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RESUMO

Durante o crescimento heterotrofico, as plantulas dependem completamente das reservas
armazenadas na semente. Tais reservas proporcionam o carbono e o nitrogénio necessario
para a producdo de biomassa, bem como poder redutor e ATP necessarios para a manutencéo
e crescimento. Embora, conhecimentos detalhados dos processos metabolicos responsaveis
pela mobilizacdo das reservas durante esse momento do desenvolvimento sejam evidentes, a
utilizacdo das reservas e a contribuicdo de cada uma para o balanco de carbono, de nitrogénio
e de energia em plantulas permanecem ainda obscuras. Na tentativa de elucidar essas questdes
utilizou-se da analise de balango de fluxos (ABF) para estudar o metabolismo e a mobilizacdo
de reservas durante a germinacdo e o crescimento inicial em plantulas de soja. Para tanto,
primeiramente realizou-se uma caracterizacao extensiva da biomassa das plantulas durante a
germinacao e crescimento inicial com o objetivo de determinar as restricbes para 0 ABF. Um
modelo metabolico baseado no genoma de Arabdopsis thaliana foi adaptado possibilitando a
degradacdo de reservas ndo contempladas no modelo original, além de possibilitar o
transporte de metabolitos entre os cotilédones e o eixo. As simula¢des do metabolismo levou
em conta a alta eficiéncia do metabolismo aplicando uma funcéo objetivo da minimizacao de
fluxos de todas as reacOes ativadas. Os resultados das simulacbes mostraram que a
degradacdo dos acucares sollUveis e o aumento da concentragdo de aminoacidos livres
ocorreram durante a germinacdo. Nos periodos subsequentes a germinacdo, houve a
degradagdo de acidos graxos pela da B-oxidacdo e ativagdo do ciclo do glioxalato, e um
transporte significante de metabdlitos entre os cotilédones e o eixo. Os resultados obtidos
demonstraram que diferentes tipos de reservas sdo utilizados de forma coordenada para
atender as necessidades do crescimento das plantulas e auxiliam a prever modificagdes no
metabolismo e na composicdo de reservas das sementes ou a atividade enzimatica no
metabolismo em diferentes condic¢des as quais as plantulas podem ser submetidas durante a

germinacao e o crescimento inicial.

Palavras-chave: analise de balanco de fluxos, fluxos metabdlicos, crescimento inicial,

Glycine max, germinagdo, mobilizacéo de reservas



ABSTRACT

During heterotrophic growth seedlings depend entirely upon the reserves previously stored
within the seed. Such reserves provide the carbon and nitrogen necessary for the production of
new biomass, as well as the reducing power and ATP necessary for cell maintenance and
growth. Whilst we have detailed knowledge of the metabolic processes responsible for
mobilization of seed reserves, how the degradation of different reserves is coordinated and
how each type of reserve contributes to the carbon, nitrogen and energy balance of the
seedling remains unclear. To address these questions we used flux balance analysis (FBA) to
study metabolism and reserve mobilisation during initial growth of soybean seedlings. This
firstly involved the extensive characterisation of seedling biomass during initial growth with
the aim of determining constraints for FBA. A pre-existing genome scale stoichiometric
metabolic model was then adapted to allow the analysis of reserve degradation and the
transport of metabolites between cotyledons and the growing seedling. FBA indicated
extensive shifts in primary metabolism during seedling growth. The first day of post-
germinative growth was characterised by degradation of raffinose series sugars and amino
acids released from protein. Subsequent days saw the activation of the glyoxylate cycle and
significant transport of metabolites between cotyledons and the growing seedling. These data
help reveal how different types of reserves are used in a coordinated fashion to meet the needs
of the growing seedling and may help to predict the effects of manipulation of seed reserve

composition or enzyme activity on metabolism and growth.

Key-words: Flux Balance Analysis, metabolic fluxes, initial growth, Glycine max,

germination, reserve mobilization
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1. INTRODUCAO

A germinacdo, importante processo no desenvolvimento da planta, inicia-se a partir da
hidratacdo dos tecidos do embrido e finaliza ap6s a protrusdo da radicula através do
tegumento e a sua curvatura (Bewley & Black 1994). Ela é dependente de fatores externos (p.
ex. disponibilidade de agua, oxigénio, temperatura) e internos (p. ex. reativagdo do
metabolismo, embebicdo dos tecidos etc.) que podem determinar o sucesso germinativo do
embrido. Apés a germinacdo, inicia-se um rapido crescimento celular devido ao alongamento
do eixo embrionério que possibilita que a plantula emerja no solo (Bewley & Black 1994).
Essa fase do desenvolvimento é considerada a mais critica do desenvolvimento, pois, as
plantulas heterotroficas sdo dependentes das reservas presentes nos cotilédones ou
endosperma, além de altamente vulneraveis a estresses ambientais (Castro et al. 2004;
Buckeridge et al. 2004a). Ao alcancar o estagio juvenil, as plantulas tornam-se independentes
das reservas e desenvolvem tanto o sistema radicular quanto a capacidade fotossintética para

manté-las vivas (Melo et al. 2004).

Como fonte de nutricdo as sementes contém quantidades significativas de substancias,
sendo as principais os carboidratos, lipideos e proteinas (Bewley & Black 1994). Essas
reservas sdo utilizadas na formagédo dos componentes estruturais e no fornecimento de energia
durante o crescimento (Ziegler 1995; Buckeridge et al. 2004a). A quantidade e a qualidade
das reservas variam com a espécie e as condicbes ambientais durante o enchimento dos
grdos(Rotundo & Westgate 2009; Spears et al. 1997).

O estudo da utilizacdo das reservas nos processos de germinagdo e crescimento inicial
ajuda a compreender a forma de utilizacdo das reservas durante o metabolismo da planta nos
seus estagios iniciais. Tais informacfes sobre 0 metabolismo e a mobilizacdo de reservas
apresentam grande interesse agrondmico e comercial (Dixon & Sumner 2003), como a

engenharia metabdlica para produgdo de compostos de interesse e melhoramento de espécies.

Em resposta a demanda por conhecimento desses processos metabélicos alguns
métodos foram desenvolvidos. Uma das metodologias empregadas é a Andlise de Fluxos
Metabolicos (AFM), que utiliza is6topos estaveis de carbono para a determinagdo de fluxos
na rede metabdlica (Libourel & Shachar-Hill 2008) e objetiva uma quantificacdo detalhada

dos fluxos no metabolismo primario central (Dieuaide-Noubhani & Alonso 2014). Entretanto,
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a AFM ndo é muito adequada para a aplicagdo em plantas, devido as caracteristicas
complexas das redes metabdlicas, tais como a redundancia e a compartimentalizacdo das vias.
(Entwistle & Rees 1988; Borchert et al. 1993).

Como alternativa ao AFM desenvolveu-se outro método denominado Analise do
Balanco de Fluxos (ABF) (Sweetlove & Ratcliffe 2011). ABF utiliza-se das informacdes da
matriz estequiométrica e das medidas de entrada (reservas) e saida (biomassa) para determinar
uma distribuicdo de fluxo 6tima num modelo de metabolismo (Grafahrend-Belau et al. 2014;
Sweetlove & Ratcliffe 2011). Uma das vantagens do ABF ¢ a facilidade de cobrir grandes
redes metabdlicas (Sweetlove & Ratcliffe 2011) e por isso tem se mostrado uma poderosa
ferramenta na analise dos fluxos (Grafahrend-Belau et al. 2014) e ja tem sido aplicado com
sucesso em sistemas vegetais, por exemplo, Arabidopsis thaliana (Poolman et al. 2009;
Dal’Molin et al. 2010; Radrich et al. 2010; Williams et al. 2010; Kleessen et al. 2012) entre
outras. Por isso, ABF representa uma possivel ferramenta para o entendimento do

metabolismo durante a germinacéo e o crescimento inicial da planta.

A soja é uma espécie de leguminosa domesticada no oriente por volta do século XI
a.C. Atualmente, é um dos grdos mais comercializados do mundo. No Brasil, sua
produtividade foi de 81,5 milhdes de toneladas em 2013 (Conab 2013) e nos Estados Unidos
cerca de 82,6 milhdes de toneladas do grdo. Essa alta producdo ocorre em resposta a sua
utilizacdo em varios ramos, por exemplo, na alimentacdo humana e animal (Conab 2008),
producdo de biodiesel e exportacdes (Embrapa 2004). Algumas caracteristicas colocam a soja
como possivel modelo para estudos de germinacdo e crescimento em espécies leguminosas.
Sdo elas: ser desprovida de endosperma, logo, suas reservas localizam-se somente nos
cotilédones (Carlson 1973); sua composicdo quimica € importante, por ser uma das
leguminosas com maior teor de proteinas (40-45%) (Nielsen 1996); e, as informacdes
gendmicas e do metabolismo ja se encontram em base de dados como o SoyBase (Grant &
Shoemaker 2006) e SoyCyc. Dessa forma, estudos do metabolismo e quantificacdo dos fluxos
na germinacdo e crescimento inicial da soja, podem fornecer informacdes importantes para

estudos agrondmicos e biotecnologicos no beneficiamento dos gréos de soja.



18

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. GERMINACAO E CRESCIMENTO INICIAL

A germinacdo € um importante processo no ciclo de vida das plantas com sementes,
pois, uma nova geracdo surge e possibilita a propagacdo e manutencdo da espécie. E um
processo bioldgico natural em que as sementes saem de seu estagio de laténcia, uma vez que
as condicbes necessarias para 0 crescimento e desenvolvimento, tais como umidade,
temperatura e nutrientes, dentre outros fatores sdo ofertados (Sangronis & Machado 2007).
Atualmente, é consenso que a embebicdo marca o inicio do processo de germinacédo (Castro et
al. 2004). Porém, sua finalizacdo ainda é motivo de discussdes e envolve alguns critérios. A
germinacdo a partir do critério fisiologico é completa quando uma parte do embrido,
geralmente a radicula, penetra e trespassa os tecidos ao qual estd envolvida e se curva pelo
gravitropismo (Labouriau 1983; Cardoso 2004). J& o critério agrondmico ou tecnoldgico leva
em conta a emergéncia da plantula através da superficie do solo (Cardoso 2004). Para Bewley
& Black (1994) é incorreto considerar germinacdo a emergéncia da plantula no solo, pois a
germinacdo serd finalizada, muitas vezes, antes da plantula ser visivel na superficie do solo.
Assim, germinacgéo stricto sensu ndo inclui o crescimento da plantula que comeca quando a

germinacdo finaliza (Bewley & Black 1994).

Alguns fatores externos sdo importantes e responsaveis para a germinagdo. Tais
fatores sdo: disponibilidade de agua, a temperatura, o0 oxigénio e a luz. A disponibilidade de
agua é imprescindivel, pois, a absor¢do de dgua por embebicdo é que inicia 0 processo de
germinacdo e um nivel adequado de hidratacdo é que permitira a reativacdo do processo
metabdlico (Castro et al. 2004). A temperatura, geralmente na faixa de 20-30 °C mostra-se
adequada a germinacdo de muitas espécies subtropicais e tropicais (Aguiar et al. 1993). A
temperatura pode influenciar na composicdo das sementes (Piper & Boote 1999; Thomas et
al. 2003) bem como em altas temperaturas pode inibir a germinacdo (Toh et al. 2008). A
temperatura pode influenciar no sucesso, quando se encontra na faixa considerada otima; ou
morte da semente, quando ultrapassa os limites maximo e minimo da faixa 6tima de cada
espécie. O oxigénio é importante para as reacdes metabdlicas, entre elas principalmente, a
respiracdo. A ativacdo das sementes pela luz esta ligada aos pigmentos denominados
fitocromos, que dependendo do comprimento de onda do espectro a que tiver exposta podera

inibir ou estimular a germinacao e sua sensibilidade varia com a especie.



19

No processo de germinacdo, alguns eventos internos, tais como: a embebicdo, a
reativacdo do metabolismo e sintese de DNA, RNA e proteinas; a respiracdo e ativacdo de
enzimas e organelas; sdo fundamentais. A embebicédo, frequentemente, funciona num padréo
trifasico de absorcéo e hidratacdo por agua (Bewley & Black 1994; Castro et al. 2004). A fase
| é rapida, depende de fatores puramente fisicos e atinge sua maior absorcdo. Na fase Il, séo
ativados os processos metabolicos necessarios para o desenvolvimento do embrido, esta fase é
dependente da temperatura e do potencial hidrico da semente. Finalmente, a fase Il hd um
novo aumento do conteldo de agua da semente devido ao aumento do volume do embrido
(protruséo da radicula) e inicia o alongamento celular, esta fase é considerada a mais critica
do desenvolvimento, visto que as plantulas séo altamente vulneraveis aos estresses ambientais
Koizumi & Kano (2014) demostraram através de ressonancia magnética esse padrdo de
entrada de agua na semente de soja durante o processo de embebicdo. Meyer et al. (2007)
descreveu com detalhes o processo de embebicdo em soja assim como a cinética nesse

momento.

O primeiro sinal que a germinacdo se completou é, geralmente, um aumento no
comprimento e massa fresca da radicula. Os primeiros estdgios no desenvolvimento sdo
caracterizados por um periodo de rapida divisdo celular e alongamento do eixo (Nielsen
1996). Bewley & Black (1994) dividem em dois tipos de germinagdo. O tipo epigea, 0
hipocoétilo se alonga e eleva os cotilédones para cima do solo; e, o tipo hipdgea, o epicétilo se
alonga elevando as folhas e mantendo os cotilédones sob o solo. No crescimento pés-
germinativo, o periodo de esgotamento das reservas deve coincidir com o estagio em que as
plantulas apresentam um sistema radicular e estruturas fotossintéticas bem desenvolvidas;

caso contrario, as plantulas tendem a morrer (Kitajima 1996).

2.2. RESERVAS E MOBILIZACAO

As reservas em sementes possuem basicamente duas fungdes, a manutencdo e o
desenvolvimento do embrido até a formagdo da plantula que apresente a capacidade de se
manter de forma autotréfica (Buckeridge et al. 2004a; Melo et al. 2004). As reservas se
encontram geralmente nos tecidos em toda semente, inclusive no embrido e séo utilizadas na

germinacao, apos a hidratacao dos tecidos, para o crescimento inicial da plantula.

As sementes contém quantidades significativas de substéncias estocadas como fonte
de nutricdo (Bewley & Black 1994). As principais substancias armazenadas sdo 0S

carboidratos, os lipideos (fontes de energia e carbono) e proteinas (fonte de carbono,
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nitrogénio e enxofre) (Buckeridge et al. 2004a) que sdo utilizados na formagdo de
componentes estruturais durante o crescimento (Ziegler 1995). A composi¢cdo quimica das
sementes é determinada, em Ultima andlise, por fatores genéticos, por isso, pode variar muito
entre espécies diferentes; bem como, pelas condigdes ambientais e praticas agronémicas

durante o desenvolvimento e maturacdo da semente (Bewley & Black 1994).

Os principais compostos derivados de carboidratos que atuam como reserva em
sementes sdo os oligossacarideos de série rafinosica (OSRs), o amido, os polissacarideos de
parede celular (Buckeridge et al. 2004a), as hemiceluloses e agucares livres (Bewley & Black
1994). Os principais lipideos sdo encontrados em corpos lipidicos na forma de triglicerideos
ou &cidos graxos livres podendo compor cerca de 60% da massa de algumas oleaginosas. Os
4cidos palmitico (16:0), oleico (18:1 A®) e linoleico (18:2 A®'?) sdo 4cidos graxos que
geralmente ocorrem em maior frequéncia e quantidade (Buckeridge et al. 2004a). Os
principais grupos de proteina de reserva podem ser separados com base na sua solubilidade de
acordo com as “fragoes de Osborne”. Sdo elas as prolaminas, encontradas principalmente em
sementes de cereais e gramineas; as glutelinas, importante estoque de enxofre; as globulinas,
principal proteina de reserva em sementes de dicotileddneas; e, as albuminas, também
presentes em dicotileddneas (Osborne 1924; Bewley & Black 1994; Buckeridge et al. 2004a).

A mobilizacdo de reservas funciona através de reacbes quimicas dos tipos
degradativas (catabolismo) e/ou sintéticas (anabolismo), ambas catalisadas por enzimas, que
formam parte de uma rede metabolica. Existem diversas abordagens que justificam o estudo
da mobilizacdo de reservas. Por exemplo, a agronémico-tecnol6gico, visa aspectos
importantes de aplicacdo tecnoldgica em plantas, como a melhoria na qualidade de espécies
cultivadas para producéo de alimentos e 0 melhoramento genético destas. Outra abordagem, a
puramente bioldgica, na qual se tenta compreender aspectos fisioldgicos, ecolégicos, celulares
e bioguimicos dos diferentes processos de mobilizacdo de reservas (Buckeridge et al. 2004b).
Informagdes sobre o metabolismo possibilitam o seu entendimento e a partir disso fornecer
informagdes que poderdo ser utilizadas na manipulagdo metabdlica de interesse agronémico e

comercial (Dixon & Sumner 2003).

2.3.  ANALISE DOS FLUXOS METABOLICOS

As plantas apresentam um sistema metabdlico substancialmente mais complexo que
outros organismos (Allen et al. 2009; Sweetlove & Ratcliffe 2011). Isso ocorre por causa dos

muitos aspectos que sdo interligados no sistema vegetal, por exemplo; o fato de ser



21

ectotérmica e autotrdfica, ser séssil e, assim, estar sujeita as inimeras condi¢fes ambientais
(Sweetlove & Ratcliffe 2011). Como consequéncia dessas caracteristicas, as plantas
apresentam um vasto repertério quimico (Allen et al. 2009) para defesa contra patdgenos ou
competicdo no ambiente onde se encontra, e também uma extensa compartimentalizacao
celular (ap Rees 1987). Uma reacéo especifica de uma via metabdlica em plantas pode ocorrer
em mais de um compartimento e, em casos extremos, pode ocorrer duplicagdo de uma via
inteira em dois ou mais compartimentos (Kruger & Ratcliffe 2008). Assim, considerando que
as vias podem interagir e estar duplicadas em mais de um compartimento, nao se pode estudar
essas vias de forma isolada, mas as considerando como parte de uma rede metabolica. Assim,
a manipulacdo de forma racional dos fluxos dentro das redes requer ferramentas que podem
analisar a rede como um todo, ao invés de se focar em passos ou vias individuais (Kruger &
Ratcliffe 2008).

No metabolismo central, o funcionamento de cada enzima, assim como as vias, €
dependente do estado operacional de toda a rede metabdlica (Kruger & Ratcliffe 2008;
Sweetlove & Ratcliffe 2011). Nos ultimos anos, os esforcos foram direcionados na
mensuracdo dos fluxos em nivel de rede (Sweetlove & Ratcliffe 2011). Uma das
metodologias empregadas é a Analise dos Fluxos Metabolicos (AFM), que se baseia no
estado estacionario do metabolismo, ou seja, admite que os pools de metabolitos se
mantenham constantes ao longo do tempo. A metodologia de AFM é uma aproximacao para a
determinacdo dos fluxos dos metabolitos contendo isétopos estaveis de carbono, o qual é
disponibilizado no meio para a planta (Libourel & Shachar-Hill 2008; Allen et al. 2009). O
objetivo do AFM é uma quantificacdo detalhada de todos os fluxos no metabolismo central
(Dieuaide-Noubhani & Alonso 2014). Entretanto, essa aproximagdo ndo € muito adequada
para estudos com plantas, por que as redes metabdlicas sdo complexas, com vias redundantes

e compartimentalizadas (Entwistle & Rees 1988; Borchert et al. 1993).

