: modelo metabdlico; trasncriptoma; tomate.



ABSTRACT

The tomato (Solanum lycopersicum) is one of the most consumed and popular vegetables in the
world, with a great diversity of fruit, varying in color, texture, shape and size. For this reason,
it has been widely studied due to its economic value, cultural importance and beneficial
compounds for human health. In addition, the fruit is the main model for studying metabolism
and the development of fresh fruit because it is easy to grow and has short life cycles. The
understanding of the metabolic pathways related to important commercial characteristics is still
not as well understood as in the case of fruit ripening. This is a highly complex process,
involving drastic changes throughout. A better understanding of the biochemical processes
associated with ripening could enable new approaches to be used in post-harvest fruit
conservation. The "Genome-scale metabolic model" (GEM) strategy has enabled the
development of in silico models through the manipulation of a metabolic model, resulting in a
greater understanding of the functioning of biochemical networks. GEM i HY3410 is a
reconstructed model for Solanum Ilycopersicum and was used as a starting point for the
integration of transcriptome data, with the aim of generating a context-specific model to
understand the main pathways and enzymes involved in fruit ripening throughout the entire
ripening stage. Integrating transcriptome data into a GEM is a crucial step in this strategy. To
this end, a set of transcriptome data was selected from tomato pericarp tissue at medium green
time (MG - mature green). The dataset underwent pre-processing and quality analysis before
being implemented in the model. Using the Gene Inactivity Moderated by Metabolism and
Expression (GIMME) package, the datasets were integrated, generating a context-specific
model. This model enabled the identification of pathways and enzymes related to the ripening
process. Some edits were made to the model to analyze metabolic flow and production. The
model generated was validated, showing that the production of metabolic flux is presented in
the different scenarios tested. Understanding the model generated can contribute to a better
understanding of the genes and biochemical networks associated with the ripening of S.
lycopersicum, enabling the development of strategies to increase the post-harvest life of the

fruit.

KEYWORDS: metabolic model; transcriptome; tomato.
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1 Introducao

O Solanum lycopersicum, conhecido popularmente no Brasil como tomate, ¢ um dos
vegetais mais populares e consumidos ao redor de todo o mundo, sendo uma das hortali¢as mais
cultivadas mundialmente. De acordo com a Organizagdo das Nagdes Unidas para Alimentac¢ao
e Agricultura (FAO), no ano de 2020, houve uma producdo de aproximadamente 186 milhdes

de toneladas, o que demonstra seu impacto econdomico em todo mundo.

Pertencentes a familia das Solanaceas, que possui cerca de 3000 espécies, entre as quais
podemos destacar espécies como o pimentdo (Capsicum annum), a batata (Solanum tuberosum)
e a berinjela (Solanum melongena), exemplo de grande importincia mundialBRANDAO
FILHO et al., 2018). O género solanum ¢ possivelmente o maior ¢ mais importante
economicamente do mundo(TAMBURINO et al., 2020). O Solanum lycopersicum ¢é originario

da América do Sul nas regides do Peru, Chile e Bolivia.

O tomate ¢ apreciado em diversas culturas ao redor de todo mundo, sendo consumido
de diversas maneiras. Devido ao seu sabor adocicado e levemente acido, ele pode ser utilizado
de diferentes formas, seja consumindo a fruta fresca, produtos processados, cozido ou como
parte de diferentes tipos de preparacdes. Além de ser bem nutritivo, o Solanum lycopersicum é
rico em vitaminas A, B e principalmente, vitamina C, licopeno, carotenoides e minerais. Esses
compostos t€ém uma grande gama de qualidades fisioldgicas, envolvendo efeitos antialérgico,

antimicrobianos, vasodilatadores entre outros(QUINET et al., 2019).

Atualmente existe uma grande diversidade do fruto, que varia desde a cor, tamanho,
sabor e até mesmo na sua textura. Essa grande diversidade tem como objetivo promover o
melhoramento genético, visando caracteristicas importantes para atender a diferentes tipos de
demandas do mercado. Por exemplo, aumentar a tolerancia a algum tipo de estresse(KRISHNA
etal., 2022), resistentes a pragas (MACIEL et al., 2024), produtividade(AL-AMRI, 2013), entre
outras. Outras caracteristicas que acabam contribuindo para a grande popularidade deste fruto
sdo sua capacidade de adaptacdo a variedades climaticas, um baixo custo de produtividade e
principalmente a facilidade de se cultivar o fruto, podendo se cultivar a hortaliga em pequena
escala. O tomate pode ser plantado ao ar livre, em estufas ou até mesmo em vasos.
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O Solanum lycopersicum possui um ciclo de vida curto, que pode ser dividido em 4
etapas. Na primeira etapa, ocorre a germinacao das sementes, que dura cerca de 10 dias apds o
plantio da semente. Na segunda etapa, ocorre o crescimento vegetativo, marcado pelo rapido
desenvolvimento das hastes e das folhas da planta, com duragdo entre 10 a 30 dias apos o
plantio. A terceira etapa ¢ a floracdo, que marca o inicio da fase reprodutiva da planta, no
momento da apari¢do das primeiras flores, ocorrendo entre 30 e 45 dias apds o plantio da
semente. Por fim, tem se a etapa da frutificagdo, marcada pelo desenvolvimento dos frutos, que

ocorre aproximadamente entre 45 e 60 dias apos o plantio.

Além de toda importancia descrita acima, o tomate ¢ apontado como o principal modelo,
sendo o ideal para estudo de frutos carnosos e climatério(KLEE; GIOVANNONI, 2011)(YUAN
et al., 2016), devido ao fécil cultivo, genoma relativamente pequeno e pelo ciclo de vida curto,
como ja mencionado. Devido a essas razdes, varios estudos ja foram e permanecem sendo
conduzidos sobre diversas caracteristicas comerciais do fruto, como, por exemplo, pesquisas
relacionadas a genética(VARGAS; AGUIRRE; CORONADO, 2020),
bioquimica(VOLOSHINA et al., 2023) e fisiologia(MIRZAYEVA et al., 2023), a fim de se

entender melhor sobre as caracteristicas do fruto.

O processo de amadurecimento do Solanum lycopersicum ¢ bastante complexo e
envolve mudangas drasticas durante todo o estdgio, incluindo a regulacdo estruturada de
iniimeras mudancas fisiologicas e bioquimicas, tendo modifica¢des na expressdao de milhares
de genes. Durante a fase de amadurecimento do fruto, decorre a ativagdo de vias metabdlicas
que influenciam no nivel de actcar, pigmentos, acidos e volateis(QUINET et al., 2019). Estudos
sobre algumas dessas vias ja estdo sendo realizados, como no caso de pesquisas referente a via
do etileno, que busca estudar a relagdo do etileno e fatores de transcri¢do que controlam o
processo de amadurecimento(JIA et al., 2024); estudos relacionados a formacao do sabor, que
objetivam compreender os mecanismos subjacentes a sua formagdo durante o
amadurecimento(PAN et al., 2023) e alguns estudos sobre alguns genes que buscam entender

os padroes de expressoes ao longo do amadurecimento(EDRIS et al., 2023).

