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Resumen

ctualmente se cuenta con la ge-

Anémica, la protedmica y la me-
tabolémica como herramientas claves
y complementarias para el estudio de
los organismos. La gendémica se encarga
del estudio de los genes, la proteémica
y la metabolémica la complementan en-
focandose en los productos génicos, es
decir en el estudio de las proteinas y los
metabolitos, respectivamente.

Este tipo de herramientas proveen la
plataforma para los estudios funciona-
les, que pueden ser extendidos para la
evaluacion de los cambios globales en la
expresion génica, el establecimiento de
sistemas para el andlisis multiparalelo
del nivel de transcritos, la complejidad
de las proteinas y los perfiles metaboli-
cos resultantes. La integracion de los da-
tos de los sistemas bioldgicos, permitira
establecer un modelo fundamental para
la comprension de la evolucion, el desa-

rrollo y la adaptabilidad de las plantas.

El objetivo de esta revision es conocer
los fundamentos de la gendémica, pro-
tedmica y metabolémica y su utilidad

en el estudio de los procesos vegetales.

Palabras clave: Cromatografia, Electro-
foresis 2D, MALDI-TOF, Microarreglos,

Secuenciacion.

Abstract

In order to understand the biological
function from all the organisms, new
tools have been developed. These inclu-
de genomics, proteomics and metabo-
lomics studies as complementary key
tools. The Genomics study the genome
content, proteomics and metabolomics
are focusing in the gene products, that

include proteins and metabolites.

These tools are the platform for the
new functional studies, and they could
include the analysis of global changes in
gene expression and the establishment
of systems for the multiparallel analysis

of transcripts, proteins and metabolites.

The integration of biological data, will
allow the establishment of a fundamen-
tal model for the comprehension of the
evolution, development and plant adap-
tability. The objective of this review is to
understand the main concepts of geno-
mics, proteomics and metabolomics, and
their use in the studies of plant proces-
ses.

Keywords: Chromatography, MALDI-
TOF, Microarrays, Sequencing, 2D Elec-

trophoresis.
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ANALISIS DE GENOMAS (GENOMICA)

El desarrollo de técnicas nuevas para el analisis
del genoma (secuenciacién masiva, microarre-
glos de DNA), permite el analisis simultaneo de
miles de genes en una especie en un momento
determinado. El andlisis ha ayudado a genes que
no podrian identificarse en un andlisis tradicio-
nal (Jackson y col. 2006). La secuencia de un
genoma, consiste en la totalidad de la informa-
cion genética que posee un organismo, y es una
fuente importante de investigacién basica en as-
pectos de evolucion y desarrollo de plantas y es
muy util para el desarrollo de nuevos genotipos.

Las diferentes especies vegetales tienen di-
ferentes contenidos de DNA (Aramuganathan
y Earle, 1991), el contenido de DNA de mu-
chas plantas incluye entre 100 millones a 100
mil millones de letras, organizadas en unos
20000 a 50000 genes (Ekblom y Galindo, 2011).

Actualmente se ha publicado las secuencias
genomicas de doce especies vegetales, de dife-
rentes familias, caracteristicas y usos (Tabla 1).

Estos genomas proveen de herramientas e in-
formacion genética que ayuda a la elucidacion del

genoma de otras especies vegetales. Con el desa-
rrollo de nuevas estrategias y tecnologias para la
secuenciacion de genomas, sera posible desarro-
llar programas para la secuenciaciéon de nuevos
organismos vegetales. Hoy es posible obtener
una secuencia parcial o una secuencia gendmica
completa (Ekblom y Galindo, 2011). Los costos
para estos proyectos ahora son muy accesibles, la
secuenciacion del primer genoma vegetal resultd
en un esfuerzo de muchos afios con un costo de
millones de délares. Los costos para la secuencia-
cién de un genoma estan en el orden de miles de
dolares, y existen nuevas herramientas bioinfor-
maticas para facilitar su ensamblaje e interpreta-
cién de las secuencias (Ekblom y Galindo, 2011).