Essas limitacbes tem direcionado a procura por alternativas de aproximagoes
complementares para caracterizar as redes metabolicas em plantas (Sweetlove & Ratcliffe
2011). Analise do Balango de Fluxos (ABF) surgiu como alternativa para a analise dos fluxos
em redes metabolicas, acompanhando estudos em microbiologia (Borodina & Nielsen 2005).
Como o AFM, o ABF é uma abordagem de modelagem baseada em restri¢des, na qual 0s
fluxos do estado estacionario em uma rede metabdlica sédo previstos pela aplicacdo de
restricoes de balango de massas para um modelo de rede, com base numa matriz

estequiométrica das reacdes (Sweetlove & Ratcliffe 2011). Assim, em outras palavras, ABF
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utiliza as informagBes da matriz estequiométrica e as medidas de entrada e saida para

determinar uma distribuicao de fluxo 6tima (Grafahrend-Belau et al. 2014).

Uma das vantagens do ABF é a facilidade em cobrir redes metabolicas muito extensas,
e seus modelos podem ser construidos utilizando informacgdes da decodificacdo do genoma
(Sweetlove & Ratcliffe 2011). Porém, as informacdes ndo fornecem os sentidos das reacgdes,
configurando uma limitagdo na utilizacdo de dados gendmicos. Para a compreensdo dos
sentidos das reacOes seria necessario saber a energia livre de Gibbs ou o sentido de cada
reacdo (Sweetlove & Ratcliffe 2011); todavia, em termos experimentais, se torna impossivel
medir todas elas, necessitando de aproximacOes teoricas para estimar padrGes das energias
(Jankowski et al. 2008). Em adicdo, ndo requer informacdes de parametros cinéticos, somente
da estequiometria das reacGes, que sdo conhecidas assim como de uma funcdo objetivo
(objective function, inglés), necessaria para identificar a redistribuicdo 6tima dos fluxos, entre

todos os possiveis, no estado estacionario (Grafahrend-Belau et al. 2009).

Dessa forma, ABF se mostra como uma poderosa ferramenta para a analise dos fluxos
e tem sido aplicado com sucesso em muitos sistemas vegetais e fotossintetizantes, por
exemplo, em Arabdopsis thaliana (Poolman et al. 2009; Dal’Molin et al. 2010; Radrich et al.
2010; Williams et al. 2010; Kleessen et al. 2012), em plantas e em sementes de Hordeum (L.)
(cevada) (Grafahrend-Belau et al. 2009; Rolletschek et al. 2011; Grafahrend-Belau et al.
2013), em folhas de Zea mays (L.) (milho) (Dal’Molin et al. 2010; Saha et al. 2011), em
sementes de Brassica napus (Schwender et al. 2006), em algas verdes (Cogne et al. 2011;
Boyle & Morgan 2009) e em bactérias fotoautotrdficas (Knoop et al. 2010; Montagud et al.
2010). Cabe mencionar que ABF ¢ aplicado para estudar diferentes aspectos do metabolismo,
tais como delecdo de genes (Edwards & Palsson 2000; Forster et al. 2003) e vias redundantes
(Van Dien & Lidstrom 2002).

Tomados em conjunto essas informac@es indicam que ABF representa uma ferramenta
atil de entendimento do metabolismo e que pode ser aplicado a processos como a germinagao
e crescimento inicial em plantas, desde que possuam o0 seu genoma sequenciado. Neste
contexto, utilizando-se dados experimentais de utilizagdo das reservas e producdo de
biomassa como restrigdes ao modelo é possivel compreender o funcionamento geral da rede

metabolica e fluxos metabolicos relacionados a germinacao e crescimento inicial de plantas.



23

2.4. SOJA (Glycine max (L.) Merr.)

A soja é uma espécie leguminosa oriunda da China (Morse 1950) que emergiu como
espécie domesticada por volta do século XI a.C. (Hymowitz 1970), chegando a outros paises
(e.g. Coréia e Japao) por volta do século Il (Nagata 1959; Embrapa 2004). No Ocidente,
especificamente na Europa, a soja chegou somente ao fim do século XV (Rocha 2009).
Devido a fatores climéticos a tentativa de cultivo foi fracassada na Europa. No fim do século
XIX, os Estados Unidos iniciaram a exploracdo comercial da soja para forrageio e, por volta

de 1920, como gréos para alimentacao.

No Brasil, a introducdo da soja se deu aproximadamente no final do século XIX por
volta de 1882 na regido da Bahia, (Santos 1988; Black 2000). A maior utilizacdo da soja se
deu a partir dos anos 40 do seculo XX (Marcos Filho et al. 1982). O caminho da soja no
Brasil se assemelhou ao observado nos Estados Unidos, primeiramente sendo utilizada como
forrageio para animais, transcorrendo assim, todo o pais e atualmente esta presente em todos
os estados brasileiros (Albrecht 2009). Nos ultimos anos, o cultivo da soja tem ocupado uma
area aproximada de 27,7 milhdes de hectares com uma producédo de 81,5 milhGes de toneladas
(Conab 2013) atras somente dos Estados Unidos, que apresentam uma area plantada de cerca
de 30,8 milhdes de hectares e produtividade de 82,6 milhdes de toneladas (USDA 2013).

A alta producdo de grdos de soja € devida a sua utilizacdo em varios ramos da
economia. Em funcdo do seu elevado valor nutricional (Hadley & Hymowitz 1973) é
utilizado na alimentacdo humana e animal (Conab 2008), podendo ser transformada em
diversos alimentos proteicos, tais como farinha, leite, proteina texturizada, dentre outros
alimentos e na prevencdo de doengas (Gitzelmann & Auricchio 1965). Além disso, tem sido
amplamente utilizada na industria para a fabricacdo de outros tipos de derivados, como tintas,
vernizes e combustiveis, como o biodiesel (Embrapa 2004), que vem sendo testado por varias
instituicbes de pesquisa, em diversas cidades brasileiras (Rocha 2009). Isso configura um
significativo aumento da demanda do produto no Brasil, além da demanda de exportaces

para outros paises (Embrapa 2004).

A semente de soja, como em muitas outras leguminosas, é desprovida de endosperma
e consiste de um tegumento (testa) que envolve um embrido grande e bem desenvolvido
(Carlson 1973) (Figura 1). O embrido consiste em dois grandes e suculentos cotilédones, uma
plimula com dois primordios foliares bem desenvolvidos (epicétilo) e um eixo hipocdtilo-

radicula que repousa em uma rasa depressdao formada nos cotilédones (Carlson 1973; Muller
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1981). Assim, por ndo possuir endosperma, as reservas para 0 crescimento do embrido
encontram-se somente nos cotilédones. Na embebicdo, as sementes de soja absorvem, por
toda sua superficie, aproximadamente 50% de seu peso em agua (Filho & Amabile 1996). Em
condicdes adequadas de umidade e temperatura, a radicula emerge a partir de uma ruptura no
tegumento na regido da micropila em um ou dois dias (Williams 1950). A soja apresenta
germinacdo do tipo epigea, ou seja, 0 hipocotilo é responsavel pela elongagéo e elevacdo dos

cotilédones acima do solo (Carlson 1973).

Pldmula B
(epicotilo)
Cotilédone
— Hipocotilo
- Eixo
Tegumento
(testa) — Radicula
lcm i

Figura 1. Partes da plantula de soja.

A composicdo quimica de reservas da soja é importante, tanto para a exploracdo
comercial, quanto para 0s processos de germinacdo e crescimento inicial, principalmente, por
causa da quantidade de proteinas totais. As variedades cultivadas de soja contém de 20 a 35%
de carboidratos (Morais & Silva 1996; Moreira 1999), das quais a maioria encontrada na
semente madura é sacarose (41-68%), estaquiose (12-35%) e rafinose (5-16%) (Nielsen
1996). Na maturidade fisioldgica, o teor de amido corresponde a cerca de 1-3% da massa seca
(Yazdi-Samadi et al. 1977) e teores ainda menores sdo encontrados em sementes verdes
(Morais & Silva 1996). O teor de proteina varia de 40-45%, composta de 70-80% de proteinas
de reserva 11S e 7S conhecidas como glicinina ¢ B-conglicinina (Nielsen 1996). Por causa da
predominancia de proteinas, a soja desempenha um papel fundamental na determinacdo das
propriedades funcionais e nutricionais de alimentos derivados dela (Nielsen 1996). O teor de
lipideos varia de 15-25% dependendo da variedade (Moreira 1999). Em soja sdo encontrados

por volta de 15% de acidos graxos saturados e 85% de insaturados incluindo cerca de 1-3% de
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substancias nao saponificaveis como os esteroides, tocoferois e vitamina A (Morais & Silva
1996).

Em estudos com plantas cultivadas de interesse comercial, 0 mapeamento genético das
mesmas € importante e funcional. Para a soja, 0 projeto de sequenciamento do genoma foi um
projeto interinstitucional realizado por trés grupos: National Science Foundation (NSF),
United States Department of Energy (USDOE) e United States Department of Agriculture
(USDA) (Jackson et al. 2006). O mapa genético especifico para a soja ja se encontra
hospedado no SoyBase (Grant & Shoemaker 2006) e também um banco de dados de reagdes

metabolicas no SoyCyc.

Devido a esse conjunto de caracteristicas, seu uso € justificado como modelo para
alguns estudos. Por isso, neste trabalho usou-se a soja como modelo para estudos de fluxos
metabdlicos durante a germinacdo e crescimento inicial, principalmente devido ao seu tipo de

semente (reservas localizadas somente nos cotilédones) e por sua composicao.
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3. JUSTIFICATIVA

A germinacdo e o crescimento inicial sdo processos importantes no desenvolvimento
em plantas e representam fases criticas e de maior vulnerabilidade. A mobilizacéo de reservas
durante esses processos possui importante papel durante o desenvolvimento inicial e contribui
para o fornecimento de energia, carbono e nitrogénio para o crescimento da plantula. Além da
necessidade de entender a mobilizacdo de reservas nesse contexto, o entendimento acerca do
metabolismo durante a germinacéo e crescimento inicial em plantas é ainda necessario nesses
periodos iniciais do desenvolvimento. O estudo do metabolismo central em plantas, se mostra
complexo devido & quantidade de vias metabdlicas examinadas simultaneamente, além da
compartimentalizacdo e duplicacdo de determinadas vias metabdlicas. Portanto, a analise do
metabolismo central como um todo carece de ferramentas apropriadas. A analise de balanco
de fluxos (ABF) permite a andlise do metabolismo a partir da quantificagdo de fluxos
metabdlicos obedecendo ao equilibrio do balanco de matéria e energia, bem como as
restricbes impostas a partir de dados experimentais. A soja (Glycine max (L.) Merr.) foi
escolhida para o estudo devido a sua composicdo de reservas e informacdes genémicas e
metabdlicas, além de sua importancia comercial. Dessa forma, esse estudo pode fornecer
subsidios para outros estudos sobre o metabolismo em outras condi¢des e em outras espécies,
com as modificacdes necessarias para cada estudo, além de fornecer informacdes que poderao

ser utilizadas em contextos agronémicos e biotecnolégicos.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

- Quantificar os fluxos metabdlicos ao longo da germinacéo e crescimento inicial utilizando
Analise de Balanco de Fluxos (ABF) em Glycine max (L.) Merr. (Fabaceae) na variedade
BR/MG46 [Conquista]

4.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estabelecer um sistema experimental para avaliar os fluxos metabdlicos ao longo da

germinacao e crescimento inicial da soja;

- Analisar a composicdo bioquimica da biomassa em cotilédones e eixo ao longo germinacédo

e crescimento inicial;
- Analisar o perfil de metabolitos primarios;
-Estruturar e atualizar informacdes da matriz estequiométrica do modelo para as simulacdes;

- Utilizar os dados experimentais como forma de restricdo de entradas e saidas no modelo,

visando a quantificacdo de fluxos durante a germinacao e crescimento inicial,

- Testar confiabilidade da aplicacdo do modelo a partir dos dados de perfil metabdlico.



28
5. MATERIAL E METODOS
5.1. LOCAL DE REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS

O trabalho foi realizado nos laboratérios de Cultura de Tecidos Vegetais e de
Bioquimica Vegetal do Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia, Campus Darcy

Ribeiro, Brasilia — DF, Brasil.
5.2. MATERIAL VEGETAL

A soja (Glycine max (L.) Merr.) foi utilizada para os experimentos devido & sua
composicdo e as informacGes que se encontram nos bancos de dados genémicos (GenBank) e

metabolicos (SoyCyc, AraCyc e PlantCyc).

As sementes foram adquiridas na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria —
Embrapa (Cenargen) em duas variedades cultivadas BRS 313 [Tieta] (Moreira et al. 2010;
Weber et al. 2010) e BR/MG46 [Conquista]. A primeira variedade apresenta massa média de
12,2 a 13,0g em 100 sementes’. A composicdo por semente é de 22,0 a 22,9% de teor de 6leo
e de 35,3 a 37,2% de teor de proteina (Embrapa Soja, 2011). A segunda variedade apresenta
massa média de 15,5g e sua composicao € de 19,7% de teor de 6leo e de 42,7% de teor de

proteina.

Para evitar a perda de viabilidade de germinacdo, as sementes foram mantidas em
frascos de vidros vedados e armazenadas em camaras frias (temperatura = 4 °C) até o inicio

dos experimentos.

5.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O experimento consistiu em crescer 450 sementes de cada variedade por 12, 24, 48 e
96h (Figura 2). As sementes foram acondicionadas em potes para o crescimento. Foram
destinadas cinco potes por variedade por tempo, isto €, cada pote representou uma unidade
experimental e cada conjunto de cinco potes por variedade representaram as repeticoes
bioldgicas. No tempo de 12h, foram dispostas 50 sementes por pote para fornecer a
guantidade de massa necessaria para analise nesse tempo. Nos tempos restantes, foram

dispostas dez sementes por potes. Cada conjunto de dez potes foi coletado no seu respectivo

! Célculo utilizado para comparagio de massas entre diferentes tipos de gréos.
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tempo, ou seja, apo6s 12, 24, 48, 72 e 96h de crescimento. O total do experimento foi de 50
potes e 900 sementes.

Var. \Var. Var. Var. Var. Var. Var. Var. Var. Var.
313 RC 313 RC 313 RC 313 RC 313 RC
o
50
900
I
12h 24h 48h 72h 96h Tempo

Figura 2. Delineamento experimental de germinacdo e crescimento inicial de soja ao longo do tempo. Os
circulos representam o0s potes e 0s niumeros nos circulos representam a quantidade de sementes em cada pote.
Var. 313 - BRS 313 [Tieta]; Var. RC - MG/BR46 [Conquista].

5.4. MONTAGEM E CONDICOES DO EXPERIMENTO

As sementes foram lavadas por cinco minutos com agua destilada, repetido o processo
por trés vezes. O primeiro tempo estabelecido foi o de 12h, no qual as sementes foram
embebidas em &gua destilada e coletadas apds 12h. O meio para o cultivo da soja seguiu 0
método estabelecido por LeVan et al. (2008) com algumas modifica¢cBes. Em potes de plastico
de 500 mL o fundo foi recoberto com algod&o hidrofilo e papel filtro, este evita que as raizes
enrosquem no algodao e dificulte a coleta. O algoddo foi umedecido com 25 mL de agua
destilada. As sementes foram organizadas sobre o conjunto algodao/papel filtro de modo que
ndo estejam em contato com as laterais do pote ou em contato umas com as outras. As
sementes foram recobertas com cerca 200 g areia umedecida com 12 mL de agua destilada. A
areia foi previamente lavada com agua destilada e esterilizada em estufa a 120 °C. Os potes
preparados foram etiquetados com o respectivo dia de coleta e mantidos no escuro a

temperatura de 25 °C em cadmara de germinacdo, até 0 momento de coleta.

5.5. COLETA E ARMAZENAMENTO

A Figura 3 demonstra os estagios de crescimento alcancados pelas plantulas ao longo

do tempo. As coletas foram feitas ao final de cada tempo determinado. Apds 12h de
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embebicdo, quando se é possivel separar os 6rgdos (cotilédones e eixo); apds 24h, onde se
observou a germinacdo de pelo menos 85% das sementes; e, apds 48h, 72h e 96h. Os horéarios
de coleta para todos os dias foram por volta das 14 horas do dia, exceto em 12h no qual a
coleta foi realizada as 22 horas, pois se iniciou a embebicdo pela manhd do mesmo dia. Para
padronizar a coleta aplicou-se o critério de comprimento dos eixos, > 1 cm em 24h, > 2 cm
em 48h, > 7 cm em 72h e > 15 cm em 96h, para as plantulas a serem coletadas. O

comprimento utilizado em cada tempo foi determinado a partir de testes prévios.

h 72h  96h

12h  24h 48
@ ® ® - Cotilédones

J\

~ Plantula
- Eixo

lcm I

Figura 3. Comprimento dos eixos durante a germinacdo e crescimento inicial da soja e nomenclatura

utilizada.

As sementes selecionadas foram coletadas destacando os cotilédones do eixo. Os
cotilédones foram agrupados e pesados separadamente, assim 0s eixos de cada pote. O
material vegetal foi pesado para o calculo do teor de agua absorvido. Imediatamente ap6s a

pesagem, os orgaos foram envolvidos em envelopes de papel aluminio etiquetados, que foram
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congelados em nitrogénio liquido e mantidos a -80 °C. O material congelado foi liofilizado
por 48h, para a remoc¢do de &gua dos tecidos. Apds a liofilizacdo, o material foi novamente
pesado obtendo-se sua massa seca, que foi utilizada nos célculos da variacdo da massa pelo
consumo de reservas durante o tempo de crescimento. O material liofilizado foi triturado em

almofariz com pistilo e armazenados em microtubos de plastico de 2 mL a -20 °C.

5.6. CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DA BIOMASSA

O padrdo de utilizagéo das reservas durante a germinagéo e o crescimento inicial foi
caracterizado bioquimicamente pela identificacdo dos compostos e a variacdo das quantidades

ao longo do tempo.

5.6.1. Extracdo e Quantificacdo de Acucares Soluveis Totais (AST)

Os AST foram extraidos a partir de 10 mg da biomassa seca dos cotilédones e do eixo.
A extragdo foi feita utilizando 500 uL de etanol 80% (v/v) e incubada em banho-maria a 80
°C por 20 minutos (Praxedes et al. 2006). Apds a incubacdo a mistura foi centrifugada a
11.000g por 10 minutos e o sobrenadante coletado para outro microtubo com a devida
identificacdo. O procedimento foi repetido por quatro vezes até completar o volume
aproximado de 2 mL de sobrenadante. A biomassa restante foi utilizada também para extrair
amido, logo, foi necessario secar a biomassa para eliminacdo do etanol em capela de exaustao
ou concentrador a vacuo, para que ndo interfira na acdo das enzimas utilizadas no método de

extracéo.

