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INTRODUCCION

La metabolémica es una discipli-
na de reciente desarrollo en la que
se persigue abordar el estudio no
sesgado de todos los metabolitos
presentes en un tejido, d6rgano u
organismo particular en un momento
del desarrollo concreto o bajo unas
condiciones ambientales particula-
res, permitiendo de esta forma eva-
luar la contribucién de los factores
genéticos y/o ambientales a la modi-
ficacion del metabolismo (Fiehn,
2001). En este sentido, la composi-
cion metabdlica de una planta entera
o de un tejido concreto esta directa-
mente vinculada a cambios en la
expresion génica (cambios en la
composicion de mRNA) y la sintesis
de proteinas. Por tanto, queda claro
que los metabolitos son en muchos
casos el producto final de la expre-
sion génica y constituyen el verdade-
ro fenotipo de un individuo (Arbona y
cols., 2013).

El metabolismo vegetal se puede
dividir en metabolismo primario, que
incluye moléculas esenciales tales
como azucares, aminoacidos o lipi-
dos comunes en todas las plantas; y
metabolismo secundario, que com-
prende moléculas minoritarias pero
con una gran importancia en aspec-
tos de defensa y adaptacion a cam-
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EN CITRICULTURA

Resumen

La metabolémica tiene como objetivo el andlisis de todos los metabolitos de
bajo peso molecular presentes en un organismo, tejido o tipo celular concreto en
un estadio de desarrollo dado y bajo unas condiciones ambientales particulares,
proporcionando asi una descripcién detallada del fenotipo bioquimico. En este
trabajo se analizaron, mediante cromatografia liquida en fase reversa acoplada
a espectrometria de masas (RPLC/ESI-QTOF-MS) los perfiles de metabolitos
secundarios de tres patrones de citricos: citrange Carrizo, citrumelo CPB4475 y
mandarino Cleopatra cultivados en condiciones 6ptimas en tres localizaciones
distintas. Los metabolitos se emplearon como marcadores para clasificar las
muestras atendiendo al genotipo y a la localizacion mediante anadlisis cluster
jerarquico (HCA) seguido de andlisis discriminante basado en minimos cuadra-
dos parciales (PLS-DA), que permite la identificacion de las variables importan-
tes en dicha clasificacion. Este analisis reveld una influencia importante del
genotipo incluso por encima del ambiente, aunque éste también influyé en la
composicion metabdlica de forma significativa. En conclusion, esta tecnologia
puede ser empleada para investigar variaciones sutiles en el metabolismo debi-
das a alteraciones genéticas o cambios en el ambiente, a modo de técnica de

evaluacion fisioldgica.

bios ambientales; en este grupo se
incluyen polifenoles, algunos terpe-
noides, alcaloides, etc., algunos con
funciones como atrayentes de polini-
zadores o repelentes de plagas,
antioxidantes, pesticidas naturales o
incluso moléculas senalizadoras
(Edreva y cols., 2008). En este
segundo grupo se incluirian los prin-
cipios activos de algunos medica-
mentos como por ejemplo el taxol, el
acido salicilico (componente de la
aspirina en su forma acetilada), el
resveratrol y otros muchos, que son
especificos de algunas especies
vegetales y, por tanto, podrian ser
empleados como marcadores de
caracter taxonomico (Merchant vy
cols., 2006).

La mayoria de los metabolitos
secundarios poseen estructuras qui-
micas que les otorgan un caracter
semipolar ligeramente hidrofébico;

por ello, para abordar su analisis la
técnica preferida es la cromatografia
liquida en fase reversa (RPLC)
mucho menos laboriosa desde el
punto de vista técnico que la croma-
tografia de gases (GC). Para llevar a
cabo este analisis de forma no dirigi-
da y no sesgada se hace necesario
el acople instrumental de RPLC con
espectrometria de masas de tiempo
de vuelo (QTOF-MS), ya que propor-
ciona informacion molecular util en la
elucidacion de estructuras e identifi-
cacion de compuestos (Arbona, vy
cols., 2009). Ademas, con el objetivo
de automatizar este proceso, el ana-
lisis instrumental se acopla a un pro-
cesado bioinformatico de los croma-
togramas. El objetivo final es poder
analizar el mayor numero de mues-
tras posible, sin sesgo alguno y obte-
niendo la mayor cantidad de informa-
cion posible (Arbona y cols., 2013). A
partir de estos mismos resultados, se