Lo que ayudara a entender varios procesos y
las relaciones filogenéticas entre las plantas.
La informaciéon que se genere, ayudara a en-
tender los mecanismos de adaptacién de las
plantas a diferentes ambientes, a diferentes es-
timulos y los efectos durante diferentes proce-
sos de desarrollo vegetal (Jackson y col. 2006).

Tabla 1. Genomas vegetales secuenciados

Nombre comin Nombre cientifico Familia Namero de | Contenido (MB)
cromosomas

Arabidopsis (2002) Arabidospis thaliana Brassicaceae 5 125
Arroz (2005) Oriza sativa Poaceae 12 389
Alamo (2006) Populus trichocarpa Salicaceae 19 485
Uva (2007) Vitis vinifera Vitaceae 19 487
Papaya (2008) Carica papaya Caricaceae 9 372
Maiz (2008) Zea maiz Poaceae 10 2.300
Pepino (2009) Cucumis sativus Cucurbitaceae 7 243
Sorgo (2009) Sorghum bicolor Poaceae 10 730
Soya (2010) Glicine max Leguminosae 20 950
Fresa (2011) Fragaria vesca Rosaceae 7 240
Cacao (2011) Teobroma cacao Sterculiacae 10 430
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Las técnicas basadas en perfiles transcripto-
micos (microarreglos) permiten el analisis si-
multdneo de miles de genes que son regulados
transcripcionalmente, y que son usados para es-
tudiar cambios en la expresion genética (Tan y
col. 2009). Los microarreglos de DNA son las he-
rramientas gendémicas basadas en arreglos mas
utilizadas (Lodha y Basak, 2012). Estos arreglos
usan cientos o millones de sondas altamente or-
ganizadas sobre una superficie sélida delimita-
da, que sirven para preguntar simultaneamente
a diferentes moléculas de DNA o RNA, definidas
como blancos (targets) acerca de su similitud o su
expresion dentro de muestras individuales (Clar-
ke y Zhu, 2006). Existen muchos protocolos, sin
embargo la técnica basica involucra la extraccion
de ARNm (ARN mensajero) de dos muestras bio-
l6gicas, una muestra control y otra experimental.

Los RNA aislados son convertidos a cDNA (DNA
complementario al RNA mensajero) por RT-PCR
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(transcripcion reversa acoplada a reaccion en ca-
denadelapolimerasa) (LodhayBasak,2012)Cada
una de las muestras se marca con diferentes fluo-
rocromos (Figura 1), se mezclan y se hibridan por
un periodo de tiempo contra un gran nimero de
secuencias genéticas que fueron colocadas como
sondas individuales en un chip de microarreglos
(Tany col. 2009; Lodha y Basak, 2012) . Después
de la hibridacidn, el exceso de cDNA se lava y los
resultados de la hibridaciéon son analizados de-
terminando la intensidad relativa de la fluores-
cencia de cada gene. En general la fortaleza de la
sefial representa: A) la abundancia de la secuen-
cia blanco (nivel de trascrito, si las muestras son
de RNA) o B) similaridad de las secuencias entre
las sondas y los blancos (Clarke y Zhu, 2006).
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Figura 1. Esquema del proceso de hibridacion de microarreglos de
DNA (Herndndez-Romano, 2006)

Existen dos tipos basicos de microarreglos; arre-
glos de cDNA y microarreglos de oligonucleotidos.
En los microarreglos de cDNA, los arreglos (spo-
ted arrays) son creados porla depositacion de una
solucion concentrada de DNA de cadena doble
sobre un soporte sélido, usando un robot (Lodha
y Basak, 2012). En los microarreglos de oligonu-
cledtidos (secuencias cortas de DNA, usualmente

de 16-20 pares de bases), los oligonucledtidos
especificos se sintetizan en una orientacién es-
pacial predeterminada sobre una superficie soli-
da, utilizando una técnica llamada fotolitografia.