Apesar dos avancos nos estudos dos genes relacionados ao amadurecimento, o
entendimento das complexas redes de expressdo genética envolvidas durante todo o processo
ainda ¢ um grande desafio, em grande parte por ndo serem completamente compreendidas(PAN
et al.,, 2023). Compreender essas vias pode contribuir bastante a obter um maior

compreendimento € consequentemente um maior controle sobre o processo de amadurecimento
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do fruto, além de possibilitar a criagdo de novas abordagens de conservagdo pos-colheita do

Solanum lycopersicum.

Os modelos metabolicos em escala gendmica (GEMs) podem ser utilizados para
contribuir no entendimento de como essas vias funcionam durante toda a fase do
amadurecimento, uma vez que esses modelos sdo uma representacdo in silico dos fluxos
metabolicos complexos de um conjunto de reagdes que ocorrem em uma célula. Esses modelos
sao uma excelente ferramenta, pois possibilitam compreender e prever como determinados
organismos acabam reagindo na variagdo tanto dos parametros genéticos como nos parametros
ambientais( WANG et al., 2018). Os GEMs vém demonstrando grande importdncia na
descoberta de novas estratégias de engenharia metabolica(CARTER; CONSTANTINIDOU;
ALAM, 2024; DEL CARRATORE et al.,, 2022; SIMEONIDIS; PRICE, 2015). Sendo
indispensaveis para o estudo do metabolismo(THIELE; PALSSON, 2010).

Portanto, propomos, através deste trabalho, a manipulagao de um modelo in silico para
o Solanum lycopersicum, realizando a integracdo com dados de transcriptoma com objetivo
alvo de se entender as vias metabolicas envolvidas durante o processo de amadurecimento. Em
futuros estudos, apos validagao experimental do modelo, o entendimento destas vias podera ser

aplicado na engenharia genética para a conservagao pds-colheita do fruto.

2 Revisao da literatura

2.1 Tomate

O tomate, cientificamente conhecido como Solanum lycopersicum, € uma das principais
hortalicas comerciais cultivada em todo mundo (Figura 1). O fruto e amplamente consumido e
possui implicagdes econdmicas, sociais e culturais de grande importancia mundial. A planta
pode ser cultivada em hortas ou até mesmo em um simples vaso, o que facilita a sua produgao
por qualquer pessoa. A planta selvagem ¢ originaria da América do Sul, tendo como centro de
origem a regido conhecida como Peru(ANWAR; FATIMA; MATTOOQ, 2019). Pertencentes ao

género Solanum, este ¢ considerado o género mais importante economicamente do mundo.
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Figura 1 — Grafico com a produ¢do mundial de tomates ao longo dos anos

Production/Yield quantities of Tomates in Mundo + (Total)

Em vermelho indica a produgdo mundial do tomate de 2000 a 2022. Em azul estd demostrando a area total da
producdo do tomate no mesmo periodo.

FONTE: FAOSTAT, 2024.

O tomate ou compostos a base da fruta sdo de grande relevancia para a satide humana,
por serem fontes de vitaminas, potdssio, carotenoides e polifenois(SILASTE et al., 2007).
Outros fatores que fazem da fruta um bom alimento para a saide humana sdo seu baixo teor de
calorias e gorduras, além de ser uma boa fonte de fibra(SOTO-ZAMORA et al., 2005). Estudos
sobre esses compostos demostraram a eficacia e importancia de ingestdo deste alimento. Por
exemplo, os efeitos dos carotenoides, podem exercer grande influéncia na preven¢ao de doengas
como o cancer, conforme demostrado no trabalho de Wang, que avaliou a associagdo entre
absor¢ao dos carotenoides e o baixo risco de desenvolvimento de cancer de mama ao longo da

vida(WANG et al., 2015).

As frutas podem ser divididas em dois grupos relacionadas ao amadurecimento:
climatéricos, nos quais envolve um pico de respiracao e uma explosao na producao do hormonio
etileno, desencadeando mudangas na expressao de milhares de genes; e os ndo climatéricos, nos
quais nao ha nenhuma mudanca dréstica na producdo desse hormonio(ALEXANDER;
GRIERSON, 2002). O Solanum lycopersicum ¢ considerado o principal modelo de estudo para
compreensdo das nuances intricadas dos desenvolvimentos das frutas climatéricas, incluindo

todos os estdgios de amadurecimento, pds-colheita e senescéncia, tornando-o um excelente
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modelo de estudo(ANWAR; FATIMA; MATTOO, 2019). O fruto ¢ sensivel a temperaturas
baixas e temperaturas altas, o que ocasiona serias perdas durante todo o ano e,
consequentemente, um grande prejuizo econdmico mundial. Nos tltimos anos, diversos estudos
vém sendo conduzidos em relagdo a genética, fisiologia e bioquimica para tentar compreender
as vias envolvidas durante todo o processo de amadurecimento e, assim, propor estratégias para
aumentar a vida pds-colheita do fruto. Essas estratégias incluem tratamento fisico, quimicos ou

até mesmo manipulacao do genoma do Solanum lycopersicum.

Estudos como o trabalho de Yoon buscou elucidar, utilizando-se da transcriptomica,
quais os mecanismos estdo sendo afetados durante a irradiagdo de raios gama, o que,
consequentemente, influencia positivamente o tempo de amadurecimento do fruto, além de
inibir o crescimento microbiano durante o tempo de armazenamento conferindo uma maior vida
pos-colheita do fruto(YOON et al., 2023). Outro estudo, como o de Jia, investigou os principais
efeitos regulatérios que determinados fatores de transcri¢do exercem no metabolismo do
Solanum lycopersicum, além de realizar analise de metaboldmica e sequenciamento de
transcriptomas. Os resultados desse estudo indicaram que as modificagdes nos fatores de

transcrigdo afetaram o tempo de amadurecimento do fruto.

Apesar de varios estudos estarem sendo conduzidos no decorrer desses ltimos anos, a
compreensdo das diversas vias e genes em todos os sistemas relacionados durante todo o
processo de amadurecimento do fruto ndo sdo tdo bem compreendidas. Portanto, novas
abordagens vém sendo utilizadas para ajudar a compreender acerca dos estagios de
desenvolvimento do fruto. Uma dessas abordagens consiste na manipulagdo de um modelo in

silico conhecida como “Genome-scale metabolismo”(YUAN et al., 2016).

