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/ Resumo \

O estudo apresenta uma andlise da abordagem metabolémica nao-alvo, com foco nas principais etapas envolvidas
na comparac¢do do metaboloma do grao de triticale (linhagem L8665) com o grédo de trititrigia (linhagem M116)
durante a fase de maturacao da cera. A utilizacdo de um sistema CG-MS permite a identificacdo de varios
metabdlitos, facilitando assim a deteccdo de diferencas na via metabdlica, especificamente no metabolismo

do glioxilato e da carboxilase, entre os graos de triticale e trititrigia. Esta investigacao abrangente da composicao
do metaboloma desempenha um papel crucial na identificacdo dos fatores responsdveis pela formacao

de indicadores de qualidade dos graos.
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Introducao

B Introducéo

Os metabolitos das plantas sao os produtos finais da expressdo génica, e a combinacdo de metabdlitos de baixo
peso molecular, incluindo substratos, intermediarios e produtos de reagdes bioquimicas, na verdade, fornece
informacoes sobre como as alteracdes nos genes estdo associadas a alteracdes na funcao bioldgica da planta em
estudo. O estudo dos metabolitos é de interesse para o gerenciamento do melhoramento de plantas, aumentando o
rendimento e a qualidade das colheitas, elucidando a funcao dos genes, a genotipagem, a avaliacao da adaptacéo
das plantas as condicbes ambientais, bem como para outras areas.

Na quimica analitica, hd duas abordagens para o estudo de metabdlitos: direcionada e nao direcionada. Cada
abordagem tem suas vantagens, dreas de aplicacdo, bem como limitagdes. A metabolémica direcionada permite
apenas a andlise qualitativa e quantitativa de um numero estritamente limitado de metabdlitos direcionados. Mas
essa abordagem exige padrdes analiticos de alta pureza. A metabolémica nao direcionada é uma analise geral de
todos os metabdlitos, inclusive os desconhecidos, portanto, essa analise ndo pode ser quantitativa em relacédo a
todos os metabdlitos de uma sé vez [1]. As abordagens de analise ndo direcionadas sdao mais baseadas em hipdteses,
pois ndo dependem de um conjunto conhecido predeterminado de compostos, mas levam em conta todos os sinais
detectados.

O principal problema da abordagem analitica na metabolémica é a dificuldade de construir um perfil metabdlico
completo devido a enorme diversidade quimica dos componentes do metaboloma e aos recursos limitados das
ferramentas analiticas usadas para identifica-los de forma confidvel. O metaboloma inclui um grande niimero de
compostos, em particular, com base em dados da literatura, os representantes do reino vegetal podem conter de
100.000 a 200.000 metabdlitos diferentes [2, 3] e outros eucariotos - de 4.000 a 20.000 [4]. Obviamente, é dificil obter
a cobertura completa do metaboloma por um Unico método analitico, embora seja importante estudar os fenétipos
dos sistemas vivos [5]. Portanto, é necessdrio integrar a abordagem metabdlica em uma cadeia de estudos analiticos
por meio de diferentes métodos de analise instrumental e espectral [6, 7].

A cromatografia gasosa (CG) em combinacdo com varios métodos de deteccao de espectrometria de massa (MS)
(filtro de massa quadrupolo (Q), filtro de massa de tempo de voo (TOF), armadilha orbital) é considerada o "padrao
ouro" no campo da metabolomica [8]. A alta sensibilidade, a seletividade e a capacidade de obter informacoes
abrangentes sobre centenas de compostos em uma Unica analise tornam o CG-MS uma solucéo ideal, especialmente
para a metabolémica nao direcionada.

O uso da ionizacao de elétrons para fragmentacao de moléculas nesses sistemas resulta em espectros de massa
estritamente especificos, estaveis e altamente informativos para cada composto detectado. Tudo isso contribuiu ao
mesmo tempo para o desenvolvimento de bibliotecas de espectros de massa apropriadas para a identificacao rapida
e confidvel de compostos organicos, inclusive metabdlitos. Atualmente, essas bibliotecas contém registros de varias
centenas de milhares de compostos de baixo peso molecular de varios campos da quimica analitica (NIST, Wiley,
GMD, etc.).
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Preparacao

B Introducédo

O triticale é um valioso gréo, alimento e cultura técnica. E um anfidipléide de trigo-centeio obtido pela combinacéo
de complexos cromossOmicos de trigo e centeio [9]. A analise do metaboloma do triticale é um dos pré-requisitos para
a criacdo de variedades altamente produtivas de culturas agricolas adaptadas a condi¢des climéaticas especificas

e resistentes a fatores ambientais adversos [10]. Embora o triticale seja uma cultura desenvolvida ha relativamente
pouco tempo, ele ja tem uma grande participacdo na producao de graos.