Affimetrix, la compafiia pionera de esta tecno-
logia, dispone de presentaciones comerciales de
arreglos de diferentes organismos (Lodha y Ba-
sak, 2012).
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Algunasveces,losoligonucle6tidos son deposita-
dos en soportes de vidrio utilizando mecanismos
semejantes a impresoras de inyeccion de tinta.
La densidad de los oligoncledtidos en los vidrios
puede ser muy alta, algunos arreglos recientes
muestran un ordenamiento de 192,000 a 240,000
oligonucleétidos por chip (Lodhay Basak, 2012).

Desde su aparicion hace dos décadas, los mi-
croarreglos de DNA han revolucionado la biolo-
gia molecular (Clarke y Zhu, 2006). Dirigida a la
secuencia del genoma mismo, los microarreglos
se han utilizado para identificar genes nuevos,
sitios de unién a factores de transcripcién, cam-
bios en el nimero de copias de DNA y variaciones
de una secuencia, tal como una cepa emergente
de patdgenos o mutaciones complejas en genes
humanos responsables de enfermedades. En el
caso de plantas, los microarreglos de DNA facili-
tan el reconocimiento de patrones de expresiéon
genética global, comparando los patrones de ex-
presion entre diferentes muestras (en diferentes
condiciones o estadios de desarrollo), las dife-
rentes asociaciones entre un caracter especifico
y los cambios en la expresion, incluso se pueden
hacer sugerencias sobre la funcidn genética,
para mejoramiento vegetal (Clarke y Zhu, 2006).

ANALISIS DE PROTEINAS (PROTEOMICA)

El desarrollo tecnoldgico ha comenzado a apli-
carse en la era post-gendmica, donde el foco de
la investigacion gradualmente se ha mudado de
genes y genomas a proteinas y proteomas para
el andlisis de sus funciones (Vihinen, 2001). Las
proteinas son moléculas orgédnicas complejas,
formadas por aminodacidos ordenados en cadenas
polipeptidicas mantenidas por enlaces quimicos
entre el grupo amino (NH,) de un aminoacidoy el
grupo carboxilo (COOH) del siguiente aminoacido.

Seconocequeenlanaturalezaexisten 20 aminoa-
cidos, las posibilidades de ordenamiento de estos
aminoacidos en las proteinas es 2020, es decir que
la maquinaria celular puede producir millones de
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péptidos diferentes con solo 20 aminoacidos. Las
proteinas se encuentran en todos los organismos,
son las moléculas biol6égicas mas abundantes y
son de suma importancia para la funcién y orga-
nizacién celular vegetal (Bertone y Snyder, 2005).
En la actualidad se dispone de avances bioldgi-
cos cuantitativos a gran escala para estudiar los
comportamientos de moléculas relevantes biol6-
gicamente, entre estas técnicas las mas amplia-
mente utilizadas en la biologia de plantas esta la
proteémica, que permite la cuantificacién y pos-
terior identificacién de cientos o miles de protei-
nas de un organismo (Bertone y Snyder, 2005).

El estudio de las proteinas expresadas diferen-
cialmente en el perfil proteinico puede ayudar al
entendimiento, posible control y manipulacién de
las caracteristicas de calidad y nutricionales de
las plantas. Similar al perfil de la expresion géni-
ca, la proteémica ofrece la oportunidad de exami-
nar y clasificar los patrones temporales de la acu-
mulacién de proteinas que ocurren en diferentes
procesos vegetales. Las estrategias proteémicas
desarrolladas permiten caracterizar las modifica-
ciones de las proteinas que no pueden ser predi-
chas de una secuencia genémica, complementan-
do las funciones de esta (Mann y Jensen, 2003).