puede abordar una clasificacion de
los individuos incluidos en el estudio
(huella metabolomica), se puede
analizar la composicion metabdlica
particular de un genotipo (perfilado
de metabolitos) o se puede analizar
diferencias (metabondémica) en res-
puesta a un tratamiento o condicion
particulares (Dixon y cols., 2006).
Cada tipo de estudio emplea unas
herramientas estadisticas particula-
res, dependiendo del objetivo que se
persigue.

Posteriormente, para la identifica-
cion de metabolitos se hace necesa-
rio un estudio en detalle de los espec-
tros de masas generados para cada
compuesto, seguido de la anotacion
de los distintos iones y la propuesta
de identidades (ver diagrama de flujo
del procedimiento en la Figura 1).

En el presente estudio, se emple-
aron plantulas de tres patrones:
citrange Carrizo, citrumelo CPB4475
y mandarino Cleopatra, cultivadas en
condiciones Optimas en distintas
localizaciones. Con el objetivo de
estudiar si existian diferencias en la
composicion de metabolitos entre
estos tres genotipos y el efecto de la
localizacion geografica, se analiza-
ron los perfiles metabolomicos del
tejido foliar empleando RPLC/ESI-
QTOF-MS y con los resultados se
abordo una clasificacién de tipo clus-
ter jerarquico (HCA) sin atender a la
composicion especifica de metaboli-
tos, seguida de un analisis de tipo
PLS-DA. A continuacién, se identifi-
caron algunos de los metabolitos res-
ponsables de estas diferencias.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Plantulas de un ano de edad de
los genotipos citrange Carrizo, citru-
melo CPB4475 y mandarino Cleopa-
tra procedentes de un vivero autori-
zado (Beniplant S.L.) se trasplanta-
ron a macetas de plastico (2,5 L) un
mes antes del comienzo de los expe-

rimentos utilizando una mezcla de
perlita, vermiculita y turba en propor-
cion 10:10:80. Las plantas se cultiva-
ron en invernadero en condiciones
de 25 + 3,0 °C temperatura diurna;
18 + 2,0 °C temperatura nocturna y
se regaron tres veces por semana
con 0,5 L de una solucion de
Hoagland modificada para citricos.
En diferentes fechas, se recolectaron
hojas en posicion intermedia de los
tres genotipos, se limpiaron superfi-
cialmente con agua desionizada vy
jabén y tras enjuagarlas y eliminar
los restos de agua, se congelaron en
nitrégeno liquido. El material vegetal
congelado se pulverizé hasta conse-
guir un polvo homogéneo que se
almacend a -80 °C hasta su extrac-
cion y analisis.

Extraccion y analisis instrumental

El tejido pulverizado (0,5 g) se
extrajo en 5 mL de una mezcla de
metanol y agua en proporcion 80:20
empleando un dispersador (Ultra-
Turrax, IKA-Werke, Staufen,
Alemania). Tras una centrifugacion
para eliminar los residuos de tejido,
el sobrenadante se evaporé en vacio
y se reconstituyé en metanol al 40%.
Esta solucion se paso a través de un
cartucho de C18y se recogio el elua-
to (fase polar) y la fase retenida se
eluy6 posteriormente con 2 mL de
metanol (fase apolar). Las dos fases
se evaporaron hasta sequedad en el
speed-vac y, de forma previa al ana-
lisis, se reconstituyeron en metanol
10% o 50%, respectivamente.