O principal uso do triticale esta associado a producdo de racdo animal e matérias-primas para a producao de alcool; em
pequena escala, o grdo de triticale é usado para fins alimenticios [9]. A agricultura sustentavel exige o desenvolvimento
de variedades adaptadas as diversas condicdes climaticas e de cultivo locais. Atualmente, o melhoramento do triticale
tem como objetivo principal aumentar a produtividade, melhorar as caracteristicas alimentares e a resisténcia

a estresses bidticos e abidticos, com énfase especial na resisténcia ao acamamento [13-16].

Um estudo abrangente da composicdo do metaboloma do grao de triticale pode nos permitir identificar e propor
os indicadores de qualidade do grao e ajustar seus programas de melhoramento. Em particular:

«  estabelecimento de padrdes de mudancgas metabolicas em vérios estagios da ontogénese.

- relacdo da resisténcia da variedade a fatores de estresse biético e abidtico com caracteristicas metabdlicas,
inclusive para direcionar o desenvolvimento de métodos eficazes para seu diagnéstico, bem como
o desenvolvimento do conceito e do "modelo do metaboloma de uma variedade estéavel".

«  busca de padrodes e elucidacao de processos fundamentais (bioquimicos) que ocorrem durante o cultivo
e a reproducdo, uma vez que a compreensao dos processos é a maneira de gerencia-los.

Neste trabalho, é apresentada uma abordagem metabolémica nao direcionada para analisar as diferencas no metabolo-
ma do grdo de triticale em comparacdo com o grdo de trititrigia por CG-MS Single Quadruplo (Q-Tek, Montenegro),
aprimorada com a plataforma de software MetaboAnalyst para processamento de dados metabdlicos de alto
desempenho para identificar disparidades nas vias metabdlicas entre os dois tipos de graos [17, 18].
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Materiais e Métodos

B Materiais e Métodos

Os graos no estagio de maturacao da cera da linhagem de triticale de primavera L8665 e da linhagem de trititrigia M116
foram usados como objetos de pesquisa.

As amostras experimentais foram fixadas em nitrogénio liquido, extraidas com metanol frio e centrifugadas a 3.500 rpm por
10 minutos. Uma mistura de agua e cloroférmio (2:1) foi introduzida no eluato obtido apés a centrifugacao e, em seguida, a
mistura foi centrifugada novamente. A camada organica foi coletada e evaporada até a secura em temperatura ambiente no
evaporador rotativo Eppendorf (5301) por 4 horas.

Antes de injetar a amostra no CG-MS, 20 ul de solucao de cloridrato de metoxiamina em piridina foram adicionados ao
residuo seco resultante e colocados por 180 minutos em um termostato a 30°C para derivatizar os cetogrupos. Em seguida,
80 pl do reagente de derivatizagao MSTFA foram adicionados a mistura resultante e mantidos por 30 minutos em um
termostato a 30 °C para substituir o hidrogénio nos grupos hidroxila por residuos de -TMS. Apés o resfriamento até a
temperatura ambiente, a amostra foi transferida para um frasco do amostrador automatico de CG, deixada em repouso por
pelo menos 1 hora e foram adicionados 900 ul de hexano. 1 ul da amostra foi injetado no sistema Q-Tek CG-MS (no modo
splitless [Sem divisdo]).

O hélio foi usado como gas de arraste, com uma taxa de fluxo de 1,1 ml/min. Uma coluna cromatogréfica do tipo

Mega- 5MS (30 m x 250 microns; 250 microns) foi usada para separar os metabdélitos. O forno do CG foi programado

da seguinte forma: temperatura inicial de 70°C por 2 minutos, depois aquecimento a 300°C, a 10°C/min, e manutencao

da temperatura final por 8 minutos. A temperatura da linha de transferéncia do CG-MS foi ajustada em 250°C, a temperatura
da fonte de ions foi ajustada em 230°C. A faixa de varredura do filtro de massa quadrupolo foi ajustada para 50-550 Da.

Os cromatogramas TIC obtidos de duas amostras de graos sdo mostrados nas Figuras 1 e 2.

