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Metabolémica

Metaboloma

Metabolitos

Metabolitos primarios

Metabolitos secundarios

Metabolémica dirigida

Metabolémica no dirigida

Derivatizacion

Tautomeria

Tiempo de retencién

Variacion somaclonal

GLOSARIO

Rama fundamental de la biologia de sistemas y herramienta
poderosa que estudia los metabolitos presentes en un sistema
biolégico.

Todos los metabolitos presentes en un sistema bioldgico.

Pequefias moléculas desarrolladas o modificadas durante el
metabolismo celular de un organismo y/o de un sistema
biolégico.

Compuestos esenciales para el crecimiento y desarrollo de la
planta.

Compuestos que cumplen funciones especificas en las plantas.

Consiste en andlisis dirigido que se centra en la identificacion y
cuantificacion de tantos metabolitos pertenecientes a un grupo
guimico como sean posibles.

Estriba en el andlisis de tantos metabolitos sea posible, con el
fin de lograr patrones o huellas dactilares, con o sin
identificacidn de los detectados.

Método utilizado en quimica analitica, en el que un compuesto
guimico se transforma en uno o mas de sus grupos funcionales
para generar un compuesto similar.

Dos isémeros que se diferencian solamente en la posicién de
un grupo funcional.

Es el tiempo transcurrido entre la inyeccion de la muestra y la
aparicién de la respuesta méaxima.

Cambios fenotipicos heredables generados en las plantas
debido al manejo y crecimiento in vitro.
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RESUMEN

Las técnicas de micropropagacion permiten la produccion masiva de plantas de banano, pero
pueden causar variaciones somaclonales como el enanismo. Sin embargo, no se han descrito
cambios en el perfil de metabolitos durante la micropropagacion de plantas de bananos normales
(PN) y enanas (PE). En este estudio se evalud el perfil de metabolitos de vitroplantas de ambos
tipos (PN y PE) del banano Musa AAA cv. Wiliams en las fases de proliferacién (FP) y
enraizamiento (FE, asi como de la fase Il de aclimatacién en invernadero (FAIl). El disefio
experimental contemplo la extraccion de metabolitos de 10 meristemos de PE y otros 10 de PN
en cada una de las fases de micropropagacion mencionadas, y los metabolitos se identificaron
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). Para definr si
existian agrupamientos de cada tipo de planta sobre la base del perfil metabolémico de sus
meristemos, se aplic6 un analisis de componentes principales (PCA), que mostrdé una clara
agrupacion de las PE separadas de las PN en FE y FAIl. Para determinar los metabolitos
acumulados de forma diferencial en meristemos de ambos tipos de plantas se realizaron pruebas
de significacién U de Mann-Whitney. Varios metabolitos resultaron acumulados diferencialmente.
Asi, se encontré6 que, en PEs, subacumulaban varios precursores de los componentes
moleculares del apoplasto, incluyendo arabinosa y galactosa o deoxigalactosa en FP y FE, o
manosa Y fucosa en FAIl. Los resultados obtenidos sugieren que la composicién del apoplasto

se ve afectada durante la micropropagacion en PEs.



ABSTRACT

Micropropagation techniques allow mass production of banana plants, but can cause somaclonal
variations such as dwarfism. However, no changes in metabolite profile have been described
during micropropagation of normal (NP) and dwarf (DP) banana plants. In this study, the
metabolite profile of vitroplants of both types (NP and DP) of Musa AAA cv. 'Williams' banana
was evaluated during the proliferation (PP) and rooting (EP) phases, as well as during phase Il
of greenhouse acclimatization (APII). The experimental design contemplated the extraction of
metabolites from 10 DP and 10 NP meristems in each of the aforementioned micropropagation
phases, and the metabolites were identified by gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS). To define whether there were groupings of each plant type based on the
metabolomic profile of their meristems, a principal component analysis (PCA) was applied, which
showed a clear grouping of DPs separated from NPs in EP and APIl. To determine the
differentially accumulated metabolites in meristems of both plant types, Mann-Whitney U
significance tests were performed. Several metabolites were found to be differentially
accumulated. Thus, it was found that, in DPs, they underaccumulated several precursors of
apoplast molecular components, including arabinose and galactose or deoxygalactose in PP and
EP, or mannose and fucose in APII. The results obtained suggest that apoplast composition is

affected during micropropagation in DPs.



CAPITULO | FUNDAMENTO TEORICO

Este capitulo | es producto de un articulo titulado: La metabolémica, una herramienta
poderosa para comprender el estrés abiotico de las plantas, publicado en la revista Agronomy el

22 de abril del presente afio.

1.1 INTRODUCCION

La agricultura a nivel mundial esta amenazada por el cambio climatico y las variaciones en
las precipitaciones, las olas de calor y los niveles de CO2 son responsables de varios tipos de
estrés abidtico que tienen un impacto negativo en la produccién de alimentos (Raza et al.,
2020). Se han reportado pérdidas de produccién de hasta el 50% debido al estrés abiético en
varias plantas (Atkinson and Urwin, 2012) y el estudio de cultivos capaces de resistir el estrés
abiotico se considera una prioridad (Newton, Johnson and Gregory, 2011; Abdelrahman et al.,
2015). La caracterizacion de los efectos y respuestas bioquimicas causadas por el estrés abiético
en diferentes cultivos permite comprender los mecanismos de resistencia de las plantas al estrés
y favorecer el desarrollo de estrategias adecuadas de mitigacion del estrés, incluido el desarrollo
de cultivos resistentes al estrés abidtico (Abdelrahman et al.,, 2015; Costa and Farrant,
2019). Entre varias alternativas, la metabolomica se considera una herramienta clave para
evaluar los cambios bioquimicos que ocurren en las plantas afectadas por el estrés abiotico
(Obata et al., 2015).

La metabolémica es una rama fundamental de la biologia de sistemas (Rosato et al., 2018)
y una poderosa herramienta para investigar la respuesta de los organismos a factores externos
a nivel de metabolitos (Jorge et al., 2016; Jorge, Mata and Antonio, 2016; Alseekh et al., 2018;
Jorge and Anténio, 2018). La metabolémica es esencial para comprender las sefiales quimicas
a medida que las plantas crecen y se desarrollan (Sharma et al., 2018). Sin embargo, la
importancia total de la metabolémica para evaluar las respuestas de las plantas al estrés es dificil
de estimar porque, a diferencia del transcriptoma y el proteoma, el metaboloma no esta

necesariamente asociado con el genoma de la planta (Alseekh et al., 2018).



Los metabolitos, analizados por metabolémica, se definen como pequefias moléculas
desarrolladas o modificadas durante el metabolismo celular (Jorge et al., 2016). La identificacién
y cuantificacion ordenada de metabolitos puede proporcionar la huella quimica de un fenotipo
(Cambiaghi, Ferrario and Masseroli, 2016) y la respuesta bioquimica de un organismo a

condiciones especificas (Chaudhary et al., 2019).

Las plantas procesan una amplia variedad de metabolitos primarios y secundarios con
diversas estructuras quimicas. Los metabolitos primarios son esenciales para el crecimiento y
desarrollo de las plantas, pero los metabolitos secundarios tienen propdsitos mas especificos y
ambos tipos de metabolitos son parte de los mecanismos de respuesta al estrés de las plantas
(Hong et al., 2016). Los metabolitos primarios, que incluyen aminoacidos, azucares y lipidos,
tienen estructuras muy conservadas, pero los metabolitos secundarios, como alcaloides,
polifenoles y terpenoides, son més diversos y pueden variar mucho entre las especies de plantas
(Hong et al., 2016; Scossa et al., 2016). Con las herramientas actuales de metabolémica, se
pueden identificar alrededor de 14.000 metabolitos de plantas, aunque se esperan mas de
200.000 moléculas en muestras de plantas (Alseekh et al., 2018).

Los estudios metabol6omicos a gran escala han hecho posible que los investigadores
obtengan una gran cantidad de datos globales sobre metabolitos y vias metabdlicas relevantes
de una manera sin precedentes (Kumar et al., 2017). La metaboldmica se ha convertido en una
herramienta poderosa en muchas areas de investigacion, como la epidemiologia molecular, la
toxicologia, el descubrimiento y la identificacién de biomarcadores (Hong et al., 2016; Patil et al.,
2016; Scossa et al., 2016; Kumar et al., 2017; Chaudhary et al., 2019) y la investigaciéon de
plantas (Kumar et al., 2017; Sharma et al., 2018). Actualmente, la metabolomica se ha adentrado
en estudios mas amplios como la metabolémica funcional, que se encarga de investigar las
funciones de metabolitos especificos (Yan and Xu, 2018). La metabolémica también ha sido
responsable de mejorar el rendimiento y la calidad de los cultivos (Kumar et al., 2017; Sweetlove,
Nielsen and Fernie, 2017; Alseekh et al., 2018); y la fusion de la metabolémica con otras
tecnologias relacionadas con la modificacién genética, la transcriptémica, la protedmica y la
genética cuantitativa han impulsado el fitomejoramiento (Kumar et al.,, 2017). Ademas, la

metabolémica ha incursionado en la observacién de las respuestas morfolégicas, fenotipicas y



fisiolégicas de las plantas a las perturbaciones ambientales y las interacciones con otros

organismos (Peters et al., 2018).

1.2 ANALISIS DE ESTUDIOS METABOLOLICOS

Los andlisis metabolémicos se clasifican cominmente como dirigidos o no dirigidos. La
metaboldémica dirigida consiste en analisis que se centran en la identificacion y cuantificacion de
tantos metabolitos como sea posible dentro de un grupo quimico especifico, mientras que la
metabolémica no dirigida tiene como objetivo detectar tantos grupos de metabolitos como sea
posible para lograr patrones o huellas dactilares, con o sin identificacion de los metabolitos
detectados.

El estudio de metabolitos requiere el uso de varios procesos que incorporan aspectos de
quimica, bioquimica, bioinformatica y estadistica (Cambiaghi, Ferrario and Masseroli,
2017). Dependiendo del objetivo de la investigacion, los estudios metabolémicos tanto dirigidos
como no dirigidos implican varios pasos que incluyen el disefio experimental y la preparacion de
muestras, asi como la extraccion, derivatizacidn, separacion y deteccioén de metabolitos seguidos

del analisis de datos (Rodrigues et al., 2021).

1.2.1 DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental (DoE) es una parte esencial en los estudios metabolémicos. El
objetivo del DoE es obtener datos fiables que nos lleven a conclusiones adecuadas y, al mismo
tiempo, minimizar los errores (Jacyna, Kordalewska and Markuszewski, 2019). El objetivo del
DoE es permitir que los investigadores comprendan el impacto de los factores independientes
en las variables estudiadas (Jacyna, Kordalewska and Markuszewski, 2019).

Se pueden encontrar varias fuentes de variacion en la metaboldmica y estudios relacionados
durante la recoleccion, almacenamiento y preparacién de muestras, analisis y tratamiento previo
de los datos (Dudzik et al., 2018). Por lo tanto, la esencia de la planificacion de la investigacion
basada en la metabolémica es tener en cuenta todas las posibles fuentes de variacion que

podrian alterar la evaluacion de una hipétesis biolégica, como la etapa de desarrollo de la planta,



los tratamientos, la etapa de preparacion de la muestra (por ejemplo, el protocolo de recoleccion,
transporte y extraccion), plataforma analitica (por ejemplo, LC-MS, GC-MS, resonancia

magnética nuclear) y analisis estadistico (lvanisevic and Want, 2019).

La aplicacion del disefio de experimentos (DoE) puede tener en cuenta el efecto combinado
de varios factores externos y se ha sugerido como una estrategia para el disefio de nuevos
protocolos para estudios metabolémicos (Jacyna, Kordalewska and Markuszewski, 2019). Por
tanto, se han utilizado estrategias de DoE para evaluar el efecto sobre el metaboloma de los
factores externos implicados en la preparacién de la muestra (trituracion de la muestra y
temperatura), asi como la extraccion de metabolitos (disolvente de extraccion y temperatura)
(Jacyna, Kordalewska and Markuszewski, 2019), separacion y deteccién (fases moviles,
temperatura y otras condiciones instrumentales) (Gullberg et al., 2004). Como resultado, se
pueden seleccionar las condiciones experimentales que maximizan el nimero y la concentracion
de metabolitos y minimizan los errores. El DoE mas utilizado en el desarrollo de protocolos para
metaboldémica incluye el disefio Box-Behnken, el disefio compuesto central, el disefio D-6ptimo,
los disefios factoriales y el disefio Plackett-Birmania, entre otros. En la bibliografia se puede
encontrar una revisién exhaustiva de los DoE aplicadas a la metabol6mica (Jacyna, Kordalewska
and Markuszewski, 2019). El DoE més conocido es el disefio factorial. Este disefio se ha utilizado
para evaluar azUcares reductores, lipidos y &cidos clorogénicos en Coffea arabica (Delaroza et
al., 2017). Si el nimero de experimentos es muy alto, se puede utilizar un disefio factorial
fraccionado. Asimismo, el disefio de Plackett-Burman puede ser mas apropiado en ausencia de
interacciones entre las variables independientes (Jacyna, Kordalewska and Markuszewski, 2019)
y ha permitido mejorar el protocolo de extraccién (tamafio de particula del tejido triturado, tiempo

de extraccién y contenido de etanol en los disolventes ) de metabolitos de Ginkgo biloba L.

La mayoria de los estudios metabolémicos que se centran en el estrés abibtico de las plantas
han seguido un disefio unidireccional equilibrado, ya que en cada estudio solo se ha evaluado
una variable de estrés (Yuan et al., 2018; Tschaplinski et al., 2019; Masouleh and Sassine, 2020;
Paupiere et al., 2020). En los disefios unidireccionales, la variable de estrés se ha evaluado en
dos (control frente a estrés) o varios niveles (control y varios niveles del factor de estrés). Por
ejemplo, el efecto del estrés por sequia en el metaboloma del huésped generalmente se ha

evaluado usando un disefio de control versus estrés (Gundaraniya et al., 2020; R. Guo et al.,
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2020; Kang et al., 2019), mientras que se han usado varias concentraciones de sal para evaluar
el efecto de la salinidad en el metaboloma de la planta (Borrelli et al., 2018a; Benjamin et al.,
2019). En ambos casos, los estudios se han equilibrado ya que se ha evaluado el mismo nliimero
de individuos en cada nivel de estrés. Se debe tener especial cuidado para asegurar que todos
los individuos se mantengan exactamente en las mismas condiciones ambientales durante el

estudio.

1.2.2 REPLICACION Y ALEATORIZACION

La eleccién del nimero correcto de réplicas técnicas y bioldgicas es importante para realizar
una prueba estadistica potente y ejecutar una interpretacion bioldgica adecuada de los
resultados (Rodrigues et al., 2021). Las réplicas técnicas logran evaluar las variaciones
instrumentales o de protocolo, mientras que las réplicas biol6gicas proporcionan informacion
sobre la variacion natural de los individuos analizados y son cruciales para inferir diferencias
significativas entre tratamientos (Martins et al., 2018). Las réplicas biolégicas deben ser
especificas para la poblaciéon de estudio y las condiciones de investigacion (Rodrigues et al.,
2021). El nimero minimo sugerido de réplicas para el analisis metabolomico es seis, pero el
poder estadistico debe estimarse antes de realizar una investigacion metabolémica con el fin de
establecer un tamafio de muestra adecuado (Jorge, Rodrigues, et al., 2016; Rodrigues et al.,
2021). En general, la investigacion en condiciones controladas suele generar menor variabilidad
y requiere un tamafo de muestra menor que los estudios de campo. Sin embargo, el andlisis de
potencia a menudo se excluye y el tamafio de la muestra suele estar restringido por el nimero
de individuos disponibles o el espacio del invernadero. La estimacion de la potencia estadistica
se puede realizar a través de pruebas preliminares utilizando un pequefio nimero de muestras
o datos (Blaise, Correia, Tin, Young, A.-C. Vergnaud, et al., 2016; Xia and Wishart, 2016). Los
métodos para el analisis de potencia y la estimacion del tamafio de la muestra se discuten en la
siguiente literatura (Blaise, Correia, Tin, Young, A.-C. Vergnhaud, et al., 2016) y se han
desarrollado varios paquetes como MetSizeR para la estimacion del tamafio de la muestra
(Nyamundanda et al., 2013). Una estrategia comun para reducir la variabilidad biolégica y evitar

efectos atipicos es la combinacién de muestras en un pool (Martins et al., 2018). Por lo general,



se pueden combinar tres 0 mas muestras antes del andlisis, evitando las interferencias
resultantes de plantas individuales mientras se enfoca en el efecto general causado por el
tratamiento o las variables independientes (Hendriks et al., 2011).

La aleatorizacién es crucial para disminuir el error experimental y la versatilidad biologica,
asi como para preservar la homogeneidad de la muestra (Martins et al., 2018; Rodrigues et al.,
2021). Si se trabaja bajo circunstancias ambientales supervisadas, como en una camara de
crecimiento, las plantas deben rotarse durante el transcurso de la investigacién para equilibrar
cualquier alteracion en la magnitud de la luz o ventilacion que pueda modificar su metabolismo y
la progresién de los datos (Martins et al., 2018). Para las plantas cultivadas en un invernadero o
en un campo, la aleatorizacion debe tener en cuenta la diversidad ambiental, como las diferencias
en el paisaje, la fertilidad del suelo o el drenaje (Martins et al., 2018). Por tanto, es necesario
registrar todos los cambios percibidos en el area de estudio e incorporarlos como metadatos para
el analisis (Fiehn, Wohlgemuth and Scholz, 2005). Cuando no es posible una aleatorizacion
completa, una estrategia comun es organizar las plantas en forma de bloques homogéneos y

evaluar las variables independientes dentro de cada bloque (Rodrigues et al., 2021).

1.2.3 MUESTREO E INACTIVACION DE METABOLITOS

Los pasos de muestreo, como la recoleccién y la congelacién rapida, son un paso previo
critico para obtener datos metabolémicos (Rodrigues et al., 2021). Dependiendo de la magnitud
del experimento, es importante capacitar a un gran equipo de operadores para disminuir el tiempo
de cosecha. La formacion debe tener en cuenta el niUmero y ubicacién de las muestras, asi como
y cuando realizar la recoleccién, teniendo en cuenta que tanto los metabolitos primarios como
los secundarios pueden cambiar obedeciendo a ciclos naturales (Bénard et al., 2015). Después
de la cosecha, la inhibicién del metabolismo de la planta es de suma importancia, particularmente
para la evaluacion de metabolitos con altas tasas de regeneracién, como los intermedios
glucoliticos y los fosfatos de azucar (Kim and Verpoorte, 2010; Allwood et al., 2011). La reduccién
de la temperatura y el contenido de agua son las estrategias mas comunes para detener las
reacciones metabdlicas. La reduccion de temperatura se puede lograr mediante la congelacion

instantanea de las muestras bajo nitrégeno liquido inmediatamente después de la



cosecha. Alternativamente, se puede usar hielo seco durante el transporte antes de usar
nitrogeno liquido. Luego, las muestras pueden almacenarse congeladas a -80°C hasta su
analisis (Jorge et al., 2016). Otra estrategia para detener el metabolismo es la reduccion de la
humedad por liofilizacién (Glauser et al., 2013). La liofilizacion, elimina la mayor parte del agua
necesaria para el desarrollo de reacciones bioquimicas mientras mantiene la muestra a
temperaturas bajo cero. Ademas, el secado de la muestra reduce la variabilidad causada por las
diferencias en el contenido de agua de las plantas (T’Kindt et al., 2009) y podria ser un paso
obligatorio antes de evaluar los cambios en el metaboloma de las plantas en condiciones que
afectan al agua, como diversos tipos de estrés abidtico (T’Kindt et al., 2009). Se han
implementado otras estrategias de secado, como el uso de gel de silice, para el transporte de
muestras donde el nitrégeno liquido y el hielo seco no son accesibles (Duvane et al., 2017). Sin
embargo, no se recomienda el secado de muestras en experimentos en los que se espera poca
0 ninguna variabilidad del contenido de agua, ya que se pueden perder metabolitos volatiles y la
eficiencia de extracciéon puede reducirse debido a la adsorcion de metabolitos a las paredes
celulares durante la muerte de la célula o planta (T’Kindt et al., 2009).

En general, la mayoria de los estudios metabolémicos en plantas han llevado a cabo la
inactivacion de los metabolitos mediante nitrégeno liquido para el transporte de muestras a corto
plazo y la congelacioén a -80°C para un almacenamiento prolongado. Las muestras para un perfil
dirigido a flavonoides a través de espectrometria de masas de matriz de fotodiodos de
cromatografia liquida (LC-PDA-MS) en Arabidopsis thaliana se congelaron inmediatamente con
nitrégeno liquido después de la recoleccion y luego se mantuvieron a -80°C, hasta su uso
(Nakabayashi et al.,, 2014). De manera similar, las muestras de hojas de Brachystegia
boehmii (Miombo) y Colophospermum mopane (Mopane) se congelaron en nitrégeno liquido y
se almacenaron a -80°C hasta su liofilizacién, luego se analizaron usando GC-TOF-MS (Duvane
etal., 2017). En bananos, los perfiles metabdlicos de plantas enanas y plantas infectadas con el
virus del mosaico del pepino se compararon mediante GC-MS, utilizando hojas recogidas en
nitrégeno liquido y analizadas inmediatamente después de su llegada (Cevallos-Cevallos et al.,
2018). De manera similar, las muestras de arroz se congelaron con nitrogeno liquido antes del

perfil metabolico mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas de



ionizacién de tiempo de vuelo de ionizacion por impacto electrénico para evaluar los mecanismos

de reparacion de las plantas después de la sequia y el estrés por calor.