2.2 Modelo Metabdlico

Modelos metabodlicos em escalas gendmicas (GEMs) sdo ferramenta baseada em redes
que integram todas as informagdes metabdlicas conhecidas de um sistema bioldgico, como as
enzimas, reacdes metabolicas, genes do organismo, entre outras. Essas redes gendmicas
reconstruidas abrangem informagdes sistematizadas e curadas sobre as reacdes e metabolitos
conhecidos de uma determinada célula, baseando-se no genoma anotado e na
literatura(BORDBAR et al., 2014). Os GEMs possibilitam prever como os organismos
estudados acabam reagindo com modificagcdes tanto no seu parametro genético quanto
ambientais, possibilitando a compreensdo das interagdes das diversas vias metabdlicas, e

definindo quantitativamente a relagdo entre genotipo e fendtipo.
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Nos ultimos anos, houve um grande aumento na produ¢do de GEMs, como demostra o
trabalho de revisao de Antonakoudis(ANTONAKOUDIS et al., 2020). Esse aumento deve-se,
principalmente, ao sequenciamento ¢ a publicagdo do genoma de milhares de organismos,
tornando os modelos metabolicos fundamentais para analise das interagdes metabdlicas dos
organismos, ou seja, do sistema bioldgico completo. Os GEMs podem ser reconstruidos através

de ferramentas automaticas ou ferramentas semiautomaticas.

As redes metabdlicas podem ser convertidas em um formato matematico, conhecido
como matriz estequiométrica. Essa matriz e o ponto central de um modelo baseado em
restrigdes de fluxo, no qual todos os estados fenotipicos viaveis existem, de acordo as restri¢des
impostas, possibilitando a verifique simultaneamente de todos os processos que atuam sobre a

c¢lula(BORDBAR et al., 2014).

Utiliza-se dados de transcriptomas do organismo alvo, o que resulta em uma melhor
compreensao da fisiologia do organismo e num GEM de alta qualidade. A obteng¢ao de um GEM
de alta qualidade ¢ refinado pode gerar previsdes da taxa de crescimento e de producdo de
metabolitos, permitindo a compreensao sobre o balango de fluxo, que s6 podem ser confirmadas
posteriormente ap6s validagdo experimental do modelo. Essa capacidade foi demostrada pelo
estudo de Rau, que avaliou os principais aspectos da fisiologia e metabolismo para S.
thermophilus, por meio da combinacdo de abordagens in silico e experimentais(RAU et al.,

2022).

A primeira reconstru¢do de um modelo in silico em escala genomica foi realizada para
Escherichia coli MG1655, apds seu genoma ser completamente sequenciado, e se utilizando de
informagdes especificas. Edwards e Bernhard desenvolveram a reconstru¢do de um modelo
para definir a capacidade do metabolismo e as caracteristicas do sistema. O FBA foi utilizado
para avaliar a capacidade e o desempenho da Escherichia coli(EDWARDS; PALSSON, 2000).
Desde entdo, o numero de modelos metabolicos publicados vem aumentando

consideravelmente a cada ano.

Em relagdo ao Solanum lycopersicum, foram publicados alguns modelos gndmicos apds
0 sequenciamento completo do seu genoma, o qual foi publicado por Sato em 2012(SATO et
al., 2012). Em 2015, foi publicado um modelo estequiométrico em média escala para o tomate,
como principal objetivo de descrever todo o estagio de desenvolvimento do tomate, modelando
os fluxos de metabolismo central(COLOMBIE et al., 2015). Em 2016, foi publicado o primeiro

artigo de um modelo metabdlico em escala genomica em larga escala para o tomate, que buscou
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simular e avaliar as mudancas no metabolismo da folha do Solanum lycopersicum em resposta
a estresse abiodtico, integrando dados da literatura e banco de dados. Esse foi o modelo utilizado
no presente trabalho para integra-lo com dados de transcriptomas, com o alvo de compreender

as principais vias e genes relacionados ao processo de amadurecimento do fruto.

2.3 Transcriptomas

A integracdo de um transcriptoma a um rascunho de modelo ¢ uma etapa de grande
importancia, pois a incorporacdo desses dados Omicos auxiliam nas predi¢des. Os
transcriptomicos fornecem informagdes sobre as expressdes genicas que ocorrem em todo o
genoma do organismo na atual condi¢do de estudo. Com estas informacdes, torna-se possivel
identificar genes ativos que estdo associados aos processos metabolicos estudados sob
determinadas condi¢des, no nosso caso, sobre todo o processo de amadurecimento.(KAMSEN

et al., 2021).

O trabalho desenvolvido por Shinozaki proporcionou um atlas abrangente de
transcriptomas do fruto, que foi gerado por meio do sequenciamento de RNA (RNAseq),
envolvendo o crescimento e todo o processo de amadurecimento. Esse trabalho caracterizou a
distribuicdo e o tempo das redes estruturais e regulatdrias dos genes ao longo de todo o tempo
de desenvolvimento do Solanum lycopersicum. Esses conjuntos de dados podem ajudar a
elucidar diversos aspectos da biologia(SHINOZAKI et al., 2018). Os transcriptomas utilizados

no presente trabalho foram resultados desse trabalho.

Os transcriptomas tém sido utilizados para entender outras caracteristicas do fruto. Um
¢ o trabalho de Liu, que utilizou do metaboloma e transcriptomas durante a etapa de
amadurecimento para explorar os mecanismos de regulacdo responsaveis pelo sabor volatil da
fruta(LIU et al., 2024). Os transcriptomas vem contribuindo para compreender os diversos

aspectos da biologia do fruto.

3 Objetivos

Este projeto tem como objetivo a reconstru¢ao de um modelo contexto-especifico para
Solanum lycopersicum, por meio da integracdo de dados de transcriptomas a um modelo ja

existente. Buscando validar o modelo reconstruido e se realizar analise de balanco de fluxo.
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4 Objetivos especificos

e Recuperar de bancos de dados publicos dados de transcriptomas do Solanum
lycopersicum e realizar andlise e quantificacdes dos conjuntos de dados coletados;

e Obter o modelo existente de Solanum lycopersicum para integra-los aos dados de
transcriptomas coletados;

e Realizar a integrag¢ao dos transcriptomas ao modelo;

e Editar o modelo por meio da escrita e inser¢cdo de equagdes, viabilizando a realizagao
da analise de fluxo;

e Realizar andlise de fluxo por meio da abordagem de andlise de balanco de fluxo,
identificando as vias e enzimas ativas no amadurecimento;

e Validar o modelo.