Os extratos etandlicos foram secos em concentrador a vacuo a temperatura de 30°C e
ressuspendido em 250 pL de dgua ultra pura. Para a eliminagdo de proteinas que possam ter
sido extraidas pelo método foi adicionado 1 mL de acetona PA a -12°C e incubadas em -20°C
por 12h. Apos a incubagdo, os microtubos foram centrifugados a 11.000g por 10 minutos a
temperatura de 5°C (Thermo Scientific, Nova York — EUA). O extrato foi novamente seco
para a retirada da acetona e ressuspendido em 1 mL de agua ultra pura. Os tubos foram
centrifugados a 11.000g por 30 minutos para que qualquer impureza seja depositada no fundo
do microtubo e evitar entupimento da coluna de separagédo. Para se encaixar na amplitude de
deteccdo do equipamento de analise foi necessario diluir as amostras 20 vezes num volume de
1 mL. A quantidade injetada € de 500 pL da amostra diluida, que sdo pipetadas em microtubo

especifico com tampa e filtro.



32

Os AST no extrato foram quantificados e identificados utilizando Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com detector amperométrico pulsado (ICS 3000, Dionex
Corporation) em uma coluna (Carbopak PA-10, Dionex Corporation), por eluicdo com agua
ultra pura (74%) e hidroxido de sédio (NaOH) a 200mM (26%), com 200 pL.min™ por 35
minutos. Para a curva padrdo foram utilizados os seguintes acUcares: glicose, frutose,
sacarose, rafinose, estaquiose, verbascose e maltose; nas seguintes concentragdes: 0,75; 1,25;
2,5; 5: 10; 20 e 40 pg.mL™ (Santos & Buckeridge 2004).

5.6.2. Extracdo e Quantificacdo de Amido

A extra¢do e quantificagdo do amido seguiu o método da a-amilase (Amaral et al.
2007). Na extracdo, 480 uL de a-amilase termoestavel de Bacillus licheniformis (120 U.mL™)
(céd. E-ANAAM, MEGAZYME, Irlanda), diluida em tamp&o fosfato-salino (PBS, 10 mM
pH 6,5) foram adicionadas a biomassa que restou da extragdo de AST. As amostras foram
incubadas a 75 °C por 30 minutos. Foi adicionado o0 mesmo volume da solu¢do com a enzima
e repetida a incubacdo. Apos esta incubacdo, 480 pL de amiloglucosidase (AMG) de
Aspergillus niger (30 U.mL™) (c6d.E-AMGPU, MEGAZYME, Irlanda), diluida em tampéo
acetato de sddio 100 mM pH 4,5 foi adicionada aos tubos. As amostras foram incubadas a 50
°C por 30 minutos, seguindo 0s mesmo passos da primeira incubacao. Para finalizar a reacdo
das e precipita-las, 100 puL de acido perclorico (Sigma-Aldrich) 0,8M foi acrescentado a

solugéo em cada microtubo.

A quantificacdo do amido dos extratos foi feita através da glicose liberada no processo
de hidrdlise. Para tal, foi necessario centrifugar as solugdes por pelo menos 11.000g por 2
minutos. A quantificacdo foi feita a partir de 20 puL do extrato pipetado em poco de
microplaca de espectrofotometro (96 pogos) e adicionado de 300 uL do reagente Glicose PAP
Liquiform (CENTERLAB, Brasil), contendo as enzimas glicose-oxidase (~11000 U.mL™) e
peroxidase (~700 U.mL™), 290 umol.L™* de 4-aminoantipirina e 50 mM de fenol pH 7,5. Apés
15 min, o teor de glicose foi determinado a partir da leitura das absorbancias em
espectrofotdbmetro de microplaca com comprimento de onda 510 nm. A curva padrao utilizada
foi feita a partir da solucdo de glicose (SIGMA) & 1 mg.mL™, nas concentragdes de 0; 2,5; 5;
10,0; 17,5 e 20 pg.mL ™, seguindo 0 mesmo procedimento da pipetagem das amostras, ou seja,
20 pL da solucédo de glicose e 300 pL da solugcdo de Glicose PAP. Todas as leituras foram

feitas em triplicata, admitindo-se coeficientes de variacao até 5% entre elas.
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5.6.3. Extracdo de Compostos Sollveis e Quantificacdo de Parede Celular

A extragdo da parede celular foi feita a partir de 100 mg da biomassa liofilizada de
cotilédones e aproximadamente 30 mg da biomassa do eixo®. O método consiste na extracdo
de todos os compostos soltveis do material vegetal, restando somente o material insoltvel da

biomassa formado principalmente pela parede celular.

Para a extracdo, 1 mL de tampdo de extracdo (adgua:acido acético:fenol), na proporcao
de 2:1:2 (v/v), foi adicionado & biomassa em microtubos de pléastico, seguindo de agitacdo em
vortex. Os microtubos foram centrifugados a 3.200g por seis minutos, descartando o
sobrenadante. Estes passos sdo repetidos por trés vezes. Os reagentes utilizados no tampao de
extracao sdo toxicos e foi necessario lavar as amostras para a retirada do tampao. As amostras
foram lavadas com 1 mL de agua ultra pura por quatro vezes, através da agitagcdo e
centrifugacdo, seguido do descarte do sobrenadante (Sriram et al. 2006). Apds a ultima
lavagem com &gua adicionou-se 1 mL de acetona para auxiliar na secagem do residuo
insoltvel. O residuo foi seco em concentrador a vacuo a temperatura de 30 °C. O residuo
insollvel remanescente foi pesado dentro dos microtubos. Apds a extracdo, a massa do
microtubo final (microtubo + residuo remanescente) foi subtraida da massa do microtubo
inicial (microtubo + biomassa), para obter a massa final de parede celular em relacdo a massa

seca da biomassa.

5.6.4. Quantificacdo de Nitrogénio Total e Calculo da Quantidade de Proteinas

As quantificacdes de proteina total foram feitas pelo processo de combustdo da
biomassa em analisador de carbono, nitrogénio e enxofre (CN-628S, Leco, St. Joseph - Mi,
EUA). Foram utilizados 100 mg da biomassa seca de cotilédones e entre 15 e 20 mg da
biomassa dos eixos. As amostras foram previamente secas em estufas a temperatura de 60 °C
por pelo menos 12h. Apds a secagem, as amostras foram pesadas em folhas de estanho as
quais foram vedadas para a retirada de ar.

A combust&o foi feita em excesso de oxigénio (H,O < 3 ppm, C,Hp, <5 ppm) (White
Martins) a 950 °C. O gas hélio (He) (H,O < 3 ppm, O, < 2 ppm) foi utilizado como gas
carreador a pressdo de 669 mmHg. A curva padrdo foi feita utilizando padrdes certificados

previamente secos em estufa a 80 °C por 2h. Os padrdes utilizados foram folha de pomar

2 As massas diferenciadas para cada 6rgéo analisado devem-se & quantidade de biomassa disponivel
para cada analise.
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(Leco 502-055 - 44 a 52% C e 2,0 a 2,8% N) e fenilalanina (Leco 502-642 - 65,4% C e 8,5%
N). Para alcangar pontos mais baixos na curva foi utilizado o padréo de folhas (25, 50, 100 e

150 mg) e em pontos mais altos a fenilalanina (25 e 50 mg), todos em triplicatas.

Os resultados obtidos representam a quantidade de nitrogénio total encontrado na
amostra. Deste modo, para encontrar as quantidades de proteinas foi necessario converter os
valores de nitrogénio total para proteina atraves de um fator determinado pelo método
Kjeldahl (Kjeldahl 1883). Para valores mais concisos utilizou-se do fator de converséo
determinado para grdos de soja (5,71) estabelecidos por (Greenfield & Southgate 2003). O
calculo consiste em multiplicar o fator determinado pela porcentagem do nitrogénio total

obtido pelas andlises.

5.6.5. Extracdo, Derivatizacdo e Quantificacdo de Acidos Graxos

Os é&cidos graxos foram convertidos em ésteres metilicos de &cidos graxos (EMAGS)
diretamente a partir de 5 mg de biomassa seca dos cotilédones e do eixo, utilizando metanol-
acido cloridrico (Laurens et al. 2012). A mistura metanol e &cido cloridrico, metila os acidos
graxos diretamente na biomassa. A reacao foi feita dentro de microtubos de vidro com tampas
de vedacdo, para evitar a evaporagédo dos reagentes durante a incubagao. A incubacéo foi feita
em placa aquecedora a 85 °C por uma hora. Ap6s esse tempo, as amostras foram resfriadas a
25°C e foi adicionado 1 mL de hexano para a extracdo dos EMAGs da biomassa seca para o
solvente. Os tubos foram levemente agitados e deixados incubar por uma hora, para que 0s
EMAGs sejam diluidos no hexano, formando duas fases no microtubo. A fase superior (cerca
de 500 pL) foi retirada e pipetada um novo tubo.

Um microlitro do extrato foi injetado e instantaneamente volatilizado. A nuvem
formada é dividida com relacdo de split de 30:1, isto €, uma parte segue para a analise e 0
restante € descartado. O perfil dos &cidos graxos nas amostras foi determinado por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CGEM) (Agilent, 7890-5975)
utilizando uma coluna de 30 metros tipo INNOWAX (Laurens et al. 2012). EMAGs foram
identificados utilizando a biblioteca NIST e quantificados utilizando curvas de calibragédo

construidas a partir de uma mistura de EMAGs padrdes especifico para graos.

5.6.6. Perfil Metabdlico

A extracdo e derivatizacdo das amostras para o perfil metabolico foi feita com base no

método metanol-ribitol (Lisec et al. 2006), com modificacdes. A solucdo de extracdo foi
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preparada com uma mistura de 1.400 pL de metanol PA (Sigma-Aldrich) e 60 pL de Adonitol
(Sigma-Aldrich) & 0,2 mg.mL™ em &gua ultra pura para cada amostra, equivalentemente. O
Adonitol foi utilizado como padrdo interno de concentracdo conhecida, utilizado como
controle para eventuais perdas no processo de extracdo. A extracdo foi feita a partir de 5 mg
da biomassa seca e adicionada da solucdo de extracdo. Em um termoagitador a mistura foi
incubada a 1000 rpm a 70 °C por 10 minutos. Apds a incubacdo, a mistura foi centrifugada a
11.000g por 10 minutos e o sobrenadante transferido para um microtubo de vidro. Ao
sobrenadante foram adicionados 750 pL de cloroférmio a -20 °C e 1.450 pL de agua ultra
pura a 4 °C e agitada por 10 segundos. A solucdo foi novamente centrifugada a 4409 por 15
minutos. Da fase polar ou superior da solucdo, foram retirados 150 pL e transferido para um
microtubo de plastico. Essa amostra foi seca em concentrador a vacuo a 25 °C por 2h. As

amostras foram mantidas a temperatura de -20 °C até a sua derivatizacao.

Antes do processo de derivatizacdo, as amostras passaram pelo concentrador a vacuo
por 30 minutos, para eliminar qualquer presenca de agua. Apds esse processo, 40 pL de
cloridrato de metoxiamina (Sigma-Aldrich) & 20 mg.mL™ em piridina PA, foi adicionado nos
microtubos e agitadas por duas horas a 37 °C em placa aquecedora com agitador a 900 rpm. O
reagente foi preparado imediatamente no inicio do processo. Logo ap06s o tempo de incubacéo
do primeiro reagente, 70 pL de N-metil-N-(trimetilsilil) trifluoroacetamida (MSTFA) (Sigma-
Aldrich) foi adicionado no microtubo e incubado a 37 °C por 30 minutos em placa aquecedora
com agitador a 900 rpm. Durante o processo de derivatizagdo 0s reagentes condensaram na
parede ou tampa dos tubos, sendo necessaria a centrifugacdo apds cada incubacdo. Da solucéo

derivatizada, 100 pL foram transferidos para tubos de microvolume de vidro (inserts).

A solucdo derivatizada foi analisada em cromatografia gasosa acoplada a
espectrometro de massas (CGEM). Os parametros de analise dos compostos das amostras
seguiu o protocolo de Lisec et al. (2006). Parametros de injecdo: 1 pL da amostra a 230 °C foi
injetada no modo com diviséo (split), em duas propor¢6es 10:1 em cotilédones e 30:1 para
eixo devido as concentracdes. O gas carreador foi o gas hélio com fluxo de 1,5 mL.min™. A
taxa de fluxo foi mantida constante com o controle de pressao eletrénico ativado. Parametros
cromatograficos: a cromatografia foi realizada com coluna capilar 30 m HP-5. A temperatura
do programa comegou com 70 °C por 5 minutos, seguido de um aumento de 5 °C.min™ até a
temperatura de 330 °C e mantido nessa temperatura por 10 minutos. Parametros da

espectrometria de massas: a faixa de massa registrada foi de m/z 70 para m/z 600 e a corrente
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de polarizacéo do filamento foi de -70 V, e o detector de voltagem sera de aproximadamente
1700-1850 V.

5.6.7. Obtencéo e Perfil do Exudado de Floema

Para obtencdo do material vegetal necessario para a analise do exudado de floema
utilizou-se dos mesmos metodos descritos acima na secdo. Neste caso ndo foi coletado o
exudado referente a 12h. A analise e identificacdo dos compostos que foram transportados via
floema seguiu 0 método descrito em Tetyuk et al (2013), com modificagcdes. Apds cada tempo
determinado as sementes germinadas foram coletadas. Foram feitas secgdes transversais no
eixo das plantulas na divisdo entre o hipocotilo e a radicula para expor o floema. Apés a
seccao, as partes seccionadas foram imediatamente submersas numa solucédo a 20 mM de Na,-
EDTA por uma hora. Passado esse tempo a parte seccionada foi lavada com &gua destilada

corrente e depois submersa em agua ultra pura em tubos de 15 mL por pelo menos seis horas.

Ap0s a coleta o exudado foi congelado em N e liofilizado por 48h. Apds a liofilizacao
do exudado foi ressuspendido em dois mililitros de agua ultra pura. Os exudados foram
analisados em CLAE para identificacdo e quantificacdo dos aglcares seguindo a mesma
metodologia descrita na se¢do 5.6.1. Acucares Sollveis Totais (AST); e, CGEM para a
identificacdo dos outros metabolitos seguindo a mesma metodologia descrita na se¢do 5.6.6.
Perfil Metabolico.

5.6.8. Extracédo e Quantificacdo de Compostos no Tegumento

Os tegumentos foram coletados durante a coleta dos exudados de floema e também

ndo foram coletados os tegumentos referentes a 12h.

Foram extraidos e analisados 0s acgucares solUveis totais utilizando os mesmos
métodos para a determinacdo de AST. A partir de 10 mg da massa seca do tegumento
utilizando 1 mL de etanol 80% uma Unica vez. O extrato foi seco e ressuspendido em 1 mL de
agua ultra pura e analisado em CLAE sem dilui¢do utilizando as mesmas configuracdes de

analises para AST.

O perfil metabdlico também foi feito em tegumentos. A partir de 10 mg do tecido
triturado seguindo 0os mesmos procedimentos de extracdo, derivatizacdo e analise, descritos

acima.
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5.6.9. Modelagem e Quantificacdo dos Fluxos

Um modelo de metabolismo de Arabidopsis thaliana (Cheung et al. 2013) com
modificacdes foi utilizado como base para a modelagem. O modelo foi duplicado para
representar ambos os 6rgéos (cotilédones e eixo). ReacBes de transporte no floema a partir das
informagdes de exudados do floema foram adicionadas ao modelo. Os dados experimentais
das quantificacGes das reservas da biomassa foram utilizados para o calculo dos fluxos que
foram utilizados pelo modelo. O célculo dos fluxos foi feito a partir da diferenca entre os
tempos, por exemplo, a diferenca de sacarose em 48h em relacao a 24h. Os valores dos fluxos
foram calculados em milimol por plantula por dia (a cada 24h). Os dados obtidos pela
quantificacdo das reservas da biomassa foram utilizados como restricdes ao modelo, isto &,
obrigacGes as quais 0 modelo é obrigado a cumprir, por exemplo, a ativacdo de determinada
rota metabdlica para sintetizar certa quantidade de parede celular no eixo. O tipo de
modelagem utilizada € do tipo estrutural que leva em conta somente a matriz estequiométrica
e seus compostos. A funcéo objetivo (object function) utilizada foi a da minimizacgdo da soma
de todos os fluxos do modelo, ou seja, 0 modelo forgou as reacdes a ter valores minimos

possiveis para atender as restricbes impostas.

O software utilizado foi o ScrumPy (Poolman 2006). ScrumPy é um pacote de
modelagem metabdlica que tem sido desenvolvido pela Oxford Brookes Universities Cell
Systems Modelling Group, é um software utilizado para a definicdo e analise de modelos
metabdlicos que utiliza a linguagem de programacao Python. O Scrumpy possui recursos para
modelagem cinética e estrutural, mas a énfase esta na modelagem estrutural e sua

caracteristica de maior relevancia é a analise de modelos de grande porte (escala gendmica).

5.7. ANALISES ESTATISTICAS

Cada pote com dez sementes representou uma unidade amostral do experimento que
forneceu a quantidade de biomassa para as analises. Os valores foram ajustados para a massa
correspondente de uma semente. Para os dados de biomassa foi aplicado o teste ANOVA (um
critério) com Tukey a posteriori, em ambas as variedades. As analises de variancias foram
feitas entre os tempos de crescimento. Para os dados de perfil metabolico foi aplicado o teste
T comparando valore aos valores obtidos em 24h pelo proprio programa VANTED 2.5. O
teste T também foi aplicado na comparacao dos dados de quantificacdo da biomassa entre as

variedades ao longo do tempo. O software utilizado foi o BioStat 5.3.
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6. RESULTADOS
6.1. BIOMASSA

As analises de biomassa foram feitas a partir da pesagem de massa fresca, massa seca
e por célculos de teor de agua (Figura 4). A massa fresca correspondeu a soma da massa seca
ao teor de &gua adquirido pelos tecidos durante a embebicdo e 0s processos subsequentes. As
mudangas na massa fresca foram semelhantes nas duas variedades. Em cotilédones (Figura
4A e 4C), observou-se que as proporcdes entre 0s componentes de massa fresca mantiveram-
se ao longo do tempo. A massa seca apresentou valores pouco acima de 40%, com uma

diminuicdo significativa (de cerca de 3%) nos tempos finais.
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Figura 4. Propor¢do dos constituintes de massa fresca ao longo da germinacéo e crescimento inicial
da soja. A: cotilédones e B eixo da variedade BR/MG46 [Conquista]. C: cotilédones e D: eixo da
variedade BRS 313 [Tieta]. Teor de agua calculado as partir da diferenca entre massa seca e massa
fresca.

Em eixo (Figura 4B e 4D), a proporc¢éo do teor de 4gua no tecido aumenta ao longo do

tempo em relacdo a massa seca, todavia, 0 aumento de massa seca pode ser observado na
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mesma figura pela linha que indica um ganho da massa seca ao longo do tempo, porém, a
propor¢do de massa seca diminui em relacdo ao teor de &gua em eixo. Em vista disso,
constatou-se que nos estagios iniciais de desenvolvimento a dgua constitui a maior parte do

volume e massa fresca em eixo.