1.2.4 EXTRACCION DE METABOLITOS

La extraccion de metabolitos tiene como objetivo maximizar el numero y la abundancia de
compuestos en una muestra (Cevallos-Cevallos et al., 2009). La extraccién debe lograrse sin
alterar la estructura quimica de las moléculas manteniendo los niveles de metabolitos (De Koning
and Dam, 1992). Dado que el nUmero de metabolitos en las plantas es muy grande y abarca una
diversidad de compuestos, no existe un protocolo Unico capaz de extraer el metaboloma de
muestras vegetales y deben evaluarse varios disolventes y combinaciones. Los metabolitos
hidréfilos se extraen con disolventes polares como el metanol o una combinaciéon de metanol y
agua, mientras que los disolventes no polares como el cloroformo se utilizan para extraer los
metabolitos lipéfilos (Fiehn, 2002; Dunn and Ellis, 2005). La combinacién de cloroformo, metanol
y agua es la opciébn mas utilizada ya que esta combinacion de disolventes permite separar
metabolitos hidrdéfilos y lipéfilos en una Gnica extraccion (Gullberg et al., 2004; Pongsuwan et al.,
2008; Mariduefia-Zavala et al.,, 2017). Es valioso realizar estudios previos sobre las
caracteristicas de los disolventes utilizados en la extraccion de metabolitos. Las particularidades
a tener en cuenta son la relacién disolvente/muestra, la duracion y la temperatura de extraccién
(Verpoorte et al., 2008; Kim and Verpoorte, 2010).

La extraccién del metabolito de las hojas de vid se llevé a cabo utilizando una solucién de
metanol, cloroformo y agua en una proporcién de 2,5: 1: 1 antes del perfil metabdlico mediante
cromatografia liquida/espectrometria de masas (Berini et al., 2018). Se utilizé isopropanol como
disolvente de extraccion para especies de arboles lefiosos en un estudio de perfil de metabolitos
no dirigido en LC-MS y cromatografia liquida de alta resolucién (Sedio et al., 2017). De manera
similar, se utiliz6 metanol al 90% para estudiar otros arboles mediante cromatografia liquida /
espectrometria de masas en tandem y cromatografia liquida de ultra rendimiento (Sedio et al.,

2017).



1.2.5 DERIVATIZACION

La derivatizacion es un método en el que un compuesto quimico se transforma en uno o
mas de sus grupos funcionales por reaccion con un reactivo derivado para producir un producto
guimicamente relacionado (Obata and Fernie, 2012). En la metabol6émica de las plantas, la
derivatizacién se suele utilizar antes de la separacion de los metabolitos mediante cromatografia
de gases (GC) (Cevallos-Cevallos et al., 2009). En este caso, el propdsito de la derivatizacion es
disminuir la polaridad, mejorar el equilibrio térmico y la volatilidad, debilitar la adsorcién de
analitos en el sistema GC y enriquecer la respuesta del detector, obteniendo asi una mejor
definicién de los picos y una mayor eficiencia de deteccion en comparacion con los metabolitos
no derivatizados (Jorge et al., 2016). Una de las desventajas de este proceso es la formacion de
artefactos asociados con el agente de derivatizacién utilizado (Kopka, 2006; Shinbo et al., 2006).

La derivatizacion es una operacién de dos pasos: (1) cambio del grupo carbonilo (aldehido
0 cetona) en una oxima o metoxiamina con el propdsito de restringir la tautomeria de
monosacaridos (Gullberg et al., 2004); (2) sililacién, para aumentar la volatilidad, consistente en
la reaccién de grupos funcionales con hidrégenos activos (como H, COOH, NH y SH) con
productos CsHi10Si (trimetilsilano), obteniendo asi grupos trimetilsililo (TMS) minimamente
polares y mas termoestables (Dettmer et al., 2006). Los reactivos mas utilizados para el proceso
de sililacion con muestras vegetales son, N-metil-trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA) y N, O-
bis-trimetilsililtrifluoroacetamida (BSTFA).

MSTFA ha sido la opciébn més popular para la derivatizacion. Se utiliz6 MSTFA para evaluar
los perfiles metabdlicos de las hojas de maiz, sometidas a sequia, calor y estrés combinado, en
GC-MS (Pires et al., 2016). En otro cultivo, se determiné la influencia de las vias respiratorias
que utilizan aminoacidos de cadena ramificada después de la escasez de agua en Arabidopsis
thaliana. determinado utilizando MSTF antes del analisis con GC-MS (Ullah et al., 2017). De
manera similar, la derivatizacion de especies de Triticeae y Citrus se realizé a 37°C durante dos
horas en clorhidrato de metoxiamina seguido de trimetilsililacién con MSTFA (Cevallos-Cevallos

et al., 2010).



1.2.6 SEPARACION Y DETECCION

Después de la extraccion del metabolito, se aplican técnicas como la cromatografia liquida
(LC), la cromatografia de gases (GC) o la electroforesis capilar (CE) para separar cada metabolito
presente en la matriz de la muestra (Shawky and Selim, 2017). Las técnicas basadas en
cromatografia como LC y GC son las mas utilizadas para la metabolémica de las plantas y
pueden lograr una alta eficiencia de separacion de metabolitos con diferentes grados de
polaridad y volatilidad. Por otro lado, se ha recomendado la CE para separar los metabolitos
segun su relacion masa/carga (m/z). Entre las técnicas de LC, la cromatografia en capa fina de
alto rendimiento (HPTLC) se ha utilizado ampliamente debido a su simplicidad y bajo costo
(Shawky and Selim, 2017). Técnicas similares son la cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC) y la cromatografia liquida de ultra eficacia (UHPLC), ambas utilizadas para el analisis de
analitos semipolares, polares e hidréfilos (Shawky and Selim, 2017).

Una vez separados los metabolitos, la deteccion, cuantificacion e identificacién son los pasos
habituales de seguimiento. La resonancia magnética nuclear (NMR) (Liu et al., 2017) y la
espectrometria de masas (SM) son las técnicas de deteccion mas utilizadas en metabolémica
(Deborde et al., 2017). En particular, los dispositivos de EM se pueden acoplar a equipos de
separacién LC, GC o CE en un solo sistema, lo que permite la separacion y deteccién de
metabolitos en una sola ejecucidn. Las ventajas y desventajas de las plataformas combinadas
se resumen en la Tabla 1 . Los fundamentos detallados y las aplicaciones de cada tecnologia se
describieron en revisiones anteriores (de Raad, Fischer and Northen, 2016; Segers et al., 2019).

La combinacién GC-MS ha sido la mas utilizada para la metabolémica de las plantas (Jorge
et al., 2016; Jorge, Mata and Anténio, 2016) y ha demostrado una separacién de metabolitos
muy eficiente, asi como una alta resolucion, sensibilidad y reproducibilidad (Wolfender et al.,
2015), parcialmente lograda gracias a la ionizacién electrénica (El) de metabolitos en la seccion
de MS (Kopka, 2006; Jorge, Mata and Anténio, 2016). Aunque la GC-MS se puede aplicar
principalmente para el anélisis de compuestos volatiles y termoestables, este tipo de metabolitos
son muy abundantes en muestras de plantas y pueden proporcionar informacion relevante sobre
el estado fisiolégico de las plantas. Por lo tanto, GC-MS se ha utilizado para caracterizar la

respuesta de varias especies de plantas a la sequia (Ullah et al., 2017) y el estrés por calor
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(Obata et al., 2015), entre otras condiciones abitticas. De manera similar, la metabolémica
vegetal basada en cromatografia de gases-espectrometria de masas de tiempo de vuelo (GC-
TOF-MS) se ha utilizado en el analisis metabdlico de especies forestales sometidas a estrés
abiotico y bidtico (Rodriguez-Calcerrada et al., 2017), proporcionando una precision y una
resolucién de masa impresionantes (Schiffmann et al., 2014). La GC-MS también se ha utilizado
para estimar los flujos de metabolitos en las plantas (Antonio et al., 2013; Shih and Morgan,
2020).

La combinacion LC-MS puede utilizarse para evaluar los compuestos no detectables por
GC-MS, incluidos los metabolitos vegetales termolabiles, polares y de alto peso molecular sin
necesidad de derivatizacion (Jorge, Mata and Anténio, 2016; Fernie and Tohge, 2017). La
separacién de metabolitos se realiza gracias a una fase estacionaria incorporada a una
columna; los tipos de columnas generalmente preferidos son la fase inversa, el carbono de grafito
poroso (PGC), el intercambio aniénico (AEC) y la cromatografia de interaccién hidréfila
(HILIC). Estas columnas permiten la separacion de metabolitos vegetales en funcion de su
interaccién con la matriz de la columna (Dettmer, Aronov and Hammock, 2007; Dudzik et al.,
2018). Las opciones PGC, AEC e HILIC estan destinadas al andlisis de metabolitos polares
caracteristicos del metaboloma de la planta (Jorge, Mata and Anténio, 2016; Jorge and Anténio,
2018). Después de la separacion, los metabolitos se ionizan mediante diversas técnicas. La
ionizacién por electropulverizacién (ESI) es la mas aplicada (De Vos et al., 2007; Hanhineva et
al., 2008) y se ha utilizado para una amplia gama de metabolitos como aminoéacidos, acidos
orgénicos, azucares y fosfolipidos (Moco et al., 2006; Allwood et al., 2011). Ademas, la ionizacion
quimica a presion atmosférica (APCI) también se ha utilizado para metabolitos apolares como
carotenoides y ésteres de carotenoides (Schweiggert et al., 2005). A continuacién, la EM detecta
los metabolitos ionizados. Se llevd a cabo un estudio metabdlico dirigido en Epimedium
pubescens utilizando LC-MS para investigar la composicién de los metabolitos de las hojas (Qin
etal., 2019). De manera similar, un estudio de perfil de metabolitos no dirigido utilizé LC-MS para
evaluar muestras de plantas y raices de seis gencianas (G. gelida , G. septemfida , Gentiana
asclepiadea, G. cruciata , G. paradoxa , G. pneumonanthe) cultivadas en el Caucaso (Olennikov
et al., 2019). El perfil metabdlico de varios tipos de cannabis medicinal se evalu6 mediante LC-

MS para identificar fitocannabinoides (Berman et al., 2018).
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La CE es una plataforma no cromatografica que ha permitido la deteccién de una mayor
variedad de metabolitos, con tiempos de ejecucién mas cortos, menos volumen de muestra 'y un
uso minimo o nulo de disolventes en comparacion con las estrategias de LC tradicionales (R.
Ramautar, 2013; Zhang et al., 2020). Ademas, CE es capaz de detectar metabolitos que
normalmente se disipan en los pasos de derivatizacién requeridos por GC-MS (Jorge, Mata and
Anténio, 2016). Durante una ejecucion de CE, la separacion de metabolitos se logra mediante su
relacién m/z y la deteccion puede realizarse mediante MS. Las enfermedades de las plantas
(Cevallos-Cevallos et al., 2009) se han caracterizado por CE. La CE-MS se ha aplicado al estudio
de los cambios en el metabolismo primario de las hojas de tabaco segun su ubicacion geogréfica
(Berman et al., 2018). Esta tecnologia también ha sido empleada para la deteccién de fosfatos
de azlcar y poliaminas en hojas de tabaco (Li, et al., 2016). Del mismo modo, los azUcares mas
abundantes en las hojas, frutos y raices maduros y jévenes de la vid se evaluaron mediante CE
(Moreno et al., 2017). Actualmente, la CE-MS es considerada como una técnica analitica sélida
para el estudio de metabolitos (altamente) polares y cargados en diferentes muestras de plantas
(Ramautar, et al., 2019)

La NMR es una tecnologia de huellas dactilares que no destruye a los metabolitos y que
logra revelar diferentes clases de metabolitos independientemente de su tamafo, carga,
volatilidad o estabilidad (Cevallos-Cevallos et al., 2018). Ademas, la NMR proporciona
informacion estructural para una identificacion incuestionable de metabolitos (Bowne et al.,
2012b; Jorge, Mata and Anténio, 2016). La preparacion de muestras para NMR es rapida y
sencilla, mientras que el instrumento muestra una alta reproducibilidad (Markley et al., 2017;
Emwas et al., 2019). Sin embargo, debido a su sensibilidad limitada (Lei, Huhman and Sumner,
2011; Kumar et al.,, 2017), la metabol6émica vegetal apoyada por NMR sélo ha logrado la
deteccion y cuantificacién de metabolitos muy abundantes (Kim, Choi and Verpoorte, 2010;
Markley et al., 2017). No ha sido asi con la utilizacibn de NMR de protones; un estudio
metabolomico de Arabidopsis y lino ha permitido el mejoramiento en la calidad de los datos,
siempre y cuando se empleen métodos estandarizados y automatizados desde la preparacién

de la muestra (Deborde, et al., 2019).
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Tabla No 1: Ventajas y desventajas de las técnicas utilizadas en estudios de metabolémica

Técnica Ventajas Desventajas Referencias
Separacion .e,flcaz de los metabolitos. Andlisis de metabolitos (M. Chéze and
Alta resolucion. . o
> e . . . volatiles y termoestables. | J. M. Gaulier:,
GC-MS Deteccion y cuantificacién de metabolitos, incluso en bajas ) . )
. Es necesario derivar las 2014; Wolfender
concentraciones. muestras et al., 2015)
Alta reproducibilidad. ) B
Mayor precision en la medicién de la masa.
GC-TOF-Mg | Altos periodos de trabajo. Costo elevado. (Cajka, 2013)
Tiempo de funcionamiento rapido.
Mejor beneficio de la muestra.
Tecnologia adicional notable para la GC-MS.
Identifica metabolitos especificos. Cada aruoo de estudio
Distingue los metabolitos termolabiles y polares y los compuestos grup : (Wu et al., 2013;
LC-MS . - establece su propia
de alto peso molecular sin derivatizacion. oo Zhu et al., 2013)
, . L biblioteca.
Puede elegir la columna y el mecanismo de retencion.
Identifica aminoacidos, acidos organicos, azlcares y fosfolipidos.
Determina muestras complejas gracias a su velocidad, eficiencia,
sensibilidad y selectividad. (Motilva, Serra
HPLC-MS UHPLC de alta resoluciéon mejorada, mayor eficiencia de los Largo tiempo de andlisis. | and Macia,
picos, separaciones rapidas y menor consumo de disolventes en 2013)
comparacién con la HPLC comdn.
. P o o Restringido sélo a los
Realiza andlisis cualitativos y cuantitativos :
. Pt o2 ) . L, iones presentes dentro de | (Pang et al.,
Al realizar el andlisis cualitativo, permite obtener informacién . X
LC-Q-MS . un rango exclusivo de 2016; Zhang et
sobre la estructura de los metabolitos. .
I unidades de masa al., 2018a)
Cuantifica los compuestos. .
nominal.
Selecciona los iones para colisionar y analizar los fragmentos.
Detecta el ion primario y el secundario. Aprueba el paso de una (Pang et al
LC-QQQ-MS Deteccidn de iones preciso, sensible y completo. categoria especifica de 2016? v

Presenta una alta reproducibilidad cuantitativa en comparacion
con la espectrometria de masas en tAndem

iones de masa
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LC-Q-TOF-MS

Resolucién de masa y sensibilidad de deteccién superiores.
Mide con precision la masa.
Mayor capacidad cualitativa para los iones de fragmentos.

Los iones de baja
abundancia pueden ser
dificiles de identificar.
Dificultad para crear
grandes bibliotecas de
espectros de masas.

(Zhu et al.,2013;
Zhou et al.,
2016)

MALDI-TOF-MS

Técnica flexible para el analisis de muestras biolégicas que
contienen proteinas.

Réapida y especialmente econémica en cuanto al uso de reactivos
y al tiempo necesario para el procesamiento de las muestras

Se utiliza para el cultivo de plantas

Dificultad para crear
grandes bibliotecas de
espectros de masas.
Cada grupo de estudio
establece su propia
biblioteca.

(Reeve, 2019)

No requiere el paso de derivatizacién como en GC-MS.
Analiza los metabolitos importantes desde el punto de vista

El analisis cuantitativo por

(Okazaki,Y.;Sait

CE-MS fisiolégico. parte de la CE es critico, 0, K.,2011;
El andlisis es muy rapido, eficiente, con bajo consumo de muestra | depende de varios Papetti &
y reactivos. factores. Colombo, 2019)
Requiere una minima preparacién de la muestra.
Facil preparacién de la muestra
Cuantifica los metabolitos Sensibilidad limitada.
NMR Alta reproducibilidad Detecta y cuantifica é%TS\)/\)/as etal,

Técnica no destructiva
Selecciona y detecta isétopos

grandes metabolitos.
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No existe una técnica ideal Unica que pueda abarcar todo el metaboloma de un sistema
biolégico. Sin embargo, teniendo en cuenta el objetivo de cada investigacion, una combinacion
de técnicas proporcionaria datos significativos para comprender el comportamiento de un
organismo y/o célula. Cocuron et al., (2014) relaciond los usos de GC-MS, LC-MS y GC-QTOF-
MS para evaluar las vias metabdlicas asociadas a la sintesis de acidos grasos en Physaria
fendleri. La combinacién de LC y GC ha sido la opcién preferida, ya que ambas técnicas se
complementan al caracterizar metabolitos no volatiles y volatiles, respectivamente. Se utilizaron
LC-MS y GC-MS para estudiar el contenido de metabolitos y hormonas en plantas de arroz
sometidas a estrés por sequia(Cao et al., 2017). Ademas, se estudié el perfil cuantitativo de
fitohormonas y otros metabolitos en raices de cebada sometidas a estrés por salinidad mediante
GC-MS y LC-MS (Fukushima et al., 2017). Asimismo, se utilizé la combinacién GC-TOF-MS y
LC-g-TOF-MS para determinar el perfil metabdlico de Arabidopsis thaliana afectado por la
combinacion de glutation bajo estrés oxidativo leve y bajo contenido de fésforo (Fukushima et al.,
2017). La tabla 2 resume las tecnologias y herramientas cominmente utilizadas para estudiar el

estrés abidtico en plantas.

1.3 TRATAMIENTO DE DATOS

Los datos generados durante los estudios metaboldomicos suelen integrar tiempos de
retencién o migracién, relaciones m/z y valores de intensidad para cada pico detectado. El ruido
de fondo también puede estar presente debido al arrastre de columnas o al ruido electrénico
instrumental. De manera similar, los tiempos e intensidades de retencion de un metabolito
pueden variar de una ejecucién a otra y deben corregirse antes del analisis estadistico. Por lo
tanto, el andlisis de datos metabol6émicos implica una serie de pasos que incluyen conversion de
datos, reduccion de ruido, deteccién de caracteristicas, alineacién del tiempo de retencion,

normalizacién de intensidad, identificacion de metabolitos y control de calidad ( Sugimoto et al.,

2012; Tugizimana, et al., 2013; Barnes, et al., 2016; et al., Cambiaghi, et al., 2017).
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Tabla No 2: Contribuciones de la metabol6émica para comprender el estrés abidtico en las plantas.