5 Métodos:

5.1 Obtencao do modelo Genoma

O modelo gndmico base utilizado como ponto de partida inicial deste trabalho foi
reconstruido por Yuan(YUAN et al., 2016), que utilizou o genoma publicado pelo Tomato
Genome Consortium(SATO et al.,, 2012). A pesquisa, tinha como alvo principal o
desenvolvimento de uma rede metabolica em escala genomica do tomate, pretendendo utilizar
este modelo para-se avaliar como o estresse hidrico afetaria o metabolismo do Solanum
lycopersicum, especificamente o metabolismo da folha do tomate, simulando o modelo através
de varios cenarios metabodlicos. Apesar de esse modelo ter sido desenvolvido com a finalidade
de estudar e analisar o comportamento da folha, ele também ¢ um excelente ponto de partida

para se explorar o comportamento metabdlico do fruto do tomate, como sugere o proprio autor.

O modelo resultante, i HY3410, ¢ compreendido de 3410 genes, 1998 metabolitos e
2143 reacdes. Dentre as 2143 a grande maioria representa conversdes bioquimica, enquanto a
minoria representa processo de transporte metabolitos. A sintese de biomassa foi representada
por um conjunto de transporte independente. Um ponto importante se deu pela inclusdo de
associacao gene-proteina-reacao (GPR), possibilitando que o i HY3410 possa ser utilizado para

a integragao e contextualiza¢cdo de dados protedmico e transcriptomicos.
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5.2 Obtencao dos transcriptomas

Os dados de RNAseq utilizados foram publicados no trabalho de
Shinozaki(SHINOZAKI et al., 2018), que através de sua pesquisa buscou apresentar uma
extensa variedade de dados de transcriptomas, abrangendo todo o processo de amadurecimento
do fruto, através dos tecidos, tipos de célula, desenvolvimento e topografia do Solanum
lycopersicum. Esses conjuntos de dados foram utilizados para caracterizar toda a organizacao
e o estagio das redes estruturais e regulatorias de genes ao longo de todo desenvolvimento,
possibilitando uma base para diversos outros estudos, o qual se investigue caracteristicas

comerciais importantes, como textura, cor, aroma entre outras.

Para o presente trabalho, o tecido escolhido foi o tecido total pericarp (pericarpo),
devido a ser parte significativa de todo o fruto, possibilitando uma analise de todo o estagio de
desenvolvimento do fruto. O tempo escolhido para a coleta foi o medium green (MG-verde
maduro). Para aquisi¢do do conjunto de transcriptomas (RNAseq), utilizou-se o banco de dados
do NCBI (National Center for Biotechnology Information). A coleta dos transcriptomas
(RNAseq) foi realizada na forma de triplicatas de trés distintas regides da placenta do fruto:

Equatorial of Placenta; Stem of Placenta e Stylar of Placenta.

Posteriormente as coletas dos transcriptomas, se deu a realizagdo do controle de
qualidade e o pré-processamento de cada um dos conjuntos de dados brutos, com a finalidade
de preparar os dados para a integra¢do junto ao modelo existente. Utilizando a plataforma

Galaxy/Europe (https://usegalaxy.eu/), foi realizado controle de qualidade e o pré-

processamento dos RNAseq, utilizando o parametro de phred superior a 30. Primeiramente,
implementou a trimagem dos dados (Trim Galore, The Babraham Institute -
https://github.com/FelixKrueger/TrimGalore), sendo possivel realizar a remogdes dos
adaptadores ou qualquer tipo de sequencias indesejadas ligadas as sequéncias de leitura
oriundas do sequenciador em cada um dos conjuntos de dados. Logo apds, foi verificado o
controle de qualidade de cada uma das sequéncias (FastQC, The Babraham Institute -

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/).
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5.3 Analise dos TPM

Por fim, foram estabelecidos o parametro de transcrito por milhdo (TPM) e o
mapeamento com o genoma de referéncia devidamente anotado, utilizando o algoritmo do
Salmon quant. Efetuamos uma analise abundancia génica. Um dos pontos principais dessa
analise ¢ a indexagao dos transcritos de referéncia, identificando a relagdo dss read (leitura de
uma sequéncia realizada pelo sequenciador) com o transcrito alvo. Por fim, para se obter uma
melhor estimativa dos TPM, calcula-se a expressdo genica normalizada, proporcionando uma
quantificagdo precisa entre a amostra e os genes, além de gerar para visualizacdo relatorios e

gréaficos detalhados sobre a qualidades dos dados analisados.

5.4 Identificag¢do das enzimas

A identificacdo das possiveis enzimas ativas em cada estagio do amadurecimento, que
s6 pode ser confirmada apods validagdo experimental, foi baseado no trabalho de
Becker(BECKER; PALSSON, 2008). Em seu trabalho, ele descreve o uso de dados de
transcriptomicos em escala genoma para restringir reagdes bactérias e células humanas,

permitindo a reconstrucdo de redes metabolicas especificas.

Posteriormente a todo o processamento realizado nos RNAseq, foi implementado a
associagdo gene-proteina-reacdo (GPR) com o objetivo de o programa identificar as possiveis
enzimas ativas, e as reacdes que estas enzimas catalisam no estado de matura¢do em estudo do
fruto. Através do mapeamento da expressdo genica das reagcdes metabolicas, foram atribuidas
as enzimas que estes genes codificam com base no GPR. O algoritmo GIMME, através de uma
pontuacdo, que considera os dados de expressao dessas enzimas e as reagdes que elas catalisam,
permite que o modelo selecione as reagdes com maior grau de atividade, durante a expressao

genica.

5.5 Construgao do modelo
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A reconstru¢ao de um modelo em escala gendmica para tomate foi realizada através do
pacote Gene Inactivity Moderated by Metabolism and Expression (GIMME)(BECKER;
PALSSON, 2008) através da ferramenta COBRA Toolbox (COnstraint-Based Reconstruction
and Analysis)(SCHELLENBERGER et al., 2011) no software MATLAB. A geracao desse
modelo gendmico abrange todas as reagdes conhecida para o organismo, que, no caso do

presente trabalho, ¢ o tomate.

Primeiramente, os dados de transcriptomas devidamente tratados foram incorporados ao
modelo i HY3410, gerando um rascunho de modelo inicial das redes metabolicas para cada um
dos conjuntos de dados. Essa integragdo desses dados e importante pois, possibilitou observar
quais as vias e enzimas estariam ativas durante os estagios de expressdo estudados neste

trabalho.