6.2.  ACUCARES SOLUVEIS TOTAIS (AST)

Os acucares soltveis totais (AST) em cotilédones (Figura 5A e 5C) representaram
cerca de 8% da massa seca nas sementes ndo germinadas e diminui rapidamente ao longo do
tempo da germinacdo e crescimento inicial em relacdo a massa seca. As propor¢des de AST

variaram de forma semelhante em ambas as variedades.
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Figura 5. Proporcdes de aclcares solUveis totais (AST) em porcentagem de massa seca ao longo da
germinacdo e crescimento inicial em soja. A: cotilédones e B eixo da variedade BR/MG46
[Conquista]. C: cotilédones e D: eixo da variedade BRS 313 [Tieta]. Os valores correspondem as
médias de cinco repeticdes + erro padrdo

Em eixo (Figura 5B e 5D), os AST representam aproximadamente 12% da massa seca

diminuindo suas proporc¢des ao longo do crescimento inicial com um leve aumento em 72h
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observado na BR/MG46 [Conquista] e quantidades praticamente constantes na variedade BRS
313 [Tieta]. As proporgdes de AST oscilam por volta de 10% na variedade BR/MG46
[Conquista] e por volta de 8% na variedade BRS 313 [Tieta].

Nas Tabelas 1 estdo descritas as quantidades dos principais agucares encontrados em
cotilédones. A estaquiose, a rafinose e principalmente a sacarose foram o0s acUcares
dominantes encontrados em 12h. A estaquiose e a rafinose, diminuiram suas quantidades
rapidamente a partir de 72h. A verbascose ocorre em baixas concentragdes nos primeiros
tempos e ndo foi mais detectada a partir de 48h. As concentracGes de sacarose aumentam nos
primeiros tempos alcancando o apice em 48h e decrescendo a partir de 72h. A glicose e a
frutose tiveram suas maiores concentra¢fes em 24h, decrescendo em 48h e tornando aumentar
nos tempos seguintes. Padrdo similar foi observado em ambas as variedades.

Tabela 1. Relagdo dos agucares sollveis e suas concentragdes quantificadas em CLAE em cotilédones

de soja Glycine max (L.) Merr. nas variedades BR/MG46 [Conquista] e BRS 313 [Tieta] durante a
germinacéo e crescimento inicial.

Massa (ug.mg~*MS)

Aclcares Var.
¢ 12h 24h 48h 72h 96h
Gli BR/MG46 0,45+0,13 0,45+0,34 0,38+ 0,03 0,53+0,03 1,18+ 0,11
icose
BRS 313 - 2,18 +1,92 0,36 £ 0,01 0,48 £ 0,05 0,84+0,11
Frut BR/MG46 0,14 + 0,01 0,08 + 0,02 0,16 + 0,03 0,47 + 0,04 0,82 +0,15
rutose
BRS 313 0,13+0,01 3,73+ 3,62 0,18 + 0,02 0,37 £ 0,05 0,41 + 0,06
s BR/MG46 50,83+ 0,94 58,46 + 1,01 60,30 + 0,87 36,59 +1,33 16,16 £ 2,30
acarose
BRS 313 38,91+0,78 48,20 + 6,75 45,87 + 1,67 24,89 + 2,18 17,98 £ 1,95
. BR/MG46 6,52+0,12 5,80+ 0,43 3,26 £ 0,57 0,90 £ 0,04 1,22 +0,54
Rafinose
BRS 313 6,19 + 0,07 2,94 + 0,30 1,17 £ 0,09 - -
i BR/MG46 26,35+ 0,29 25,79 £ 0,67 12,94+ 1,77 3,18+0,18 0,33+0,33
Estaquiose
BRS 313 25,50+ 0,42 16,99 + 3,64 533+0,47 1,95+ 0,27 0,79+ 0,04
BR/MG46 0,35+0,14 0,28 +0,12 - - -
Verbascose
BRS 313 0,88 + 0,02 0,38+0,16 - - -
BR/MG46 - - - - -
Maltose
BRS 313 - - - - -

* Valores em média e erro padrdo. ** MS = massa seca

Na Tabela 2 estdo descritas as quantidades dos principais agucares encontrados em
eixo. Semelhante ao encontrado nos cotilédones os agucares em maior abundancia sdo a
estaquiose, a rafinose e a sacarose. As quantidades de estaquiose e rafinose decrescem a partir
de 12h e ndo foram detectadas em 48. A verbascose possui 0 mesmo padrédo observado em
cotilédones. A maltose somente foi detectada a partir de 72 na variedade BRS 313 [Tieta]

alcancando concentracdes menores que 1 pg.mg™MS em 72h. Ja a glicose e a frutose
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aumentam gradativamente até alcangar concentragdes maximas em 72h e comecar a diminuir
a partir de 96h. Os campos que ndo possuem valores correspondem a quantidades ndo
detectaveis pelo método ou auséncia do agucar.

Tabela 2. Relacdo dos acgucares sollveis e suas concentracBes quantificadas em CLAE em eixos de

soja Glycine max (L.) Merr. nas variedades BR/MG46 [Conquista] e BRS 313 [Tieta] durante a
germinacdo e crescimento inicial.

. Massa (ug.mg*MS)
Acucares Var.
¢ 12h 24h 48h 72h 96h
Gli BR/MG46 0,75+ 0,16 891+191 26,87 + 0,87 36,73+ 1,62 33,90 + 1,37
icose
BRS 313 0,36 0,36 10,26 + 2,57 24,55+ 0,73 36,37+ 1,10 36,24 + 2,09
Erut BR/MG46 0,11+0,01 7,24 +1,68 44,26 + 1,54 51,55+ 2,18 31,67+8,32
rutose
BRS 313 0,08 +0,01 17,74 + 0,67 46,92 + 0,96 48,48 + 0,81 4255+ 2,15
5 BR/MG46 39,68 + 2,06 58,93 + 2,39 16,11 1,03 12,24 0,77 6,93 + 2,36
acarose
BRS 313 11,42 0,36 33,12+ 5,65 13,92 +0,98 7,56 +0,43 7,40 0,27
. BR/MG46 9,78 0,19 4,51 +0,97
Rafinose
BRS 313 9,13+0,17 2,32+0,26
. BR/MG46 61,75+ 0,45 15,16 + 2,73
Estaquiose
BRS 313 62,33 + 0,96 6,15 + 3,16 0,02 + 0,02
BR/MG46 2,60 0,09 0,13+0,12
Verbascose
BRS 313 3,99 +0,12
BR/MG46 - - - - 0,25 + 0,15
Maltose
BRS 313 - - - 0,12 0,12 0,84 0,03

* Valores em média e erro padrdo. ** MS = massa seca

6.3. AMIDO

Os teores de amido em cotilédones (Figura 6A e 6C) aumentaram durante o
crescimento inicial, esse padrdo foi observado em ambas as variedades. A porcentagem de
amido na massa seca em relacdo as outras reservas € baixa, e atinge valores de cerca de 7% de
massa seca em cotilédones. Os teor de amido apds 72h foi estatisticamente significante em

relacdo aos tempos anteriores, correspondendo a um aumento de cerca de 3%.

Em eixo (Figura 6B e 6D), o padrdo das proporcdes de amido difere entre as
variedades. As maiores propor¢des de amido foram de cerca de 7% em ambas as variedades,
porém em momentos diferentes. Na variedade BR/MG46 [Conquista] o pico ocorreu em 48h
enquanto que na variedade BRS313 [Tieta] ocorreu em 24h. O padrdo observado em
BR/MG46 [Conquista] foi de um aumento na propor¢do de amido até 48h seguido da
diminuicdo gradual apos esse tempo. Em BRS 313 [Tieta] houve um aumento significativo
entre 12h e 48h (cerca de 6%) seguido de uma diminui¢do gradual ao longo do tempo. As

proporcdes de amido contribuem pouco para a alteracdo na biomassa seca total mensurada.
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Figura 6. Proporcdo de amido em porcentagem de massa seca ao longo da germinagéo e crescimento
inicial em soja. A: cotilédones e B eixo da variedade BR/MG46 [Conguista]. C: cotilédones e D: eixo
da variedade BRS 313 [Tieta]. Os valores correspondem as médias de cinco repetigdes + erro padréo.

6.4. PAREDE CELULAR

Em cotilédones (Figura 7A e 7C), as proporc¢des de parede celular estiveram em torno
dos 30% da massa seca. Na variedade BR/MG46 [Conquista] houve uma diminui¢do de
aproximadamente 7% da massa de parede celular em 96h (Figura 7A),por outro lado na

variedade BRS 313 [Tieta] (Figura 7C) as proporcdes ndo diferiram significativamente.

Em eixo (Figura 7B e 7D), as quantidades de parede celular em relacdo a massa seca
foram semelhantes as encontradas em cotilédones (cerca de 30%). Em 12h o valor encontrado
corresponde ao encontrado no eixo, ou seja, ndo houve crescimento e, consequentemente,
nem ganho de massa seca na forma de parede celular.
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Figura 7. Proporcdo de parede celular em porcentagem de massa seca ao longo da germinacao e
crescimento inicial em soja. A: cotilédones e B eixo da variedade BR/MG46 [Conquista]. C:
cotilédones e D: eixo da variedade BRS 313 [Tieta]. Os valores correspondem as médias de cinco
repeti¢des * erro padréo.

Na variedade BR/MG46 [Conquista] (Figura 7B) isso corresponde a 20% e na BRS
313 [Tieta] (Figura 7D) a 25% da massa seca. Observa-se um aumento sutil que alcanca e

ultrapassa os 30% em ambas as variedades durante o crescimento. A variacdo da proporcao
de parede celular condiz com a variagéo observada na massa seca (MS)

6.5. PROTEINAS TOTAIS

As proteinas compreendem uma quantidade de 40% da massa seca tanto em
cotilédones quanto em eixo. Em cotilédones da variedade BR/MG46 [Conquista] (Figura 8A),
observa-se uma elevacdo de 5 a 7% no teor de proteina, comparado com a semente. Em BRS

313 [Tieta] (Figura 8C), a variacéo foi de 2,5% em 48h na mesma comparacao.
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Figura 8. Proporgdo de proteinas totais em porcentagem de massa seca ao longo da germinagéo e
crescimento inicial em soja. A: cotilédones e B eixo da variedade BR/MG46 [Conquista]. C:
cotilédones e D: eixo da variedade BRS 313 [Tieta]. Os valores correspondem as médias de cinco
repeticOes * erro padréo.

As Figuras 8B e 8B representam as quantidades de proteina total em eixo das
variedades BRMG/46 [Conquista] e BRS 313 [Tieta], respectivamente. Na Figura 8B em 12h,
as quantidades de proteina foram cerca de 40%, diminuindo gradativamente até cerca de 30%
em 72h se mantendo até 96h, a diferenca significativa foi em relacdo & 12h. Na Figura 8D, o
padréo observado foi semelhante, porém em 96h as proporcdes de proteina total alcangaram

valores semelhantes aos observados em 12h.
6.6. ACIDOS GRAXOS TOTAIS

A proporcéo de acidos graxos totais em cotilédones compreendeu cerca de 25% da
massa seca e cerca de 10% na eixo em ambas as variedades (Figura 9).
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Figura 9. Proporcédo de &cidos graxos totais em porcentagem de massa seca ao longo da germinagao e
crescimento inicial de soja. A: cotilédones e B eixo da variedade BR/MG46 [Conquista]. C:
cotilédones e D: eixo da variedade BRS 313 [Tieta]. Os valores correspondem as médias de cinco
repeti¢des * erro padréo.

A variacdo das proporcdes de acidos graxos Em cotilédones na variedade BR/MG46
[Conquista] (Figura 9A), somente apresentou diferenca significativa em relacdo ao tempo de
48h e 96h, com valores semelhantes a esses nos outros tempos apresentados. A variedade
BRS 313 [Tieta] (Figura 9C) n&o apresentou diferencas significativas ao longo do tempo. Em
eixo (Figura 9B e 9D), houve uma diminuicdo da proporcdo de acidos graxos em relacdo aos
tempos iniciais, em ambas as variedades. Essa variacdo correspondeu a cerca de 8% de massa

Seca

Na Tabela 3 sdo listados &cidos graxos encontrados em cotilédones e suas
concentragdes ao longo crescimento. Em cotilédones, os acidos graxos mais abundantes foram
0 &cido linoleico (C18:2), que representa aproximadamente 60% da quantidade total de acidos

graxos; em segundo lugar, o acido oleico (C18:1), com cerca de 20%. Os &cidos palmitico
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(C16:0) e o-linolénico (C18:3) estdo por volta de 10% da massa seca. Os acidos miristico
(C14:0) e araquidico (C20:0) representam propor¢des de aproximadamente 1%.

Tabela 3. Relagdo dos &cidos graxos e suas concentragdes quantificadas em CGEM em cotilédones de
soja Glycine max (L.) Merr. nas variedades BR/MG46 [Conquista] e BRS 313 [Tieta] durante a
germinacdo e crescimento inicial.

Ac. Graxo Var. Massa (ug.mg“MS)
12h 24h 48h 72h 96h

Acido Miristico BRMG46 002001  017#001  019%0,00 018:001  017%0,01
(C14:0) BRS 313 0,06 + 0,00 0,23+ 0,00 0,22 +0,01 0,19+0,01 0,19+0,01
Acido Palmitico BRMG46  2536+152  2474+115 27054047  2395+112  22,10+062
(C16:0) BRS 313 26,69 + 0,37 30,06 + 0,26 28,57 +1,03 22,719+ 2,17 2290+1,16
Acido Estedrico BRMG46 630041 6,13+ 0,24 6,70 +0,15 6124023  581+030
(C18:0) BRS 313 7,45+0,10 8,46+0,12 8,04 +0,28 6,60 + 0,63 6,69 + 0,34
Acido Oléico  BRIMG6 4367178 3596177 3908114  3502:122  3167+193
(C18:1)" BRS 313 43,49+ 0,53 4322 +1,16 39,37+1,10 32,21 +3,00 32,28 +1,56

Acido Linoléico BRMG46 97,45+ 5,06 11901 £500  12546+148  11479+449 106,56 + 2,36
(C18:2)" BRS313 108,08 + 2,08 90,19+ 36,68  143,72+4,78 120,28 +10,33 120,74 +5,50

Acido BRIMG46 1674120 16524065  17,90+022  1645+077 12184310
“('C'-l'g'?g)'ﬁﬂ‘z'fso BRS313 1265021  1522+043  1446+047  1216+105  12,64+0,75
Acido Araquidico BRIMG4S ~ 059£004 053002 0,61+0,01 0,56 + 0,03 0,52 +0,04
(C20:0) BRS313  0,68+001 0,71+0,01 0,69 % 0,02 0,58 0,05 0,60 0,03

* Valores em média e erro padrdo. ** MS = massa seca

Em eixo (Tabela 4) as proporcbes sdo semelhantes as encontradas em cotilédones,
exceto pela proporcdo diferente de acido oleico (cerca de 2%) e pela maior propor¢do de

acido a-linolénico (cerca de 30%).
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Tabela 4. Relacdo dos acidos graxos e suas concentra¢des quantificadas em CGEM em eixos de soja
Glycine max (L.) Merr. nas variedades BR/MG46 [Conquista] e BRS 313 [Tieta] durante a
germinacdo e crescimento inicial.

Ac. Graxo Var, Massa (1ig.mg"MS)

12h 24h 48h 72h 96h
Acido Miristico  BRIMG46  0,05%0,01 0,22+0,01 0,15+ 0,01 0,10£0,01 0,09 +0,00
(C14:0) BRS 313 0,07 +£0,00 0,21+0,01 0,15+0,01 0,09+ 0,00 0,07 £0,00
Acido Palmitico  BRIMG46  1562+107  1384+0,88 5,22+0,76 2,09+0,21 129+0,11
(C16:0) BRS 313 15,67+ 0,22 11,86 £0,74 3,41+0,37 0,90+0,21 0,32£0,12
Acido Estearico  BRIMG46 2544018 2,330,17 0,69+ 0,14 0,15+0,03 0,05+ 0,03

(C18:0) BRS 313 2,80+0,04 2,09+0,17 0,48 £ 0,07 0,06 £0,03 -
Acido Oléico ~ BRIMG46  0,50+0,37 4214063 0,80 £0,27 0,42+0,18 0,25+0,16
(c18:1)¥ BRS 313 - 2,24 +0,44 0,55 +0,22 0,26 0,11 0,02 £0,02
Acido Linoléico ~ BRIMG46 5457324 58334316  22,18+285 8,09 + 0,96 6,09 + 0,52
(C18:2)*" BRS 313 58,10+ 0,74 53,39+ 3,18 16,00+ 1,30 6,30 +0,72 3,65+0,43
Acido BR/MG46 23,85+1,72 21,37+1,28 10,61+ 1,22 5,30 £ 0,26 4,25+0,13
u(Cngng)lgl?zllcso BRS 313 17,09 +£0,23 17,01+0,77 7,57 +0,35 3,97 £0,23 2,94 +0,16
Acido Araquidico BRIMG46  0,27£0,02 0,27 £0,02 0,12+0,03 0,05+0,01 0,03+0,01
(C20:0) BRS313  024+0,06 0,27£0,02 0,09 £0,01 0,03£0,01 0,03:£0,00

* Valores em média e erro padrdo. ** MS = massa seca

A variacdo dos acidos graxos observados em cotilédones (Tabela3) se assemelha a
variacdo das proporc¢des dos acidos graxos totais em relacdo a massa seca observada (Figuras
9A e 9C). Isto €, um aumento em 48h de crescimento diminuindo nos tempos subsequentes.
Em eixo, o padrdo da utilizacdo dos acidos graxos seguiu da diminuicdo ao longo do tempo de
crescimento, 0 mesmo foi observado nas propor¢ées (Figuras 9B e 9D), inclusive um pequeno
aumento observado para os acidos oleico e linoleico em 24h.

Comparando-se as duas variedades ndo se observaram diferengas significativas nas
concentracdes dos acidos graxos individualmente e também nas quantidades totais relativas

observadas na Figura 15.

6.7. TEGUMENTO

As andlises da composicdo do tegumento foram feitas a posteriori das andlises de
quantificacdo de biomassa e das simulacdes do modelo, portanto, a anélise foi realizada
somente na variedade BR/MG46 [Conquista]. Na Figura 10, demonstra soma total das
concentracdes de AST e sua variagdo ao longo do crescimento. Na Tabela 5 estéo listados os

acucares identificados e as quantidades por massa seca.
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Figura 10. Concentracdo de AST e sua variagcdo no tegumento ao logo da germinagéo e crescimento
inicial em soja variedade BR/MG46 [Conquista]. Quantidades em micrograma de aglcar (ug) por
miligrama de massa seca. Os valores correspondem a soma das quantidades dos agucares identificados
em CLAE.

A sacarose foi 0 agucar mais abundante constituindo 60% da composi¢do de AST no
tegumento em 24h, embora sua concentracdo decresca ao longo do tempo. Frutose, glicose,
rafinose e estaquiose compreenderam cerca de 1% cada uma em 24h. Os oligossacarideos de
série rafindsica (OSR) ndo foram encontrados a partir de 48h. Nas analises de perfil
metabdlico do tegumento ndo foram encontrados acidos organicos (AOs) e
amino&cidos(AAS).

Tabela 5. Relagdo dos agUcares encontrados nos tegumentos da variedade BR/MG46 [Conquista], e
suas quantidades de agUcar por massa seca ao longo da germinacéo e crescimento inicial.