Nombre de la Tipo de estrés Solucién usada Separacion y | Tratamiento de datos Herramientas Base de datos Referencia
especie abiotico deteccién
. ; MeOH-cloroformo- ) (Cevallos-Cevallos et
Musa spp. Sin estrés GC-MS PCA, PLS-DA KEGG NIST, Wiley
H.0 al., 2018)
. Sequiay estrés por MeOH -cloroformo - VSN., Reino Unido .
Eucalipto globulus qay P GC-MS ANOVA, PCA, sPLS Rv3.1.2 (Correia et al., 2018)
calor agua
Triticum spp Estrés por sequia MeOH -cloroformo GC-TOF-MS PCA, OPLS-DA KEGG Libreria (EI-MS) (Guo et al., 2018)
Triticum turgidum ssp. Tolerancia a la JMP software; )
T GC-MS, HPLC ANOVA, PCA, t Student ) NIST 2011 (Borrelli et al., 2018)
Durum salinidad (version 8.0, SAS)
Arabidopsis thaliana | Tolerancia a la sequia H,0, acetona GC-TOF-MS Welch’s prueba-ty FDR R GEO (Kim et al., 2017)
Oriza sativa cv. 3 3 GC-MS; LC-
) Estrés por sequia | =~ - PCA | e e (Todaka et al., 2017)
Nipponbare MS
" . . GC-MS )
Triticeae Estrés por sequia MeOH- H,O PCA, PLS-DA; HCA R NIST, Wiley (Ullah et al., 2017)
. - GC-MS, .
Hordeum spp. Estrés por salinidad | =~ -------emeee- HPLC-MS ANOVA, t Student, FDR MetaboAnalyst 3.0 No informado (Cao et al., 2017)
GC-TOF-MS, .
. . . . N . (Fukushima et al.,
Arabidopsis thaliana Estrés oxidativo leve MeOH- H,O LC-g-TOF- PCA, FDR R and Cytoscape No informado 2017)
MS
Lycopersicon , o . L BE y MS
) Estrés por alta Acido tricloroacético,
esculentum Mill. Cv. MALDI-TOF / Duncan SPS 17.0 NCBI; STRING (Sang et al., 2017)
temperatura acetona.
Puhong 968 TOF
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Urea, ditiotreitol,

CHAPS y Tris.
Urea, tiourea,
CHAPS.
. . ) Estrés por escasez de GC-MSs .
Arabidopsis thaliana agua | T ANOVA, t de Student TAGFINDER 4.0 ArMet (Pires et al., 2016)
T. durum Desf. Cv. Estrés salino y luz MeOH- H,0O LC-UV-ESI- ANOVAY Pearson, heat . ) (Woodrow et al.,
) Multibase 2015 No informado
Ofanto alta EtOH- H,O MS map, PCA, Venn diagrams. 2016)
i ANOVA, PCA, Tuckey, t de
Estrés por calor y L
Zea mays sequia | T GC-MS Student, correccion de Table S9; Table S10 ArMet (Obata et al., 2015)
q Bonferroni, heat map.
. . o . . (Abdelrahman et al.,
Allium cepa Estrés abiotico MeOH LC-MS/MS PCA, heat map No informado No informado 2015)
) ) ) Tolerancia oxidativa LC-MS/MS; DROP Met Nakabayashi et al.,
Arabidopsis thaliana B y MeOH PCA, t de Student, heat map. SIMCA-P 11.5 ] € ( y
ala sequia LC-PDA-MS in PRIMe 2014)
Vitis viniferaL.
. L MeOH-cloroformo - LC-MS/ GC- . B (Hochberg, Degu,
cv. Shiraz y Cabernet Estrés hidrico t de Student, PCA, OPLS-DA | R 3.0.1; R. Cytoscape NIST; librerias RI )
- H,O MS Fait, et al., 2013)
Sauvignon
Lycopersicum ) , Unscrambler (v.10.2, ) .
Bajo estrés por MeOH-cloroformo - Metabolomics RTL (Ampofo-Asiama et
esculentum var | GC-MS t de Student, PLS-DA CAMO A/S, ]
. oxigeno H,O ) library al., 2013)
cerasiforme Trondheim, Norway)
Haberlea
rhodopensis, ; .
. Estrés por baja HCI, MeOH- MPI Golm .
Thellungiella GC-MS PCA Metaboanalyst (Benina et al., 2013)
temperatura cloroformo Metabolome
halophyla 'y
Arabidopsis thaliana
NIST; Mass spectra
Oryza sativa L. Sensibilidad a la sal MeOH GC-MS t de Student Masslab program library of the Max- (Liu et al., 2013)
Planck-Institute
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Selaginella Tolerancia a la GC-MS, PCA, PLS-DA, Welch’s Golm Metabolome; .
) . MeOH JMP; R; SOAP (Yobi et al., 2013)
lepidophylla desecacion UHLC-MS-MS prueba-ty FDR ArMet
, 3 Ribitol, cloroformo, GC -TOF - PCA, ANOVA, Bonferroni Golm Metabolome; ,
Zea mays Estrés por sequia R-2.13.0 (Witt et al., 2012)
HO MS test ArMet
. NIST; Mass spectra
" . ) 3 MeOH-ribitol- .
Triticum cultivares Tolerancia a la sequia norleucina GC-MS t Student, Bonferroni test. VANTED library of the Max- (Bowne et al., 2012a)
Planck-Institute
Thellungiella )
) imzML (http://www.
salsuginea HPAEC, . - o
) ) R EtOH, tolueno Pearson in R statistic maldimsi. N/F (Lee et al., 2012)
Arabidopsis thaliana HPLC
org)
) ) ) Varios estreses PCA, heat map, ANOVA, )
Arabidopsis thaliana D GC-MS R NIST; Wiley (Caldana et al., 2011)
abidticos FDR, t de Student
. . . GC - TOF — _
Arabidopsis thaliana ) , Leco ChromaTOF; (Espinoza et al.,
Sinestrés | - MS PCA, FDR R, TargetSearch .
MetAlign 2010)
. . . . . - Software v7.1
Arabidopsis thaliana Tolerancia al estrés MeOH, ribitol y UPLC, GC- )
PCA (StatSoft, Tulsa, No informado (Renault et al., 2010)
por sal cloroformo, H,O MS
OK, USA)
Arabidopsis thaliana . ;
Tolerancia al frio |  ————-eemeem- GC-MS PCA, heat map, PLS, FDR R Golm Metabolome (Korn et al., 2010)

OPLS-DA = proyecciones ortogonales para analisis discriminante de estructura latente; HCA = andlisis de conglomerados jerarquicos; BE = electroforesis bidimensional; LC-PDA-MS = Fotodiodo
de cromatografia liquida-Espectrometria de masas matricial; HPAEC = cromatdgrafo de intercambio aniénico de alto rendimiento.
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La transformacion de datos consiste en la conversion del formato de archivo del instrumento
a formatos mas generales que permiten el uso de software de andlisis de datos
independiente. NetCDF y mzXML son las configuraciones de archivo mas ampliamente aplicadas
para almacenar datos MS con guiones y el software asociado a la mayoria de los instrumentos
MS puede transformar sus datos generados en NetCDF o mzXML (Pedrioli et al., 2004). Después
de la conversion, la eliminacién de ruido, la deteccion de metabolitos, la alineacién y la
cuantificacion se suelen llevar a cabo mediante software ad-hoc, como SIEVE (Cambiaghi,
Ferrario and Masseroli, 2017) de Thermo Scientific, asi como paquetes de software gratuitos
como XCMS (Treutler, H., & Neumann, S.2016 ) o MZmine 2 (Pluskal et al., 2010). Por ultimo,
es necesario normalizar la intensidad de los metabolitos. El proposito de la normalizacion es
disminuir la variabilidad causada por la desigualdad en las concentraciones de la muestra, asi
como los errores analiticos que afectan la intensidad de los picos detectados (Wu and Li,
2016). El método de normalizacién mas aplicado es el uso de un patrén interno agregado a la
muestra antes de la extraccion del metabolito. Luego, los datos de metabolitos se normalizan
matematicamente para asegurar niveles homogéneos del estdndar interno en toda la muestra
(Alseekh et al., 2018). Para ello, el patron interno utilizado debe ser compatible con la plataforma
de andlisis y no debe interferir con el perfil de metabolitos de las muestras. Si esto no es posible,
se pueden aplicar otros métodos de normalizacion, incluido el uso del area total (Warrack et al.,
2009) normalizacién a un metabolito detectado uniformemente, o la aplicacion de métodos
probabilisticos (Dieterle, Ross and Senn, 2006), entre otros. Se puede encontrar una revisién
detallada de las estrategias de normalizacion de la metabolémica en otro lugar (Misra, 2020). La
normalizacion al area total permitié el desarrollo de modelos predictivos basados en metabolitos

para la deteccion de variantes somaclonales del banano (Cevallos-Cevallos et al., 2018).

1.4 ANALISIS ESTADISTICO

En metabolomica se ha utilizado una amplia variedad de procedimientos o técnicas
estadisticos (Cambiaghi, Ferrario and Masseroli, 2017). El enfoque clasico implica andlisis
multivariados y univariados para evaluar el efecto del tratamiento sobre el perfil de metabolitos

general y los metabolitos individuales, respectivamente.
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El andlisis multivariado tiene como objetivo reducir la dimensionalidad asociada al nimero
de variables (metabolitos) y evaluar las diferencias en el perfil de metabolitos entre los grupos de
investigacion. De esta forma se pueden obtener los metabolitos que mas contribuyen a la
separacién del grupo (Sas et al.,, 2015). Las técnicas multivariadas mas aplicadas en
metabolémica vegetal son Analisis de Componentes Principales (PCA), Minimos Cuadrados
Parciales (PLS) y Minimos Cuadrados Parciales con Analisis Discriminante (PLS-DA).

PCA reduce la dimensionalidad de los datos en componentes individuales que explican parte
de la varianza total de las muestras. La agrupacion de muestras se puede observar en una
gréfica de puntuacion de dos o tres ejes, mientras que la contribucion de los metabolitos
individuales a la agrupacion generalmente se muestra en una grafica de carga de dos
ejes. Alternativamente, tanto la puntuacion como las gréaficas de carga se pueden combinar en
una Unica biplot (S. Moncayo Martin, 2017). El PCA se ha utilizado para evaluar los metabolitos
potenciales y las vias biolégicas implicadas en la respuesta al estrés de Pb y Cd de las raices de
rabano (Wang et al., 2015). EI PCA también se utilizé para el andlisis del metabolismo
de Arabidopsis thaliana , bajo el efecto de la combinacion de glutation, estrés oxidativo leve y
bajo contenido de fésforo (Correia et al., 2018). De manera similar, el PCA se utilizé para estudiar
las respuestas protectoras combinadas de la sequia y la activacion por calor en Eucalyptus
globulus que no se activan cuando se someten a sequia o estrés por calor solo (Correia et al.,
2018).

PLS tiene como objetivo reducir la dimensionalidad de los datos al tiempo que maximiza la
relacién entre los niveles de metabolitos y los tratamientos (Gromski et al., 2015). Para ello, PLS
estima la covarianza entre las variables independientes X (datos metabolémicos) y la variable
dependiente Y (tratamientos) y produce un modelo predictivo (Gromski et al., 2015; Duarte et al.,
2016). El PLS-DA es una extension del PLS que se aplica cuando la variable de tratamiento es
categorica en lugar de continua. PLS-DA se ha utilizado para observar diferencias metabdlicas
entre plantas exoéticas invasoras en habitats nativos e invadidos, lo que permite la separacion
estadistica de las especies en estudio (Skubel et al., 2020). En otra investigacion, PLS-DA se
utilizé para el reconocimiento de biomarcadores de grupos naturales de extractos acuosos
fermentados deViscum album L. (Pefaloza et al., 2020). En el mismo aspecto, se aplico PLS-DA

para reconocer un patrén distinto de 51 especies, basado en las hojas, tallos y filogenia relativa
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en el metaboloma de tres familias de plantas Rosaceae, Asteraceae y Fabaceae (Lee et al.,
2020).

Las técnicas univariadas también se han utilizado cominmente en estudios metabolémicos
para evaluar la acumulacion significativa de metabolitos después del tratamiento (Bartel,
Krumsiek and Theis, 2013). Ademas, las técnicas univariadas han permitido la reduccién de un
gran namero de analitos manteniendo solo los metabolitos significativamente acumulados en
un valor p dado (Razzaq, et. al., 2019). El analisis de varianza (ANOVA) y la prueba t son las
técnicas univariadas mas utilizadas en metabolémica. Se analizaron los cambios metabdlicos y
minerales en respuesta al estrés salino en genotipos de Triticum turgidum ssp. Durum utilizando
ANOVA bidireccional para estimar los efectos de la interaccién genotipo, sal y genotipo x sal en
la respuesta del metabolito al estrés salino (Blaise, Correia, Tin, Young, A. C. Vergnaud, et al.,
2016). Otra prueba estadistica cominmente utilizada es la pruebat de Student. La pruebat
de Student se ha utilizado para determinar diferencias significativas en los niveles de
fitohormonas y otros metabolitos entre las raices de cebada sometidas a estrés por salinidad
(Cao et al., 2017) y las raices normales. Se utilizaron ANOVA vy la pruebat de Student para
evaluar la influencia de vias respiratorias alternativas utilizando aminoacidos de cadena
ramificada después del estrés hidrico en Arabidopsis thaliana (Pires et al., 2016). No obstante,
los analisis metabolémicos suelen generar una gran cantidad de compuestos, lo que aumenta el
namero de pruebas paramétricas individuales. Un mayor nimero de individuos t-pruebas o
ANOVAS pueden producir resultados falsos positivos (Bowne et al., 2012b). Para corregir esto,
se ha aplicado un método de rectificacibn de mudltiples pruebas como las correcciones de
Bonferroni y Benjamini-Hochberg, también conocido como la tasa de descubrimiento falso (TDF
o0 FDR) (Cambiaghi, Ferrario and Masseroli, 2017). Los valores p obtenidos de ANOVA vy
la pruebat de Student se corrigieron mediante la prueba de Bonferroni para evaluar el
metaboloma de los hibridos de maiz (Wu et al., 2020). De manera similar, la respuesta a la
sequia de los tejidos de las hojas de trigo se evalué mediante la prueba t de Student junto con la
tasa de falso descubrimiento de Bonferroni (Bowne et al., 2012). Asimismo, la pruebat
de Student, los p-valores se corrigieron con el método de Bonferroni para evaluar el perfil de
metabolitos de las hojas de maiz sometidas a calor, sequia y estrés combinado (Obata et al.,

2015). Sin embargo, los supuestos de normalidad y homocedasticidad (varianzas iguales) deben
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probarse antes de usar pruebas paramétricas como ANOVA vy pruebast, especialmente en
conjuntos de datos pequefios. Si no se cumplen los supuestos, se deben utilizar pruebas no
paramétricas como Mann-Whitney y Kruskal-Wallis. Por tanto, el perfil diferencial de metabolitos
de Camellia sinensis sometida a estrés abiético se evalué mediante la prueba no paramétrica de

Kruskal-Wallis (Li et al., 2015).

1.5 ANALISIS DE VIAS METABOLICAS

Los metabolitos acumulados diferencialmente pueden usarse para evaluar las vias
significativamente afectadas. Un andlisis completo de la via metabdlica suele incluir la
observacion de interacciones entre genes, proteinas y metabolitos dentro de células, tejidos u
6rganos sometidos a un tratamiento biolégico (Xia and Wishart, 2010). Por lo tanto, los datos
metabolémicos adquiridos generalmente se agregan a los datos transcriptémicos y proteémicos
para obtener una percepcion completa de los procesos biolégicos (Cavill et al., 2016). Sin
embargo, los metabolitos por si solos también pueden proporcionar informacién relacionada con
las vias gracias al desarrollo de bases de datos como la Enciclopedia de genes y genomas de
Kyoto (KEGG), que es capaz de mapear metabolitos en vias metabdlicas (Novak and Busscher,
2013). Las vias metabdlicas pueden evaluarse a partir de datos metabolémicos mediante analisis
de sobrerepresentacion (ASr). En un ASr, los metabolitos detectados se mapean en vias
potenciales y la significacion estadistica de cada via se determina incorporando el nUmero de
metabolitos acumulados diferencialmente en una prueba exacta de Fisher o una prueba
hipergeométrica (Du et al., 2020). Los estudios de vias y enriquecimiento de metabolitos se
realizan utilizando software ad-hoc para conectar metabolitos importantes a vias bioquimicas
utilizando KEGG u otras bases de datos publicas (Yi et al., 2020). Los diversos métodos y
software utilizados para el andlisis de vias basado en metabolitos se revisaron en otro lugar (Du
et al., 2020). A continuacién se citan algunos ejemplos de uso de KEGG: Wu et al., (2020),
analizaron el perfil metabolémico de dos citotipos de Solidago canadensis , una vez obtenidos
los metabolitos diferenciados, utilizaron KEGG para encontrar las vias metabdlicas significativas
como “biosintesis de diterpenoides, fenilpropanoides” asi como “biosintesis de flavonas y flavonol

y flavonoides”. En el mismo campo (Gu et al., 2017), emplearon KEGG para mapear las vias
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metabdlicas implicadas en la biosintesis de rotenoides de Mirabilis himalaic ; la principal via
metabdlica fue la de los aminoacidos, especialmente fenilalanina, metionina y cisteina (Ullah et
al., 2017), utilizé la plataforma KEGG para identificar las vias metabdlicas relacionadas, con
metabolitos diferenciales obtenidos de raices y hojas, generados por sequia en siete especies
de Triticeae, la via metabdlica identificada fue TCA, especialmente succinato. Actualmente, los
estudios metabolémicos siguen una secuencia de pasos (Figura 1) para proporcionar

explicaciones amplias y profundas de la bioguimica de un organismo.

1.6 EVALUACION METABOLOMICA DEL ESTRES ABIOTICO EN PLANTAS

El estrés abiético causa innumerables transformaciones en el metabolismo de las plantas,
como alteraciones en las actividades enzimaticas, alto consumo de varios metabolitos, altos
niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) o una combinacion de las anteriores (Krasensky
and Jonak, 2012; Gururani, Venkatesh and Tran, 2015). En consecuencia, las tensiones
abidticas alteran las estructuras celulares y perjudican funciones clave de la fisiologia vegetal
(Walter Larcher, 2003). Entre las alteraciones predominantes se encuentran la baja capacidad
fotosintética, el desarrollo atenuado, la disminuciéon de la fertilidad y la interrupcion de la
reproduccién, provocando una disminucién en el rendimiento del cultivo (Krasensky and Jonak,
2012; Gururani, Venkatesh and Tran, 2015). El estrés influye en cada especie de diferentes
maneras, e incluso en algunas circunstancias el estrés puede ser beneficioso para obtener una
respuesta deseada en los cultivos (Mohanapriya et al., 2019).

Existe una gran cantidad de mecanismos de respuesta de las plantas contra el estrés
ambiental (Krasensky and Jonak, 2012). La metabolémica puede contribuir al analisis de la
biologia del estrés en las plantas (Hong et al.,, 2016) y tiene el potencial de dilucidar los
mecanismos de tolerancia al estrés abibtico en los cultivos (Parida, Panda and Rangani,
2018). Los estudios cualitativos y cuantitativos de los metabolitos de plantas sometidas a
estreses bioticos y abidticos no solo son descriptivos, sino que también pueden revelar profundos
mecanismos genéticos y bioquimicos como respuestas de las plantas estresadas, asi como
distinguir la capacidad de las plantas para resistir y tolerar el estrés (Hong et al., 2016). Las

plantas sometidas a factores abioticos estresantes pueden reaccionar con tolerancia o
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adaptacién. La mayoria de los estudios de metabolémica se han centrado en comparar la
respuesta de cultivares susceptibles y tolerantes al estrés. En la mayoria de los estudios, se
confirmé el papel de los aminoacidos como osmoprotectores, pero se ha destacado también la
importancia de otros metabolitos, incluidos los acidos organicos, azlcares y compuestos
fendlicos en el estrés abidtico (Dawid and Hille, 2018; Ghatak, Chaturvedi and Weckwerth,
2018). En general, el estrés parece activar la produccién de prolina, mientras que el catabolismo
de la prolina mejora cuando la planta se recupera del estrés (Krasensky and Jonak, 2012).

En los préximos péarrafos comentamos brevemente temas sobre estudios metabolémicos
relacionados con estrés abidtico en plantas (sequia, temperatura, estrés salino y oxidativo) con

énfasis en publicaciones de afios recientes.
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Figura 1: Sintesis de analisis metabolémico
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1.7 ESCASEZ DE AGUA Y ESTRES POR SEQUIA

La sequia es uno de los factores de estrés mas dafiinos para las plantas, particularmente en
regiones con suministro de agua altamente dependiente de la lluvia, lo que genera cambios
drasticos en el metabolismo. En situaciones de escasez de agua, los ajustes fisioldgicos tienden
a reducir su pérdida y aumentar su absorcion, lo que conduce a respuestas bioquimicas que
incluyen la acumulacion de osmorreguladores para mantener la turgencia celular (Chaves,
Maroco and Pereira, 2003), como son varios azUcares, polialcoholes, poliaminas y aminoacidos,
principalmente prolina (Ghatak, Chaturvedi and Weckwerth, 2018). Asi, se han realizado varios
estudios metabolémicos en tejidos foliares respecto al estrés por sequia y la acumulacién de
prolina en hojas deshidratadas resulté frecuente (Urano et al., 2009; Skirycz et al., 2010; Yobi et
al., 2013). También se ha informado de la acumulacién de prolina en una amplia variedad de
plantas sometidas a tensiones que pueden conducir a una baja disponibilidad de agua, como alta
salinidad, metales pesados y bajas temperaturas (Urano et al., 2009; Lugan et al., 2010;
Krasensky and Jonak, 2012; Hochberg, Degu, Toubiana, et al., 2012).

La deshidratacion ha sido bien estudiada a nivel metabolomico en Arabidopsis thaliana L. La
deshidratacién en plantas genera acido abscisico (ABA), y la parte aérea de esta especie
acumula aminoacidos y poliaminas de manera dependiente de ABA, asi como rafinosa, que se
produce independientemente de dicha hormona (Urano et al.,, 2009). Junto con esos
biomarcadores de estrés por sequia, las partes aéreas de A. thaliana también acumularon bajo
escasez de agua flavonoides y antocianinas, lo que podria indicar que estas moléculas pueden
aliviar dicho estrés (Nakabayashi et al., 2014). La mayoria de los andlisis metabolomicos en
plantas se han llevado a cabo sobre partes aéreas, principalmente hojas, ya que este érgano se
ve mas afectado por la sequia que otras partes de la planta. Por ejemplo, la sequia provocé
cambios mas fuertes en la composicion metabdlica de las hojas de maiz en comparacién con
otros 6rganos (Yobi et al., 2013; Kang et al., 2019). En este cultivo, los metabolitos que méas se
acumularon en las hojas fueron los amino&cidos anillados (prolina, triptéfano, fenilalanina e
histidina), mientras que los acidos piravico y quinico disminuyeron.