O refinamento do modelo foi realizado através da aplicagdo de alguns algoritmos de
restricdo, como FBA, que permite calcular, através da rede metabdlica, o fluxo de
metabolitos(ORTH; THIELE; PALSSON, 2010), prevendo o fluxo de crescimento ¢ a taxa de
metabolitos importante. Esse algoritmo utiliza dados dmicos para restringe o modelo a certas
vias e genes que sdo considerados ativos, de acordo com limites pré-estabelecidos. Além do
mais, foi utilizado um algoritmo de remocao de reacdes indesejaveis, responsavel pela exclusao
das reacdes que nao sdo expressas ou ndo possui qualquer tipo de relevancia para o estudo, com
base nos dados 6micos. Por fim, o modelo passou por uma etapa de validagao para confirmar

sua compatibilidade com os dados experimentais observados.

5.6 Edicao do modelo

A edi¢dao do modelo se deu por duas significativas modifica¢des relacionadas a insercao
de dados. A primeira grande modificacao do modelo ocorreu pela escrita de uma equacgao geral
da biomassa, baseado no material suplementar do trabalho de Yuan (YUAN et al., 2016). Essa
equacdo de biomassa ¢ constituida pela interacdo de 46 reacdes da massa seca da folha do
Solanum lycopersicum, conforme definido por experimentos El-Sayed e Schauer(SAYED et al.,

2015; SCHAUER; ZAMIR; FERNIE, 2005).

A realizagdo de uma andlise de fluxo no modelo resultou em um valor negativo, o que
indicou os denominados metabodlitos dead-end (DEM)(MACKIE et al., 2013), apontando que

uma ou mais reagdes estariam suspendendo o fluxo geral. Em fung¢ado disso, foi necessario se
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investigar o fluxo destas reacdes, sendo possivel detectar os pontos desconexo pela
identificacdo das reagdes que ndo geravam nenhum tipo de fluxo. A segunda e ultima grande
modificagdo se deu pela adigdo de oito reagdes de exchange, responsaveis pela eliminacao dos

metabolitos dead-end que acabavam impedindo o fluxo metabodlico geral do modelo.

5.7 Validacao do modelo

A funcionalidade do modelo foi avaliada usando o FBA para analisar o balango de fluxo.
Para isso, foi desenvolvido uma equagao de biomassa, pois 0 modelo nao possuia uma equagao
geral de biomassa que nos permitisse observar o fluxo em uma simulacio. Essa equagdo gerada
¢ unidirecional e, configurada pelas reagdes bioquimicas responsaveis pela geragdo de
biomassa, ou seja, demonstrando que o modelo ¢ valido. Essa rea¢do ¢ composta pela inser¢ao
de 46 componentes da massa seca da folha do Solanum lycopersicum, conforme definidos pelos
experimentos de Sayed e Schaur(SAYED et al., 2015; SCHAUER; ZAMIR; FERNIE, 2005).
Compreende aminodcidos, metabolitos soliveis, sais, bases nitrogenadas, carboidratos,

pigmentos que resultam em ADP, fosfato e difosfato.

Ap6s a realizag@o da andlise de fluxo, obteve-se um resultado negativo, indicando que
o fluxo geral estaria sendo interrompido. Foram efetivadas modificagcdes no modelo, como ja
demostrado acima, a fim de se solucionar esse problema. Posteriormente as essas modificacoes,
o modelo passou por uma nova analise que resultou em um resultado positivo, demonstrando

sua validade.

6 Resultados:

A Figura 2 apresenta uma tabela contendo todos os nove conjuntos de RNAseq (SSR)
de Solanum lycopersicum, os quais foram coletados através do NCBI (National Center for
Biotechnology Information), com a finalidade de realizar a andlise e quantificagdo desses dados,
visando integrd-lo ao modelo existente i HY3410 do tomate. Esses noves conjuntos de
transcriptomas representam trés diferentes regides do pericarpo, e os RNAseq coletados de cada

uma dessas regides foram obtidos em forma de triplicatas, ambos no tempo MG.
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Figura 2 — Tabela dos SRR do Solanum lycopersicum

SRR Tecido Tempo
SRR5724280 Equatorial of Placenta MG
SRR5724281 Equatorial of Placenta MG
SRR5724282 Equatorial of Placenta MG
SRR5724399 Stem of Placenta MG
SRR5724400 Stem of Placenta MG
SRR5724284 Stem of Placenta MG
SRR5724278 Stylar of Placenta MG
SRR5724279 Stylar of Placenta MG
SRR5724292 Stylar of Placenta MG

Tabela referente aos noves SRR de Solanum lycopersicum coletados no tempo MG

Cada uma das sequéncias coletadas foi submetida a processos de analise de qualidade e
por procedimentos de quantificacdo, antes delas serem implementadas ao modelo, garantindo a
qualidade de cada uma das sequéncias obtidas. A Figura 3 apresenta um grafico gerado para o
SRR5724292 por meio do algoritmo do FASTQC. Através do grafico ¢ possivel observar o
controle de qualidade da sequéncia, evidenciado pelo valor de phred superior a 30. O valor de
phred e um parametro importante na avaliagdo da qualidade dos dados de sequenciamentos de
RNAseq. Consideramos como uma sequéncia satisfatoria para o nosso objetivo, quando o

controle de qualidade apresenta valor de phred superior a 30.

Para cada um dos determinados conjuntos de transcriptomas coletados, foram gerados
graficos similares, sendo ambos avaliados pelo valor de phred superior a 30, garantindo a

qualidade de cada uma dos transcriptomas antes da sua implementagao ao modelo.
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Essa etapa foi de grande importancia, pois uma sequéncia de boa qualidade garante
resultados mais confiaveis e robustos para as etapas subsequentes. Um valor de phred superior
a 30 assegurou que essas leituras apresentam menor riscos de determinados erros que poderiam
de alguma forma, impactar na analise. Sequéncias abaixo desse valor foram eliminadas através

da trimagem desses dados, assegurando maior qualidade ao conjunto final.

Figura 3 - FASTQC do SRR5724292

36

M

A figura demostra a qualidade do SSR, através do valor de phred superior a 30.