Acticares Massa (ug.mg 'MS)
24h 48h 72h 96h
Glicose 0.597 0.103 0.090 0.048
Frutose 0.646 0.038 0.037 0.033
Sacarose 3258 0.924 0.425 0.109
Rafinose 0.086 - - ;
Estaquiose 0.744 0.142 - -
Verbascose 0.041 - - -
Maltose - - - -
Total 5371 1.207 0.552 0.189

*MS = Massa Seca
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6.8. EXUDADO DE FLOEMA

A andlise de exudado de floema também foi aplicada somente na variedade BR/MG46
[Conquista]. Na Tabela 6 estdo listados os aglcares e suas concentracdes encontradas no
exudado de floema em todos os tempos analisados. A concentracdo de glicose e frutose
aumenta ao longo do tempo e supera a concentracdo de sacarose apds 96h. A concentracdo de
sacarose aumenta até 72h e a partir desse momento comeca a decrescer. Dos OSRs, a
estaquiose apresentou maior concentracdo no floema em 24h e diminuiu rapidamente
desaparecendo apds 72h. A rafinose aumentou no floema gradativamente até alcancar valores
proximos & 30 pg.mL™. A verbascose foi detectada somente 24h em concentragBes muito
baixas em relacdo aos outros agucares. A concentracdo dos OSRs em relacdo a concentracdo
total dos acgucares encontrados corresponde a aproximadamente 20% em 24h e diminui nos
tempos seguintes para cerca de 3% da concentracdo total. A maltose também foi detectada em

baixas concentracfes possuindo padrdo semelhante ao observado nos outros agucares.

Os compostos identificados pelo perfil metabolico foram comparados em valores
relativos aos obtidos em 24h. Os compostos listados na Tabela 6 sdo 0s compostos
encontrados em maior abundancia nos exudados. Os dados apresentados ndo correspondem a
concentracdo dos compostos no floema, mas sim a variagdo dos compostos ao longo do tempo

em relacdo a quantidade analisada em 24h.
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Tabela 6. Relagdo dos agucares e compostos mais abundantes identificados nos exudados de floema
da variedade BR/MG46 [Conquista]. Os compostos analisados pelo perfil metabolico estdo em
unidades relativas a 24h.

Concentracdo (pg.mi?)

AcUcares
24h 48h 72h 96h
Glicose 21.7 78.2 231.0 349.9
Frutose 18.5 79.0 281.1 436.7
Sacarose 201.1 221.3 345.7 179.1
Rafinose 8.5 5.0 17.6 29.6
Estaquiose 47.6 4.9 0.0 0.0
Verbascose 2.6 0.0 0.0 0.0
Maltose 1.4 2.0 6.8 10.8
Compostos UnitArb/mL
24h 48h 72h 96h
GABA 1.0 3.2 14.1 15.0
Asparagina 1.0 1.2 14.4 30.4
Pinitol 1.0 1.1 3.7 4.1
Serina 1.0 7.4 27.8 42.3
Succinato 1.0 4.1 11.7 15.2
Mio-Inositol 1.0 1.5 6.4 5.5

*UnitArb = unidades arbitrarias

6.9. PERFIL METABOLICO

As Figuras 11 e 12 correspondem ao perfil metabdlico em cotilédones e eixo da
variedade BR/MG46 [Conquista], respectivamente. Nas figuras ndo foi compreendido todo o
metabolismo, somente os compostos detectados e as vias aos quais estdo relacionados, de
forma resumida. As setas ndo necessariamente indicam o sentido da reacdo, mas somente
quais compostos estdo interligados no metabolismo. As quantificacbes de perfil metabdlico
estdo notadas em valores relativos a 24h, exceto os dados para AST e amido.

Os dados de AST e amido apresentados na figura sdo 0s mesmos apresentados
anteriormente. Para alguns AAs observou-se um aumento gradual nos seus niveis, a0 passo
gue outros, como a tirosina e o triptofano, oscilam ao longo do tempo e ndo apresentam o
padrdo observado nos outros AAs. Alguns AOs que participam do ciclo dos acidos

tricarboxilicos foram detectados.

Em eixo (Figura 12), o padréo de utilizacio dos agucares de série rafinosica foi uma

diminuicdo acentuada se comparado ao que ocorreu em cotiledones. A sacarose tambem
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diminuiu, ao passo que houve um aumento de glicose e frutose. O amido aumentou, porém
ndo na mesma proporcdo que em cotilédones. Os AAs apresentaram padrdo semelhante ao
observado em cotilédones. A glicina e o aspartato oscilaram em niveis relativamente altos se
comparados com a maioria dos AAs. Os AOs ocorreram em maior quantidade em eixo assim

como se detectou a presenca de succinato.
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As Figuras 13 e 14 correspondem ao perfil metabdlico em cotilédones e eixo da
variedade BRS [Tieta], respectivamente. Para alguns AAs observou-se um aumento gradual
nos seus niveis. Diferentemente do observado para a variedade BR/MG46 [Conquista], a
tirosina so foi detectada em 12h e o triptofano nao foi detectado nas analises. Outros AAs
como a tirosina e o triptofano, oscilam ao longo do tempo e ndo apresentam o 0 mesmo
padrdo observado em outros AAs. Alguns AOs que participam do ciclo dos &acidos

tricarboxilicos foram detectados.

Em eixo (Figura 14) os agUcares da serie rafindsica diminuiram de forma acentuada se
comparado ao que ocorreu em cotilédones. A sacarose também diminuiu assim como houve
um aumento de glicose e frutose. O amido aumentou, porém ndo na mesma proporcdo em que
ocorreu em cotilédones. Os AAs tiveram padrdao semelhante ao que ocorreu em cotilédones. A
glicina e o aspartato oscilaram em niveis relativamente altos se comparados com 0s outros
AAs. Os AOs ocorreram em maior quantidade em eixo assim como detectou-se a presenca de

succinato.
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6.10. COMPARACAO BIOQUIMICA ENTRE AS VARIEDADES

A escolha de duas variedades foi realizada a partir da diferenca da massa de 100
sementes de cada uma. Entretanto, a proporcdo da composicdo de reservas em cotilédones
assim como o padrdo de utilizacdo das reservas por ambas as variedades foram bastante
semelhantes, como se pode observar na Figura 15. Foram comparadas as proporcdes de cada
reserva em cada tempo analisado. Asteriscos representam diferencas significativas entre cada
tempo das reservas analisadas nas duas variedades. Apesar de apresentarem algumas
diferencas estatisticas significantes em alguns pontos, as diferencas foram insignificantes em
termos do balanco de carbono para o modelo e, assim, o efeito dessas diferencas sobre os

fluxos também serdo insignificantes.

6.11. CONSTRUCAO DO MODELO

A base para a construcdo do modelo utilizado neste estudo foi 0 modelo apresentado
por Cheung et. al. (2013). Os autores utilizaram a modelagem por ABF para predizer o gasto
energético de manutencdo da planta sob condic6es de estresse. O modelo foi montado a partir
de informacbes do AraCyc, que é o banco de dados de reagdes metabdlicas baseadas no
genoma de Arabdopsis thaliana. Entretanto algumas informacdes precisaram ser adicionadas,
pois, o modelo foi originalmente utilizado no estudo de crescimento e producdo de biomassa
e, consequentemente, as reacfes necessarias para descrever a degradacdo foram, em alguns

casos, perdidas ou ndo adicionadas ao modelo.

Desta forma, as reagdes da matriz estequiométrica foram buscadas em outros bancos
de dados de rea¢cdes metabdlicas como o0 SoyCyc e o PlantCyc além de dados da literatura que
auxiliassem a construcdo do modelo para vias especificas. As informacGes sobre as reactes
metabolicas dos bancos de dados sdo provenientes de evidencias de genes que codificam
determinadas enzimas as quais sdo necessarias para o metabolismo. As informacdes sobre a
presenca dessas enzimas ou 0 gene que a codifica foram consultadas na literatura ou a partir
do alinhamento de sequencias de DNA ou AAs com outras espécies de plantas. As reacfes
gue ndo constavam nos bancos de dados foram buscadas na literatura especifica para cada
caso e os trabalhos consultados para completar modelo estéo listados na Tabela 7 assim como

0 processo e 0s compostos envolvidos

O modelo foi testado utilizando reservas distintas separadamente como unicas fontes

de carbono e/ou nitrogénio para o metabolismo. O objetivo dos testes foi identificar rotas
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metabdlicas quebradas, ou seja, faltando algumas reagcdes, ou mesmo ausentes, que seriam
rotas inteiras que ndo existiam no modelo. As reservas testadas foram AAs, &cidos graxos
(AGr), AST e PC. Os testes foram feitos com cada tipo de reserva separadamente, ou seja,
cada aminoacido foi usado como Unica fonte de carbono e nitrogénio para o0 modelo. Dentre
0s aminodcidos, a HIS ndo foi degradada, pois ndo ha informagdes sobre sua rota de
degradacdo em plantas. Outro caso foi o de alguns agucares provenientes da PC que néo
foram degradados e por isso precisaram ser acumulados pelo modelo, entre eles a ramnose, a
fucose e o galacturonato. Como ndo foi medido as quantidades de enxofre presentes na
biomassa, foi permitido ao modelo equilibrar o balango de enxofre de acordo com a

necessidade a partir de fontes externas que sdo virtuais e ndo pertencem a biomassa.

Tabela 7. Relacéo das literaturas consultadas que foram utilizadas para a constru¢do do modelo.

Reacéo Compostos Literatura

Garsed & Read (1977a)
Garsed & Read (1977b)

SO, GLUT,CYS Silva et al. (2003)
SAC Thorne (1982)
Weise et al. (2000)
Transporte no Floema Lalonde et al. (2003)
Lalonde et al. (2004)
RAF, EST, VER Komor et al. (1996)

Housley et al. (1977)

SER
Formagéo de Acil-CoA AGr Baker et al. (2006)
B-Oxidacéo AGr Baker et al. (2006)

Graham (2008)

Ac. Arachidico
Biossintese de AGr Ac. Linoleico
Ac. Linolénico

Fatland et al. (2005)
Harwood (1996)

Baker et al. (2006)

Transportes entre
organelas

Footitt et al. (2002)
Graham (2008)
Linka & Weber (2010)

Compostos Soluveis.
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Figura 15. Comparagdo da variacdo das reservas ao longo da germinagéo e crescimento inicial de

duas variedades de soja. A esquerda os gréficos sdo referentes aos cotilédones e & direita aos eixos.
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6.12. MODELAGEM METABOLICA

Nas Figuras 16, 17, 18, os resultados das simula¢tes do modelo s&o apresentados para
cada periodo 24-48h, 48-72h e 72-96h, respectivamente. As setas pontilhadas indicam fluxo
existente, porém com valor® menor que 0,01 mmol.pIn.dia’. As setas preenchidas possuem
valores iguais ou maiores que 0,01 mmol.pIn™.dia™. Essas setas variam a espessura de acordo
com a magnitude do fluxo de determinada reacdo. A auséncia de setas indica valor zero para
os fluxos. Os fluxos apresentados nas figuras representam uma versao resumida de toda a rede

metabolica indicando somente os principais fluxos ou os de maior interesse.

Em cotilédones (Figura 16), para atender as restricGes de sintese de amido e de sintese
acidos graxos (AGr) em cotilédones, 0 modelo orientou-se de forma que o metabolismo das
reservas ativem vias envolvidas na sintese desses compostos. A sintese de amido em
cotilédones ocorreu a partir da utilizacdo de duas principais fontes: a sacarose, de origem
externa aos cotilédones (XSAC), provavelmente proveniente do tegumento ou, a sacarose
presente na biomassa dos cotilédones (bSAC); e, de agUcares, provenientes da degradacdo de

parede celular (PC).

A primeira rota, que utilizou XSAC/bSAC, ocorreu pela hidrélise de sacarose em
frutose (FRU) e uridina difosfato-glicose (UDP-GLC) no citosol. A FRU prosseguiu pela via
glicolitica produzindo dihidroxiacetona-fosfato (DHAP) e gliceraldeido-3-fosfato (GAP) no
citosol. Parte da DHAP foi transportada para o plastideo e utilizada no ciclo das pentoses
fosfato juntamente com a utilizagdo de xilulose-5-fosfato (XYL-5P), proveniente da
degradacdo de PC, produzindo assim frutose-6-fosfato (FRU-6P); o restante de DHAP foi
convertido em GAP. A segunda rota proveniente de acUcares derivados da PC ocorreu no
citoplasma e utilizou-se principalmente da glicose (GLC) para a sintese de amido. Ambas as
rotas acabaram por converter tanto a FRU-6P quanto a GLC em glicose-6-fosfato (GLC-6P),

um dos intermediarios na rota de sintese de amido.

A sintese de AGr ocorreu nos plastideos e seus precursores sdo provenientes da via
glicolitica. O GAP produzido pela via glicolitica foi convertido em fosfoenolpiruvato (PEP)
no citosol o qual foi transportado para os plastideos e convertido em piruvato (PYR). O PYR
por sua vez foi convertido em acetil-CoA (ACET-COA), também proveniente do acetato
(ACET), produzido na mitocondria durante a sintese de acetoacetato. O ACET-COA

* Valor definido arbitrariamente para determinar a menor magnitude de fluxo a ser representada nas
figuras.
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produzido no plastideo foi convertido em malonil-CoA, que juntamente com as proteinas
carreadoras de grupos acil (ACP) sdo os responsaveis pela producdo dos AGr encontrados
experimentalmente, atendendo as demandas das restri¢coes de fluxo impostas ao modelo neste

periodo.

A B-oxidacdo dos AGr esteve desativada em 24-48h, e consequentemente, ndo
apresentou nenhum fluxo. Todavia, o ciclo do glioxalato esteve ativo devido a producéo de
citrato (CIT) e malato (MAL) a partir da producdo de acetyl-CoA pela via do crotonil-CoA,
resultante da degradacéo de lisina (LYS). O CIT foi convertido isocitrato (ISOCIT) o qual foi
clivado em succinato (SUC) e glioxalato (GLYOX). O SUC foi transportado para a
mitocondria e utilizado no ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA) produzindo fumarato
(FUM) e adenosina trifosfato (ATP) através da cadeia de transporte de elétrons. O GLYOX,
também resultante da degradacdo de glicina (GLY), foi utilizado para a formacdo de MAL no
glioxissomo. O MAL produzido no glioxissomo foi transportado para o citosol e depois
transportado via antiporte com oxaloacetato (OXACET) para a mitocondria. O MAL,
transportado para a mitocondria, assim como o produzido pelo TCA, produziu nicotinamida
adenina dinucleotideo hidreto (NADH) e OXACET, que foi novamente envolvido no
transporte de MAL para o interior da mitocéndria, numa espécie de ciclo. O NADH foi
oxidado em NAD pelo Complexo | da cadeia de transporte de elétrons. Os elétrons foram
conduzidos pela ubiquinona (Q) entre 0 Complexo I e 1lI, e pelo citocromo C (CYTc) para o
Complexo IV o qual utiliza o oxigénio (O,) como aceptor final dos elétrons. Os proétons
produzidos em todas as etapas foram bombeados para o espacgo intermembrana formando um

gradiente necessario para a producao de ATP pelo Complexo V.

Os AAs provenientes da degradacdo de proteina em cotilédones atuaram como fonte
de carbono no TCA (Figura 16). Entre eles valina (VAL) e treonina (THR) para a producdo de
succinil-CoA (SUC-COA), leucina (LEU) e isoleucina (ILE) na producdo de ACET-COA na
mitocondria e tirosina (TYR) na producdo de FUM e LYS e GLY na producédo de CIT e MAL
pela via do glioxalato, como descrito acima. O balanco de nitrogénio esteve ligado
principalmente a formacéao de glutamato (GLT) por diversas fontes, sejam elas diretamente do
GLT que compde a proteina ou a partir da degradacdo de outros AAs. Por causa disso,
assumiu-se a existéncia de um pool de GLT em cotiledones advindos dos diversos
compartimentos. A amonia (NH4") também fez parte desse balango de nitrogénio em
cotilédones. A NH4" foi produzida principalmente através da degradacdo de alguns AAs,

como arginina (ARG), GLT e aspartato (ASP). Neste periodo, a NH4" ndo foi utilizada em
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outros processos e sim estocada no vactolo. O balango de enxofre ocorreu pelos aminoacidos
cisteina (CYS) e metionina (MET), provenientes da degradacdo de proteinas. A CYS foi
utilizada em sua totalidade para a formacéo de glutationa (GLUT), a qual foi utilizada para o

transporte entre os cotilédones e o eixo.

Alguns AAs ndo foram utilizados pelo modelo e dessa forma foram acumulados, isto
é, saem do modelo e ndo séo utilizados. A histidina (HIS), um dos AAs ndo degradado pelo
modelo, j& que ndo existem informacGes disponiveis das rotas de degradagdo. Ademais, a
MET e o triptofano (TRP), por algum defeito na rota de degradacdo desses AAs, e

fenilalanina (PHE), que foi convertida em alcool cumarilico, também saem do modelo.

O GLT esteve envolvido em varias etapas de producdo de compostos que foram
transportados ativamente no floema para o eixo. Foram eles: GLUT, produzida a partir de
CYS e GLY; serina (SER) produzida a partir de GAP; asparagina (ASN) produzida a partir de
ASP e 0 &cido gama-aminobutirico (GABA), produzido também a partir de ARG. Os OSRs,
que compreendem rafinose (RAF), estaquiose (EST) e verbascose (VER), originam-se da
biomassa e também foram transportados pelo floema. Estes aclcares foram transportados de
forma passiva, isto é, sem gasto de energia. A EST, além de ser transportada a partir de sua
degradagao produzindo rafinose, também produziu a-D-galactose (a-GAL) a qual foi utilizada
na sintese de PC em cotilédones. Esses OSRs representaram a principal fonte de carbono
transportada para o eixo. Os compostos restantes representam as principais fontes de
nitrogénio e enxofre para o eixo no modelo. Neste mesmo periodo a sacarose ndo €
transportada pelo floema. Além dos compostos provenientes dos cotilédones e transportados
para 0 eixo observou-se um remanescente de reservas do embrido que também foram

utilizadas no seu metabolismo.

Em eixo os OSRs foram degradados formando sacarose (SAC) e a-GAL. A SAC foi
degradada em FRU que também ¢é interconvertida em GLC e UDP-GLC no citoplasma para
atender ao acumulo tanto de FRU como de GLC no eixo. Outra parte da FRU segue na via
glicolitica produzindo PYR, o qual também tem sua fonte a partir de MAL, oriundo da via do
glioxalato. O PYR foi utilizado para a producdo de ACET-COA na mitocdndria utilizada no
TCA para a produgdo de CIT bem como na produgdo de varios AAs. A UDP-GLC assim
como a a-GAL foram os principais agucares utilizados para a sintese de PC e amido. A
formagéo dos varios aglcares que compdem a PC se deu a partir da interconvercdo de UDP-

GAL e o-GAL que sdo provenientes dos cotilédones. A glicose-1-fosfato (GLC-1P)
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precursora da via do amido foi produzida a partir da producdo de uridina difosfato-galactose
(UDP-GAL) que é um dos acucares utilizados na sintese de PC. A GLC-1P foi convertida em
GLC-6P e transportada para o plastideo para a sintese de amido. Outra reserva remanescente
do embrido utilizada pelo eixo foram os AGr, principalmente os insaturados como 0 acido
linoleico. A via de B-oxidagéo e glioxalato estdo ativas produzindo MAL e CIT que seguiu

para a mitocondria e foram utilizados no TCA.