La afectacion del metaboloma bajo estrés hidrico depende del genotipo de la planta. Asi,

aunque algunos contenidos de metabolitos mostraron alteraciones similares en las hojas de dos
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cultivares de vino (Shiraz y Cabernet Sauvignon) (Hochberg, Degu, Toubiana, et al., 2012), mas
metabolitos se vieron afectados en el cv. Shiraz (Hochberg, Degu, Toubiana, et al., 2012), que
mostro una regulacion estomatica menos ajustada que el cv. Cabernet Sauvignon. El nicotinico
fue el Unico &cido organico que aumentd en ambos cultivares, mientras que el glicerato y el
galactonato disminuyeron. Ademas, ambos genotipos experimentaron un marcado aumento en
ciertos aminoacidos (prolina asociada al estrés por sequia, y también treonina, triptéfano, valina,
leucina y fenilalanina) y cambios en la via de los fenilpropanoides. Sin embargo, la glutamina
aumento en el cv. ‘Shiraz’ y disminuy6 en Cabernet Sauvignon.

Las herramientas metabolémicas han permitido caracterizar la respuesta al estrés de
cultivares especificamente susceptibles a la sequia (SS) y tolerantes a la sequia (TS) y han
permitido la identificacién de posibles biomarcadores relacionados con este tipo de estrés. Asi,
se utilizd la metabolémica para comparar TS y SS en variedades de trigo. Después del
tratamiento del estrés por sequia, la timina, los aminoacidos L-cisteinilglicina y fructoselisina, asi
como una serie de compuestos fendlicos, se acumularon mas en las hojas en la variedad TS que
en la SS, mientras que los niveles de prolina aumentaron sélo en la variedad SS (Guo et al.,
2020). Otro estudio sobre hojas de cultivares de trigo bajo escasez de agua (Kang et al., 2019)
mostré que el triptéfano, la valina y los acidos citrico, fumarico y malico (que se forman en el ciclo
de los acidos tricarboxilicos CAT) aparecieron en niveles mas altos en el cultivar TS que en el
SS. De manera similar, el cultivar TS acumulé significativamente alfa-tocoferol y los acidos 3-
hidroxipropanoico, gluconico, glicolico, citrico e isocitrico, mientras que el cultivar SS acumulé
alfa- y gamma- tocoferoles, asi como 4cidos gluconico y mdlico. En cuanto a los azlcares, las
concentraciones de nigerosa o sakebiosa, sedoheptulosa o D-altro-heptulosa y galactosa se
incrementaron en SS, mientras que los niveles de glucosa, fructosa y galactosa aumentaron en
TS. De manera similar, tanto en las hojas como en las raices de los cacahuetes sometidos a
estrés por sequia, el andlisis metabolémico mostré6 que pentitol, fitol, acido xilénico, d-
xilopiranosa, acido estearico y D-ribosa eran importantes metabolitos de respuesta a la sequia
(Gundaraniya, Ambalam and Tomar, 2020). La agmatina y la cadaverina estuvieron presentes
s6lo en TS durante la sequia. Ademas, los polifenoles como el acido siringico y el &cido vanilico
se acumularon mas en el cacahuete TS que en el SS, mientras que la produccién de catequina

fue mayor en el cultivar SS que en el TS durante la sequia.
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Con respecto a las vias metabdlicas, un analisis de perfiles de metabolitos en hojas de soja
silvestre sugirié que la actividad en el ciclo de CAT aument6 en TS mientras que se inhibi6 en el
SS bajo estrés por sequia (Wang et al., 2019). El acido Y-aminobutirico (GABA), la asparagina y
la metionina aumentaron significativamente en TS, pero no en SS. Los niveles de ciertos acidos
organicos, como los acidos galactonico, glucohepténico, maldnico y glicélico, aumentaron
significativamente en TS. Los contenidos de acidos grasos insaturados, incluidos los acidos
linolénico y linoleico, se acumularon significativamente mas en el cultivar TS. Ademas,
metabolitos antioxidantes secundarios, como la 5-metoxitriptamina y el fldor, se acumularon
significativamente mas en el TS. Ademas, el aminoacido aromatico fenilalanina y los compuestos
fendlicos (acido ferulico, 4cido salicilico y &cido 4-hidroxicinamico) aumentaron significativamente
en TS. Otros metabolitos, incluidos glucosa-1-fosfato, D-fructosa 1,6-bisfosfato, acido pirtvico,
acido D-glicérico, acido oxdlico y 2-metilfumarato, aumentaron significativamente en los
cultivares TS y SS. Del mismo modo, los aminoacidos, incluyendo prolina, glicina serina, valina,
beta-alanina, treonina e isoleucina, se acumularon significativamente tanto en TS como en la SS.

La dinamica temporal de la reprogramacion de metabolitos de cultivares TS y SS bajo estrés
por sequia también ha sido estudiada mediante herramientas metabolémicas. En la cebada sin
cascara tibetana, ambos tipos de cultivares respondieron al estrés por sequia acumulando
compuestos de flavonoides y glicerofosfolipidos en una hora (Yuan et al., 2018). Sin embargo, el
numero de metabolitos acumulados diferencialmente disminuy6 en el cultivar SS con el tiempo,
pero aumenté en el TS. En este cultivar, los metabolitos acumulados diferencialmente después
de 8 h de iniciado el estrés fue bastante diferente de los identificados en las horas anteriores, lo
que sugiere una reprogramacion de metabolitos especifica destinada a hacer frente al estrés por
sequia.

Bajo estrés osmdético (asociado al estrés por sequia), varias especies de plantas, como la
cebada, suelen mostrar un aumento de L-prolina junto con otros metabolitos, incluidos varios
osmoprotectores como el manitol (Wu et al., 2017). En los genotipos silvestres SS y TS
analizados, hubo una disminucién del acido 2 a-cetoglutarico (del ciclo de CAT), del que procede
la prolina, y de xilitol. Curiosamente, un genotipo de cebada SS mostré el mayor aumento en los
niveles de la mayoria de los metabolitos, excepto manitol, y niveles disminuidos de maltosa, en

comparacion con los contenidos estables de otros genotipos.
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La naturaleza de la sequia (ciclica frente a la aguda), asi como su frecuencia y gravedad,
también pueden afectar el grado de ajuste osmotico y la naturaleza de los solutos organicos que
se acumulan. En Ihojas de Populus deltoides L., la sequia ciclica, indujo mayores respuestas en
el metabolismo primario (azlcares solubles, acidos organicos y aminoacidos), mientras que, el
inicio agudo de la sequia prolongada indujo un mayor ajuste osmético y mayores respuestas en
el metabolismo secundario, especialmente de populésidos (acido hidroxicindAmicos conjugados
con salicina) (Tschaplinski et al., 2019). En el arroz, una combinacidon de metabol6émica con
proteémica revel6 que, bajo estrés de alternancia abrupta de cilcos sequia-inundacion, las vias
del metabolismo energético y las especies reactivas de oxigeno (ROS) cambiaron fuertemente,
lo que llevo a una reduccion del rendimiento de grano (Xiong et al., 2018).

La metabolémica ha sido la base de otros estudios 6micos mixtos. La combinacion de
metabolémica y protedmica también permitié evaluar la recuperacion de Eucaliptus globulus L.
(Correia et al., 2018) o la respuesta de los cultivares de trigo de primavera TS y SS (Michaletti et
al., 2018) al estrés hidrico. En este caso, las hojas del cultivar SS mostraron niveles aumentados
de aminoacidos como prolina, metionina, arginina y lisina. Sin embargo, so6lo dos vias
metabolicas se vieron afectadas en el cultivar TS, una de ellas realcionada con el metabolismo
de las purinas. De manera similar, los estudios de transcriptomica y metabolémica revelaron que
ABA, aminoacidos y acidos organicos se acumulaban en las hojas de las variedades de sésamo
SS y TS, pero la variedad TS mostré niveles mas altos de ABA, prolina, arginina, lisina,
aminoacidos arométicos y de cadena ramificada, GABA, sacaropina, 2-aminoadipato y alantoina
que el SS en condiciones de estrés (You et al., 2019).

Desde un punto de vista practico, la sequia favorece la obtencion de varios metabolitos
secundarios como fenoles complejos, terpenos y alcaloides. Por ejemplo, bajo estrés por sequia,
los compuestos fendlicos aumentaron en Hypericum polyanthemum (de Matos Nunes et al.,
2014), Oryza sativa (Quan et al., 2016), Salvia officinalis (Bettaieb et al., 2011) y Hordeum
vulgare (Piasecka et al., 2017), y los monoterpenos o terpenoides aumentaron en estas dos
Gltimas especies, respectivamente (Piasecka et al., 2017; Radwan, Kleinwachter and Selmar,

2017). Sin embargo, el estrés provocé generalmente una reduccion de la biomasa vegetal.

El estrés por sequia suele conducir al estrés por calor debido a la disminucién del

enfriamiento por transpiracion. La mayoria de los cambios fisiologicos, bioquimicos y metabdlicos
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observados bajo estrés por sequia y calor se revirtieron con la recuperacion fisiolégica
en Eucalyptus globulus Labill (Correia et al., 2018) y arroz ( Oryza sativaL.) (Lawas et al.,
2019). En las hojas bandera de arroz en la etapa de floracion, muchos compuestos con
concentraciéon alterada después del estrés alcanzaron niveles originales después de la
rehidratacién. Asi, 60 h después de la rehidratacién, aumentaron algunos acidos organicos
primarios (como los CAT isocitrico, citrico y glicérico) y disminuyeron glucosa, rafinosa, glicina,
N-carboxiglicina y prolina. La prolina disminuyé mas en los cultivares tolerantes a la sequia. El
comportamiento de varios metabolitos fue generalmente compartido en las hojas bandera de
llenado de grano temprano después del estrés y rehidratacion (los CATSs isocitrico y citrico, y la
prolina).

La sequia y el estrés por calor afectaron al metaboloma de las hojas de la soja ( Glycine
max L.) (Das, Rushton and Rohila, 2017). Los niveles de intermediarios de la glucdlisis (piruvato,
glucosa, fosfato de dihidroxiacetona) se redujeron drasticamente, mientras que los de los
metabolitos del ciclo del CAT (malato, succinato, alfa-cetoglutarato, citrato) se redujeron
significativamente. La disminucion de piruvato puede ser la causa de la afectacion de la
biosintesis de fenilalanina, triptéfano, tirosina, isoleucina y alanina. Sin embargo, el oxalacetato
(un metabolito del ciclo de CAT) y sus derivados aminoacidos metionina y lisina también
disminuyeron. De manera similar, los niveles de alcoholes de azlcar, como el manitol y el
galactitol, se redujeron como resultado del estrés por temperatura. En un estudio en maiz se
ensayd la combinacién de estrés por sequia y frio, que condujo a una respuesta metabdlica

multifacética que reveld un mecanismo de aclimatacién dependiente de ABA (Guo et al., 2020).

1.8 ESTRES POR TEMPERATURA

Las plantas estan comprometidas por una amplia variedad de factores, y uno de los
principales agentes que constituyen la organizacion y el destino de las plantas es el estrés por
altas o bajas temperaturas, que se considera el principal estrés abiético para las plantulas (Miura
and Furumoto, 2013; Awasthi, Bhandari and Nayyar, 2015). Asi mismo, el estrés por temperatura
es de interés para los investigadores de plantas debido al cambio climatico, que afecta

negativamente a la productividad de los cultivos en todo el mundo (Hasanuzzaman et al., 2013;
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Hatfield and Prueger, 2015). El aumento de temperatura puede dafiar aspectos fisiol6gicos
esenciales como la relacion equilibrada entre los metabolitos primarios y secundarios con las
hormonas, o la correspondencia entre el agua y la consistencia de las membranas celulares, la
respiracion y la fotosintesis (Hemantaranjan, 2014). Las alteraciones generadas perjudican el
desarrollo metabdlico reduciendo el crecimiento de las plantas y alterando su desarrollo y, en
Ultima instancia, resultan en una disminucién de beneficios econémicos.

Recientemente se han realizado varios estudios sobre las respuestas metabolémicas al
estrés por frio (tomate, trigo, maiz, Miscanthus) (Sun et al., 2016; Le Gall et al., 2017; Paupiere
et al., 2017, 2020; Wang et al., 2019), incluidas varias plantas medicinales (Ghassemi et al.,
2020), pero Arabidopsis thaliana es la especie tradicionalmente més estudiada en cuanto a tales
aspectos. En esta hierba, el estrés por frio genera aumentos en la mayoria de sus metabolitos,
incluidos prolina, azlcares e intermediarios del ciclo de CAT (Cook et al., 2004). Un biomarcador
candidato de tolerancia al frio en Arabidopsis resulté ser rafinosa (Wienkoop et al., 2008; Korn et
al., 2010), aunque la respuesta general depende de los ecotipos. En esta especie, la mayoria de
las respuestas metabolémicas al choque térmico se compartieron con las provocadas por el frio,
como los aumentos de amino4cidos derivados del piruvato y del ciclo de CAT (Kaplan et al.,
2004).

El calor es un estrés abiético importante que afecta continuamente a los cultivos en muchos
paises, a medida que aumentan las temperaturas en todo el mundo. El estrés por calor en las
plantas provoca la sobreproduccion de metabolitos fendlicos, fenilpropanoides y flavonoides
(Masouleh and Sassine, 2020). En las hojas de tomate (Solanum lycopersicum L.), tanto la
supresién como la sobreexpresion del factor de estrés térmico B1 (HsfB1) mejoraron la termo
tolerancia de la planta por diferentes medios. La sobreexpresion de HsfB1 provocé la
acumulacion de productos de las rutas de fenilpropanoides y flavonoides, incluidos varios
isémeros del acido cafeoilquinico (Paupiéere et al., 2020). Sin embargo, las hojas de tomate con
HsfB1 suprimida mostraron una acumulacién de la poliamina putrescina y de los azulcares
sacarosa y glucosa. Por lo tanto, la tolerancia al calor no fue especifica de un grupo de
metabolitos. Asi, mediante metaboldmica y transcriptomica se detectaron afectaciones en las
rutas de la respiratoracion celular a nivel de sustrato, que revelaron la respuesta diferencial de

las hojas de Arabidopsis thaliana al estrés térmico provocado por el calentamiento prolongado o
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por los choques térmicos. El calentamiento prolongado mejor6 la via de la glucélisis pero inhibié
el ciclo de CAT, mientras que un choque térmico limité significativamente la conversion de
piruvato en acetil coenzima A (Wang et al., 2020), afectando por tanto negativamente al CAT,
pero no, en tal medida, a la glucdlisis. Ademas, en el trigo (Triticum aestivum L.) sometido a
estrés por alta temperatura, diez dias después de la antesis, las hojas banderas mostraron un
aumento general en pipecolato y L-tript6fano, mientras que antranilato y drummondol
disminuyeron. Las vias metabdlicas mas afectadas por las altas temperaturas fueron la
biosintesis de metabolitos secundarios y la via aminoacil-tRNA (Thomason et al., 2018).

De manera similar, las herramientas metabolémicas han permitido evaluar la dindmica de
los metabolitos de plantas tolerantes y sensibles al calor. Un estudio metabolémico reciente
mostré una respuesta en dos pasos de Pinus radiata al estrés por calor con el perfil de
metabolitos de las hojas cambiando significativamente después de 3 dias de la induccién del
estrés para activar una respuesta de la planta a largo plazo. Las citoquininas, el metabolismo de
los &cidos grasos y la biosintesis de flavonoides y terpenoides fueron las vias més importantes
involucradas en la respuesta al estrés por calor. Ademas, se identificaron L-fenilalanina, acido
hexadecanoico y dihidromiricetina como posibles biomarcadores para plantas tolerantes al calor.

A pesar de los cambios metabdlicos descritos, parece que el polen es mas resistente al
estrés por calor que los tejidos. En el polen de tomate, el estrés por calor no condujo a la
deteccion de metabolitos diferenciales (Paupiére et al., 2017).

El estrés por calor se ha estudiado en combinacion con el estrés salino en plantulas de fréjol
lablab (Dolichos lablab) que fueron pretratadas a 35°C con NaCl 100 mM y luego expuestas a
45°C durante 5 h y restauradas a 25°C. Dicho tratamiento generd niveles mas altos de prolina
ascorbato, glutation, azlcares y de los enzimas ascorbato peroxidasa y glutation reductasa,

(D’souza, M.R.; Devaraj, V.R., 2013).

1.9 ESTRES SALINO

La salinidad es uno de los principales factores que causan estrés abiotico en las plantas.
Las altas concentraciones de sales en el suelo provocan diversos dafios a la planta, evitando la

absorcion de agua (generando asi un estrés secundario por deficiencia de agua) y nutrientes
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(por ejemplo, potasio), lo que dificulta el decurso de vias anabdlicas como la fotosintesis y la
biosintesis de proteinas (Hauser and Horie, 2010). La metabolémica dirigida ha evaluado la
respuesta de las fitohormonas al estrés salino en raices y brotes de plantulas
de Arabidopsis (Simura et al., 2018), mientras que un enfoque no dirigido en maiz ( Zea mays L.)
revel6 que los cambios metabolémicos en las raices eran insignificantes (Richter et al., 2015). De
manera similar, la metabolémica permitié comprender la respuesta al estrés salino de las plantas
de tabaco transgénicas resistentes a la salinidad (Kissoudis et al., 2015). Estas plantas
transgénicas aumentaron los contenidos de prolina, glutatiéon y trehalosa, mientras que se
estimul6 la via de las pentosas fosfato, lo que puede estar asociado a la disminucién observada
de fructosa.

Los metabolomas en respuesta al estrés salino también se compararon entre especies. Asi,
el metaboloma de las plantulas de pepino y tomate de un mes bajo estrés fue diferente, ya que
el contenido de saponinas y prolina y la capacidad antioxidante total se redujeron mas
notablemente en el tomate que en el pepino. Sin embargo, los niveles de compuestos fendlicos
y flavonoides aumentaron en ambas plantas con un incremento mayor en el tomate en
comparacion con el pepino (Abdel-Farid et al., 2020).

También se realiz6 metaboldmica comparativa entre dos especies relacionadas,
como Thellungiella  halophila L. (extremophyla) vy Arabidopsis thaliana, bajo altas
concentraciones de sal. Ambas especies mostraron niveles aumentados de prolina y azucares,
pero con concentraciones mas altas en la haléfita, lo que sugiere su preparacion para la
tolerancia a la sal (Gong et al., 2005). También se hicieron comparaciones en especies hald6fitas
del mismo género. Asi, se observé una respuesta diferencial a la salinidad en raices de Salicornia
brachiata, S. maritima y S. portulacastrum. El nivel de prolina aumenté con la concentracién de
NaCl en S. portulacastrumy S. maritima, mientras que en S. maritimay S. brachiata se
acumularon glicina, betaina y polioles. Ademas, en S. brachiata, la cantidad de flavonoides y
otros compuestos fendlicos aumentaba en presencia de NaCl, mientras que tales metabolitos
resultaron negativamente regulados en S. portulacastrum , que acumulé carotenoides (Benjamin
et al., 2019).

También se contrastaron genotipos pertenecientes a la misma especie en cuanto a

resistencia al calor. Recientemente, Borrelli et al., (2018a) investigaron los cambios
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metabolémicos en cinco genotipos de Triticum durum Desf. expuestos a diferentes
concentraciones de NaCl. Todos los genotipos mostraron en brotes una acumulacién de prolina
y el agotamiento de &cidos orgénicos, incluidos los intermediarios del ciclo de CAT, a la
concentracién de sal mas alta (200 mM), una situacién que se asemeja al agotamiento de
oxigeno causado por inundacion. Ademas, hubo una serie de metabolitos que se acumularon
dependiendo del genotipo, especialmente GABA, treonina, leucina, acido glutamico, glicina,
manosa y fructosa. Todo ello sugiere una asociaciéon de los metabolitos acumulados con la
diferente tolerancia de los genotipos a la salinidad.

Igualmente, la metabolomica ha contribuido a la caracterizacion de variedades tolerantes a
la sal (TSa). Sin embargo, los biomarcadores TSa varian para diferentes cultivares, ya que cada
cultivar puede hacer frente de manera diferente en condiciones de estrés. (Sanchez et al., 2007)
sometieron a salinidad partes aéreas de plantulas de Lotus japonicus L. y observaron una
disminucién de los contenidos de asparagina y glutamina, que son productos primarios de la
asimilacion del nitrégeno, y un aumento de los niveles de acidos glucurénico y gulénico, asi como
de ononitol, treonina y serina. Los niveles de estos ultimos tres analitos, junto con otros, también
aumentaron en un experimento posterior (Sanchez et al., 2011), en especies de Lotus sensibles
(SSa) y tolerantes a alta salinidad bajo estrés salino. Sin embargo, los niveles de acidos
organicos, incluido el acido trednico y los acidos malico, succinico y citrico (los tres del del ciclo
de CAT) disminuyeron con baja salinidad en todos los genotipos. A pesar de las generalidades,
los genotipos SSa tenian pocas alteraciones especificas (por ejemplo, el &cido gulénico aumento
y el acido aspértico disminuyd) y los genotipos tolerantes aumentaron en contenido de
asparagina. En un experimento similar en cebada (Patterson, et al., 2009), el cultivar mas
tolerante mostré concentraciones incrementadas de hexosa fosfato e intermediarios del CAT. En
otro estudio en cebada, las raices del genotipo TSa mostraron un aumento de prolina y
carbohidratos (Wu et al., 2013). En las hojas de arroz, el estrés por salinidad aumenté los niveles
de serotonina y &cido gentisico de las variedades TSa (Gupta and De, 2017).