Fonte: GALAXY/EUROPE

A figura 4 ¢ uma representacao parcial dos dados resultante da etapa de quantificacao
do SRR5724284 utilizando um genoma de referéncia. Pode-se observar a coluna relacionada a
contagem (coluna TPM — Transcrito por milhao), a qual reflete a abundéncia relativa de cada
transcrito. Além disso, € possivel observar outra coluna referente aos mapeamentos do reads
(coluna Name e coluna NumReads) de um transcriptoma, a qual indica o nivel de cobertura da
RNAseq, mostrando quais genes estdo sendo expressos, sendo uma medida brusca de
profundidade. Essas duas colunas sdo de extrema importancia, pois evidenciam que os dados
sejam solidos e relevantes, além de auxiliarem na identificacdo dos genes e vias que estdo ativos
em determinadas condigdes. Tabelas semelhantes foram geradas para todas as outras réplicas

de transcriptomas referentes aos tecidos.
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Figura 4 — tabela transcrito por milhao

Name Length EffectiveLength TPM NumReads
Solyc80g506618.1.1 426 176.000 0.000000 0.680
Solyc®8g014296.1.1 327 77.082 0.6060000 8.0680
Solyc80g005288.1.1 an 161.000 0.000000 0.680
Solyc80g580619.1.1 372 122.6000 0.000000 0.680
Solyc88g500628.11 1385 1855.0600 0.147853 40806
Solyc®0g56008621.1.1 324 74118 5261372 10.6680
Solyc80g506622.1.1 306 56.785 1.373460 2086
Solyc80g180440.2.1 387 137.000 0.853938 3.086
Solyc®8g560623.1.1 47 221.808 1411625 8.060
Solyc80g506024.1.1 1527 1277.866 0.385373 10.060
Solyc80g506625.1.1 195 8.348 0.000000 0.680
Solyc®8g500826.1.1 287 9.766 0.000000 0.080
Solyc®08g5000628.1.1 450 200.000 0.000000 0.060
Solyc80g5086629.1.1 273 30.766 3.8603288 3.086
Solyc80g508636.1.1 417 167.080 0.467028 2086
Solyc®8g56008631.1.1 771 521.808 0.149697 2068
Solyc80g50866832.1.1 357 187.6001 0.364447 1.660
Solyc80g5060033.1.1 587 257.080 0.000000 0.680
Solyc®8g560634.11 1859 869.060 0.337428 7.8068
Solyc80g5080035.1.1 429 179.600 0.000000 0.680

Transcritos por milhdo de um transcriptoma mapeados no genoma de referéncia anotado.

Fonte: GALAXY/EUROPE.

A figura 5 demonstra uma ilustragdo da equacao geral de biomassa configurada nos
padroes de formatagdo do modelo editado, realizada durante a edicdo do modelo. A
equacdes escrita e inserida no modelo durante essa fase buscaram eliminar pontos de fluxo que
ndo se conectavam com redes estabelecidas, as quais interferiam no fluxo geral do modelo,
além da inser¢do de reagdes que nao estavam presentes no modelo existente. A equacao incluem
componentes como carboidratos, aminoacidos, acidos graxos, metabolitos soluveis, ADP,

fosfato e difosfato.
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Por meio da edicdo e insercdo dessa reacdo, foi possivel a realizacdo de andlise de
balango de fluxo, a qual, depois da inser¢ao dessas reagdes, apresentou resultados positivos para

a produgao de biomassa.

Figura 5 - ilustra¢do da equacdo de biomassa editada

0.0148 L-ALPHA-ALANINE[c] + ©.@8282 ARG[c] + ©.88271 ASN[c] + ©.8748
L-ASPARTATE[c] + ©.8@129 B-ALANINE[c] + ©.0171 4-AMINO-BUTYRATE[c] + ©.135
GLT[c] + ©.8399 GLN[c] + ©.8222 GLY[c] + ©.91@9 ILE[c] + ©.00624 LEU[c] +
0.20071 LYS[c] + ©.00059 MET[c] + ©.80365 L-ORNITHINE[c] + € 71 PHE[c] +
©.219 PRO[c] + ©.8574 SER[c] + ©.176 THR[c] + ©.0329 TRP[c] + ©.00176 TYR[
c] + 8.9129 VAL[c] + ©.5@83 STARCH[c] + @.786 GLC[c] + ©.388 FRU[c] + ©.196
SUCROSE[c] + 8.48 ATP[c] + @.683 UTP[c] + ©.0118 GLC-6-P[c] + ©.0478 CIT[c]
+ 8.80165 FUM[c] + ©.0832 GLYCOLLATE[c] + ©.88871 THREQ-DS-ISO-CITRATE[c] +

.00353 2_KETOGLUTARATE[c] + ©.0177 ASCORBATE[c] + ©.340 MAL[c] + ©.8254 SUC
[c] + ©.98376 GLYCEROL[c] + ©.8118 URACIL[c] + ©.8745 5-OXOPROLINE[c] +

1.77 CELLULOSE[c] + ©.8174 XYLAN[c] + ©.12 COUMARYL-ALCOHOL[c] + ©.1
CONIFERYL-ALCOHOL[c] + ©.889 SINAPYL-ALCOHOL[c] + ©.8482 CHLOROPHYLL-A[p] +
9.0153 CHLOROPHYLL-B[p]

e

7.1 ADP[c] + 7.1 Pumped-PROTON[c] + 7.1 Pi[c] + 7.1 PPI[c]

Equacao de biomassa configurada nos padrdes de formatagdes do modelo editado

A figura 6 apresenta um esquema da etapa da integragao dos dados de transcriptoma ao
modelo existente, identificando os genes e vias ativas no contexto estudado, de acordo com os
niveis de expressao génica pré-estabelecidos. Esse processo resulta em um modelo reduzido,
contendo os genes € vias com os maiores niveis de expressao. O modelo final realiza predi¢cdes
especificas, demostrando quais sdo as principais vias e genes relacionadas ao processo de
amadurecimento do Solanum lycopersic, que s6 podem ser confirmados por meio da validagdo

experimental do modelo.
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Figura 6 — Ilustragdo da geracao do modelo
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Ilustracdo esquematica da etapa de integracdo dos transcriptoma ao modelo

A figura 7 é uma representacao parcial do modelo final de Solanum lycopersicum
posteriormente a todas as etapas realizadas. O modelo final ¢ um modelo funcional e foi testado
através da andlise de fluxo, comprovando, que no modelo final do tomate, ocorre a produgao
de biomassa. Esse modelo pode ser utilizado para passos futuros, para compreender e prever o
comportamento de metabdlitos, auxiliando na identificagdo de vias metabolicas, para futuras
estratégias de engenharia metabolica. Além disso, permite o estudo de processos biologicos

sobre diferentes condi¢des ambientais.
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Figura 7 — Modelo final do Solanum lycopersicum

| Abbreviation \ Description \ Reaction [ GPR [ Genes | Proteins | Subsystem |
NEOMENTHOL-DEHYDROGENASI (+)-neomenthol dehydrogenase NADP[c] + CPD-1905[c] --> NADPH(c] + CP SOLYC10G017570.2 or SOLYC03G0591' SOLYC1( SOLYC10G017570.2-MONOMER or SOLYC03G059190.2-MONOMER or SC
MENTHOL-DEHYDROGENASE- (-)-menthol dehycrogenase ~ NADPc] + --MENTHOL[c] --> NADPH[c] + C SOLYC03G059190.2 SOLYC031SOLYC03G059190.2-MONOMER