El analisis instrumental se llevo a
cabo mediante RPLC empleando un
cromatégrafo Waters Alliance 2690
(Waters Corp., Milford, MA, EEUU)
acoplado en linea con un espectro-
metro de masas hibrido cuadrupolo-
tiempo de vuelo (QTOF |, Micromass
Ltd., Manchester, Reino Unido). Para
la separacion cromatografica, se
empled un gradiente de metanol y
agua suplementada con acido acéti-
co al 0,01%. La separacion se llevo a
cabo mediante una columna de C18.

METABOLOMICA

Procesado y analisis bioinformatico

Los archivos procedentes del
espectrometro de masas se convier-
ten a modo centroide para facilitar su
procesado bioinformatico, para ello
se emplea como referencia un com-
puesto que es infusionado continua-
mente en el equipo durante los andli-
sis. Los archivos convertidos se pro-
cesan con el software XCMS que
permite la captura automatizada de
picos cromatograficos (Smith y cols.
2006). Los resultados obtenidos se
emplearon para abordar una clasifi-
cacion por HCA y posteriormente un
analisis de diferencias mediante
PLS-DA. La identificacion de com-
puestos se llevdo a cabo mediante
analisis de los espectros de masas
para cada compuesto y comparacion
con la bibliografia disponible.

RESULTADOS Y DISCUSION

Tras el analisis instrumental, los
cromatogramas se procesaron con el
software XCMS para extraer los
picos cromatograficos. Este proceso,
genera una lista de picos con su
correspondiente relacion masa/carga
(m/z), tiempo de retencion y area.
Posteriormente, estos datos se pue-
den emplear como variables para
abordar otros tipos de analisis. En
este estudio, se opté por aplicar un
analisis de tipo PLS-DA que, partien-
do de una clasificacion previa, ejecu-
ta un analisis de correlacion que per-
mite descubrir qué variables son
importantes en la determinaciéon de
dicha clasificacion. Para ello, los indi-
viduos (distintas réplicas de mues-
tras extraidas de material foliar de
Carrizo, citrumelo y Cleopatra) se
agruparon atendiendo en un primer
lugar al genotipo de origen y poste-
riormente al sitio de cultivo (Figura
2). En ambos casos los perfiles
metaboldmicos permitieron la discri-
minacion de los distintos grupos indi-
cando que, si bien hay diferencias
entre distintos genotipos de citricos,
también el ambiente influye en el
metabolismo. En la clasificacion por
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FisioLOGIA VEGETAL
genotipos, Carrizo y Cleopatra se _

resolvieron bien a lo largo del eje de
abscisas con un porcentaje de varia-
bilidad explicada del 11,9% (bajo,

E
g

aunque aceptable considerando que e
son genotipos que estan muy empa- i1
rentados). A lo largo del eje de orde- [Alﬁlﬂsbloltﬂumiﬁeo\!
nadas (19,7% de variabilidad expli- s J
cada) se resolvio citrumelo, éste muy !

Posteriormente, y empleando como
elemento de clasificacion el lugar de
cultivo se proporcioné al algoritmo
del PLS-DA las tres localizaciones de
procedencia del material (Figura 2).
De nuevo, los perfilados permitieron
distinguir la procedencia del material
vegetal aun sin especificar el genoti-
po. La clasificacion realizada emple-
ando los mismos datos sugiere que,
aunque el ambiente tiene una in-

préximo a Carrizo probablemente por Analisis estadistico \
el hecho de que son hibridos que .
comparten uno de los parentales. [W"'m |

Figura 1. Esquema del desarrollo de un protocolo de analisis metabolémico incluyendo
las distintas vias que se pueden seguir para abordar el andlisis de los resultados.

fluencia importante sobre la composi- guenem : = oy : =

cion del metabolismo secundario,
sigue habiendo una fuerte componen-
te genética que la determina (Figura
3). Por el contrario, en estudios ante-
riores, la composicion del metabolis-
mo primario no resulté ser tan deter-
minante y no permitid una clasifica-

cién tan precisa de los genotipos @ s &,._
(Arbona y cols., 2009). Estos resulta- - )
dos son coherentes con el hecho de q 3 g
que el metabolismo secundario es . i 4 ¢
caracteristico de familias, especies e SR
incluso géneros (Merchant y cols., = -
2006).
Figura 2. Partial Least Squares-Discriminant Analysis (PLS-DA) generado a partir de los
perfilados metabolémicos de los tres genotipos estudiados Carrizo (M), Cleopatra (#) y citru-
melo (®), sin diferenciar ubicaciones geograficas (izquierda) y diferenciando las distintas
localizaciones: localizacion 1 (M), localizaciéon 2 (®) y localizacion 3 (#), sin considerar
genotipos (derecha).
Cluster dendrogram with AU/BP values (%)
8
8
]
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o