También se ha utilizado la metabolémica para caracterizar especificamente la respuesta de
la planta al estrés provocado por la presencia de diferentes niveles de sal, mostrando que se
produce una acumulacion diferencial de metabolitos segun los niveles de sal. En un estudio en

maiz, los mecanismos de resistencia a la sal en las hojas fueron los mas efectivos a niveles bajos
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de estrés por sal en un genotipo SSa en comparacién con el TSa (Richter et al., 2015). En
muestras de flores de Lonicerae Japonicae Flos en condiciones de baja sal (NaCl 100 mM) (Cai
et al., 2020), los niveles de &acidos quinico, 1,3-O-dicafeoilquinico, 1,4-O-dicafeoilquinico,
clorogénico y neoclorogénico aumentaron . De manera similar, los niveles de flavonoides como
luteolésido, quercetina, luteolin-5-O-B-D-glucopiranésido, lonicerina y flavoyadorinina-B
aumentaron en condiciones de poca sal. Ademas de los cambios observados en condiciones de
baja salinidad, la acumulacién de acido cafeico, acido 1,3-O-dicafoilquinico clorogénico, acido
1,4-O-dicafoilquinico y  flavonoides luteolina-5-O-BD-glucopiranésido, lonicerina vy
flavoyadorinina-B, en condiciones de sal media (200 Mm NacCl). Las condiciones de altas
concentraciones de sal (NaCl 300 mM) causaron una reduccion en niveles de los &cidos quinico,
cafeico, ferdlico, isoclorogénico A, isoclorogénico C, y luteolin-5-O-B-D-glucopirandsido,
lonicerina, flavoyadorinina-B, isoquercitrina y astragalina. Ademas, en un estudio reciente en
bananos (Musa acuminata L. Barangan), los brotes cultivados in vitro se sometieron a NaCl 100
mM y los alcoholes desaparecieron (Zubair, et al., 2019). Con NaCl 150 mM, desaparecieron
adicionalmente los fenoles. Es posible que tales ausencias fueran ocasionadas por procesos de
esterificacion producidos en tales condiciones, ya que cuando se aplicaron concentraciones de
0.50, 100, 150 y 200 mM NacCl, los metabolitos que mas aumentaron fueron los ésteres.

Con técnicas metabolémicas también se han evaluado los efectos de la duracion de la
exposicion a la sal en las plantas. En general, la reprogramacion de metabolitos después de una
exposicién inicial al estrés salino ha sido la diferencia clave entre variedades de plantas TSa y
SSa. Un estudio reciente (Wang et al., 2019) mostré un total de 13 metabolitos relacionados con
el estrés (piperidina, L-tripté6fano, acido L-glutamico, L-sacaropina, L-fenilalanina, 6-
metilcumarina, acido cinamico, 5-monofosfato de inosina, acido aminomalénico, acido 6-
aminocaproico, putrescina, tiramina y acido abscisico), que fueron los principales metabolitos
acumulados diferencialmente en hojas de cebada sin cdscara independientemente del nivel de
tolerancia a la sal. Sin embargo, la alta tolerancia del cultivar TS se debi6 a una reprogramacién
metabdlica en momentos clave de estrés (48 a 72 h de exposicién al estrés), y se propusieron
nueve biomarcadores de tolerancia a la sal (Muchate et al., 2019): incluidos piridoxina O-
glucdsido, L-alanina, hesperetina O-malonilhexdsido, quinurénico &cido O-hexside, 2'-

desoxiadenosina-5-monofosfato, 4-hidroxi-7-metoxicumarina-beta-ramnosido y nicotinato
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ribonucledsido. En una investigacion similar, el contenido de sacarosa disminuy6, mientras que
el contenido de acidos organicos como el acido L-malico y el acido 2-oxoglutarico aumenté las
raices de plantulas de remolacha azucarera después de un dia de estrés salino (L. Liu et al.,
2020). Sin embargo, los niveles de betaina, melatonina y acido (S) -2-aminobutirico aumentaron
significativamente después de siete dias de estrés salino. Los resultados sugieren una
reprogramacién de metabolitos de mecanismos a corto y a largo plazo para la tolerancia al estrés
salino, de manera parecida a lo que se sucede en plantas como Pinus radiata bajo estrés por
calor (Escandon et al., 2017, 2018). En un estudio a lo largo de siete dias del perfil metabolémico
de las células de arroz cultivadas en una solucién de NaCl 10 mM, los cambios mas prominentes
en el contenido de metabolitos fueron un rapido aumento de la glucosa y una disminucion tardia
del acido 2-aminobutirico (Liu et al., 2013). Los aminoéacidos que tuvieron mayor crecimiento
fueron la ornitina al inicio y la prolina al final del periodo estudiado. Con concentracién 100 mM,
los resultados no fueron los mismos, registrandose aumentos en prolina, cisteina, treonina,
metionina, isoleucina, manosa, gentibiosa y fructosa 6-P. En raices de cultivares de arroz
tolerantes hubo un aumento de niveles de aminoacidos y una disminucion de los de &cidos
orgénicos (incluidos intermediarios del ciclo de CAT (Gupta and De, 2017). En Spinacia oleracea
L. in vitro, a medida que aumentaba el estrés salino, también aumentaba el contenido de iones
de sodio, pero no disminuia significativamente el de iones de potasio y calcio. Sin embargo, en
los cultivos con mayor concentracion de sal, los iones sodio y potasio en los tejidos aumentaron
(Muchate et al., 2019). Otros cambios observados en estos cultivos in vitro fueron un aumento
del ajuste osmético, debido a niveles elevados de azucares solubles, y actividad enzimética
antioxidante. EI metabolito que mas se acumulé significativamente fue la 20-hidroxiecdisona,
cuando la concentracion de sal fue alta.

También se han utilizado técnicas metabolémicas para evaluar el efecto de los tratamientos
para aumentar la tolerancia a la sal en las plantas. El perfil metabdlico de las hojas de tomate
permitié identificar la reprogramacion de una amplia gama de metabolitos en respuesta al
tratamiento con omeprazol (Rouphael et al., 2018). EI omeprazol aumentd la tolerancia de la
planta al estrés salino y provoco en las hojas cambios hormonales como un aumento del acido
abscisico, disminucion de los niveles de auxinas y citoquininas y una reduccion de los de acido

giberélico. Ademas, los conjugados de poliaminas, alcaloides y lactonas sesquiterpénicas se
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acumularon en respuesta al omeprazol. Los resultados sugirieron que el omeprazol actué como

una hormona que provocé una mejor tolerancia al estrés por salinidad.

1.10 ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo es un factor latente critico que puede ser causado secundariamente por
estreses abidticos y bioticos y también es un importante agente condicionante del desarrollo de
las plantas en el campo (Mittler, 2006). El estrés oxidativo en las plantas se produce por cambios
metabdlicos debidos a la sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), que
provocan el deterioro oxidativo de estructuras celulares como lipidos, proteinas y ADN (Mgller,
Jensen and Hansson, 2007). La mayoria de los metabolitos inducidos por estrés abiotico
muestran actividad antioxidante in vitro (Nakabayashi and Saito, 2015) y se estan estudiando sus
funciones in vivo. El glutation es un antioxidante importante y protege las células contra las ROS
(Noctor et al., 2011). Como consecuencia, el glutation es un mediador importante en varios tipos
de estrés de las plantas (Gullner, Kémives and Rennenberg, 2001; Gomez et al.,, 2004;
Liedschulte et al., 2010). Los genotipos de Arabidopsis thaliana que carecen de glutation y los
que lo sobreexpresan, expuestos a estrés oxidativo directo (inducido por violeta de metilo)
mostraron el mismo crecimiento que las plantas de control (Fukushima et al., 2017). Los
mutantes que carecen de glutatibn sobreexpresan, por ejemplo, flavonoides, y los analisis
transcriptdbmicos demostraron una reconfiguracion independiente de glutation de las redes
metabolicas de dichos mutantes.

Entre los estreses abidticos que generan un estrés oxidativo secundario se encuentra la
radiacion UV. Esto genera ROS vy las respuestas bioquimicas de la planta incluyen proteccion
tanto contra la radiacion como contra la oxidacion, como ocurre en Pinus radiata (Pascual et al.,
2017). En los estudios de estrés oxidativo, las herramientas metabolomicas han permitido
evaluar las plantas tolerantes al estrés mineral. Los minerales como el cadmio pueden producir
estrés oxidativo en las plantas y provocar la acumulacion de especies reactivas de oxigeno que
inducen dafios en macromoléculas como el ADN (El Rasafi et al., 2020). Especies como Brassica
napus L. son tolerantes a altas concentraciones de cadmio y pueden usarse para la

biorremediacion del suelo. Recientemente, estudios metaboldmicos demostraron que las plantas
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tolerantes al cadmio suelen acumular en las hojas concentraciones mas altas de acidos grasos
insaturados y metabolitos de sefializacion derivados del inositol, en comparacién con las
variedades sensibles (Mwamba et al., 2020). Un andlisis de fitotoxicidad mediante metabolomica
también ha permitido identificar plantas que pueden causar dafios a la salud humana. Asi, la
exposicién de las plantas de trigo a los tipicamente usados ésteres organofosforados clorados
provoco la translocacién de dichos compuestos a diferentes partes de la planta y un aumento en
la respiracién y produccién de metabolitos antioxidantes (Q. Liu et al., 2020). Igualmente, las
hojas de pepino expuestas a iones de plata y nanoparticulas mostraron estrés oxidativo y

respondieron con produccion de antioxidantes y mayor consumo de oxigeno (Zhang et al., 2018).

PERSPECTIVAS FUTURAS DE LA METABOLOMICA

La integracién de bibliotecas de diferentes dmicas para construir fondos sistematicos ha
conducido, por ejemplo, al desarrollo de mapas de loci de rasgos cuantitativos metabolémicos
(Abdelrahman, Burritt and Tran, 2018). La ingenieria bioldgica asistida por metabolémica para
obtener tolerancias a estreses en las plantas es un campo prometedor (revisado por Sharma et
al., 2021). Los estudios de la metabolémica vegetal en estas dos décadas se han desarrollado
considerablemente gracias a tecnologias como la espectrometria de masas, que se ha
convertido en una poderosa herramienta que contribuye a la explicacion de procesos biolégicos
esenciales relacionados con el mundo vegetal. Las perspectivas futuras de la metabolémica
estan orientadas a la construccion de megabibliotecas de metabolitos para determinar e
interpretar la configuracién de compuestos, estableciendo y ajustando las singularidades
espectrales de los metabolitos evaluados con espectros curados de patrones de
observacion. Otra actividad investigativa, en la misma linea de actuacién, es la de proporcionar
bases de datos que permitan realizar comparaciones funcionales e integraciéon de metabolitos
de especies vegetales superiores para mejorar la productividad y adaptabilidad de los cultivos al
medio. Por dltimo, pero no menos importante, los investigadores que utilizan esta tecnologia
Omica deben fortalecer los grupos de investigacion dedicados al estudio de los metabolitos
vegetales siendo mas cuidadosos y estrictos en el proceso completo de andlisis e identificacion

de los metabolitos de plantas.
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CAPITULO Il INTRODUCCION Y OBJETIVOS:

Los capitulos 1I-V corresponden a la publicacion en la revista horticulturae titulada:
Caracterizacion del perfil metabolémico en bananos Musa AAA cv. "Williams™ que presentan

variacién somaclonal, que fue aceptada el 22 de febrero del presente afio.

2.1 INTRODUCCION

El banano (Musa spp.) es un cultivo esencial, se ubica dentro de los productos agricolas
necesarios mas apreciados del mundo (Ploetz, R. C., & Evans, E. A. 2015). La produccion
mundial de banano fue de 119.191,0 millones de toneladas en 2018, y Ecuador fue el primer
exportador con una produccién de 6.505.000 toneladas (FAO, 2019). Cavendish es el subgrupo
de banano més cultivado en el mundo, representando mas del 40% de la produccién global y
mas del 15% de las exportaciones (Dale et al., 2017).

La propagacion in vitro es una herramienta eficaz para la produccion (Hamill, 2016;
Govindaraju and Indra Arulselvi, 2018), conservacién y uso de las plantas (Valledor et al., 2007).
La micropropagacion organogénica del banano consiste en una fase de proliferacion celular (FP)
para multiplicar microcormos seguida de una fase de enraizamiento in vitro (FE) y dos fases de
aclimatacién en invernadero (FAI y FAIl). Sin embargo, las condiciones de crecimiento y el
manejo del material durante las fases in vitro pueden causar reordenamientos cromosémicos,
pérdida o duplicacién de fragmentos de ADN, pequefias mutaciones y metilacién del ADN
(Sahijram, Soneji and Bollamma, 2003), que pueden producir los cambios fenotipicos conocidos
como variacion somaclonal (VS) (Abdellatif et al., 2012). En un sentido amplio, la VS engloba la
variabilidad heredable, tanto fenotipica como genotipica (Israeli, Reuveni and Lahav, 1991; Jain,
S.M., 2001), que afecta hasta el 88% de las plantas de platano producidas in vitro (Sahijram,
Soneji and Bollamma, 2003; Bairu, Fennell and van Staden, 2006). Entre todas las VS, el
enanismo es la mas comun en Musa spp., afectando hasta el 80% de las plantas de banano
micropropagadas (Cote, et al., 1993).

Eltipo y la frecuencia de las VS dependen del genotipo del material de partida utilizado para

la micropropagacion. El género Musa muestra una gran pluralidad con varios niveles de ploidia
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y composicién genética. Asi, se han descrito genotipos de Musa diploides (AA, BB, AB), triploides
(AAA, AAB, BBB) y tetraploides (AAAA, AAAB) (De Langhe et al., 2009; Hfibova et al., 2011,
Hapsari, Hapsari, L, Azrianingsih and Arumingtyas, 2018). El subgrupo comercial de bananos
Cavendish posee un genoma triploide AAA que ha demostrado ser mas inestable durante la
propagacion in vitro que los subgrupos AAB y ABB (Cébte, et al., 1993; Cote, et al., 1998). Por
lo tanto, los bananos Cavendish han mostrado una alta susceptibilidad a varias VS, incluyendo
el enanismo, que representa hasta el 90% de las VS en este subgrupo (Israeli, Reuveni and
Lahav, 1991). A pesar de la importancia de la VS para la industria del platano, las causas
subyacentes del enanismo no se conocen del todo.

Fenotipicamente, las plantas de platano enanas muestran escasa altura, pequefia distancia
entre peciolos, corta longitud del peciolo y bajo indice foliar. Ademas, los racimos y los dedos de
las plantas enanas son mas pequefos que los de los individuos normales (Israeli, Reuveni and
Lahav, 1991). La identificacién de la VS antes de que la planta llegue al campo puede evitar
pérdidas economicas. Sin embargo, el reconocimiento de las caracteristicas fenotipicas y el
diagndstico del enanismo solo pueden ser realizados por personal capacitado al final de la fase
de aclimatizacién en el invernadero o ya en el campo (Israeli, Reuveni and Lahav, 1991). Se han
propuesto técnicas moleculares como el ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD) (Sheidai et
al., 2008; Abdellatif et al., 2012; Khatab and Youssef, 2018) los polimorfismos de longitud de
fragmentos amplificados (AFLP) (Noceda et al., 2012) y las repeticiones inter-secuencia simple
(ISSRs) (Ray et al., 2006; Aremu et al., 2014; Dhanapal, Sathish and Satheesh, 2014; Choudhary
et al., 2015; Nandhakumar et al., 2018) para monitorizar la VS en Musa. Sin embargo, no se ha
descrito la relacion entre los marcadores moleculares propuestos y los sintomas de VS.

En general, los metabolitos se han asociado mas estrechamente con los fenotipos que los
genes, y la metabolémica se ha propuesto como el vinculo entre los genotipos y los fenotipos
(Harrison et al., 2020). Las técnicas metaboldmicas se han utilizado para evaluar las respuestas
de las plantas a los estreses bidticos y abidticos, asi como a otros tratamientos (Cevallos-
Cevallos et al., 2009, 2011; Mohandas and Ravishankar, 2016; Nam et al., 2017; Mais et al.,
2018), al tiempo que se obtiene informacion sobre el estado fisiolégico y bioquimico de las
plantas en determinadas condiciones (Hong et al., 2016; Abdelrahman, Burritt and Tran, 2018;

Mais et al., 2018). La cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas (CG-EM)
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es la tecnologia analitica mas utilizada para la elaboracion de perfiles de metabolitos
(Abdelrahman, Burritt and Tran, 2018) y ha permitido el diagnéstico de la VS de tipo enanismo
en plantas de banano en la fase de invernadero (Cevallos-Cevallos et al., 2018). Sin embargo,
no se han reportado en la literatura de cambios de metabolitos que ocurren durante las primeras
etapas del cultivo in vitro de plantas de banano, incluyendo FP y FE, asi como la FAIl de

invernadero.

2.2 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el perfil metabolomico de plantas de banano Musa AAA cv. "Williams™ que

presentan variacion somaclonal durante la FP, FE y FAII.

2.3 OBJETIVO ESPECIFICO 1

Identificar metabolitos en fases in vitro e invernadero de plantas de banano Musa AAA cv.

‘Williams' que presentan variacion somaclonal.

2.4 OBJETIVO ESPECIFICO 2

Proponer indicadores metabdlicos de fase in vitro de plantas de banano Musa AAA cv.

'‘Williams' que muestran variacién somaclonal.

2.5 OBJETIVO ESPECIFICO 3

Relacionar biomarcadores metabdlicos de fases in vitro con fase de invernadero de plantas

de banano Musa AAA cv. 'Williams' que muestran variacion somaclonal.
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CAPITULO Ill MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

Los meristemos utilizados de Musa (AAA) subgrupo Cavendish cv. Williams se obtuvieron
de dos plantaciones (plantacion 1y plantacién 2) de 5 afios de edad que mostraban cada una de
ellas homogeneidad genética y que estaban ubicadas en los alrededores de la ciudad de
Guayaquil. Se seleccionaron dos plantas madres normales (M1 y M2) de la plantacién 1 que se
utilizaron como material inicial para la evaluacién de las fases de proliferacién y enraizamiento,
mientras que para el andlisis de la fase de aclimatizacion se utilizaron plantas normales de la
plantacion 2. Ninguna de las plantas normales utilizadas como plantas madre mostraba signos
de deformaciones ni de enfermedades. Para ambas plantaciones, los apices caulinares de cada
planta fueron sometidos a un proceso de multiplicacién clonal in vitro que incluyé 6 subcultivos
de proliferacién, seguidos de una fase de enraizamiento y dos de aclimatizacion, todas ellas
llevadas a cabo en las instalaciones de la Sociedad Ecuatoriana de Biotecnologia (SEBIOCA) y
del CIBE, ambas instituciones de la Escuela Superior Politécnica del Litoral (ESPOL).

Para la plantacién 1, plantas seleccionadas al final de la FAIl fueron transferidas al campo
para permitir su crecimiento hasta que pudieron ser identificadas facilmente como plantas enanas
(PE) o plantas normales (PN). A continuacion, se seleccionaron para su posterior propagacion
un hijuelo normal y uno enano procedentes de la planta madre M1 (y de la misma vitroplantula
del sexto subcultivo), asi como un hijuelo enano procedente de la planta madre M2. Los hijuelos
seleccionados mostraron el mismo fenotipo (PN o PE) que la correspondiente vitroplanta de
campo a la que estaban unidas. Los apices caulinares de los hijuelos seleccionados se
sometieron al proceso de micropropagacion descrito en la seccion 3.2. con sélo 3 subcultivos de
proliferacion en la FP antes de la FE y las dos fases de aclimatacion. Muestras aleatorias de FP
y FE se sometieron al protocolo de perfilado de metabolitos descrito en la seccion 3.4, mientras
que las muestras de FAIl se utilizaron para la evaluacién del fenotipo como se describe en la
seccion 3.3.

Para la plantacion 2, las plantas del final de la FAIl se clasificaron como PN o PE segun se
describe en la seccion 3.3. y se sometieron muestras aleatorias al protocolo de perfilado de

metabolitos descrito en la seccion 3.4. La Figura 2 muestra el proceso seguido para la obtencion
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de los materiales vegetales. Las figuras en anexos presentan imagenes de las muestras en cada

etapa de micropropagacion.

3.2 CULTIVO DE LAS VITROPLANTAS DE BANANO

Todos los apices caulinares y de hijuelos recolectados fueron lavados con agua y reducidos
a un tamafio de 3 cm de alto x 3 cm de didmetro. Los apices asi reducidos se sumergieron en
una solucion de cloro al 2% durante 20 min y se enjuagaron por inmersion en agua estéril durante
2 min. Este enjuague se repitio 4 veces utilizando agua estéril fresca cada vez. Los meristemos
se obtuvieron al reducir los apices a 1,5 cm de altura x 1,5 cm de diametro de la base. Las piezas
meristematicas asi obtenidas se colocaron en un medio compuesto por sales y vitaminas MS
(Murashige and Skoog, 1962), 1,25 mg/L de kinetina, 4,0 mg/L de bencilaminopurina, 3,0 g/L de
sacarosa y 2,0 g/L de Phyitagel, y se colocaron a 22-25°C durante un mes con fotoperiodos de
12 h/12 h generados mediante tubos de fluorescencia de luz blanca que producian una radiacion
de luz fotosintética de 50 pmol m-2s1 (Vuylsteke, 1989).