El desarrollo de técnicas y métodos para la sepa-
racion y purificacion las proteinas ha sido un im-
portante prerrequisito para muchos de los avan-
cesrealizados en las biociencias y la biotecnologia
durante los ultimas cinco décadas. Las mejoras
en materiales, la utilizacién de instrumentos
computarizados, y un incremento en el uso del
etiquetado in vivo ha hecho que la separacién de
las proteinas sea mas predecibles y controladas.

La meta de la proteémica es una descripcién
completa y cuantitativa de la expresion de las
proteinas. Esta puede dividirse en protedmica
de expresién, que tiene como objetivo la descrip-
cion del proteoma total de un tejido, tipo celular
u organelo y las mediciones cuantitativas de los
niveles de expresion proteinica, y protedmica
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funcional, que se encarga del estudio de la fun-
cion de proteinas dentro de sistemas biolégicos
(relaciona cambios de expresién con una funcion
determinada) y la regulacién de su expresion,
incluyendo las interacciones proteina-proteina,
proteinas-DNA, proteinas-RNA y las modificacio-
nes postraduccionales (Bertone y Snyder, 2005).

Diversas técnicas contribuyen en el area de la
protedmica. Estas incluyen a las imagenes de
células por microscopia de luz o electronica,
experimentos de matriz y chip, y experimen-
tos de lectura genética. Otros avances técnicos,
tales como el desarrollo de estrategias para li-
diar con pequefos volumenes de los quimicos
agresivos, la introducciéon de la cromatografia
de liquidos a alta presiéon (HPLC), y el nuevo
soporte de inmovilizacién de la muestra, com-
binados en los secuenciadores de fase gaseosa,
aumentando considerablemente la sensibilidad
y permitiendo la recoleccion automatizada de
los datos y el analisis (Aebersold y Mann, 2003).

La idea de analizar el contenido completo de las
proteinas que se producen por una célula surgid
hace 20 afios con el desarrollo de electroforesis
en gel en dos dimensiones (2D). La técnica se basa
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en la separacion de las proteinas en una primera
dimensién, de acuerdo a sus puntos isoeléctri-
cos (pl), entonces las proteinas son transferidas
a la segunda dimensién en geles de acrilamida
desnaturalizante (SDS-PAGE) donde ademas son
separadas de acuerdo a su masa (Figura 2). La
aplicacion de la técnica de electroforesis en dos
dimensiones es la separacion de las muestras de
tejido, cultivo, para futuros analisis como tincidn,
identificacion, western-blot, entre otros (Bertho-
ne y Snyder 2005). Los estudios de prote6mi-
ca suelen plantear retos debido al alto grado de
complejidad de los proteomas celulares y la baja
abundancia de muchas de las proteinas, lo cual re-
quiere de técnicas analiticas de alta sensibilidad.

La espectrometria de masas (MS en inglés) se
ha convertido en el método de elecciéon por sus
analisis complejos de las muestras de proteinas.
La MS aplicada a la proteémica es una discipli-
na que ha hecho posible la complementacion de
bases de datos de genes y genomas, los avances
técnicos y conceptuales en diversas areas, y sobre
todo el descubrimiento y desarrollo de los méto-
dos de ionizacién de las proteinas, como fue reco-
nocido por el premio Nobel de Quimica en 2002.

Péptidos

NS N
~
3. Espectrometria de masas
LC-MS Laser
J f F
] Electrospray MALDI

TOF, IT, LIT, Q, FT-ICR, TOF-TOF, LIT-Orbitrap,
Q-TOF, LIT-triple quadroplo

- o— e A ——
=

LT A

espectro de masas

Figura 2.
Diagrama del andlisis
proteémico

4. Anélisis de datos
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Las mediciones por espectrometria de masas
son llevadas a cabo en la fase gaseosa en anali-
tos ionizados. Por definicion un espectrofotd-
metro de masas consta de una fuente de iones
(Figura 3), un analizador de masas que mide la
relaciéon de masa a carga (m/z) de los analitos
ionizados, y un detector que registra el nime-
ro de iones en cada valor de m/z. La ionizacién
por electrospray (ESI en inglés) y la ionizaciéon
por laser desorcidén/ionizacién asistida por ma-
triz (MALDI en inglés), son las dos técnicas mas
comunmente utilizadas para volatilizar e ionizar
las proteinas o péptidos para el andlisis de espec-
trometria de masas (Aebersold y Mann, 2003).