Os metabdlitos intermediarios da via glicolitica foram utilizados também para a
sintese de AAs. O PYR foi utilizado para sintese de alanina (ALA), LEU, ILE, VAL e LYS.
O PEP para a sintese de PHE e TYR. O GAP através da via das pentoses fosfato produziu os
AAs HIS e TRP. A THR e a ARG foram produzidas a partir de ASP que por sua vez foi
produzida a partir da degradacdo da ASN oriunda dos cotilédones e transportada via floema.
A prolina (PRO) e glutamina (GLN) foram produzidas a partir de GLT. O GLT advém
principalmente dos compostos transportados no floema como a glutamina, que também
forneceu CYS e GLY para o eixo; e, 0 GABA que também forneceu SUC para o TCA. A
SER e ASN também foram provenientes dos cotilédones e transportadas via floema. Todos o0s
AAs foram produzidos para atender a demanda de sintese proteica em eixo.

Na Figura 17, observa-se o resultado da simulacdo da modelagem em 48-72h. Em
cotilédones, a bSAC foi utilizada para atender as demandas das restri¢bes, como o acumulo de
FRU e GLC e para a sintese de PC.

Os AGr foram as principais reservas fornecedoras de carbono e energia em cotilédones
neste periodo. Estes sdo provenientes da biomassa e da producgdo ocorrida em 24-48h. Pela f3-
oxidagdo os AGr foram convertidos em ACET-COA que seguiu pela via do glioxalato para a
producdo de CIT e MAL. O CIT foi convertido em ISOCIT que retorna para a producéo de
GLIOX, que sera utilizado na producdo do malato pela mesma via, e SUC que foi utilizado
para transporte para o eixo via floema e producdo de FUM e energia no ciclo TCA. O
dinucleotideo de flavina e adenina (FADH2), produzido pela desidrogenacdo do SUC em
FUM, foi oxidado em dinucleotideo de flavina e adenina oxidado (FAD) no Complexo II,
reduzindo a ubiquinona que seguiu nos demais Complexos para a producdo de energia na
forma de ATP. O FUM segue no TCA para a producdo de MAL, que em menor quantidade
foi convertido em OXACET e o restante utilizado para cotransporte com o SUC proveniente
da via do glioxalato entre a mitocondria e o citosol. O MAL produzido na via do glioxalato é
convertido em OXACET e NADH no citosol. O OXACET foi transportado para o
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glioxissomo e utilizado na produgédo de MAL e CIT na via do glioxalato e na oxidacdo de
NADH. O OXACET produzido tanto pelo TCA quanto na interconversdo do MAL, foi
utilizado na via da gliconeogénese, produzindo PEP. Este foi utilizado na via glicolitica

inversa produzindo GAP que foi convertido em FRU-6 utilizada para a producdo de amido.

Os AAs mantiveram padrdo semelhante em todos os periodo. Entretanto, a SER,
transportada via floema foi de origem estritamente proteica, isto é, ndo foi produzida no
metabolismo como em 24-48h. Os compostos transportados via floema foram os mesmos
transportados em 24-48h, exceto a VER que ndo é mais transportada a partir deste periodo.
SUC e SAC também foram transportados a partir do primeiro periodo de forma ativa. A
utilizacdo dos compostos transportados pelo floema em 48-72h e 72-96h seguem o mesmo
padrdo observado em 24-48h. As diferencas encontradas foram na forma de utilizacdo de
SAC como outra fonte de carbono pelo eixo para atender as demandas de FRU e GLC do
modelo e como provedora de UDP-GLC como intermediario para a sintese de outros acucares
envolvidos na sintese de PC. O SUC agora transportado via floema entra diretamente para o
TCA e utilizado na producdo de FUM e FADH2.

Em eixo o metabolismo direcionou-se sobretudo para a producdo de AAs necessarios
para a sintese de proteinas bem como para a producdo de PC e amido em menor quantidade se
comparada a sintese proteica. Os AGr sdo consumidos em maior parte em 24-48h. Nao se
observou diferencas qualitativas entre 48-72h e 72-96h, onde os AGr foram degradados e
produzindo CIT que foi utilizado para a producdo de SUC utilizado no TCA e MAL para
producdo de PYR no plastideo.

As principais diferencas encontradas nos dois Gltimos periodos foram os fluxos de
energia. Em 48-72h, o fluxo de energia foi maior que em 72-96h e utilizou-se de um maior
fluxo proveniente da producdo de FADH2 na desidrogenacdo de SUC em FUM além do fluxo
de NADH proveniente da desidrogenacdo de MAL em OXACET que também diminui no em
72-96h.
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7. DISCUSSAO

7.1. ABSORCAO DE AGUA E CRESCIMENTO DAS PLANTULAS

A reducdo na massa seca em cotilédones (Figuras 4A e 4C) esta relacionada com a
mobilizacdo das reservas utilizadas no metabolismo tanto em cotilédones quanto em eixo. Em
eixo (Figuras 4A e 4C), o aumento na massa seca esta relacionado a sintese de parede celular
e proteinas durante o alongamento e divisdo celular (Cosgrove 1986). Todavia, foi observado
um predominio da proporcéo de &gua em relacdo a massa seca em eixo. Este fendbmeno esta
diretamente relacionado ao alongamento celular durante o crescimento do eixo, que ocorre a
partir da absorcdo de agua por uma diferenca de pressdao osmotica (Schopfer 2006) gerada
pelo desdobramento dos tecidos de reserva e acumulo de solutos nas células (Egli & TeKrony
1997), provenientes da degradacdo das reservas. Nas Figuras 4B e 4C o aumento de massa
seca é observado, porém, sua proporcdo na massa fresca em relacdo ao teor de dgua é muito

menor.

O ganho de agua pelos tecidos possui papel importante na germinacdo e crescimento
inicial ao proporcionar o amolecimento e permeabilidade gasosa dos tegumentos (Ferreira &
Borghetti 2004), acréscimo ao volume do embrido e dos tecidos de reserva e ativagdo do
metabolismo como a respiracdo e a translocacdo de nutrientes (Villela 1998); e, ocorre em
diferentes velocidades nos diferentes tecidos, como observado em soja (McDonald et al.
1988).

7.2. METABOLISMO DE CARBOIDRATOS

Os carboidratos solGveis em cotilédones parecem ter sido as primeiras reservas
utilizadas pelo metabolismo (Figuras 5A e 5C), uma vez que as propor¢des diminuiram
durante o crescimento inicial comparado a outras reservas. Em eixo (Figuras 5B e 5D) as
proporcdes de carboidratos sollveis se mantiveram constantes ao longo do tempo. Cabe
mencionar que degradacdo das reservas esta intimamente ligada & demanda de energia durante
a germinacao (Bewley & Black 1994). Para Peterbauer & Richter (2001) esta energia advém
principalmente dos carboidratos sollveis, entre os principais 0s OSRs e a sacarose. Nos
periodos iniciais esses aglcares contribuem para a geracdo de energia pela célula como
mostrado pelo modelo (Figura 16), em adi¢cdo também observou-se a contribuicdo de AAs a
partir de 24-48h bem como dos AGr apds esse periodo.
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Os OSRs foram os agucares mais rapidamente utilizados em ambos os 6rgéos (Tabelas
1 e 2). A SAC aumentou inicialmente e diminuiu sua concentragdo nos tempos finais. Hsu et
al. (1973) investigando mudangas nos conteudos de carboidratos durante a germinacdo em
soja obtiveram resultados semelhantes obtidos aqui. Os autores descreveram uma diminuigéo
nos OSRs em cotilédones logo no inicio da germinacdo, seguido de aumentos de sacarose,
glicose e frutose, também observados em outras leguminosas (McCleary & Matheson 1974;
Buckeridge et al. 1995; Buckeridge & Dietrich 1996). Como observado (Tabelas 1 e 2) 0s
OSRs foram abundantes durante o periodo pré-germinativo e comecam a diminuir logo ao
inicio da germinacdo, assim como as alteracfes nos contetdos de sacarose. East et al. (1972)
constataram um aumento em monossacarideos (GLC e FRU) durante as primeiras 96h. Neste
mesmo trabalho, os autores descrevem o desaparecimento da RAF apds 96h e de estaquiose
apos 144h.

Alguns autores tém associado os OSRs a protecdo das sementes durante o processo de
dessecacdo (Bailly et al. 2001; Black et al. 1996; Obendorf et al. 2008) através da
estabilizagdo das membranas (Crowe et al. 1987) e a longevidade das sementes (Buitink et al.
2000; Koster 1991). Entretanto, muitas das fungdes relacionadas aos OSRs ndo foram

confirmadas experimentalmente até entdo (Bentsink 2000; Gurusinghe & Bradford 2001).

Kuo et al. (1988) afirmam que os OSRs degradados durante a germinacdo e
crescimento inicial possuem uma correlacdo muito préxima ao metabolismo de SAC e o
acumulo de sorbitol em eixo, o que pdde ser observado também em diferentes espécies de
leguminosas. Kuo et al. (1990) relatam que o sorbitol foi encontrado em plantulas de soja e
parece ser produzido somente durante a germinacdo, pois ndo foi encontrado nas sementes
nem durante a embebicdo. Esses mesmos autores encontraram uma alta correlacdo do
acumulo de sorbitol com concentracdes elevadas de glicose e frutose bem como da alta
atividade de invertases; ademais, sugerem que esse acumulo desempenha papel preponderante
em facilitar o metabolismo de hexoses durante a germinagdo. Em adicdo, os autores afirmam
gue ndo ha acumulo de sorbitol e hexoses em cotilédones, possivelmente pela baixa atividade
das invertases. O acumulo de FRU e GLC observado em eixo (Tabela 2) indica o
comportamento descrito por Kuo et al. (1990). Entretanto, resultados encontrados nesse
estudo diferem dos obtidos por esses autores. As quantidades de sorbitol observadas nas
simulagdes (Figuras 11, 12, 13 e 14) diferem dos resultados encontrados por esses autores.

Todavia, as quantidades descritas séo relativas aos valores obtidos em 24h e ndo foram
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quantificadas a partir de uma curva de calibracéo, por isso, sera necessaria uma quantificacéo

mais acurada do sorbitol e seu padréo de variagéo.

Na modelagem os OSRs foram transportados pelo floema em sua maioria. Reid (1971)
demostrou em Trigonella foenum-graecum (Leguminosae) que a SAC e os OSRs estdo
presentes em toda a semente, inclusive, em eixo sugerindo que podem ser reservas locais e
muito pouco transportadas. A presenca desses aglcares foi observada em ambos os 6rgaos de
soja (Tabelas 1 e 2) em consonancia com os resultados encontrados por esse autor. Os OSRs
sdo de fato transportados pelo floema pelo menos nos estdgios iniciais da germinagdo e
crescimento inicial e correspondem a cerca de 20% dos acucares transportados em 24h
(Tabela 6). Da mesma forma, a SAC foi também encontrada nos exudados em altas
concentragfes em relacdo aos outros acgucares, similar aos resultados obtidos por Thorne
(1982) que também relatou o transporte de SAC em soja durante a germinacdo. Os OSRs e a
SAC transportados durante esse periodo estdo relacionados com a sintese de parede celular

em eixo (Figuras 16, 17 e 18).

A SAC que € transportada pelo floema foi primariamente proveniente da biomassa dos
cotilédones. A SAC foi produzida por diversos processos durante a germinacdo, o que €
plausivel, pois a SAC € bastante importante no metabolismo das plantas. Por causa disso, ndo
foi possivel tracar todas as rotas de producdo possiveis com o modelo. Isto posto, todo o
conteddo de SAC encontrado foi chamado de bSAC, ou seja, sacarose proveniente da

biomassa.

Em 24-48h foi necessario permitir que o modelo utilizasse uma fonte de carbono
externa ao que foi mensurado, pois o balanco de carbono ndo estava equilibrado. Dessa forma,
adicionou-se a XxSAC (sacarose externa) (Figura 16) representando uma fonte de carbono
externa necessaria para equilibrar o balango de carbono no modelo. Hipotetizou-se que a
provavel fonte externa de carbono poderia ser de origem tegumentar. Portanto, buscou-se
determinar a composicdo do tegumento e testar a hipdtese. Dessa forma, foram encontrados
acucares que poderiam ser a fonte de carbono necessaria para equilibrar o balango de carbono.
No entanto, as concentracbes observadas (Figura 10 e Tabela 5) ndo correspondem as
quantidades exigidas para equilibrar o balango de carbono em 24-48h (Figura 16), que sé&o
cerca de cem vezes maior que 0 encontrado no tegumento. Portanto, o tegumento pode
contribuir parcialmente para o balanco de carbono fornecendo quantidades inferiores as

necessarias para equilibrar o balanco de carbono em cotilédones. Neste contexto, € preciso
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investigar o real motivo desse desequilibrio do balango e buscar entender a participagdo do

tegumento no fornecimento de algum metabdlito para a germinacéo.

Né&o sendo importante para 0 modelo qual a fonte desse carbono externo (denominado
XSAC,) ele esta relacionado com a producao de AGr e amido em 24-48h (Figura 16). O teor
de amido tanto em cotilédones quanto em eixo aumentou ao longo da germinacdo e
crescimento inicial (Figura 6). Esse aumento em soja foi observado em outros trabalhos
durante os momentos iniciais de crescimento (Adams et al. 1980; Adams et al. 1981; Webster
& Leopold 1977; Brown & Huber 1987). Adams et al. (1981) sugeriram que 0 amido
transitério observado durante a germinacdo de soja advém de mobilizacdo de lipideos ao
passo que Halmer (1985) sugeriu ser de outras reservas. Por outro lado, Brown & Huber
(1987) notaram que o aumento de amido estava relacionado as altas concentracbes de
acucares soluveis, principalmente sacarose e rafinose, e sua consequente diminui¢do ao longo
da germinacdo. Esses resultados também foram observados por Tiné (1997) em Hymenaea
courbaril (L.) e por Kuo et al. (1988) em Vigna radiata (L.) e Glycine max (L.). Em adicéo,
Brown & Huber (1988) também sugerem que o acimulo de amido em cotilédones durante a
germinacdo esta positivamente ligado ao crescimento do eixo e funciona como um dreno

interno de carboidratos solUveis durante a germinacao e crescimento inicial.

Nas simulacdes a formacdo de amido ocorre principalmente a partir da utilizacdo dos
acucares provenientes da PC, tanto em 24-48h (Figura 16) quanto em 72-96h (Figura 18).
Segundo Buckeridge et al. (2000) apdés a germinacdo, de fato se inicia a mobilizacdo dos
acucares de reserva da PC a partir da sintese de enzimas hidroliticas. Além disso, essa
mobilizacdo culmina em um aumento nas concentracdes de acUcares solUveis ao mesmo
tempo em que se estabelece a relacdo fonte-dreno entre os cotilédones e o eixo. Assim, essa
grande concentracdo de acucares sollveis provenientes da degradacdo da PC pode estar
relacionada com aumentos de amido observados (Figuras 6A e 6C) e discutidos acima.

Por outro lado, em 48-72h (Figura 17) a formagdo de amido ocorre a partir da
gliconeogénese com 0 OXACET produzido no citoplasma derivado do MAL produzido pela
degradacdo dos AGr. Brown & Huber (1987) ndo relacionam o aumento de amido a
degradacéo de lipideos pelo menos periodo pré-germinativo, pois o metabolismo dos lipideos
nesse momento ainda néo foi efetivamente iniciado. Entretanto, como discutido acima, a
sintese de amido durante a germinagdo e o crescimento inicial em cotilédones (Figuras 6A e

6C), esta relacionada as altas concentragGes de acucares sollveis nos tecidos e, dessa, forma
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pode ter diversas origens. Em eixo (Figuras 6B e 6D) a diminuicdo do teor de amido esta
relacionada com a utilizacdo pelo metabolismo para a sintese de aminoacidos através do ciclo
das pentoses fosfato como observado em 72-96h (Figura 18). A presenca de amido logo nos
periodos iniciais pode ser explicada da mesma forma discutida acima, ou seja, pela

diminuicdo das concentragdes dos agucares solveis presentes no eixo.

7.3. METABOLISMO DE ACIDOS GRAXO0S

As proporcdes de AGr em cotilédones (Figuras 9A e 9C) ndo variaram, porém, a
quantidade total diminuiu ao longo do crescimento uma vez que a biomassa diminui ao longo
do tempo. Em eixo (Figuras 9B e 9D), os AGr foram degradados mais acentuadamente. Pode-
se observar que a proporcao de AGr diminuiu a partir de 48h. Eastmond et al. (2000) afirmam
que os AGr ndo sao utilizados no periodo pré-germinativo e durante a germinagdo, mas
principalmente no periodo pods-germinativo onde inicia sua mobilizacdo para o eixo
(Eastmond & Graham 2001). De fato, somente observou-se a utilizacdo dos acidos graxos
nesse momento apos a germinacdo em 48-72h (Figura 17) e 72-96h (Figura 18) em ambos 0s
6rgdos. A diminuicdo nos AGr em eixo esta relacionada tanto com sua degradacgdo quanto
com uma diluicdo do seu contetdo nas células devido ao aumento do volume celular

acarretado pelo aumento do teor de agua.

Os AGr encontrados em maior abundancia em cotilédones foram o &cido linoleico,
oleico, linoleico (Tabela 3). Em eixo (Tabela 4) os AGr segue um padrdo semelhante dos
observados em cotilédones, exceto o &cido oleico. Perfil semelhante de AGr foi encontrado
por outros autores durante o desenvolvimento da semente de soja ainda ligada a planta mée
(Allen et al. 2009; Fehr et al. 1971).

As concentraces de AGr em cotilédones demostraram um aumento de todos os AGr
em 48h, diminuindo nos tempos subsequentes. Por outro lado, em eixo as concentracdes
decrescem ao longo da germinagdo. Joshi et al. (1973) descreveram um comportamento
semelhante do metabolismo de AGr durante o periodo pds-germinativo bem como uma
interconvercao de acido oleico para linoleico a partir do sexto dia apds a germinagdo em
cotilédones. Mostafa et al. (1987) tambem descreveram uma mudanga na razdo entre o total

de AGr insaturados e saturados de 6.42:1 para 3.34:1, seis dias apds a germinagéo.

Nas simula¢des do modelo, em 24-48h (Figura 16) existe uma produgdo de &cidos
graxos a partir da xXSAC pela via glicolitica em cotilédones. O acimulo de lipideos ja foi
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observado em Brassica napus (L.) (Leguminosae) em resposta aos &cidos ferrulicos e
coumarico por Baleroni et al. (2000); no entanto, para soja, ainda ndo foi reportado
comportamento semelhante. Apds 24-48h, os AGr foram oxidados durante -oxidacdo para
produzir ACET-COA que foi utilizado pelo ciclo do glioxalato para provimento de energia e

esqueletos de carbono para os eixos em crescimento (Baker et al. 2006).

Uma parte significante dos AGr metabolizados € utilizada para manutencdo dos
tecidos em cotilédones. Os AGr, a partir do ciclo do glioxalato sdo convertidos em CIT e
ISOCIT que posteriormente sdo convertidos em MAL e SUC com a utilizacdo de OXACET.
O MAL e o SUC sdo utilizados pelo TCA reduzindo os cofatores utilizados na cadeia
respiratoria FADH e NADH. ap Rees (1980) afirmou que lipideos ndo eram substratos
utilizados de forma significante pelas plantas superiores. Por outro lado, Raymond et al.
(1992) e Salon et al. (1988) sugeriram que algumas espécies oleaginosas possuem a
habilidade de utilizar AGr como substratos para a respiracdo. Ademais Eastmond & Graham
(2001) sugerem que existe uma maior demanda em fornecer esqueletos de carbono para

suportar a respiracdo nos tecidos de reserva, do que para ser transportada para outras células.