A continuacién, los explantes meristeméticos se sometieron a una FP. Para ello, los domos
meristematicos se dividieron en dos mitades y cada mitad se coloc6 en el mismo medio de cultivo
a base de MS descrito para el establecimiento. Seguidamente, los propagulos se dividieron y se
subcultivaron en medios frescos cada 30 dias. Se procesaron un total de seis subcultivos de los
meristemos de ambas plantaciones. Dado que los cormos de la plantacién 1 se sometieron a un
segundo ciclo de micropropagacion, para éste sélo se realizaron tres subcultivos de proliferacion,
hasta obtener suficiente material vegetal para el analisis.

Los microtallos obtenidos del sexto subcultivo entraron en la FE Para ello, los microtallos se
enraizaron en frascos con medio semisolido MS (Murashige and Skoog, 1962) suplementado
con 1,25 mg/L de kinetina, 0,52 mg/L de &acido 3-indolacético, 30 g/L de sacarosa y 2 g/L de
Phytagel. Tras un periodo de 30 dias a 22-25°C con fotoperiodos de 12 h/12 h, las vitroplantas

se sacaron de los frascos y se colocaron bajo el agua del grifo para lavar los residuos de agar.
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Meristemas apicales de dos plantas madre
(M1y M2) de la plantacion1

Figura No 2: Esquema de micropropagacion de las plantas de banano analizadas
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A continuacion, las plantas enraizadas limpias se sometieron a FAI y FAIl. Para ello, las
plantas se colocaron en bandejas de plastico con turba de musgo estéril BERGER (BM2) y se
cultivaron en invernadero a 24-35°C, con 75-95% de humedad y 12 h/12 h de fotoperiodo de luz
natural (FAI). Después de 4 semanas, las plantas se transfirieron a nuevos recipientes con una
mezcla de arena, cascara de arroz y arcilla (1:2:2), y se cultivaron en el invernadero en las
mismas condiciones que en la FAI (FAIl) durante 24 semanas hasta que se alcanzé un tamafio

minimo de unos 50 cm de altura (véanse las figuras en anexos).

3.3 ANALISIS DEL FENOTIPO

El fenotipo de todas las plantas regenerantes se analizo al final de FAIl. Como todas las
plantas en FAIl tenian la misma edad, se clasificaron como PE o PN inspeccionando su altura,
distancia entre peciolos, longitud del peciolo e indice foliar. En general, todas las plantas que al
final de la FAIl eran al menos 10 cm mas cortas y poseian hojas mas redondeadas que el

promedio de PN se clasificaron como PE.

3.4 PERFIL DE METABOLITOS

Se tomaron muestras aleatorias de FP, FE y FAIl para el analisis metabolémico. Cada
muestra de FP y FE consisti6 en un pool de dos microbrotes o vitroplantas sin raiz de la
plantacion 1, respectivamente. Cada pool contenia 0,7 g de las muestras individuales. Se
analizaron un total de 30 pools en FP y FE de la siguiente manera 10 pools de plantas normales
(PN1-PN10) y 10 pools de plantas enanas (PE1-PE10) procedentes de M1, asi como 10 pools
adicionales de vitroplantas enanas (PE11-PE20) procedentes de M2. Las muestras de FAll
consistieron en meristemos apicales individuales de 10 plantas normales (PN1-PN10) y 10
plantas enanas (PE1-PE10) procedentes de la plantacion 2.

La extraccion, deteccion e identificacion de metabolitos se llevé a cabo segin lo sugerido
por (Juan M. Cevallos-Cevallos et al., 2018). Brevemente, las muestras se congelaron a -80°C
antes de molerlas hasta obtener un polvo fino bajo nitrégeno liquido. Se colocaron unos 0,3 g del

polvo en un tubo de Eppendorfy se afiadié 1 mL de solucidon de metanol/cloroformo/agua a cada
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muestra en una proporcion 8:1:1 y se mezclé. A continuacion, las muestras se incubaron a 7°C
durante 48 horas y se centrifugaron a 15.000 rpm durante 2 minutos. Aproximadamente 650 uL
del sobrenadante se colocaron en un bafio de agua a 80°C hasta que se secaron, como se sugirio
en estudios anteriores (Mariduefia-Zavala et al., 2017), y los metabolitos se volvieron a
suspender en 150 L de N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA) y se incubaron durante
90 min a 80°C. A continuacion, la suspension se transfirié a insertos de 500 uL colocados en
viales cromatograficos de 2 mL y se analizé en un CG-EM (sistema GC 7890A y MSD XL inerte
5975C, Agilent Technologies), con una columna capilar DB-5MS (30 m x 0,25 mm) de
fenilmetilpolisiloxano (espesor de pelicula de 0,25 ym) como fase estacionaria. La temperatura
del inyector fue de 250°C, la temperatura inicial de la estufa se mantuvo a 80°C durante 1 min,
el gradiente de temperatura fue de 7°C/min y la temperatura final fue de 300°C que se mantuvo
durante 5 min. Se utilizé helio ultrapuro como gas portador a 1 mL/min. La interfaz CG-EM se
ajustd a 280°C y el barrido se registr6 a una frecuencia de 4 Hz. Los datos se obtuvieron
utilizando el software ChemStation E.02.02 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.) y
los metabolitos acumulados diferencialmente se identificaron comparando sus espectros de
masa utilizando tanto la base de datos de espectros de masas de la Biblioteca del Instituto
Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST) (NIST 11) como el Registro Wiley de bases de datos
de espectros de masas (92 edicidn, Wiley 9) (McLafferty 2009). La identidad de los metabolitos
se confirmé comparando la tasa de retencioén lineal de cada compuesto con la del estandar puro
utilizando nuestra base de datos interna. Todos los metabolitos se cuantificaron estimando su

area de pico individual (Cevallos-Cevallos et al., 2018; Mariduefia-Zavala et al., 2017).

3.5 ANALISIS DE DATOS

Este estudio siguié un disefio observacional-descriptivo para evaluar el proceso de
metabolitos de PE y PN. Los niveles de metabolitos se normalizaron con respecto al area total
antes de la alineacion utilizando el software MZmine2 (Pluskal et al., 2010) y los perfiles de
metabolitos entre PN y PE se compararon utilizando métodos estadisticos multivariantes y

univariantes. Para FP y FE, se utilizaron 10 regenerantes de PE de M1y 10 de M2, asi como 10
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regenerantes de PN de M1. En cuanto a FAIl, se utilizaron 9 regenerantes tanto de PE como de
PN. En todos los casos se realizaron comparaciones multivariantes y univariantes.

Para las comparaciones multivariantes, se llevd a cabo un andlisis de componentes
principales (ACP) utilizando XLSTAT 2019 (Addinsoft, Boston, MA, EE.UU.) sobre las muestras
de PN y PE procedentes de M1 en FP y FE, mientras que las muestras de PE procedentes de
M2 se incluyeron como conjunto de evaluacién tras los calculos de ACP en ambas fases. Todas

las muestras PN y PE de FAIl se utilizaron para el ACP.

47



CAPITULO IV RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RESULTADOS

4.1.1 HERENCIA DEL FENOTIPO

Todos los regenerantes del tercer subcultivo derivados de la plantacién 1 mostraron el
mismo fenotipo de la vitroplanta en campo procedente de FAIl. Para M1, se obtuvieron 13 plantas
enanas y una indefinida a partir de la vitroplanta madre de campo enana, mientras que 12 plantas
normales y 2 indefinidas se obtuvieron a partir de la vitroplanta madre de campo normal. En el

caso de M2, todos los regenerantes eran PE, al igual que la vitroplanta madre de campo.

4.1.2 PERFILES GENERALES DE METABOLITOS

En el analisis mediante CG-MS se detectaron un total de 55, 27 y 40 metabolitos en FP,
FE y FAIl, respectivamente. EI ACP realizado con las muestras de FP no mostr6 una agrupacion
obvia de PN y PE de M1, pero se evidencid una clara separacion de PE de M2 de acuerdo al
CP2. Ademas, las PE de M1 resultaron estar mas dispersas a lo largo de ambos ejes que las PN
(Figura 3A). ElI CP1 contribuyé con el 20,94% de la varianza global, mientras que el CP2
contribuy6 con el 16,18%. Los metabolitos con mayores valores absolutos de carga en CP1
fueron Metil-a-D-Galactopirandsido, Acido 2-keto- D-Glucénico, Acido 2-Pentenidioico, Acido
Altrénico, D-Ribofuranosa, D-Glucosa 2-amino-2-desoxi y Acido 2,3,4,5-Tetrahidroxipentanoico,
D-Ribofuranosa y D-Glucosa, mientras que el CP2 mostrd altos valores absolutos de Metil-a-D-
Glucopiranosa, R-D-Galactofuranosa, Acido D-Glucurénico y Acido Sebacico, L-(-) Sorbosa, L-
Glutamina, B-L-Arabinopiranosa, Acido Linolénico, Acido Glucoénico, Acido Propanoico, L-

Metionina y Fenilalanina (Figura 3B).
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El ACP obtenido utilizando muestras M1 de FE mostré6 una clara agrupacién de PN
separadas de PE en relacion al CP2. También se observo una separacion mas notoria de las PE
de M2 a lo largo de ambos CP (Figura 4A). EI CP1 contribuy6 con un 21,70% de la varianza
global mientras que el CP2 contribuy6 con un 17,17%. Los metabolitos con las cargas mas bajas
del CP2 (mas abundantes en las PE que en las PN) fueron el Acido 2-Hidroxi 1,2,3-
Propanotricarboxilico, Acido 2-Keto-d-Glucénico, Psicofuranosa y Acido Propanoico, mientras
que la D-Galactosa 2-Deoxi, D-Fructosa, D-(-)-Fructofuranosa y la B-L-Arabinopiranosa
mostraron las cargas mas altas en relacion al CP2 (mas abundantes en las PN que en las PE)
(Figura 4B).

El ACP realizado con las muestras de FAIl mostré una clara agrupacion de PN y PE tanto
para el CP1 como para el CP2 (Figura 5A). EI CP1 contribuy6 con el 19,66% de la variabilidad,
mientras que el CP2 contribuyé con 15,16%. El diagrama de carga mostré que los metabolitos
del cuadrante superior derecho, como la B-D-Galactofuranosa y el Acido D-(+)-Galacturénico,
eran mas abundantes en las PE en comparacion con las PN, mientras que los metabolitos del
cuadrante inferior derecho incluyen L-Galactopiranosa 6 Deoxi, Metil-a-D-Glucopiranosa,
Uridina, a-D-Galactopiranosa, Acido Aspartico, 2-Amino-2-Deoxi-D-Galactosa, L-Glutamina y N-
Acetilglucosamina, que por tanto resultaron mas abundantes en las PN que en las PE (Figura

5B).

4.1.3 METABOLITOS INDIVIDUALES

La prueba U de Mann-Whitney realizada para comparar PE y PN de M1 en FP revel6 que
los niveles de los acidos carboxilicos como Sebacico y 2,3,4,5-Tetrahidroxipentanoico-1,4-
Lactona, asi como los de D-Ribofuranosa, fueron significativamente mayores en las PE en
comparacion con las PN, mientras que los niveles de los monosacaridos D-Glucosa, L-(-)-
Sorbosa, B-L-Arabinopiranosa y a-D-Galactopiranosa fueron significativamente reducidos en las
PE (Tabla 1). Del mismo modo, el amino&cido Fenilalanina sélo se detectd en las PN. Cuando
se realizé la prueba U de Mann Whitney para comparar los PE de M2 con los PN de M1, dos
monosacaridos (B-L-Arabinopiranosa y a-D-Galactopiranosa) también fueron menos abundantes

en las PE que en las PN (Tabla 3).
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Figura 3: Graficos de puntuacién de ACP (A) y carga (B) del perfil de metabolitos de Musa AAA cv. Williams en la fase de enraizamiento (final
del 3er subcultivo) provenientes del meristemo M1 (N1-N10: plantas normales=¢ ,D1-D10: plantas enanas=4 ) para lo cual se realizé el ACP.

Ademas, las plantas enanas de M2=m DP (11-20) también se visualizan como un conjunto de evaluacién. Los niumeros de metabolitos en la
grafica de carga corresponden a la Tabla 3.
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Figura 4: Graficos de puntuacién de ACP (A) y carga (B) del perfil de metabolitos de Musa AAA cv. Williams en |la fase de enraizamiento (final
del 3er subcultivo) provenientes del meristemo M1 (N1-N10: plantas normales= ¢ ,D1-D10: plantas enanas=4¢ ) para lo cual se realizé el ACP.
Ademas, las plantas enanas de M2= m DP (11-19) también se visualizan como un conjunto de evaluaciéon. Los numeros de metabolitos en la
grafica de carga corresponden a la Tabla 3.
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Tabla No 3: Metabolitos acumulados diferencialmente en plantas enanas (PE) en comparacion con plantas normales (PN) (p <0.05).

No METABOLITO CLASE Log. CC M1PE-M1PN Log. CC M2PE-M1PN

FASE PROLIFERACION

1 Acido Sebacico Acido dicarboxilico 3.520 SDS
2 Acido 2,3,4,5-Tetrahidroxipentanoico-1,4-lactona Acido carboxilico 2.304 SDS
3 D-Ribofuranosa Monosacérido 2.226 SDS
4 D-Glucosa Monosacarido -0.995 SDS
5 L-(-)-Sorbosa Monosacarido -0.908 SDS
6 B-L-Arabinopiranosa Monosacarido -0.918 -6.252
7 a-D-Galactopiranosa Monosacérido -1.479 -1.013
8 Fenillalanina Amino &cido NDPE SDS

FASE ENRAIZAMIENTO

9 Acido propanoico Acido carboxilico 3.666 SDS

10 2-Keto-D-gluconic acid Acido carboxilico 2.694 1.898
11 Acido 1,2,3-Propanotricarboxilico, 2-hidroxi (Citric acid) Acido tricarboxilico 0.954 0.944
12 D-Psicofuranosa Monosacérido 0.907 NDPE
13 2-deoxi, D-Galactosa Monosacérido -1.084 -0.620
14 D-Fructosa Monosacarido -1.076 -1.510
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15 D-(-)-Fructofuranosa Monosacarido -1.246 SDS
6 B-L-Arabinopyranose Monosacarido -1.264 NDPE

FASE ACLIMATACION II

16 B-D-Galactofuranosa Monosacarido NDPN n.a.
17 Acido gulonico Acido carboxilico NDPN n.a
18 Acido D-(+)-Galacturonico Monosacarido 2.852 n.a
19 N-Acetil glucosamino Amino azlcar -0.755 n.a
20 2-amino-2-deoxi- D-Galactosa, (D-Galactosamina) Amino azlcar -0.969 n.a
21 Mannosa Monosacérido -2.307 n.a
22 L-6 deoxi-Galactopyranosa (L-Fucopiranosa) Monosacérido -3.993 n.a
23 L-Glutamina Amino &acido NDPE n.a
24 Metil, a-D-Glucopiranosido Monosacarido NDPE n.a
25 Uridina Nucledsido NDPE n.a

Log2 CC M1PE-M1PN= logaritmo en base 2 del cambio completo de las plantas enanas y normales de muestra 1. Log2 CC M2PE-M1PN= logaritmo en base 2 del cambio
completo de las plantas enanas de muestra 2 y plantas normales de muestra 1. Los valores de CC Log:z positivos corresponden a metabolitos acumulados significativamente en
PE mientras que CC Logz negativos corresponden a metabolitos acumulados significativamente en PN. La comparacién de M2 PE con M1 PN sdélo se expresa de manera
diferente en metabolitos que coinciden con la comparacion principal (M1 PN frente a M1 PE). NDPE: no detectado en plantas enanas. NDPN: no detectado en plantas normales.
SDS = Sin diferencia significativa al comparar M2PE con M1PN. n.a.: no aplica.

54



En la FE, la prueba U de Mann-Whitney utilizada para comparar las PE y las PN de M1
mostro que los niveles de acidos organicos como el Propanoico, el 2-Keto-D-Glucénico y el Acido
1,2,3-Propanotricarboxilico, 2-hidroxi asi como los de D-Psicofuranosa, fueron significativamente
mas elevados en los PE que en las PN, mientras que los niveles de las aldohexosas D-Fructosa
(incluida la forma D-(-)-Fructo-furanosa) y 2-Deoxi-D-Galactosa, asi como B-L-Arabinopiranosa,
fueron significativamente reducidos en los PE (Tabla 3). La comparacion entre las PE de M2 y
las PN de M1 también mostré6 un aumento significativo de los niveles de Acido 2-Keto-D-
Gluconico y Acido 1,2,3-Propanotricarboxilico 2-hidroxi en las PE y en las PE de M2, pero no se
detect6 D-Psicofuranosa en este grupo de muestras. Del mismo modo, los niveles de 2-Deoxi-
D-Galactosa, D-Fructosa y p-L-Arabinopiranosa se redujeron en las PE de M2 (Tabla 3).

Del mismo modo, la prueba U de Mann-Whitney realizada en FAIl mostré que el Acido
Galacturénico estaba sobreacumulado en las PE mientras que los niveles de N-A
cetilglucosamina, D-Galactosa, 2-amino- 2-deoxi, Manosa y L-Fucopiranosa estaban
significativamente reducidos en las PE. Del mismo modo, 3-D-Galactofuranosa y Acido Gulénico
sélo se detectaron en las PE, mientras que Metil-a-D-Glucopirandsido, Uridina y la L-Glutamina

sélo se detectaron en las PN (Tabla 3).

4.2 DISCUSION

4.2.1 ANALISIS DE FENOTIPOS

Como el enanismo so6lo puede diagnosticarse en FAIl o en plantas de campo, no es posible
seleccionar fenotipos enanos para su andlisis durante las primeras fases in vitro de la
micropropagacion. En este estudio, el fenotipo del regenerante de campo siempre fue el mismo
que el de la planta original. Por lo tanto, las microplantas obtenidas de variantes enanas adultas
previamente identificadas se consideraron como PE en las fases de micropropagacion in vitro.
La heredabilidad del fenotipo se verifico en las fases de invernadero, ya que las plantas en FAll
mostraron el mismo fenotipo que su respectiva planta madre (ver Anexos). Los resultados
sugieren que varios procesos bioquimicos asociados a la VS se mantuvieron durante las fases

de micropropagacion. En este estudio, se observé una acumulaciéon diferencial de varios
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metabolitos al comparar las PE y las PN en cada fase de micropropagacion, lo que sugiere una
posible relacion entre los metabolitos y el fenotipo, incluso antes de que la morfologia de la planta

se hiciera evidente.

4.2.2 PERFIL GENERAL DE METABOLITOS

Se detectaron un total de 119 metabolitos en los microtallos y meristemos de FP, FE y FAIl.
Se ha informado de un mayor nimero de metabolitos en las hojas de platano FAIl (Cevallos-
Cevallos et al., 2018). Estos datos sugieren una mayor actividad metabdlica en las hojas de banano
cuando se comparan con los meristemos o los microbrotes. Sin embargo, como las hojas no son
producidas en las etapas tempranas de la micropropagacion, en el presente estudio se utilizaron
los microtallos derivados de los meristemos. A pesar del bajo nUmero de metabolitos observados,
los resultados mostraron que el perfilado de metabolitos de los meristemos y los microtallos
también puede utilizarse para caracterizar la VS en las plantas de platano.

Los ACP fueron capaces de diferenciar claramente las PE de las PN en FE y FAll, con clusters
cada vez mas separados a medida que las fases de produccion de la planta progresaban. Esta
observacion sugiere que varias funciones bioquimicas se activan de forma diferencial en la FE a
medida que se desarrollaban las vitroplantas. En la FP no se observé ninguna agrupacion de PE y
PN, pero las PE estaban més dispersas a lo largo del grafico de puntuacién que las PN, lo que
indica una alta variabilidad metabdlica en las PE en proliferacion. Sin embargo, las PE de M2 se
agruparon por separado del resto de las muestras tanto en la FP como en la FE, lo que sugiere
que la seleccion de la planta madre afect6 al perfil de metabolitos de las plantulas producidas.