111168 RN 2-cetydropantolacone eductz NADPI] + PANTOYL-LACTONE[E] <<> NADPH + 2 DEHYDROPANTOYLLACTONEI PWY-3961

1.178RUN 3hycfoy-2 methybulty)Coh 2NETHYL:3 HYDROXY-BUTYRYL-CO] + NADIr] <=> NADH + 2 METHYL-ACETO-ACETVL-COAr ILEUDEG PWY

1.1.1.197-RKN 15-hydroxyprostaglandin dehyd ALPROSTADIL[c] + NADP[c] <=> 13E-11-Al SOLYC12G042370.1 or SOLYC06G0687- SOLYC12 SOLYC12G042370.1-MONOMER or SOLYC06G068740.2-MONOMER
1.1.1.255-RXN Mannitol dehycrogenase NAD(c] + MANNITOL[c] <=> MANNOSE{c] + SOLYC11G011330.1 or SOLYC11G0113 SOLYC111SOLYC11G011330.1-MONOMER or S(PWY-3861

1.11282R0N Aehycroyreonine-& phosphet & PHOSPHONGOKY:THRECNINEL] -+ NADI] > 2 AMINC-3-OXC-4 PHOSPHONOCXYBUTYRATEL] - NADH| PYRDOKSYNPHY

1.1.1.264-RXN{NAD) 11.1.26-RXN{NAD)lc]  NADIc] + L-IDONATE[G] <=> NADH{c] + 5-DEHYDROGLUCONATEL]
111264RXNNADP) 111 264-RXN{NADP)c]  NADP[] + L-IDONATE[G] <=> NADPHc] + 5-DEHYDROGLUCONATE[

1.1.1.276-RN 3 8beta-hycrony-5-&alpha; st NADP[c] + 3-BETA-HYDROXY-5-ALPHA-PREGNANE:20-ONE[c] > NADPH(] + GPD-283(] PIY-6032

1.1.L34RHN Hydroxymethyghtary-Cof red 3HYDROKY-3-METHYL-GLUTARYL-COA[e] SOLYC03032010.2 or SOLYCO3G0320 SOLYC03'SOLYC03G032010.2: MONOMER or SCPWY-922

11.3.32.RHN (S)sylopinesyntiass  OXYGENHOLECULELG] + NADPH] + S-CHEILANTHIFOLINELG] > S-STYLOPINE[G] + NADP] PUY-5287

1.14.11.18-RXN Phytanoy+ oA diowygenase  CPD-206[c] + 2-KETOGLUTARATELG] + 0K\ SOLYCO5G007370.2 SOLYCOS SOLYC05G007970.2:MONOVER

1141 20-RXN Desaceloryvindoine 4-hycroy! DEAGETOXYVINDOLINE[G] + 2:KETOGLUT, SOLYC04G049270.1 or SOLYCO3G0100 SOLYC09SOLYCO4GO49270.1-MONOMER or SOLYCOSGI10000.2-MONOVER or SC
114.13.36-RHN 50+{4-coumaroy!)-D-quinale 3 OXYGEN-MOLECULE[G] + NADPH{c] + 4-C( SOLYC10G078220.1 or SOLYC10G0782 SOLYC10 SOLYC10G078220.1-MONOVER or SCPWY-6040]PWY-6039[PWY-361
1.14.1355-RXN Protopine 6-monooxygenase  OXYGENMOLEGULE[C] + NADPH(] + PROTOPINEIC] > 6-HYDROXYPROTOPINE[G] + NADP[c PUY-5287

1,14.1356-RHN Ditychosanguinaine 10-monoo OXYGEN-MOLECULE[C] + DIHYDROSANGUINARINE[C] + NADPHG] > 10-HYDROXYDIHYDROSANGUINARINELE] « NADPLE]  PWY-5287

114.1357-RXN Ditycrocheliubine 12-monocyy OXYGEN-MOLEGULEC] + DIHYDROCHELIRUBINEG] + NADPHL] > 12-HYDROXYDIHYDROGHELIRUBINELG] + NADP] PUY-5287

1.14.1370-RKN Strol t4demetylse  OBTUSIFOLIOLIC] + 3.0 NADPH(] + 3.0 OK SOLYCO1GO081 0.2 SOLYCO!ISOLYCO1GO0B102MONOER  PWY-2541

1.141371-RXN Nemethylaciaurine 3-monoosy OXYGENHMOLECULE] + NADPHc] + S-N- SOLYCOBGI80380.2 or SOLYCOBGO8I3 SOLYOO3 SOLYCOB080380.2-VONOMER or SOLYC0BGO8I390.2:MONOVER or SC
1141378 RHN Entkaurene o1idase OXYGEN-MOLECULE[c] + NADPH{c] + CPL SOLYC04G083160.1 SOLYCO4 SOLYCOGOB3160.-MONOVER ~ PWY-5034

1.14.1379-RKN Entkaurenoic acid oidase  OXYGENVOLECULELE] + CPDIF-132[c] + SOLYC12G006460.1 or SOLYC10G0078 SOLYGH SOLYGH2G006460.1-MONOMER or SC PWY-5034

11413 8RN Dimethylaiine monooygenas: OXYGENMOLEGULEC] + NN DIVEETHYLAD SOLYCO!G 21002 or SOLYCD1G1121 SOLYC02:SOLYCO!G1 2100.2: MONOMER o SOLYCO1G112120.2-MONOVER or SC
11413 93-RXN (+)-abscisic acid 8-hydrorylase OXYGENHMOLECULEL] + CPD-693(] + NA SOLYCO7G055970.1 or SOLYCO§G0854 SOLYCO SOLYCO7G055470.1-MONOMER or SCPWY-5271

11421 20N (S)-chellantifone syrihase  OXYGENHMOLECULELG] + S-SCOULERINE[C] + NADPH(c] > S-CHEILANTHIFOLINELC] + NADP[c] PUY-5287

11421.6-RXNNAD) 11421 6-RXN{NAD)lc]  NADHc] + CPD-4186[c] + OXYGEN-MOLECULEG] > NAD[c] + CPD-4187[]
11420 GROV(NADP)  1.14216.RXNNADP)[c]  OKYGENMOLECULE[G] + CPD-4186fc] + NADPH(] > CPD-4187[c] + NADP[¢

Modelo genémico parcial do Solanum lycopersicum

7 Discussao:

A aplicacdo de ferramentas de modelagem metabolica permitiu obter um modelo para
predi¢do do comportamento do Solanum lycopersicum. A escolha de um modelo de qualidade
pode impactar diretamente as fungdes metabolicas capturadas por ele, impactando diretamente

nas predi¢des obtidos.