A gliconeogénese pdde ser observada em 48-72h (Figura 17) e em 72-96h (Figura 18),
produzindo PEP, utilizado para a producéo de amido, e PHE em quantidades menores dos que
os observados. Em eixo, 0s AGr presentes nos tecidos sdo utilizados rapidamente na
respiracdo como discutido acima, entrando no TCA na forma de CIT. Os compostos
produzidos pelo ciclo do glioxalato sdo transportados para a mitocondria para sustentar a
respiracdo ou sdo convertidos em OXACET, e se movem para 0 citosol sustentando a
gliconeogénese (Graham 2008). A conversdo dos AGr em carboidratos, que serdo
posteriormente transportados para os 6rgdos de crescimento, pelo ciclo do glioxalato e pela
gliconeogénese, ja foi demonstrada em experimentos classicos de marcacdo com is6topos

radioativos de carbono (Canvin & Beevers 1961).

A ativacdo do ciclo do glioxalato foi observada em todos os periodos para a utilizagao
dos AGr como fonte de SUC e MAL para o ciclo do TCA, exceto em 24-48h, em que sua
ativagcdo ocorre pela utilizagdo da LYS pela via do glutaril-CoA (Figuras 16, 17 e 18).
Millhouse et al. (1983) e Falk et al. (1998) mostraram que o ciclo do glioxalato é operante
durante germinacéo e o crescimento inicial de plantas oleaginosas e que existe favorecimento
da gliconeogénese e supressdo do TCA. Os dados das simula¢des demostrou algo diferente do

comportamento descrito pelos autores, ou seja, houve também a ativacdo da gliconeogénese
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em cotilédones, porém, ao mesmo tempo a ativacdo do TCA para a respiracdo. Em eixo, 0s
compostos advindos do ciclo do glioxalato perpassam por todo o ciclo do TCA e ndo houve

ativacdo da gliconeogénese.

O perfil de AOs em cotilédones (Figura 11) ndo sdo totalmente consistentes com a
atividade do modelo. Pois, devido a alta atividade de degradacdo dos AGr, esperava-se
encontrar maiores niveis de AOs no perfil metabdlico dos cotilédones da variedade BR/MG46
[Conquista]. Entretanto, as quantidades de CIT, ISOCIT e SUC a partir de 48h s&o muito
baixas ou ausentes se comparadas a atividade do ciclo do glioxalato em 48-72h e 72-96h
(Figuras 17 e 18). Por outro lado, observou-se um aumento de FUM que podem ser produtos
da reacdo da succinato desidrogenase. A variacdo de MAL esta relacionada com o transporte
para fora da mitocondria e formacdo de OXACET no citosol utilizados na gliconeogénse
(Eastmond & Graham 2001).

Em eixo (Figura 12), foi possivel observar quantidades significativas de CIT que estdo
relacionadas com a degradacdo dos AGr. Ndo houve a producdo de SUC através do ciclo do
glioxalato em eixo, dessa forma a entrada de carbono no TCA se deu a partir de CIT e MAL.
As quantidades de SUC observadas na Figura 12 estdo relacionadas principalmente com a
transaminacdo do GABA proveniente dos cotilédones. Consequentemente, também se pode
observar 0 aumento das quantidades de FUM proveniente da desidrogenacdo do SUC em

eixo.

Os compostos produzidos no ciclo do glioxalato participaram na producdo de
aminoéacidos, principalmente a SER, que é utilizada no transporte pelo floema para o €ixo; e, a
PHE que acumula no modelo na forma de alcool coumarico. Em eixo, os compostos da
degradacdo dos AGr também participam da producdo de GLT e ASP necessarios para a

sintese proteica.

7.4. METABOLISMO DE PROTEINAS

As proporcdes de proteinas em cotilédones (Figura 8A e 8C) possuem padrdo
semelhante ao observado para AGr, isto €, se mantiveram constantes, porém a quantidade
total de proteina diminui conforme diminui a biomassa ao longo do tempo. O resultado da
quantificacdo das proteinas (Figura 8) corresponde &s proteinas de reserva, pois, o fator de
conversdo nitrogénio-proteina leva em conta a porcentagem de proteinas de reserva no total
de proteinas da soja e € estabelecido também pela composi¢cdo de aminoacidos das proteinas
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(Sosulski & Imafidon 1990). Por outro lado, a auséncia de um fator especifico para eixo,

introduziu um viés &s quantidades de proteina quantificadas (Figuras 8B e 8D).

A mobilizacdo das proteinas em cotilédones nas simula¢des ocorreu em todos 0s
momentos da germinacao e crescimento inicial, somente diferindo a magnitude dos fluxos em
cada periodo (Figuras 16, 17 e 18). A forma adotada no modelo leva em conta a degradacao
da proteina em amino&cidos resumindo todos os passos intermediérios da degradacdo. Em
eixo, a mobilizacdo dos aminoacidos se d& no sentido de producdo de proteinas neste 6rgéo,
porém, isso ndo limita a degradacéo das proteinas j& presentes em eixo.

Os aminoacidos provenientes da degradacdo da proteina em cotilédones sdo utilizados
como fonte de carbono, nitrogénio e energia para 0 metabolismo em cotilédones e em eixos
através do transporte pelo floema. Os principais aminoacidos envolvidos na producdo de
energia e fornecimento de carbono para o TCA foram os aminoéacidos de cadeia ramificada
(VAL, LEU e ILE) e a THR (Figuras 16, 17 e 18). Esses amino&cidos s&o transportados para
a mitocéndria e entram no TCA na forma na forma de ACET-COA e SUC-COA. Aradijo et al.
(2010) demonstraram a participacdo dos aminoacidos de cadeia ramificada e da LYS na
provisdo de elétrons para a cadeia de transporte de elétrons na mitocondria. Essa provisdo de
elétrons pode ocorrer de forma direta, pelo transporte de elétrons via flavoproteina
transportadora de elétrons; e, de forma indireta pela alimentacdo do TCA com os produtos

provenientes de seu catabolismo (Aradjo et al. 2011).

O perfil dos aminoacidos de cadeia ramificada e da THR em cotilédones (Figura 11)
sdo semelhantes e possuem o mesmo padrdo. Por um lado, esses aminoacidos parecem nao
estar relacionados diretamente com sua utilizagdo no TCA, porém, a degradacgdo de proteinas
é superior as quantidades utilizadas pelo metabolismo e corrobora os resultados observados

para o perfil desses aminoéacidos.

Um caso especial observado em cotilédones foi a utilizacdo dos derivados da
degradacédo de LY'S pelo ciclo do glioxalato, através da produgdo de ACET-COA pela via do
a-amino adipato em 24-48h (Figura 16). Nesse periodo o ciclo do glioxalato foi ativado
devido a esse mecanismo e ndo pela degradacdo de AGr. Stepansky & Galili (2003) também
correlacionou a utilizagdo da LYS na produgéo de ACET-COA pela via do a-amino adipato.
Todavia, a utilizacdo do ACET-COA oriundo dessa via metabdlica ndo esta necessariamente

relacionada com o ciclo do glioxalato, porém, ndo impede a utilizacdo pelo mesmo. Outra
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possibilidade da utilizacdo da LYS € a producdo de 20XO utilizada no TCA (Enggvist et al.
2009).

7.5. TRANSPORTE NO FLOEMA

Os carboidratos transportados no floema sdo exclusivamente os carboidratos solaveis.
Nos dados experimentais (Tabela 6), os carboidratos mais abundantes foram a SAC e a EST
nos tempos iniciais e a GLC e a FRU posteriormente. Os principais aglcares transportados no
floema na modelagem foram os OSRs e a SAC encontrados em maior abundancia nas analises
Entretanto, o transporte dos OSRs foi privilegiado em relag&o aos outros carboidratos como a
SAC, que somente iniciou o transporte a partir de 48-72h, e a GLC e FRU, que nao foram
transportados em nenhum momento. 1sso ocorreu devido ao tipo de carregamento no floema,
que para 0s OSRs ocorre de forma simplastica e sem gasto de energia (Madore 2011; Lalonde
et al. 2003; Lalonde et al. 2004; Komor et al. 1996) e para a SAC ocorre de forma apoplastica

com gasto de energia (Thorne 1982; Servaites et al. 1979), assim como a GLC e a FRU.

Os aminoacidos transportados pelo floema foram, em sua maioria, provenientes da
degradacdo das proteinas em cotilédones, e no caso da SER pela sintese a partir de GAP
(Figura 16). O transporte de amino&cidos pelo floema nas simulaces foi feito de forma ativa,
semelhante ao observado em SAC e descrito por Servaites et al. (1979) e Lalonde et al.
(2003). Os aminodcidos transportados pelo floema foram as principais fontes de nitrogénio
para o0 eixo. A ASN e a SER foram os aminoacidos livres encontrados nos exudados de
floema (Tabela 6). Em experimentos sobre os efeitos da temperatura durante a germinacéo e
crescimento inicial também se encontrou evidéncias da presenca desses aminoacidos sendo
transportados pelo floema (Duke et al. 1978); em temperaturas préximas a utilizada no
presente estudo (cerca de 25°C) os autores encontram concentracdes semelhantes de ASN. Em
adicdo, Housley et al. (1977) também evidenciou o transporte de SER durante a germinacéo e

crescimento inicial da soja.

A GLUT foi utilizada nas simulagdes para o transporte de a GLY e a CYS em todos 0s
periodos. Neste caso, a CYS presente na GLUT é o aminoacido responsavel pelo balanco de
enxofre entre os érgdos. O transporte de GLUT pelo floema foi baseado nos dados obtidos
dos exudados de floema (Tabela 6) e no trabalho de Garsed & Read (1977a) e Garsed & Read

(1977b), que evidenciou a presenca de GLUT e CYS livre sendo transportada no floema. Na
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simulacdo foi permitido o transporte de CYS, GLUT e SO, porém, o modelo optou em
utilizar somente a GLUT para transporte no floema para o eixo.

O GABA representou outra forma para transporte de nitrogénio e carbono para o eixo.
Na simulacdo GABA transportado é fonte de nitrogénio (GLT) e de carbono (SUC) para o
eixo. Quantidades significativas de GABA foram encontradas nos exudados de floema
(Tabela 6), servindo como base para a incluséo nas reacfes de transporte no floema. O
método de coleta do exudado de floema foi feito com a utilizacdo de EDTA. Beuve et al.
(2004) reportaram a presenca de GABA em exudados de floema utilizando o método de
EDTA. Por outro lado, (Gaupels et al. 2008; Dinant et al.) discutem que o tratamento com
EDTA frequentemente resulta em composi¢cdes antifactuais do exudado de floema,

possivelmente pelo envelhecimento e alagamento dos tecidos analisados durante o método.
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8. CONCLUSAO

Apesar da complexidade encontrada no metabolismo vegetal, a modelagem por ABF
foi aplicada com sucesso e pdde oferecer informacdes Uteis sobre o metabolismo ao longo da
germinacdo crescimento inicial. Algumas informagdes como o padrdo de utilizagdo do amido
e dos AST obtidos pela modelagem metabdlica por AFB foram corroborados em trabalhos
encontrados na literatura (Kuo et al. 1988; Hsu et al. 1973). Em geral o padréo de utilizacéo
das reservas também foram corroboradas por dados encontrados por outros autores. Por outro
lado os dados obtidos pela modelagem metabdlica diferiram na maioria dos dados obtidos de
perfil metabdlico que auxilia no teste de confiabilidade da aplicacdo da modelagem. Dessa
forma, ajustes serdo necessarios para que o modelo seja mais acurado e se equipare aos

resultados obtidos experimentalmente.

Para que os resultados de modelagem metabdlica se aproximem mais dos resultados
experimentais encontrados, serdo necessarias algumas informacées e correcGes a serem feitas
no modelo. Entre elas estdo uma avaliacdo real da composi¢cdo de aminoécidos de proteinas de
reservas, a determinacdo de um fator de conversdo nitrogénio-proteina especifico para eixos
de soja, a revisao e a adicao de informacGes na matriz estequiométrica das reacdes do modelo
para a degradacdo de aminoéacidos, a composicdo real de acuUcares encontrados na parede
celular, a permissdo de outros compostos a serem transportados via floema, entre outras

informac@es que auxiliem no ajuste.

Apesar de serem necessarios alguns ajustes, o0 modelo ja é capaz de fornecer
informac@es interessantes que podem guiar estudos futuros em metabolismo de plantas em
determinados estados fisioldgicos e lancar luz em questBes que ainda ndo estdo totalmente

esclarecidas.
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ANEXO | — Tabela de Composi¢ao de Amino&cidos das Proteinas de Soja

TABELA 3. Composicio em aminodcidos das proteinas das cultivares de soja estudadas e do padrio da FAOQ

(1985).

Aminoacidos FAQO (g/100 g de proteina) Cultivares (/100 g de proteina)

2-5 10-12  Adulto [AS-4 EMBRAPA-4  Davis BR-16  Tguagu  TAS-5

anos  anos
Essenciais
Histidina 1.9 1.9 1.6 1.9 1.8 1.9 2, 2.4 2,
Isoleucina 2.8 2, 1.3 4,1 3.5 3.8 3.7 4,1 4.0
Leucina 6.6 4.4 1.9 7.8 .1 7.4 1.3 7.8 7.9
Lisina 5.8 4.4 1,6 6,4 5.6 5.8 6,0 6.8 6,9
Metionina - - - 1.3 2 1.3 1.3 l.4 1.3
Cisteina - - - 2.5 2, 2.5 22 2.4 2,
Sulfurados (Met + Cys) 2,5 2.2 1.7 3.8 3,2 38 3.5 18 3.6
Fenilalanina - - - 6,2 6.1 0.2 6.0 6.5 0,7
Tirosina - - - 2 3.0 3.3 3.1 34 35
Aromaticos (Phe + Tyr) 6.3 2.2 1.9 9.4 9.1 9.5 9.1 3,9 10,2
Treonina 34 2.8 0,9 3,9 35 39 3.8 4,0 4.1
Triptofano 1.1 0.9 0.5 1,7 1.6 1.5 1.6 1,5 1,5
Valina 35 2.5 1,3 4,1 4,1 4.3 4,1 4,6 4.4
Total AAE' 339 24,1 12,7 43,1 39,5 41,9 41.1 449 45,0
Nio essenciais
Arginina - - - 7.4 7.4 6.8 0.8 7.3 12
Alanina - - - 43 3.8 4.0 39 e 4.4
Acido aspartico . . £ 12,8 13,1 142 137 14,6 14,7
Acido glutimico - - - 18,3 20,9 22,1 20,7 23,6 233
Glicina = - - 3.7 3.6 3.6 34 38 ERY
Prolina - - - 8.3 1.5 1.9 7.6 8.0 8.7
Serina - - - 5.3 4.8 5.2 5.0 3.5 5.0

I Aminodcidos essenciais.

Tabela retirada de Vieira et. al (1999), utilizada para o célculo das estequiometrias dos
AAs na sintese e degradacdo das proteinas pelo modelo de balanco de fluxos. O cultivar
selecionado foi EMBRAPA-4 por apresentar caracteristicas semelhantes a variedade

estudada.

Vieira, C.R., Cabral, L.C. & Paula, A.C.O. de, 1999. Composicao centesimal e contetdo de
aminoacidos, &cidos graxos e minerais de seis cultivares de soja destinadas a alimentacéo

humana. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, 34(7), pp.1277-1283.
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ANEXO Il — Tabela de Composicao de Acucares de Parede Celular de Soja

Table 1. Yield and Compasition of Soybean Meal and Fractions

(Percent Weight)?

soybean hulls dehulled SEM
[ractions Wsh WU SBM Wsc WU wus
yiald {30} 16.7 83.3 100 26.0 44,0 13.9
crude pratein 26.0 10.7 539 72 496 b2
cruda fat 0.3 0.4 0.7 0.4 1.0 1.5
ash 128 28 B3 105 24 29
Iofal monosaccharides iz 63.5 249 1749 3ra an.3
sugar composition
rhamnose 28 3.3 2.6 22 a5 36
fucose Nz 0.5 1.3 0 241 21
arabincse 37 73 10.4 18 133 13.3
wylose 1.3 126 4.3 0 59 5.9
mannose 362 4.5 315 5.1 2.2 1.5
galaclose 204 3.0 ale 39.6 296 281
glucose 26.9 66.3 7T 494 282 27.8
Uranic acids g4 28 g2 14 13.2 17.6

2 Sugar composifion expressed as percent mola.

Tabela retirada de Ouhida et. al (2002), utilizada para o célculo das estequiometrias

dos acucares na sintese e degradacdo de parede celular pelo modelo de balango de fluxos. A

coluna utilizada foi a WUc, que corresponde ao residuo insollvel remanescente apds a

extracdo dos compostos soluveis.