30,000 V

Luz, laser, UV, IR

Analizador de masas (TOF)

N

(Q Desorsion de iones
\ Muestra co-cristalizada con la matriz
en una placa

Figura 3. Fundamentos del sistema MALDI

La informacién proteémica puede ser usada y
aplicada en muchas investigaciones por ejemplo,
en la identificacion de proteinas, la tasa de sinte-
sis, el nivel de expresion, la determinacion de la
localizacién y la funcién de una proteina, los efec-
tos de modificaciones postraduccionales, la re-
gulacion, la caracterizacion, los marcadores mo-
leculares de enfermedades, el seguimiento de la
progresion de enfermedades, el andlisis proteo-
mico diferencial, los estudios en patogénesis mi-
crobiana, la respuesta a tratamientos y agentes;
asi como, para el estudio de blancos de drogas,

6 | CIENciA@UAQ

los analisis riesgosos y la expresion de los compo-
nentes de rutas metabolicas. Las areas de interés
especifico han incluido el estudio de la variacién
de proteinas en diferentes 6érganos de plantas y
la variacion en respuesta a eventos fisiolégicos.

Actualmente se han publicado estudios pro-
tedmicos para una amplia variedad de plantas
superiores. Los cuales proveen una revision de
las proteinas presentes en un tejido, organelo, o
estado del desarrollo. Algunos estudios son es-
pecificos para el andlisis del proteoma en cues-
tiones bioldgicas especificas; como el papel del
jasmonato en la sefializaciéon de defensa o para
identificar proteinas fosforiladas en respuesta a
evocadores de hongos o bacterias. La compara-
cion del proteoma en geles 2D es ahora amplia-
mente usada en plantas para la caracterizacion
de la diversidad genética, el analisis de procesos
de desarrollo o el estudio de interacciones en
ambientes bidticos o abidticos, el desarrollo de
plantas, resistencia a enfermedades, fotosintesis
y otros aspectos de la funcién de plantas como
es el caso del desarrollo y la maduracion de los
frutos. Estan disponibles los proteomas de algu-
nos cereales de importancia agronémica como
cebada, maiz, arroz; asi como para el de Arabi-
dopsis thaliana, 1a planta modelo por excelencia.

ANALISIS DE METABOLITOS
(METOBOLOMICA)

Desde principios de la década de los noventa,
ha ido emergiendo con fuerza la metabolémica,
la dltima de las ciencias 6micas, este término
comparado con el de genémica y proteomica sur-
gié posteriormente. La metabolémica cataloga y
cuantificaalas moléculas pequefias, productos del
metabolismo primario o secundario, que se en-
cuentran en los sistemas bioldgicos, estudia cdmo
cambian los perfiles metabdlicos dentro de un or-
ganismo como respuesta a a alguna situacion, tal
como enfermedades, o estrés (Dunny col. 2005).
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La metabolomica se refiere al estudio, la iden-
tificacion y cuantificacién sistematica de com-
puestos de bajo peso molecular en ciertas células,
tejidos o fluidos bioldégicos que son producto de
las reacciones metabolicas en los seres vivos. En
analogia con el genoma, que denota la totalidad
de toda la informacién genética, el metaboloma
representa la totalidad de los metabolitos dentro
de un sistema bioldgico (McNiven y col. 2011).