A reconstru¢do de um modelo metabdlicos em escala gendmica (GEMs) ocorre em 4
fases principais. Na primeira fase elabora-se um rascunho de reconstrucdo, utilizando dados de
transcriptomas do organismo-alvo e bancos de dados bioquimicos. Na segunda, realiza-se o
refinamento e a curadoria manual, propondo que o rascunho seja reavaliado e refinado. A
terceira etapa abrange a conversao para um modelo matematico e modelos especificos. Na
quarta etapa, o modelo criado na etapa anterior ¢ testado e validado(THIELE; PALSSON,
2010).

Todas as sequéncias de dados foram submetidas a processos de controles de qualidades,
sendo todas aprovadas nos devidos parametros estabelecidos. Essas sequéncias contribuiriam
para a contextualizacao das redes metabolicas, fornecendo informagdes sobre as expressoes dos
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genes no contexto estudado ¢ ajudando nas predigdes das possiveis vias ativas do modelo. Cada
uma das sequéncias foi validadas para as etapas seguintes, através da aplicacdo de parametros
de qualidade, como ilustrado na Figura 3. Esses resultados e de grande importante, pois

certifica que o nosso modelo possa realizar as predigdes no contexto estudado.

O processo de normalizacao, realizado pelo método do TPM, que normaliza a expressao
genica considerando tanto comprimento do gene quanto a profundidade do sequenciamento, foi
uma etapa bem-sucedido para todos os noves conjuntos de dados de transcriptomas. Os
resultados obtidos pelo método do TPM permitiram uma comparagdo direta dos niveis de
expressao de diferentes genes com o nosso genoma de referéncia, garantindo que as sequencias
estivessem devidamente alinhadas. Isso possibilitou a predi¢do dos genes ativos em cada fase
do amadurecimento do fruto em etapas subsequentes. Esses resultados asseguraram que todas
as sequéncias representavam variagdes biologicas reais antes de serem implementadas ao
modelo, demonstram a viabilidade técnica desses conjuntos de dados escolhido para o presente

projeto.

A integracdo dos conjuntos dos dados ao modelo foi realizada por meio do pacote Gene
Inactivity Moderated by Metabolism and Expression (GIMME)(BECKER; PALSSON, 2008).
Essa integracdo, utilizando os dados de transcriptomicos, devidamente tratados nas etapas
anteriores, foi implementado através da ferramenta COBRA Toolbox (COnstraint-Based
Reconstruction and Analysis)(SCHELLENBERGER et al., 2011). A inser¢do desses dados de
expressao génica em diferentes estados, combinados com a reconstrucao de rede metabdlica,
permitiu entender os conhecimentos acerca dos principios regulatorios do tomate, abrangendo
todas as reagdes e vias metabdlicas. Isso permitiu a aplicagdo de algoritmos para que se
realizasse previsoes de analise de balango de fluxo. A inclusdo desses dados e de grande
relevancia, como demostrado no estudo de Akesson(AKESSON; FORSTER; NIELSEN, 2004),
que demostra a importancia da integracao de dados de transcriptdmicos a modelo gnémico para

previsao do comportamento metabolico, permitindo previsdes quantitativas de fluxo.

Aqui demostramos a formulagdo de uma equacao de biomassa, composta de 46
componentes da massa seca do tomate, uma vez que o modelo base i HY3410 ndo possui uma
equacdo de biomassa. A escrita dessa equacdo foi um passo critico para a simulagdo do
crescimento no modelo. Essas equagdes representa os componentes combinados em
quantidades estequiométricas, descrevendo as taxas de producao e consumo de metabolicos que

compdem o crescimento da célula. Além disso, exercem papel central durante a analise de
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balango de fluxo. Os componentes dessa equacdo incluem aminoécidos, carboidratos, bases
nitrogenadas, metabdlitos soluveis, dcidos graxos e pigmentos que resultam em ADP, fosfato e

difosfato.

Nao foi obtido um resultado positivo na primeira realizagao de FBA apds a inser¢ao das
reacdes de biomassa. Esse resultado evidenciou a presenca de algumas reagdes no modelo que
nao estavam produzindo ou ndo possuiam nenhum tipo de transporte identificado, os chamados
metabolitos dead-end (DEM)(MACKIE et al., 2013). Devido a esse cenario, foi realizada uma
investigacdo, a fim de se identificar e eliminar esses metabolitos. Como efeito ouve uma
significativa modificagdo no modelo, através da adicdo de oitos reagdes de exchange. Essas
reacdes foram incluidas com objetivo de eliminar as reagdes que ndo estavam produzindo ou

ndo possuiam nenhum tipo de transporte.

Demostramos que foi obtido resultado positivo na segunda realizagdo de FBA. Esse
resultado foi de grande relevancia, indicando que, na simulacdo do modelo, havia a producao
de fluxo geral sem interrupcao, indicando que o nosso modelo podia sintetizar os componentes

essenciais para o seu crescimento nas condi¢des simulada.

Devido a reconstru¢do da rede metabdlica do tomate abranger todas as reagdes e
enzimas conhecidas, e por meio da analise de FBA para ¢ célculo do fluxo metabolico,
obtivemos uma visdo sobre os genes e vias importantes envolvidas no processo de
amadurecimento do Solanum lycopersicum. Essas analises foi realizada com base na aplicagdo
de previsao de taxa de crescimento. No futuro, com a validagdo experimental do modelo, sera
possivel utiliza-lo em estudos direcionados a interferéncias de engenharia metabolica, com o

objetivo de realizar estratégias pds colheita do fruto.

8 Conclusoes:

As abordagens aplicadas produziram um modelo-contexto especifico para o Solanum
lycopersicum, utilizando como base um modelo ja existente i HY3410 com a incorporagao de
dados transcriptomicos. Isso permitiu um entendimento dos principais processos bioquimicos
envolvidos durante todo o estdgio de amadurecimento do Solanum lycopersicum, bem como as
predicdes dos genes e enzimas relacionadas durante todo o processo. Portanto, o modelo

resultante mostrou-se viavel, como demostrado pela produgdo de biomassa, ¢, em futuros
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estudos com a validagdo experimental, pode ser utilizado para propor estratégias de engenharia

metabdlica visando aumentar a conservagdo pos-colheita do fruto.
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