Ouhida, 1., Pérez, J.F. & Gasa, J., 2002. Soybean (Glycine max) cell wall composition and

availability to feed enzymes. Journal of agricultural and food chemistry, 50(7), pp.1933-8.
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ANEXO Il - Relagio das Reagbes Modificadas e Adicionadas ao Modelo

Ativacdo de Acidos Graxos:

Arachidate_ ACT _x:
1 ARACHIDIC_ACID x + 1 ATP_x + 1 CO-A_x ->1PPI_x + 1 ARACHIDOYL-COA_X + AMP_X

a-Linolenate_ ACT _x:
1 LINOLENIC_ACID X + 1 ATP_x+ 1 CO-A_x ->1PPl_x + 1 LINOLENOYL-COA_x + 1 AMP_x

Linoleate_ ACT x:
1 LINOLEIC_ACID x +1 ATP_x + 1 CO-A_X ->1PPI_x + 1 LINOLEOYL-COA x + 1 AMP_x

Oleate_ACT _x:
1 OLEATE-CPD_x + 1 ATP_Xx + 1 CO-A_X ->1PPl_x+ 1 OLEOYL-COA x +1 AMP_x

Stearate ACT _x:
1 STEARIC_ACID x +1ATP_x+1CO-A_x ->1PPI_x + 1 STEAROYL-COA_x +1 AMP_x

Palmitate ACT_x:
1 PALMITATE x+ 1 ATP_x+ 1 CO-A_x ->1PPl_x+1PALMITYL-COA x +1AMP_x

Myristate ACT x:
1 CPD-7836_x + 1 ATP_x + 1 CO-A_x ->1PPl_x + 1 TETRADECANOYL-COA_x + 1 AMP_x

Dodecanoate_ ACT x:
1 DODECANOATE_p + 1 ATP_x + 1 CO-A_x ->1PPl_x + 1 LAUROYLCOA-CPD x + 1 AMP_x

B-Oxidacdo dos Acidos Graxos Saturados:

Arachidoyl-CoA_oxi_x:
1 ARACHIDOYL-COA x + 1 FAD_x + 1 WATER_x + 1 NAD_x + 1 CO-A_x -> 1 STEAROYL-
COA_x+ 1 FADH2_x + 1 PROTON_x + 1 NADH_x + 1 ACETYL-COA_x

Stearoyl-CoA_oxi_x:
1 STEAROYL-COA x + 1 FAD_x + 1 WATER x + 1 NAD_x + 1 CO-A_x -> 1 PALMITYL-COA_x
+1FADH2_x + 1 PROTON_x + 1 NADH_x + 1 ACETYL-COA_x
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Palmityl-CoA_oxi_x:
1 PALMITYL-COA x + 1 FAD X + 1 WATER X + 1 NAD Xx + 1 CO-Ax -> 1
TETRADECANOYL-COA_x +1FADH2 x+ 1PROTON_x+ 1 NADH_x+ 1 ACETYL-COA_x

Tetradecanoyl-CoA_oxi_x:
1 TETRADECANOYL-COA x+6 FAD x+6 WATER x+ 6 NAD x+6 CO-A x->6 FADH2 x +
6 PROTON_x + 6 NADH_x + 7 ACETYL-COA_x

Lauroyl-CoA_oxi_x:
1 LAUROYLCOA-CPD x + 5 FAD_x + 5 WATER x + 5 NAD_x + 5 CO-A_x ->5 FADH2 x + 5

PROTON_x +5 NADH_x + 6 ACETYL-COA_x

B-Oxidacao de Graxos Insaturados:

Linolenoyl-CoA_oxi_x:
1 LINOLENOYL-COA x + 3 NADPH_x + 8 WATER_x + 8 NAD_x + 8 CO-A x -> 3 NADP_x + 8
PROTON_x + 8 NADH_x + 9 ACETYL-COA_x

Linoleoyl-CoA _oxi_x:
1 LINOLEOYL-COA_x + 2 NADPH_x + 8 WATER_x + 8 NAD_x + 8 CO-A_x -> 2 NADP_x + 8
PROTON_x + 8 NADH_x + 9 ACETYL-COA_x

Oleoyl-CoA_oxi_x:
1 OLEOYL-COA_x + 1 NADPH_x + 8 WATER x + 8 NAD x + 8 CO-A_x -> 1 NADP_x + 8

PROTON_x + 8 NADH_x + 9 ACETYL-COA_x

Biossintese de Acidos Graxos:

Stearate ACT _c:
1 STEARIC_ACID c+1ATP c+1CO-A _c->1PPl c+1STEAROYL-COA c+1AMP_c

ACETYL-COA-CARBOXYLTRANSFER-RXN_c:
1 HCO3 ¢ + 1 ATP_ ¢ + 1 ACETYL-COA ¢ -> 1 PROTON ¢ + 1 Pi_c + 1 ADP ¢ + 1 MALONYL-
COA ¢

3KETOACYLCOA-synthase_c:
1 STEAROYL-COA ¢ + 1 MALONYL-COA ¢ -> 1 3KETOSTEAROYL-COA ¢ + 1 CARBON-
DIOXIDE_c + 1 CO-A_c
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3KETOACYLCOA-reductase_c:
1 3BKETOSTEAROYL-COA ¢ + 1 PROTON_c + 1 NADPH_c -> 1 R-3-hydroxystearoyl-COA ¢ + 1
NADP ¢

3-hydroxyacyl-CoA-dehydratase c:
1 R-3-hydroxystearoyl-COA _c¢ -> 1 WATER_c + 1 Trans-2-dehydrostearoyl-COA _c

Trans-2-enoyl-CoA-reductase_c:
1 Trans-2-dehydrostearoyl-COA ¢ + 1 PROTON_c + NADPH_c -> 1 ARACHIDOYL-COA ¢ + 1
NADP ¢

Arachidoyl-COA-HYDROLASE-RXN c:
1 ARACHIDOYL-COA ¢+ 1WATER_c->1ARACHIDIC _ACID c+1CO-A ¢

Linoleoyl-ACP-desaturase_p:
1 Oleoyl-ACPs_p + 2 Reduced-ferredoxins_p + 1 OXYGEN-MOLECULE_p -> 2 WATER p + 1
Linoleoyl-ACPs_p + 2 Oxidized-ferredoxins_p

Linoleoyl-ACP-hydrolase_p:
1 Linoleoyl-ACPs_p + 1 WATER_p -> 1 ACP_p + 1 LINOLEIC_ACID p

a-Linolenoyl-ACP-desaturase_p:
1 Linoleoyl-ACPs_p + 2 Reduced-ferredoxins_p + 1 OXYGEN-MOLECULE p -> 2 WATER p + 1
Linolenoyl-ACPs_p + 2 Oxidized-ferredoxins_p

a-Linolenoyl-ACP-hydrolase_p:
1 Linolenoyl-ACPs_p + 1 WATER_p ->1 ACP_p + 1 LINOLENIC_ACID p

Sintese e Degradacdo de Proteinas

PROTEIN-SYNTHASE _c:

0.000116 pHIS + 0.000267 pILE + 0.000541 pLEU + 0.000383 pLYS + 0.000080 pMET + 0.000165
pCYS + 0.000369 pPHE + 0.000166 pTYR + 0.000294 pTHR + 0.000078 pTRP + 0.000350 pVAL + 0.000425
PARG + 0.000427 pALA + 0.000492 pASP + 0.000496 pASN + 0.000710 pGLU + 0.000715 pGLN + 0.000480
PGLY +0.000651 pPRO + 0.000457 pSER -> 1 PROTEIN ¢
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PROTEIN-HYDROLYSIS_c:

1 PROTEIN_c -> 0.000116 HIS_c + 0.000267 ILE_c + 0.000541 LEU c + 0.000383 LYS_c +
0.000080 MET_c + 0.000165 CYS_c + 0.000369 PHE_c + 0.000166 TYR_c + 0.000294 THR_c + 0.000078
TRP_c + 0.000350 VAL_c + 0.000425 ARG_c + 0.000427 L-ALPHA-ALANINE_c + 0.000492 L-
ASPARTATE_c + 0.000496 ASN_c + 0.000710 GLT_c + 0.000715 GLN_c + 0.000480 GLY_c + 0.000651
PRO_c + 0.000457 SER_c

Sintese e Degradacdo de Parede Celular

CELLWALL-SYNTHESIS c:

0.055 UDP-L-RHAMNOSE_c + 0.021 GUANOSINE_DIPHOSPHATE_FUCOSE_c + 0.133 UDP-L-
ARABINOSE_c + 0.059 UDP-D-XYLOSE_c + 0.022 GDP-MANNOSE_c + 0.292 UDP-GALACTOSE_c +
0.282 UDP-GLUCOSE_c + 0.132 UDP-D-GALACTURONATE_c -> 1 CELLWALL_c + 0.953 UDP_c +
0.043 GDP_c

CELLWALL-HYDROLYSIS c:
1 CELLWALL_c -> 0.055 RHAMNOSE_c + 0.021 D-FUCOSE_c + 0.133 L-ARABINOSE_c + 0.059

XYLOSE_c + 0.022 MANNOSE_c + 0.292 GALACTOSE _c + 0.282 GLC_c + 0.132 CPD-12523 ¢

Reacdes de Transporte

Arachidate_biomass:
1 X_ARACHIDIC_ACID <> 1 ARACHIDIC_ACID ¢

a-Linolenate_biomass:
1 x_LINOLENIC_ACID <> 1 LINOLENIC_ACID ¢

Linoleate_biomass:
1x_LINOLEIC_ACID <> 1 LINOLEIC_ACID ¢

Oleate_biomass:
1x_OLEIC_ACID <>1 OLEATE-CPD ¢

Stearate_biomass:
1 x_STEARIC_ACID <> 1 STEARIC_ACID ¢

Palmitate_biomass:
1x_PALMITATE <> 1 PALMITATE ¢
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Myristate_biomass:
1 Xx_MYRISTIC_ACID <> 1 CPD-7836_c

Dodecanoate_biomass:
1 x_ DODECANOATE <> 1 DODECANOATE ¢

ARACHIDIC_ACID cx:
1 ARACHIDIC_ACID ¢ + 1 ATP_c + 1 WATER_c -> 1 ARACHIDIC_ACID x + 1 ADP ¢+ 1Pi c
+2 PROTON_¢

LINOLENIC_ACID_cx:
1 LINOLENIC_ACID ¢ +1 ATP ¢+ 1 WATER ¢ -> 1 LINOLENIC_ACID x + 1 ADP ¢+ 1Pi c +
2 PROTON ¢

LINOLEIC_ACID_cx:
1 LINOLEIC_ACID ¢ + 1 ATP ¢ + 1 WATER ¢ -> 1 LINOLEIC_ACID x + 1 ADP_c + 1 Pi ¢ + 2
PROTON ¢

OLEATE_CPD_cx:
1 OLEATE-CPD ¢ + 1 ATP. ¢ + 1 WATER ¢ -> 1 OLEATE-CPD x + 1 ADP ¢ + 1 Pi_c + 2
PROTON_c

STEARIC_ACID cx:
1 STEARIC_ACID ¢ + 1 ATP ¢ + 1 WATER ¢ -> 1 STEARIC_ACID x + 1 ADP_c + 1 Pi_c + 2
PROTON ¢

PALMITATE_cx:
1 PALMITATE ¢ + 1 ATP ¢ + 1 WATER ¢ -> 1 PALMITATE x + 1 ADP_c + 1 Pic + 2
PROTON ¢

CPD-7836_cx:
1 CPD-7836_c+ 1 ATP_c+1WATER_c->1CPD-7836_x+ 1 ADP_c+ 1Pi_c+2PROTON_c

DODECANOATE_cx:
1 DODECANOATE ¢ + 1 ATP_c + 1 WATER_c -> 1 DODECANOATE_x + 1 ADP_c + 1 Pi_c + 2
PROTON_c
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HYDROXYPHNYL-TRANS_pc:
1 P-HYDROXY-PHENYLPYRUVATE_p <> 1 P-HYDROXY-PHENYLPYRUVATE_c

2KETOBUTYRYL-TRANS_cm:
1 3-KETOBUTYRATE_c <> 1 3-KETOBUTYRATE_m

20XOBUT-TRANS_pc:
12-OXOBUTANOATE_p <> 1 2-OXOBUTANOATE_c

20XOBUT-TRANS_cm:
1 2-OXOBUTANOATE_c <> 1 2-OXOBUTANOATE_m

Protein_biomass:
1 x_PROTEIN <> 1 PROTEIN_c

Raffinose biomass:
1 x_RAFFINOSE <> 1 CPD-1099 ¢

Stachyose_biomass:
1 x_STACHYOSE <> 1 CPD-170 ¢

Verbascose_biomass:
1 x_VERBASCOSE <> 1 CPD-8065_c

Maltose_biomass:
1x_MALTOSE <> 1 MALTOSE ¢

RHAMNOSE_biomass:
1 x_RHAMNOSE <> 1 RHAMNOSE ¢

FUCOSE_biomass:
1 x_FUCOSE <> 1 D-FUCOSE_c

Cellwall_biomass:
1x_CELLWALL <> 1 CELLWALL ¢

Galacturonate_biomass:
1 x_GALACTURONATE <> 1 CPD-12523 ¢
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Dodecanoate_pc:
1 DODECANOATE_p <> 1 DODECANOATE ¢

Stearate_pc:
1 STEARIC_ACID p <> 1 STEARIC_ACID ¢

Oleate_pc:
1 OLEATE-CPD_p <> 1 OLEATE-CPD ¢

Linoleate_pc:
1 LINOLEIC_ACID p <>1 LINOLEIC_ACID ¢

a-Linolenate_pc:
1 LINOLENIC_ACID_p <> 1 LINOLENIC_ACID_c

Myristate_pc:
1 CPD-7836_p <> 1 CPD-7836_c

Glycerol-3P_biomass:
1 x_Glycerol-3P + 3 AMP_c+ 1Pi ¢+ 3PPl _¢c+3PROTON_c<>1GLYCEROL-3P_c+3ATP ¢

Outras Reacdes

Verbascose-Degradation_c:
1 WATER ¢ + 1 CPD-8065_c -> 1 CPD-170_c + 1 ALPHA-D-GALACTOSE ¢

FAD_reg_x:
1 FADH2_x +1 OXYGEN-MOLECULE_x ->1 HYDROGEN-PEROXIDE_x + 1 FAD_x

FAD_reg_c:
1 FADH2_c + 1 OXYGEN-MOLECULE_c ->1 HYDROGEN-PEROXIDE _c +1 FAD ¢

ACTCOA_m:
1 3-KETOBUTYRATE_m + 1 ACETYL-COA m<>1ACET_m+ 1 ACETOACETYL-COA m

HYDROXYMETHYLGLUTARYL-COA-LYASE-RXN_m:
1 3-HYDROXY-3-METHYL-GLUTARYL-COA m -> 1 ACETYL-COAm + 1 3-

KETOBUTYRATE_m
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ACETYL-COA-ACETYLTRANSFER-RXN_m:
1 ACETOACETYL-COA_m+1CO-A_m<>2 ACETYL-COA_m

2-MEBUCOA-ETF-RXN_m:
1 ETF-Oxidized_m + 1 2-METHYL-BUTYRYL-COA_m -> 1 ETF-Reduced_m + 1 CPD-1083_m

MEPROPCOA-ETF-RXN_m:
1 1ISOBUTYRYL-COA_m + 1 ETF-Oxidized_m -> 1 METHACRYLYL-COA_m + 1 ETF-Reduced_m

PROLINE-DEHYDROGENASE_m:
1 ETF-Oxidized_m + 1 PRO_m -> 1 ETF-Reduced_m + 1 L-DELTA1-PYRROLINE_5-
CARBOXYLATE_m + 1 PROTON_m

PROPIONYLCOA-CARBOXYLASE_m:
1 PROPIONYL-COA_m + 1 CARBON-DIOXIDE_m <> 1 D-METHYL-MALONYL-COA_m

METHYLMALONYLCOA-RACEMASE_m:
1 D-METHYL-MALONYL-COA m<>1METHYL-MALONYL-COA m

METHYLMALONYLCOA-MUTASE_m:
1 METHYL-MALONYL-COA_m <> 1 SUC-COA_m

RXN-15129 c:
1CYS_c->1PROTON_c +12-AMINOACRYLATE_c+1HS_c

1.2.7.1-Pyruvic-ferredoxin-oxidoredutase_m:
1 2-OXOBUTANOATE_m + 1 CO-A_m + 2 NAD_m -> 1 PROPIONYL-COA_m + 1 CARBON-
DIOXIDE_m + 2 NADH_m + 1 PROTON_m

Reacdes Modificadas

Glycerol_biomass:
1 x_Glycerol <> 1 GLYCEROL _c

pTYR_biomass:
1 pTYR + 1 TYR-tRNAs ¢ <> 1 Charged-TYR-tRNAs ¢ + 1 Protein-polymerisation-cost ¢ + 1

Protein-processing-cost_c + 1 Protein-tranlocation-cost_c
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pGLU_biomass:
1 pGLU + 1 GLT-tRNAs_c <> 1 Charged-GLT-tRNAs_c + 1 Protein-polymerisation-cost_c + 1

Protein-processing-cost_c + 1 Protein-tranlocation-cost_c

pLYS_biomass:
1 pLYS + 1 LYS-tRNAs ¢ <> 1 Charged-LYS-tRNAs_c + 1 Protein-polymerisation-cost_ ¢ + 1
Protein-processing-cost_c + 1 Protein-tranlocation-cost_c

pVAL_biomass:
1 pVAL + 1 VAL-tRNAs ¢ <> 1 Charged-VAL-tRNAs ¢ + 1 Protein-polymerisation-cost ¢ + 1

Protein-processing-cost_c + 1 Protein-tranlocation-cost_c

pPHE_biomass:
1 pPHE + 1 PHE-tRNAs ¢ <> 1 Charged-PHE-tRNAs ¢ + 1 Protein-polymerisation-cost ¢ + 1

Protein-processing-cost_c + 1 Protein-tranlocation-cost_c

pGLN_biomass:
1 pGLN + 1 GLN-tRNAs_c <> 1 Charged-GLN-tRNAs_c + 1 Protein-polymerisation-cost ¢ + 1

Protein-processing-cost_c + 1 Protein-tranlocation-cost_c

pTHR_biomass:
1 pTHR + 1 THR-tRNAs ¢ <> 1 Charged-THR-tRNAs ¢ + 1 Protein-polymerisation-cost ¢ + 1

Protein-processing-cost_c + 1 Protein-tranlocation-cost_c

PMET_biomass:
1 pMET + 1 MET-tRNAs_c <> 1 Charged-MET-tRNAs_c + 1 Protein-polymerisation-cost ¢ + 1

Protein-processing-cost_c + 1 Protein-tranlocation-cost_c

pTRP_biomass:
1 pTRP + 1 TRP-tRNAs_c <> 1 Charged-TRP-tRNAs_c + 1 Protein-polymerisation-cost_c + 1 Protein-

processing-cost_c + 1 Protein-tranlocation-cost_c

pSER_biomass:
1 pSER + 1 SER-tRNAs_c <> 1 Charged-SER-tRNAs_c + 1 Protein-polymerisation-cost_c + 1 Protein-

processing-cost_c + 1 Protein-tranlocation-cost_c
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pGLY_biomass:
1 pGLY + 1 GLY-tRNAs_c <> 1 Charged-GLY-tRNAs_c + 1 Protein-polymerisation-cost_ ¢ + 1

Protein-processing-cost_c + 1 Protein-tranlocation-cost_c

pHIS_biomass:
1 pHIS + 1 HIS-tRNAs_c <> 1 Charged-HIS-tRNAs_c + 1 Protein-polymerisation-cost_c + 1 Protein-

processing-cost_c + 1 Protein-tranlocation-cost_c

pLEU_biomass:
1 pLEU + 1 LEU-tRNAs ¢ <> 1 Charged-LEU-tRNAs ¢ + 1 Protein-polymerisation-cost ¢ + 1

Protein-processing-cost_c + 1 Protein-tranlocation-cost_c

pCYS_biomass:
1 pCYS + 1 CYS-tRNAs ¢ <> 1 Charged-CYS-tRNAs ¢ + 1 Protein-polymerisation-cost ¢ + 1

Protein-processing-cost_c + 1 Protein-tranlocation-cost_c

pASP_biomass:
1 pASP + 1 ASP-tRNAs_c <> 1 Charged-ASP-tRNAs_c + 1 Protein-polymerisation-cost_c + 1 Protein-

processing-cost_c + 1 Protein-tranlocation-cost_c

pILE_biomass:
1 pILE + 1 ILE-tRNAs_c <> 1 Charged-ILE-tRNAs_c + 1 Protein-polymerisation-cost_c + 1 Protein-

processing-cost_c + 1 Protein-tranlocation-cost_c

PALA_biomass:
1 pALA + 1 ALA-tRNAs_c <> 1 Charged-ALA-tRNAs_c + 1 Protein-polymerisation-cost_ ¢ + 1

Protein-processing-cost_c + 1 Protein-tranlocation-cost_c

PASN_biomass:
1 pASN + 1 ASN-tRNAs ¢ <> 1 Charged-ASN-tRNAs_c + 1 Protein-polymerisation-cost_¢ + 1

Protein-processing-cost_c + 1 Protein-tranlocation-cost_c

pARG_biomass:
1 pARG + 1 ARG-tRNAs_c <> 1 Charged-ARG-tRNAs_c + 1 Protein-polymerisation-cost ¢ + 1

Protein-processing-cost_c + 1 Protein-tranlocation-cost_c
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pPRO_biomass:
1 pPRO + 1 PRO-tRNAs_c <> 1 Charged-PRO-tRNAs_c + 1 Protein-polymerisation-cost_c + 1

Protein-processing-cost_c + 1 Protein-tranlocation-cost_c
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