Los campos de aplicacién de la metabolémi-
ca son diversos, van desde la agricultura hasta
la industria farmacéutica pasando por aplica-
ciones medioambientales y de la industria de
alimentos. En los afios recientes, la metabold-
mica emergié como una util herramienta en
las ciencias bioldgicas debido a que uno de sus
principales objetivos, es identificar cambios su-
tiles en los perfiles metabdlicos entre sistemas
biolégicos en diferentes estados fisioldgicos o
patolégicos (McNiven y col. 2011). El metabo-
loma puede entenderse como el producto final
de la expresién genética con un posible impacto
en el fenotipo de una célula, tejido u organismo,
de ahi, que la cuantificaciéon de los metabolitos
proporciona un amplio panorama del estatus
bioquimico, que puede ser utilizado para vigilar
y establecer la funcién de un gen (Fiehn 2002).

El nimero de metabolitos depende del sistema
biologico estudiado. Existen diferencias entre
los organismos eucariotas y procariotas. Oldi-
ges y col. (2007) estimaron que el metaboloma
de E. coli y S. cerevisiae es de 1170 y 600 com-
puestos, respectivamente. Para el reino vegetal se
considera que éste puede estar conformado por
alrededor de 200,000 metabolitos. Dependien-
do del campo de estudio, la metabolémica hace
uso de diferentes estrategias: (1) Target analy-
sis (andlisis del blanco), el objetivo es el analisis
cuantitativo de los metabolitos del sustrato y/o
producto de una proteina blanco, (2) Metabolic
profiling (perfiles metabdlicos), se centra en el
analisis cuantitativo de un conjunto de metabo-
litos predefinidos, que pertenecen a una clase de

compuestos de una determinada ruta biosintéti-
ca o de un grupo relacionado de metabolitos; (3)
footprinting (huella externa), andlisis de (exo)
metabolitos secretados/excretados por un orga-
nismo); si el organismo esta creciendo en cultivo
se puede incluir el andlisis de condiciones am-
bientales y de sustancias de crecimiento y 4) fin-
gerprinting (huella dactilar) analisis de metabo-
litos intracelulares con importancia bioquimica;
es un andlisis global para clasificar la muestra de
acuerdo a su origen o estatus (caso/control, sa-
ludable/enfermo) (Fiehn, 2002). Las estrategias
presentadas se aplican generalmente a distinguir
las diferencias en las concentraciones de meta-
bolitos después de las modificaciones genéticas
o de cambios en el entorno de la célula, que tie-
nen una influencia directa sobre estos niveles.

La investigacion de los metabolomas se ha com-
plicado por su enorme complejidad y dinamismo.
Una técnica analitica ideal deberia realizarse di-
rectamente sobre las muestras, sinlanecesidad de
pretratamiento, ademas, deberia ser reproduci-
ble, robusta, sensible y precisa (Luy col. 2008); no
obstante, no hay una técnica que proporcione to-
das estas caracteristicas. Las principales técnicas
analiticas que se emplean en metabolémica estan
basadas en resonancia magnética nuclear (NMR)
y espectrometria de masas (MS). Esta dltima, se
ha establecido en los ultimos aflos como una he-
rramienta esencial en el andlisis de metabolitos,
requiere de la pre-preparacion de los componen-
tes metabolicos, ya sea mediante cromatografia
de gases (GC) o cromatografia de liquidos (LC,
HPLC). La electroforesis capilar (CE) acoplada a
masas (MS) se presenta como una alternativa pro-
metedora, al igual que la espectroscopia infrarro-
ja con transformada de Fourier (FTIR). También
se han utilizado ensayos enzimaticos en la de-
terminacién de metabolitos (Zhang y col. 2012).

Como se mencion6 anteriormente, la espec-
troscopia de masas permite la separacion, iden-
tificacion y cuantificacién de moléculas, basada
en su relacién masa/carga (m/z), en diferentes
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matrices (liquidas, solidas), después de su ioni-
zacién. Un equipo de espectrometria de masas
consta de cinco partes fundamentales: 1) sistema
de introducciéon de muestra, 2) fuente de ioni-
zacidn, 3) analizador de masas, 4) detector y 5)
procesador de datos. La funcién de la fuente de
ionizacion en un equipo de MS es aplicar energia
para generar iones, ya que el equipo sélo puede
medir las moléculas eléctricamente cargadas.