Los metabolitos acumulados diferencialmente fueron &cidos carboxilicos, monosacéridos,
aminoacidos y aminoazulcares, asi como un nucledsido (Tabla 3). En las tres fases de
micropropagacion estudiadas, todos los &cidos carboxilicos acumulados diferencialmente fueron
mas abundantes en las PE, mientras que la mayoria de los monosacéaridos acumulados
diferencialmente, asi como todos los aminoacidos y el nucledsido, fueron mas abundantes en las

PN.
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4.2.3 ACIDOS CARBOXILICOS ACUMULADOS DIFERENCIALMENTE

La acumulacién de acidos organicos se ha observado en plantas con deficiencias minerales
(Neumann and Romheld, 1999), y las elevadas cantidades de este grupo de metabolitos sugieren
un desequilibrio mineral en las PE, especialmente en las fases in vitro. Entre los acidos carboxilicos
acumulados diferencialmente, las PE de FP mostraron mayores niveles de Acido 2,3,4,5-
Tetrahidroxipentanoico-1,4-Lactona y Acido Sebéacico que las PN. El Acido 2,3,4,5-
Tetrahidroxipentanoico tiene varios estereoisomeros, pero el que se ha reportado en las plantas es
el Xilono-1,4-Lactona (Aguiar et al., 2018; Li et al., 2020). Los estereoisdmeros no suelen
diferenciarse en los andlisis metabolémicos no dirigidos y generalmente requieren separaciones
quirales adicionales. El Xilono-1,4-Lactona se produce de forma natural en las plantas mediante la
deshidrogenacion de la xilosa, un monémero de la pectina y la hemicelulosa, por parte de
microorganismos (Stephens et al., 2006). Asi pues, los altos niveles de la posible xilonolactona en
las PE sugieren una oxidacion de la xilosa y una afectacion de la pared celular. Del mismo modo,
el 4cido sebacico suele derivarse de la oxidacion de los 4cidos dicarboxilicos méas largos en los
mamiferos (Klalvraa and Gregersen, 1986). En las plantas, los acidos dicarboxilicos largos forman
parte de la suberina, que confiere proteccion en las paredes celulares (Taiz y Zeiger 2015). Por lo
tanto, los altos niveles, tanto de xilonolactona como de acido sebacico, sugieren la oxidacion de
precursores (xilosa y acidos dicarboxilicos largos, respectivamente) de componentes de la pared
celular en las PE, potencialmente causada por el estrés oxidativo cominmente observado durante
la micropropagacion (Krishna et al., 2016). Asi pues, los resultados sugieren una respuesta
diferencial al estrés oxidativo en las PE, que afectaria a las paredes celulares. No obstante, a las
hipotesis emergentes mencionadas, se necesitan mas investigaciones para evaluar el papel global
del &cido sebacico en el desarrollo de la planta y su influencia en la VS. Adicionalmente, en la parte
aérea de las vitroplantas de la FE, los &cidos carboxilicos Citrico y 2-keto-D-Glucénico se
sobreacumularon en todas las PE independientemente de la planta madre, lo que sugiere que

ambos metabolitos podrian ser biomarcadores de enanismo en esta fase.
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4.2.4 MONOSACARIDOS ACUMULADOS DIFERENCIALMENTE Y COMPONENTES DE LA

PARED CELULAR DE LA PLANTA

Entre los monosacaridos acumulados de forma diferencial, sélo las formas D-Furanosa, D
Ribosa y D-Psicosa se acumularon de forma significativa en las PE de FP y FE, respectivamente.
La acumulacién de ambos azlcares se ha asociado a un desarrollo deficiente de la planta, y la
acumulacion de ribosa se ha relacionado con la inhibicién del crecimiento de la planta causada
por la ausencia de riboquinasas vegetales (Riggs et al., 2016). Se necesitan mas investigaciones
para evaluar la actividad de las riboquinasas en las PE. Del mismo modo, D-Psicosa puede
inducir la resistencia de las plantas al estrés (Ishida et al., 2012), el cual puede generar VS
(Vazquez and Linacero, 2010). Ademas, la psicosa puede inhibir varias enzimas relacionadas
con la hidrélisis de sacaridos superiores (Hossain et al., 2015) y se ha asociado con el
crecimiento de las plantas (Ishida et al., 2012).

En todas las fases estudiadas, varios precursores o monémeros de los polisacaridos del
apoplasto (pared celular y lAmina media) (hemicelulosas y pectina) fueron sub-acumulados en la
FP. En esta fase, los monémeros de las hemicelulosas y pectina, Glucosa, Sorbosa,
Arabinopiranosa y Galactopiranosa, resultaron estar subacumulados en las PE. En las plantas,
la glucosa puede actuar como una molécula de sefializacion para estimular el crecimiento celular
y se ha demostrado que los cambios en los niveles de este monosacarido afectan al desarrollo
vegetal (Ciereszko, 2018). Del mismo modo, la D-Glucosa es el mondémero Unico de la celulosa,
presente en la pared celular vegetal, y los bajos niveles de este monosacarido sugieren una
menor sintesis de celulosa y una mala construccion de la pared celular. Ademas, la glucosa se
encarga habitualmente del transporte de monolignoles derivados de Fenilalanina, también infra-
acumulada en PE de la FP, a través de la ruta de los fenilpropanoides, para construir la lignina
en el apoplasto (Mazelis, 1980). Por lo tanto, los bajos niveles de Glucosa y Fenilalanina en la
FP sugieren un contenido reducido de lignina en el apoplasto.

En la FP, las aldosas galactosa y arabinosa en forma de piranosas (a-D-Galactopiranosa y
B-L-Arabinopiranosa, respectivamente), se encontraron en niveles reducidos en las PE
independientemente de la planta madre y pueden proponerse por tanto como biomarcadores de

las PE en esta fase. Las formas cicladas piranosa o furanosa pueden formarse aleatoriamente a

58



partir del monosacarido original durante la preparacién de la muestra para el analisis
metabolomico (Sassaki & de Souza, 2013). Tanto la galactosa como la arabinosa son
monomeros de los polisacaridos del apoplasto hemicelulosa y pectina (Buchanan, 2000; Scheller
and Ulvskov, 2010), y los bajos niveles de estos metabolitos sugieren una mala construccion del
apoplasto en las PE. Del mismo modo, B-L-Arabinopiranosa, 2-deoxi-D-Galactosa y Fructosa se
encontraron también subacumuladas en las PE de M1y M2 en la FE, lo que muestra el potencial
de estos metabolitos como biomarcadores del enanismo en banano en la FE. Ademas, los datos
sugieren que la L-Arabinosa es un biomarcador potencial para las FP y FE. Se observaron
deficiencias en otros componentes del apoplasto, incluyendo los precursores de hemicelulosa
manosa y fucosa (Cohen and Merzendorfer, 2019; Scheller and Ulvskov, 2010) en los
meristemos de PE de FAII.

Ademas, no se detectd6 Uridina en las PE de FAIl. La uridina suele participar en el
metabolismo glucidico y el bifosfato de glucosa-uridina contribuye a la biosintesis de sacarosa,
en la respiracion y el suministro de energia en la planta mediante la transferencia de glucosa a
fructosa en las células fotosintéticas (S. Mathews, 2013). Este nucleétido también participa en el
suministro de monosacaridos a varios componentes de la planta, incluyendo el apoplasto
(Bindschedler et al., 2007; Yang et al., 2020). La ausencia de uridina en las PE sugiere una baja
provision de energia y probablemente contribuye a una reducida biosintesis de los componentes
del apoplasto en este grupo de muestras.

Aunque los componentes de la hemicelulosa estaban infra-acumulados en las PE de FAII,
los componentes de la pectina B-D-Galactosa y Acido D-Galacturénico resultaron mas
abundantes en las PE que en los PN de esta fase, lo que sugiere alteraciones en la estructura
de la pectina de este grupo de muestras. Los cambios en la estructura de la pectina pueden influir
en el crecimiento, el tamafo final y la robustez de los tejidos vegetales (Xiao and Anderson,
2013). Los resultados estdn de acuerdo con informes anteriores que muestran que otro
componente de la hemicelulosa y la pectina (ramnosa) puede sobreacumularse en las hojas PE
en el FAIl, contribuyendo potencialmente al grueso pseudotallo observado en este grupo de
muestras (Cevallos-Cevallos et al., 2018).

En conjunto, los datos sugieren una construccion anormal del apoplasto en las PE en cada

fase de la micropropagacion. La construccién de la pared celular es critica para el crecimiento
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de la célula vegetal (Cosgrove, 2005), y una formacion incompleta de los componentes de la
pared celular se ha asociado a la VS después de la micropropagacion por cultivos de protoplastos
(Karp, 1993). Las alteraciones observadas en la constitucion del apoplasto probablemente
afectan a la formacién de la célula (Mathur, 2004) y contribuyen al desarrollo de las
caracteristicas fenotipicas observadas en las PE. En consecuencia, en el presente estudio se
infiere una posible relacion entre la estructura del apoplasto y los diferentes rasgos morfolégicos

de los fenotipos enanos.

4.2.5 METABOLITOS AMINADOS ACUMULADOS DIFERENCIALMENTE

Los aminoacidos fenilalanina y glutamina resultaron ausentes en las PE de las FP y FAll,
respectivamente. La fenilalanina puede producir fenilpropanoides para cooperar en respuestas
de las plantas a los factores biéticos y abiéticos (Vogt, 2010) y favorecer la adaptacién a nuevos
habitats (Bais et al., 2003), incluyendo los aplicados durante el cultivo in vitro. La ausencia de
este aminoacido en las PE sugiere una respuesta reducida al estrés oxidativo causado por la
micropropagacion y una contribucion al crecimiento limitado propio de las PE, ya que el estrés
abiético puede afectar al desarrollo de las plantas (He et al., 2018). Del mismo modo, la glutamina
suele actuar como intermediario de las reacciones de asimilacion del nitrégeno en las plantas
(Masclaux-Daubresse et al., 2006). La asimilacion de nitrégeno esta asociada al desarrollo
vegetal y la ausencia de glutamina podria haber contribuido al escaso crecimiento que se observa
en las PE.

La D-Galactosamina y la N-Acetilglucosamina se han encontrado en proteinas asociadas a
la pared celular de las plantas (Van Hengel et al., 2001; Yang et al., 2010), asi como en la pared
celular microbiana (Bull, 1970; Freeze, 1976; Niemetz et al., 1997). Ambos metabolitos no se
acumularon de forma diferencial en FP y FE. Por tanto, la acumulacion diferencial de ambos
monosacaridos aminados exclusivamente en FAIl puede estar asociada a la presencia de
hongos vegetales en esta fase no estéril. Los bajos niveles de ambos metabolitos en las PE de

FAIl sugieren una respuesta diferencial a los microorganismos en este grupo de muestras.

En el presente trabajo se reporta la acumulacion diferencial de metabolitos cominmente

asociados con el estrés oxidativo y/o la biosintesis de la pared celular de la planta, asi como de

60



azucares aminados normalmente generados a partir de la degradacién de las paredes celulares
de los hongos. Los resultados se correlacionan con informes anteriores que muestran
alteraciones en los genes asociados a la sintesis de glucosa, la transferencia de galactosa y la
formacién de lignina en plantas de Musa spp. cultivadas en campo e in vitro (Vroh-Bi et al., 2011).
Se necesitan mas estudios para evaluar todas las asociaciones fisiolégicas de las PE con el perfil

metabolémico de la planta.
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CAPITULO V CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

Mediante CG-MS se identificaron 55 metabolitos en FP, 27 en FE y 40 en FAIl. Atendiendo
sé6lo a la comparacion entre plantas normales y enanas procedentes de la misma planta madre,
se obtuvieron 8 metabolitos significativamente diferenciales para cada una de las dos fases in
vitro. Para la fase de aclimatizacion Il, se detectaron 10 metbolitos diferenciales. En la fase de
proliferacion, las plantas enanas resultaron ser menos uniformes metabdlicamente que las
normales, al dispersarse alrededor de éstas en el ACP. En cambio, si se observo una evidente
discriminacién grupal entre ambos fenotipos en las dos fases subsiguientes.

Atendiendo a metablitos que resultaron significatvamente diferenciales para ambas variantes
independientemente de las plantas madre utilizadas, se proponen los siguientes indicadores
metabolémicos de enanismo en banano ‘Williams’: para la fase de proliferacion, la subacumulacion
de las aldosas galactosa y arabinosa, en forma de piranosas (a-D-Galactopiranosa y B-L-
Arabinopiranosa, respectivamente); para la fase de enraizamiento, la sobreacumulacion de acidos
carboxilicos Citrico y 2-keto-D-Glucénico, y la subacumulacion de los monosacaridos B-L-
Arabinopiranosa, 2-deoxi-D-Galactosa y Fructosa.

La acumulacion diferencial de metabolitos entre los dos fenotipos estudiados indica una
respuesta distinta para ambas variantes a los procesos de estrés abibtico ocurridos durante la
micropropagacién. Los resultados sugieren que en plantas enanas ocurre un mayor estrés
oxidativo y se produce una afectacién de la biosintesis de los componentes del apoplasto. Asi,
los bajos niveles de arabinosa, un componente de varios polisacaridos tanto de la pared celular
de la planta como de la lAmina media, caracterizan el fenotipo enano en las fases in vitro. Las
consecuentes alteraciones estructurales del apoplasto pueden afectar a la forma de la célula'y

contribuir a las caracteristicas macromorfolégicas observadas en los fenotipos enanos.
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5.2 RECOMENDACIONES

Uno de los aspectos importantes en investigacion cientifica es la validacion experimental.
Se propone corroborar los resultados obtenidos en este estudio con un trabajo experimental de
campo, en el que se seleccionen de manera aleatoria y en nimero adecuado plantas de banano
enanas y normales en fase de aclimatacion Il y se utilice la metodologia analitica propuesta en
este estudio, con el fin de confirmar los metabolitos diferenciales discriminados en esta
investigacion, que marcan las diferencias entre plantas enanas y normales de banano. De esta
manera, se apoyaria con una base experimental mas amplia la propuesta de dichas moléculas
como biomarcadores de enanismo en banano. Ademds, la caracterizacion microscopica de
apoplastos de fenotipos normal y enano permitirian contrastar la hip6tesis aqui sugerida en

cuanto a la conformacion diferencial de las paredes celulares en ambos fenotipos.
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ANEXOS

Plantas normales provenientes de M1
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Plantas enanas provenientes de M1
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FASE PROLIFERACION
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Tabla N° 1 Metabolitos de fase proliferacion, subrayados son significativos

Tiempo
velenslé D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 N8 N9 N10

n NOMBRE COMPUESTO
10,726 | Glutamic acid 0| [ 0 0 0 0 0| 0| 0| 0 0 0 0 0 0] 0,002019593 0 0 0 0
10,864/ L-Galactopyranose, 6-deoxy 0,009011193 0| 0,007574183) 0,011575332| 0,008765611| 0,008140591| 0,019968467| 0,008072296| 0,006331012| 0,009169221| 0,009211519| 0,009497837 0,008996844| 0,006934753| 0,008665565| 0,008328578| 0,007493415| 0,009318839| 0,005204182| 0,008398084
11,067|D- 0,012556176] 0, 0, 0,017553819( 0,01372132| 0,013864779| 0,129945356| 0,015688762| 0,012169366| 0,011680618| O, 1] O, 9484 0,004755352) 0, 0, 0,009276346( 0,008812891| 0, 0, 0,006747968
11,078|B-DL-Lyxopyranose 0,003599577 0| 0 0 0 0 0| 0| 0| [ 0 0 0 0 0| 0| 0 0 0 0
11,488|a-L-Galactofuranose, 6-deoxy 0] 0,013687023 0 0,004696597 0 0 0 0| 0| 0 0 0 0 0 0| 0| 0 0 0 0
11,604 0-L-Mannofuranose, 6-deoxy 0] 0,009270481 0] 0,006117761 0 0] 0,014283493 0| 0| 0 0 0 0 0 0| 0| 0 0 0 0
12,389|1,4-Piperidinedicarboxylic acid 0| 0| 0,016852484 0 0 0 0 0| 0| 0| 0 0 0 0 0| 0| 0| 0 0 0
12,578|Ribitol 0,052507481( 0,052280817| 0,043462021 0 0| 0,008516504| 0,06704339| 0,02909241| 0,029803011| 0,00621873| 0,04411192| 0,041470262( 0,041213685| 0,039021662( 0,028172607| 0,027000255| 0,006781513| 0,007287451 0] 0,024922834
13,08 L-Glutamine 0,509840637( 0,424136419| 0,415839982| 0,662424524| 0,780019758 0,552165904 0] 0,618316952( 0,651824841| 0,678043247| 0,519057282| 0,451928944 0,548267431| 0,616973063( 0,559526097| 0,632699613| 0,704285541| 0,644952675| 0,678334472| 0,699251198
13,234|L-(+)-Rhamnopyranose 0| 0] 0,007128227 0 0 0 0 0| 0| 0 0 0 0 0 0| 0| 0 0 0 0
13,713 2-Pentenedioic acid 0| 0| 0 0 0 0] 0,010637082! 0| 0| 0 0 0 0 0 0| 0| 0 0 0 0
13,725|B-D-Fructopyranose 0| 0| 0| 0,012776743 0 0 0| 0| 0| [ 0 0 0 0 0| 0| 0 0 0 0
13,726 a-D-Galactopyranuronic acid 0,013102092 0] 0,017350212 0 0 0 0 0| 0| 0 0,006797596| 0,005452785| 0,005177532| 0,00605147| 0,003324681| 0,002908304 0 0 0 0
13,731|D-Psicofuranose 0,013555486 0| 0 0 0 0 0| 0| 0| 0 0 0 0 0 0| 0| 0 0 0 0
13,948 Arabinonic acid, 1,4-lactone 0| 0| 0,007650233 0| o, 0, 0,026148719| 0,006703068( 0,00 0, 0 0] 0, 0,0 0| 0| 0 0 0| 0,006624873
13,959 Sebacic acid 0,012599286| 0,016912837 0] 0,006311039| 0,005581197| 0,004207659 0 0,005651365| 0,003786427 0] 0,004798238; 0 0| 0 0 0 0 0 0 0|
14,131 |D-(-)-Fructofuranose 0,024845698( 0,06812916| 0,039176193| 0,019145716| 0,011796574( 0,004980184| 0,076767658( 0,018836743| 0,012746668| 0,022970022| 0,024149193| 0,041630107| 0,024765827| 0,016804112| 0,017177215| 0,016530876| 0,011285968| 0,02286867| 0,030221027| 0,009659252
14,453 |Fructopyranose 0,053683099( 0,11340304| O, 0,026844126( 0,015661845| 0,107309469| 0,14296733| 0,036248058| 0,01712261| 0,039684264| 0,043165337| 0,05822584| 0,042889683| 0,029871057| 0,023970688( 0,028674149| 0,026577503| 0,042574167| 0,050990238( 0,015876559
14,752|1,2,3-Propanetricarboxylic acid | 0,032475023| 0,06484505| 0,044639684| 0 0| 0,044673245| 0,106343803| 0,048331143| 0,031927263| 0,039349155| 0, 0,066388079| 0,050546737| 0,027691793| 0,061272612| 0,034382588| 0,025751738| 0,033863179| 0,010869128| 0,027835018'
15,64 Gulonic acid 0,018951802| 0, 0| 0,01657395| 0,013675622| 0,015746127 0| 0| 0| 0] 0,015955461| 0,024477156| 0,016840831| 0,015817389| 0,015274517| 0,017567238| 0,015751278| 0,020 0,00 0,017006856
15,827 B-D-Galactofuranose 0,016657015| 0,054766807 0 0 0 0 0| 0,003675601| 0,00209419( 0,003544736| 0,001994605| 0,003182467 0 0| 0,003210033| 0,002824726 0[ 0,00377598| 0,012555157| 0,013159438
16,189| Undecanedioic acid 0,014337607 0 0 0 0 0 0 0| 0| 0 0 0 0 0 0| 0| 0 0 0 0
16,351 | Propanoic acid 0| 0] 0| 0,03249231( 0,020638806 0 0| 0| 0| 0] 0,044593913( 0,02907279| 0,037616365| 0,022943028) 0,0: 0| 0 0 0 0
17,273| D-Mannitol 0| 0| 0,008525378| 0,007493277 0 0 0 0| 0| 0,00550154| 0,004183036 0 0 0 0 0f 0,0C 0 0 0
17,639 Glucofuranoside, methy! 0| 0| 0,011632631 0 0 0 0| 0| 0| 0 0 0 0 0 0| 0| 0 0 0 0
17,836 0-D-Glucopyranoside, methy! 0,029174188( 0,043708345| 0,021515329 0| 0,002464449 0 0] 0,028690349( 0,009993291 0] 0,011271044( 0,010497176| 0,008657246| 0,002965513| 0,009689587| 0,01687142| 0,018203226| 0,019805925 0 0
18,129 Phenylalanine 0 0 0 0 0 0| 0 0 0 0 0 0| 0,00218164| 0,002136553 0| 0,00232546| 0 0 0] 0,003444929|
18,277 |Heptadecane, 2-methy| 0| 0,04944344 0 0 0 0 0| 0| 0| 0| 0 0 0 0 0| 0| 0 0 0 0
18,472|Dihydroxyacetone 0| 0| 0 0 0 0 0| 0| [ 0 0 0] 0,007790675 0 0| 0| 0 0 0 0
18,5|D-Glucose, 2-amino-2-deoxy 0,012670813 0| 0,046683178| 0,037627556| 0,026999725| 0,036813303| 0,077394684| 0,029316801| 0,025829906| 0,044845021| 0,044107874| 0,051158521| 0,043291399| 0,042008511| 0,04641189( 0,041987073| 0,030957941| 0,035985642| 0,017651239| 0,028032332
18,563 | 0-D-Galactopyranoside, methyl 0| 0] 0,004010571 0 0 0] 0,010985013' 0| 0| 0 0 0 0 0] 0,001840498 0| 0 0 0 0
18,574| D-Galactose, 2-deoxy 0,012449912 0| 0,050874342( 0,042473909| 0,026703168| 0,043352566| 0,097141667( 0,035621052| 0,150328947| 0,040148444| 0,048079231| 0,056482848| 0,043117216| 0,039025606| 0,045101374| 0,038311689| 0,03234576| 0,005626462| 0,009519042| 0,030203683
19,34|L-phenylalanine 0| 0| 0 0 0 0 0 0| 0| 0 0 0 0 0 0| 0| 0| 0,004513719( 0,002623149| 0,007427467
19,343 L-Methionine 0| 0 0] 0,005512205 0 0 0| 0| 0] 0,007049494 0 0 0 0 0] 0,005627595 0 0 0 0
19,479|a-D-Mannopyranoside 0| 0| 0 0,004087894 0 0 0 0| 0| 0 0 0 0 0 0| 0| 0 0 0 0
20,249|B-D-Galactopyranoside 0| 0| 0,00293945 0 0 0 0| 0| 0| 0| 0,003074709( 0,00285267 0 0 0| 0| 0| 0,004569544 0] 0,002520596
20,429|D-Galactose, 2-amino-2-deoxy | 0,027205064 0] 0,054667178( 0,040555572| 0,032590348| 0,05015856| 0,104274676| 0,047975376 0| 0,045330533( 0,047651882| 0,053590273| 0,047961601| 0,041582096( 0,038749194| 0,049484827| 0,044125341| 0,053457787| 0,014342283| 0,036918326
21,531|D-Fructose 0,003204867 0] 0,020125974| 0,016234114| 0,005554166 0,066803252| 0,057445235| 0,012077935| 0,008925427| 0,004249172| 0,014838324| 0,015617934| 0,00954332| 0,007420235| 0,011257666( 0,009193744| 0,006447747| 0,004455469| 0,001655961| 0,004400817
21,535|D-Glucose 0,060767963 0,0: 0,003464572( 0, 0, 0] 0,009814341| 0,018077077| 0,007837512| 0,007422988| 0,019291183| 0,018997825( 0,018578816| 0,012842465( 0,011006017| 0,0: 0, 0, 0,134619897( 0,00531201
21,812|L-(-)-Sorbose 0| 0 0| 0,00641815( 0,004856061| 0,009318104 0] 0,006993976( 0,007223389| 0,009722592| 0,006957214| 0,009834395| 0,004173925| 0,010327964( 0,01308805| 0] 0,010783993( 0,011158891| 0,006191006( 0,011099814|
21,823|Mucic acid 0,009744655 0/ 0,016568122 0 0 0 0 0| 0| 0 0 0 0 0 0] 0,011767939 0 0 0 0
22,213 Altronic acid 0] 0] 0] 0, 0 0] 0,011346081 0| 0] 0] 0 0 0 0 0| 0] 0] 0 0 0
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22,216|R-D-Galactofuranoside 0 0 0| 0 0| 0 0 0| 0 0| 0 0 0| 0 0| 0| 0,003635243 0 0 0|
22,222|D-(+)-Talofuranose 0,004034401| 0 0| 0 0| 0 0 0 0 0| 0 0 0 0 0| 0 0 0 0 0|
22,446 Gluconic acid 0 0 0| 0| 0,003147447| 0,002972373! 0| 0,00362423| 0,002695762| 0,00274525 0 0 0| 0| 0,003163658 0 0 0 0 0|
22,454|D-Gluconic acid 0,003429224| 0] 0,003965078| 0,002424554 0| 0 0 0| 0 0| 0 0 0 0 0| 0,002633636( 0,003145878| 0,003029236( 0,001317375| 0,002799105
24,958|N,N,0,0'-normetanephrine 0 0 0| 0 0| 0 0| 0,006799394 0 0| 0 0 0| 0| 0,004072247 0 0 0 0 0|
25,474 |B-L- binopyranose 0,003553779 0] 0,005641709| 0,003872768| 0,004219216| 0, 987 0,010224462| 0,005301288| 0,005269391| 0,005344573( O, 0,008892457| 0, 0,011476058| 0,015663022| 0,005573316( 0,006315228| 0,00847798( 0,003067142| 0,010472271
26,118 2-Keto-d-gluconic acid 0 0] 0,012057233| 0,009233019| 0,00534328| 0,008787076| 0,027268543| 0,009097167( 0,005701043| 0,007417808( 0,011791672| 0,011775415( 0,005417862| 0,009023526| 0,009388835| 0,008032796| 0,009313153| 0,01004559| 0,001913624| 0,007393634|
26,128|D-Glucuronic acid 0,005025834| 0] 0,004060428 0 0| 0 0 0| 0 0| 0 0 0 0 0| 0 0 0 0 0|
28,559 D-(+)-Galacturonic acid 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0[ 0,004649401| 0,00354293 0 0 0 0 0 0 0 0
33,254|D-Galactose 0 0 0| 0| 0,00336577| 0,008572459 0 0 0 0| 0 0 0 0 0| 0 0 0 0 0|
51,136|Linolenic acid 0 0 0[ 0,004704144| 0,002912627 0 0| 0,003958582] 0 0 0| 0,002733045| 0,002172548| 0,002067526| 0,004245468 0 0 0| 0,001332932 0
52,405 |a-D-Galactopyranose 0,041017128| 0] 0,021909124 0 0| 0 0] 0,001850374| 0,001326046 0f 0,019413365| 0,017358761( 0,01239025| 0,029807163( 0,019372149| 0,015618917( 0,01555855| 0,026298756( 0,00802893| 0,020492935
52,742| Octadecanoic acid 0[ 0,01429429 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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Tabla N° 2 Metabolitos de fase enraizamiento, subrayados son significativos