Figura 3. Analisis cluster jerarquico (HCA) de los genotipos de citricos en las distintas localizaciones, las barras coloreadas indican: loca-
lizacién 1 (M), localizacién 2 (M) y localizacion 3 (M) y los globos Carrizo (M), Cleopatra (M) y citrumelo (M).
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A partir de los analisis PLS-DA se
establecio un ranking de importancia
de las variables (picos cromatografi-
cos) en su contribucion a la clasifica-
cion estipulada. Empleando el geno-
tipo como parametro de clasificacion,
el andlisis rindi6 un total de 716
variables contribuyendo de forma
significativa. Cada una de estas
variables constituye una variante de
un metabolito (un fragmento, un
aducto, etc..) y convenientemente
agrupadas pueden ofrecer informa-
cion util en la identificacion de dicho
metabolito (Tabla 1). Por otro lado,
se realizd el mismo analisis en los
PLS-DA obtenidos tras clasificar los
individuos segun su lugar de cultivo
(Figura 2) obteniéndose tan solo 159
variables, todas ellas incluidas en el
anterior analisis. Estos resultados
podrian indicar que, aunque la pre-
sencia y concentracion de los meta-
bolitos identificados tienen caracter
taxonémico y estan asociados al
genotipo, también estarian sujetos a
cierto control ambiental.

En conjunto, los resultados indi-
can que la aplicacion de esta tecno-
logia podria permitir el estudio de
variaciones en la composicion meta-
bdlica tanto en respuesta a cambios
genéticos (genotipo o mutaciones)
como en respuesta a cambios
ambientales (aclimatacion). En este
sentido, el metabolismo secundario
constituye una diana importante para
estudiar las respuestas de aclimata-
cién al ambiente ya que dentro de
este grupo se incluyen compuestos
tan importantes como las hormonas
vegetales. Ademas, este tipo de tec-
nologia -6mica no requiere practica-

Tabla 1. Anotacién de metabolitos importantes en la diferenciacién de genotipos y localiza-

ciones.
Anotacion m/z Rt [min] Fragmentos
Rutina2 611.1593 8,54 -
i . 595.1622 [M-H,O]*
Eriodictiol di-C-glucésido 613.1729 9,57 523.1438 [M-CoHgOal*
Hesperidina2 611.1584 10,74 -
g el 465.1133 [M-Hexosa]*™
Quercetin diglucésido 627.1449 12,46 303.0485 aglicona
Diosmina2 609.1769 13,48 -
Limonina2 471.2004 16,74 -

danotacion realizada por comparacion del espectro de masas con el de estandares puros.

mente ningun tipo de puesta a punto
especial para cada especie. La unica
limitacion importante es la falta de
librerias de compuestos para realizar
busquedas tras el analisis, lo cual
facilitaria enormemente la tarea;
aunque existen iniciativas como el
MassBank (http://www.massbank.jp/)
o el MetFrag (http://msbi.ipb-halle.
de/MetFrag/) que permiten la identifi-
cacion de compuestos empleando
informacién procedente de espectro-
metria de masas o resonancia mag-
nética nuclear. A pesar de ello, y
dada su transversalidad, la técnica
puede ser aplicada a distintas espe-
cies vegetales o incluso organismos
de otros reinos sin necesidad de
modificaciones. Ademas, otras apli-
caciones de esta tecnologia serian la
autentificacion de material vegetal,
su procedencia, asi como a la eva-
luacién de posibles fraudes en
zumos procedentes de citricos.
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