El tipo de fuente de ionizacién utilizado de-
pende de las propiedades de la molécula a ana-
lizar, tales como peso molecular, polaridad, vola-
tilidad. En la Tabla 2 se resumen las fuentes de
ionizacion. Entre los analizadores de masas se

encuentran el Cuadruplo (Q), Tiempo de Vue-
lo (TOF), Orbitrap y Transformada de Fourier
(FTMS), los cuales varian en precision y exac-
titud. En ocasiones, para aumentar la sensibili-
dad de los andlisis se utilizan detectores tandem
MS, lo cual permite en ocasiones detectar hasta
el doble de compuestos que con una sola MS.

De acuerdo al andlisis metabolémico que
se requiere efectuar se determinan combi-
naciones de las fuentes de ionizaciéon y ana-
lizadores de masa (Q-TOF, MALDI-TOF MS,
etc.) (Dunn y col. 2005; Zhang y col. 2012).

Tabla 2. Tipos de fuentes de ionizacién para andlisis metabolémico

Fuente de ionizacién Siglas Modo de ionizacién

lonizacién quimica | CI Colisién con un gas (metano-

(Chemical ionization) amonio) y aplicacién de
energia eléctrica de manera
simultanea.

lonizacién por impacto | El Aplicacion de energia eléctrica

electrénico (Electron (70eV)

Impact)

lonizacién por electrospray | ESI Aplicacién de energia eléctrica

(Electro Spray lonization)

lonizaciéon por bombardeo | FAB Bombardeo con un gas inerte.

rapido de atomos (Fast

Atom Bombardment)

lonizacién-desorcion MALDI Aplicacion de energia

asistida por laser (Matrix mediante rayo laser.

Assisted Laser Desorption

lonisation)
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La aplicaciéon de cromatografia de liquidos de
alta resolucion -High Performance Liquid Chro-
matography- HPLC-MS para estudios de metabo-
lémica es relativamente nueva; sin embargo, la
amplia disponibilidad de LC-MS se ha traducido
en un aumento rapido y continuo en el nimero de
los estudios que utilizan la técnica para metabo-
16mica. Esta se basa en el principio de retencién
selectiva, cuyo objetivo es separar los distintos
componentes de una mezcla liquida, permitiendo
identificar y determinar las cantidades de éstos.
En general, en metabolémica se lleva a cabo la
técnica utilizando gradientes de solvente y fase
reversa (Lu y col. 2008). La GC vinculada a la es-
pectrometria de masas es un medio eficaz para
el analisis quimico, la cual consiste en que los
componentes de la muestra se separan debido
a la particion diferencial entre una fase gaseosa
movil y una fase estacionaria s6lida. Regularmen-
te los metabolitos de los extractos de plantas son
compuestos no volatiles que no pueden ser direc-
tamente analizados por GC (Bhalla y col. 2005).

La NMR es uno de los métodos mas poten-
tes pero subutilizado para la identificacién de
metabolitos en plantas. Esta técnica es no des-
tructiva, por lo que se pueden hacer determina-

ciones in vivo, ademas puede detectar una gran
diversidad de metabolitos independientemente
de su tamafio, carga, volatilidad o estabilidad;
no obstante, es una técnica costosa lo cual re-
presenta una desventaja en comparaciéon con
otras técnicas de identificacion de metaboli-
tos. La NMR utiliza las propiedades magnéticas
de los atomos para dilucidar la estructura qui-
mica de los compuestos. (Zhang y col. 2011).