Tiempo
Ve‘enc‘ijén NOMBRE COMPUESTO D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 N8 N9 N 10

11,494|B-L-Mannofuranose, 6-deoxy 0,014051299 0| 0| 0,017929897| 0,018569976| 0,02729707 0| 0,02590598( 0,01147983 0 0] 0,009226373| 0,0C 0,01053833 0,009394292 0] 0,011325579| 0,010939793| 0,009696516 0,010087262
12, 0,010679954 0 0,015487673 0 0 0 0 0 0,025046482| 0,008924852 0 0,010241758| 0,017065634: 0| 0,013657744/ 0| 0,008789678| 0,012244035 0 0
12,979|L-Glutamine 0,142677858| 0,543263645| 0,450376048 0 0 0] 0,501623721 0| 0,476471228 0,501135066| 0,564219651| 0,140276467| 0,252233319 0| 0,272530607| 0,169030995| 0,15169863| 0,236781296( 0,415511171| 0,221739962
13,112|D-Psicofuranose 0,035096713| 0,012305547| 0,015458476| 0,043043561| 0,02403459| 0,046248416| 0,021450484 0,066801097| 0,032159781| 0,01873381| 0,002424468| 0,016997797| 0,015405695( 0,020807444| 0,018796698| 0,029986785| 0,021465697| 0,014016377| 0,013981462| 0,014228996
13,182|L-(+)-Rhamnopyranose 0,010583874 0| 0,006048812 0 0 0| 0| 0 0 0 0] 0,005911389 0 0 0 0| 0| 0,007672666' 0] 0,006150591
13,759|D-Arabinonic acid 0 0| 0 0] 0,006143404! 0| 0| 0 0 0 0| 0,001308041| 0,00148801 0 0 0| 0 0 0 [
14,074|D-(-)-Fructofuranose 0,037115166( 0,012582934| 0,011362695| 0,047370225| 0,055132799| 0,025506129| 0,03209072( 0,061454128 0| 0,018847766| 0,039168745| 0,092909163| 0,065905202| O,C 0,039698143| 0,095312461| 0,099485116| 0,069051161| 0,046443789| 0,067448657
14,392|D-Fructose 0,080943135( 0,021481616| 0,010824545| 0,084157154 0,097320295| 0,047159556| 0,045438617| 0,109936687| 0,005673939| 0,030001533| 0,06373898| 0,136172346| 0,121187126( 0,161157441| 0,061541998| 0,148073639| 0,152484219| 0,094996064| 0,074574574| 0,109586355
14,674|1,2,3-Propanetricarboxylic acid | 0,057782054| 0,049797634 0,052873595| 0,056309424| 0,058056257( 0,070443871| 0,044128602| 0,09271837| 0,089983148| 0,042582943| 0,02144152| 0,036832046| 0,038264252| 0,024615548 0,04309374| 0,02851572| 0,035470289| 0,046965171| 0,019891568| 0,022006439
15,573 | Gulonic acid 0,018030016| 0,012768269| 0,020425532( 0,020429869| 0,018254783| 0,042496751 0| 0| 0,026428488| 0,014187399| 0,007035449| 0,00992706( 0,015763625| 0,016393958| 0,026029621| 0,019453439| 0,013441886( 0,013820064| 0,01273479| 0,014994889
15,662 |B-D-Galactofuranose 0,011813657| 0,01082603| 0,010578434( 0,013229931| 0,015714274| 0,012657213 0| 0] 0,014698815| 0,019826655| 0,006773847| 0,015181188| 0,015052777| 0,005508961| 0,005875171| 0,009767354| 0,017376364( 0,026785237| 0,004762018| 0,126216748
16,138| Propanoic acid 0| 0,021236317| 0,085686053| 0,101865352| 0,101541347 0 0| 0 0| 0,046721729 0| 0 0 0| 0,028117804 0| 0| 0 0 0
17,207 | D-Mannitol 0,030972335| 0,011903836| 0,019620209( 0,035374798| 0,023054652| 0,028469024| 0,014475336| 0,037040664 0 0| 0,01031224| 0,016321213| 0,025173704| 0,029054365 0,02987301( 0,024426319| 0,019632782 0 0 0|
17,396| L-(-)-Sorbose 0,270844754| 0,086826922( 0,107087407| 0,205534033( 0,17988235| 0,181257049| 0,103309716| 0,248633905| 0,094483305| 0,085510535( 0,077957125| 0,103603962( 0,141273758| 0,180705361| 0,134144906| 0,143622985| 0,142868441| 0,120672101| 0,098678964| 0,102738606
13,793 a-D-Galactopyranuronic acid 0 0| 0 0 0 0| 0| 0 0 0 0| 0 0 0| 0,005112614 0| 0 0] 0,001303032! 0|
18,512|D-Galactose, 2-deoxy 0,046254958| 0,031858722| 0,037050328| 0,060209125( 0,08778107| 0,080275847| 0,040572989| 0,076088716| 0,030372628| 0,030104239| 0,064895702| 0,126274237| 0,091092809( 0,136711682| 0,085875531| 0,103418017 0,1085697| 0,119698012| 0,137840607| 0,129083207
19,257 |L-phenylalanine 0| 0,006339243 0 0 0 0| 0,009020773 0| 0,014865812! 0 0| 0 0 0| 0,014491598 0| 0 0 0 0
19,408 B-D-Galactopyranoside, methyl | 0,034965792| 0,014191024| 0,00925809| 0,044055723| 0,014438869; 0| 0] 0,023012943( 0,025979429 0| 0,003765403| 0,010227647( 0,021171201| 0,012478905| 0,013584576| 0,013097573| 0,006426655| 0,010773856| 0,010343677| 0,012674458
20,356 |D-Galactose, 2-amino-2-deoxy 0,052233137| 0,050681537| 0,046759841| 0,074762769| 0,090102661| 0,106639386 0 0,100537877 0| 0,02770811| 0,068207594| 0,103703888| 0,096068116| 0,111472312| 0,097753656| 0,086485383| 0,082190709| 0,093182966 0| 0,103847645
21,045|D-Ribofuranose 0,014769692| 0,023366035| 0,014096294( 0,021621254 0] 0,021730692| 0,024098688| 0,014402751| 0,027630211| 0,003819162| 0,011041011| 0,015422315 0,0209799( 0,060804725 0,01152065 0| 0 0 0 0|
21,472|D-Galactose 0,014725173| 0,008914241| 0,007845771| 0,025647935| 0,052781095| 0,022582902| 0 0,025217899 0| 0,017878735| 0,006745881 0 0 0| 0,012758583| 0,018727543| 0,044346066| 0,018333035 0| 0,008362618
25,406 | B-L-Arabinopyranose 0 0| 0 0 0 0 0| 0,102907596 0,058079948 0| 0,008258308| 0,038545815| 0,032283298| 0,048734088| 0,041392623| 0,( 0,051779459| 0,045028334( 0,054742005 0
25,416 2-Keto-d-gluconic acid 0,068550753| 0,049445517| 0,03713096| 0,079092242| 0,097671976| 0,120158464| 0,069740693 0] 0,008349798( 0,054025453| 0,014352418| 0,006923606 0| 0,02721621 0 0| 0| 0,02143346' 0] 0,020341478|
25,603|N,N,0,0"-normetanephrine 0,005743793| 0,004910768 0] 0,011355333( 0,012296158| 0,032415899| 0,022260884 0 0| 0,006331139 0| 0,01065986( 0,006503735| 0,015144448| 0,007019527 0] 0,011426185( 0,008447071| 0,032761389| 0,008879245
35,368|a-D-Galactopyranose 0,017700918| 0,014264412| 0,00898795( 0,019159916| 0,012699654| 0,046280497| 0,013947888 0] 0,039180734( 0,016465989| 0,029661657| 0,071467791| 0,014235145| 0,009908735| 0,005656407 0| 0,008327622( 0,006214698| 0,008383717| 0,010488637

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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Tabla N° 3 Metabolitos de fase aclimatacion Il, subrayados son significativos

Ul Nombre Metabolito D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 N8 N9
10,667 |a-D-Galactopyranose 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 0,003947386 0 0 0 0 0 0 0 0
10,87 | L-Galactopyranose, 6-deoxy 0 0 0 0 0f 0,001431099 0 0 0| 0,002070199| 0,003685303| 0,002888992| 0,003602084 0,001842| 0,001876617| 0,002376976| 0,002282853| 0,002163116
11,248 |B-D-Galactopyranoside 0,004952417| 0,041249177| 0,023684581| 0,030065226| 0,090166928| 0,009431405| 0,017662399| 0,004724959| 0,034568495| 0,007488099| 0,023977384| 0,029738528| 0,023996113| 0,006890148| 0,02147174| 0,019870354| 0,010476915| 0,015628074
11,544 |D-Galactose, 2-deoxy 0,004576997| 0,057822051| 0,042876499 0 0| 0,053052244| 0,032992694| 0,040696658| 0,157893021 0| 0,376530614| 0,05676195| 0,043636935| 0,014682732| 0,028641212| 0,042307283| 0,01569887| 0,056692687
12,399|2-Dimethyl 0,000402771 0 0 0 0 0 0 0 0| 0,000458507| 0,001253419 0[ 0,001712646| 0,000747437 0 0 0 0
12,595 |Ribitol 0,005800977| 0,035579906| 0,028801331 0 0f 0,011279529 0| 0,008083483| 0,060081045| 0,007004924| 0,035716336| 0,00814851| 0,007643322| 0,005034669| 0,005362436| 0,00624263| 0,005042146| 0,006173964
12,82 |L-(+)}-Rhamnopyranose 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 0,000358231 0 0 0 0| 0,000454646 0 0 0
13,044 |L-Glutamine 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0f 0,035716336| 0,054279309 0 0| 0,021718527 0| 0,014383742| 0,054780821
13,083 |D-(-)-Tagatofuranose 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 0,00271466 0 0[ 0,007611759 0 0 0 0 0
13,244 |L-(-)-Sorbose 0,001496756| 0,005504512| 0,002016518| 0,027198509| 0,002404056( 0,001529086( 0,017175712 0f 0,005626671| 0,007033269| 0,009366195| 0,009259882| 0,003113648| 0,006996486| 0,008174227| 0,009148104| 0,007251149| 0,008955199
13,65 |L-(-)-Sorbofuranose 0,151786958| 0,098305062| 0,093993346 0 0 0,07372867| 0,085371935| 0,181333983| 0,219372445| 0,127125965| 0,078428537| 0,115950003| 0,136574332| 0,135343432| 0,143585587| 0,134188378| 0,145337529( 0,132272422
13,733 |2-Keto-d-gluconic acid 0,014948797| 0,058517215| 0,04790637| 0,18843467| 0,033751461| 0,003986746( 0,197313206| 0,018683485| 0,104427644| 0,014064327| 0,029235833| 0,023781348| 0,038491222| 0,012891077| 0,025404092| 0,033415539| 0,017006497| 0,025554559
14,469 | D-(-)-Fructofuranose) 0,538589679| 0,435514847| 0,578083499 0| 0,758773659| 0,686191427| 0,345949162| 0,473529093 0| 0,47209463| 0,291677447| 0,39262717| 0,472265558| 0,444373211| 0,449958084| 0,44158066| 0,493086421| 0,396200858
15,646 |Gulonic acid 0,002649271 0] 0,023637812 0 0f 0,007933165( 0,008113672 0 0,0309906 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15,733 |B-D-Galactofuranose 0,02857923| 0,011774216| 0,013985112 0 0f 0,012566467| 0,017244493| 0,03309276| 0,056790649 0 0 0 0 0 0 0 0 0
17,189] D-Fructose 0,020002241| 0,081102608| 0,037758317 0f 0,035821835| 0,057631886| 0,070581873| 0,066046683| 0,188753626| 0,030822521| 0,043363624| 0,073444465| 0,073551065| 0,038309531| 0,07791774| 0,042933806| 0,068590018| 0,079911813
17,556 |Mannose 0,003089493 0 0 0 0f 0,007092472| 0,006224429| 0,030978755| 0,059406941| 0,118426165| 0,033689839| 0,040607427| 0,046233064| 0,089531283| 0,048441647| 0,054436721| 0,057152463| 0,04008552
18,723 |Asparticacid 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 0,001649248 0 0 0 0 0 0 0 0
19,365 |L-phenylalanine 0,001397518| 0,02722402| 0,024529943| 0,148741085 0f 0,022562798| 0,00659739 0 0 0f 0,006008707[ 0,01144461| 0,003378065| 0,001264907| 0,004986209 0 0 0
19,485 |a-D-Galactopyranoside 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0f 0,001868348
19,555 |D-Galactose, 2-amino-2-deoxy | 0,024299597 0 0 0 0 0| 0,140728503 0,056408826 0f 0,011218869| 0,002809667| 0,082486786| 0,073871466| 0,035494498| 0,047976079| 0,070200726| 0,032208477| 0,077149968
19,784 |Glycoside 0 0 0 0 0 0f 0,002317234( 0,057612805 0 0f 0,000967084( 0,002732051| 0,003321795| 0,00050784| 0,001608646| 0,001113555| 0,000955204| 0,000897407
20,784 |D-Ribofuranose 0| 0,002365266 0 0[ 0,011661738| 0,002589849 0 0,0022886| 0,005667605( 0,000528416| 0,004296627| 0,000938285| 0,004137835| 0,000416043| 0,003184279| 0,003410486| 0,000833777| 0,003908883
21,543 |D-Galactose 0,074714151] 0,026778346| 0,038532031| 0,26354919| 0,053087738| 0,033445532( 0,031366285 0 0| 0,164652464 0| 0,053228546 0f 0,180120535( 0,072617472| 0,104174322| 0,095744744| 0,055236534
23,142 |D-Allofuranose 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0] 0,000352892 0 0 0
23,789 |Hexopyranose 0,000329435 0 0 0 0 0 0] 0,001097266 0 0 0| 0,000460776 0] 0,000248476| 0,000539609| 0,000394182| 0,000211789| 0,000568898
24,603 | D-(-)-Fructofuranose 0,007358375 0 0 0 0 0| 0,010214945| 0,011260161| 0,02717378| 0,012774573| 0,011583271| 0,01130697| 0,025034305| 0,007294282| 0,007350796| 0,009952829| 0,010281279| 0,011294936
26,301 |a-D-Glucopyranoside, methyl 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 0,000847166| 0,000687648| 0,000594957| 0,000719556| 0,001331847| 0,000771317| 0,000833707| 0,000895003| 0,000783097
28,127 |D-(+)-Galacturonic acid 0,000536518| 0,007024079| 0,003826548| 0,030214597| 0,012195014 0| 0,001930915| 0,003276137| 0,016433165 0] 0,001997726| 0,004520078| 0,000723571 0 0 0 0| 0,003205897
30,414 |L-Tryptophan 0 0] 0,010824841 0 0] 0,007954164 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
30,781|9,12-Octadecadienoic acid 0 0] 0,024714097| 0,311796723 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
31,03611-cis-Octadecenoicacid 0,025025792| 0,10634962 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
32,806 |Glucopyranoside 0 0 0 0 0 0 0| 0,004355556 0 0 0 0| 0,001248741| 0,000680428 0[ 0,001609588 0 0
37,619 Adipicacid 0,080851719 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
38,968|d-Glucitol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0[ 0,001561242
39,82|Uridine 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 0,006595897| 0,005395956| 0,009214221| 0,010217442| 0,006938972| 0,00792694| 0,006614232| 0,010217618 0
41,066 |N-Acetyl glucosamine 0,008611306| 0,004889075| 0,004829155 0f 0,002137572| 0,00759346| 0,008215153| 0,00653079| 0,032814312| 0,008124483| 0,003612445| 0,015585137| 0,018915476| 0,009060167| 0,019679203| 0,015195922| 0,012343508| 0,025105756

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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