Un paso esencial es el analisis de la gran canti-
dad de datos que se obtienen después del analisis
instrumental y, aunque se dispone de software es-
pecializado para el andlisis de éstos, usualmente
se requiere también de trabajo manual para man-
tener una buena calidad de los datos, en aras de
obtener informes correctos, sobre todo cuando
se realiza el andlisis cuantitativo de metabolitos.
Usualmente, para el analisis de datos se emplean
métodos estadisticos multivariantes para com-
primirlos en formas mas facilmente manejables
(Hendrix y col. 2011). Este proceso puede ayudar
en la visualizacion de patrones y el agrupamien-
to entre muestras, dos de los temas centrales en
el andlisis metabolémico, la Figura 4 muestra
el diagrama de flujo del andlisis metabolémico.

A“:!f;z de Identificacion de
Preparacion de Obtencion de (pre- (mf’;f;j:g'a'g’;% Interpretacion
muestra. datos. proces amiento —— & bases de biologica.
& andlisis datos)
estadistico).

Figura 4. Diagrama de flujo para andlisis metabolémico
(adaptado de Lu y col. 2008).

En cuanto a la metabolémica de las plantas, la
gran variedad de muestras disponibles (hojas,
raices, savia, frutos, tallos, tubérculos, flores y
materiales derivados) se refleja en el amplio nu-
mero de estudios en este sentido, cuya relevan-
cia no es menor debido a la importancia de las
plantas en la vida diaria (comida, materia prima
para procesos industriales, elaboracién de com-

bustibles, etc.). Las plantas sintetizan compues-
tos en las raices que se transportan a través de
la savia del xilema. Algunos de estos compuestos
son vitales para sefalizacion y adaptacion al es-
trés ambiental, como sequia. El andlisis de savia
ha demostrado ser crucial para entender cémo
las alteraciones en la composicién pueden dar lu-
gar a cambios en el desarrollo y la sefializacion
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durante la adaptacion a la sequia. Los analisis de
metabolémica pueden ser una herramienta util
en el descubrimiento de sustancias bioactivas
que se produzcan en la planta como resultado de
la interaccién con herbivoros u otra condicién de
estrés (Jansen y col. 2009). Combinada con los
resultados de los andlisis de microarreglos de
DNA, la metabolémica, ha ayudado a revelar nue-
vas vias de produccion de metabolismo secunda-
rio, ademas de proporcionar nueva informacién
sobre via la regulacion de factores de transcrip-
cién y control de almacenamiento vacuolar de
los metabolitos secundarios (Jansen y col. 2009).

Las investigaciones actuales de la metabolémica
en plantas pueden ayudar al mejoramiento de los
cultivos para que los alimentos tengan mayor bio-
disponibilidad y proporcion de compuestos bené-
ficos para la salud. El analisis metabolémico del
exudado de raices de Arabidopsis identific6 125
metabolitos secundarios, los cuales difirieron en-
trelas especiessilvestres y domesticadas (Bhallay
col.2005). Laidentificaciéon del metaboloma de las
plantas es un gran reto debido a las repercusiones
del ambiente en el metabolismo, incluso en culti-
vos en invernadero donde las condiciones medio-
ambientales son controladas (Dunn y col. 2005).

CONCLUSION

Se han desarrollado nuevas estrategias de ana-
lisis masivo, que permiten la identificacion de
genes, proteinas y metabolitos en un momento
o condicién determinada. A la fecha se conocen
la secuencias gendmicas de mas de 300 seres
vivos, desde bacterias a mamiferos incluyendo
hongos plantas; XX proteomas y un gran nime-
ro de estudios de metabolitos secundarios. La
interpretacion integral de los datos generados
nos permitira identificar las moléculas respon-
sables de los diferentes procesos y eventual-
mente conocer el comportamiento molecular de
los organismos bajo una condiciéon definida. La
correlacion de estos resultados traera por con-
secuencia la seleccion de condiciones para una
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mejor adaptacién de los organismos (en este
caso las plantas), para su sobrevivencia y utili-
dad. En el futuro, no sera extrafio encontrar las
secuencias de genomas o proteomas ligados
al mejoramiento de la calidad de los vegetales.
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