O processamento inicial dos dados e a integragcao automatica dos cromatogramas obtidos foram feitos no software CG-MS
Qtek antes da exportacao dos dados (Maestro-Analytic). A deconvolucao foi realizada no software AMDIS
(http://www.amdis.net), sequida pela identificacdo do composto com o banco de dados de espectro de massa comercial
NIST17.

Para aumentar a confianca na identificacdo de compostos, foram usados indices de retencéo linear (RI). O Rl foi determinado
com base no padrdo de hidrocarbonetos saturados (C10-C40). A interpretacdo quantitativa do perfil metabolémico foi
realizada pelas areas de pico da corrente total de ions.

O processamento de dados estatisticos foi realizado por meio de métodos estatisticos multivariados no software
MetaboAnalyst 5.0 (https://www.metaboanalyst.ca).
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Fig. 1 O perfil do extrato de graos de triticale da primavera (L8665).
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Fig. 2. O perfil do extrato de graos de trititrigia (M116).
B Resultados

Os perfis cromatograficos de dois grupos de graos foram considerados bastante semelhantes, apesar de sua origem distante
- no primeiro caso, o trigo e o centeio sao os progenitores, enquanto no segundo, a grama de trigo

desempenha esse papelEm ambas as amostras foram identificados aminoacidos (8 componentes), acidos carboxilicos

(8 componentes), dlcoois (5 componentes), cidos graxos (2 componentes), monossacarideos (11 componentes),
dissacarideos (2 componentes), compostos de outros grupos e ndo identificados (12 componentes). Obviamente, sem uma
analise profunda e detalhada, é dificil identificar quaisquer diferencas significativas no metabolismo dessas duas amostras.
Portanto, recorre-se com mais frequéncia a métodos de comparacdo estatistica de experimentos para identificar padroes
nao obvios com significancia estatistica calculada.

No inicio do perfil metabdlico, os dados foram normalizados pela mediana e foi aplicado o escalonamento por Pareto. Em
seguida, os metabdlitos mais distintos dos grupos foram isolados com sua significancia estatistica. Inicialmente, o método
de andlise de componentes principais (PCA) (Fig. 3) e a analise discriminante de proje¢des ortogonais em estruturas ocultas
(OPLS-DA) (Fig. 3) foram usados para avaliar a tendéncia dos dois grupos em consideracao.
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Fig. 3 A esquerda: Distribui¢do dos grupos estudados usando o método de componentes principais
(PCA). A direita: Diagrama do método de analise discriminante de projecdes ortogonais em estruturas
ocultas (OPLS-DA).
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B Resultados

Para identificar as caracteristicas que mais influenciam as diferencas entre os dois grupos de pesquisa, adotou-se

o método de teste A/B. Nesse método, um dos objetos de teste é designado como controle e comparado com o objeto
testado com base em um conjunto de caracteristicas, avaliadas por meio de métricas quantitativas. Um gréfico de
disperséo (volcano slot [abertura de vulcédo]) é usado como o diagrama resultante dessa abordagem para combinar

a medida de significancia estatistica (valor p) e o intervalo de mudancas (Fold Change [modulagao]), para visualizacao
rapida das diferencas.

As amostras de teste nos experimentos de CG-MS servem como objetos de analise, com suas caracteristicas distintas
sendo representadas por uma colecao de picos integrados nos cromatogramas. Esses valores de drea de pico integrado,
obtidos dos cromatogramas de lons Totais (TIC), sdo utilizados como uma medida quantitativa. A Figura 4 exibe

o diagrama de grafico de vulcdo que compara o triticale da linhagem L8665 e a trititrigia da linhagem M116, mostrando
os resultados da pesquisa conduzida pelos dois grupos respectivos. Ao interpretar os resultados apresentados

no diagrama, fica evidente que os pontos vermelhos e azuis exibem faixas substanciais de variacao e possuem alta
significancia estatistica. Esses atributos os estabelecem como indicadores confidveis de disparidades entre os objetos
sob investigacdo. Por outro lado, os pontos cinzas, apesar de possuirem um nivel notével de significancia, ndo devem
ser considerados marcadores confidveis de diferenca se seu intervalo de variacdes for inferior a 2 (log2 = 1,2).

ATabela 1 apresenta uma compilagdo dos principais metabolitos isolados, que devem servir de referéncia para
a avaliacdo e apreciacdo da convergéncia dos grupos examinados no préximo periodo.
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Fig. 4 Um diagrama de pontos comparando a composicao do metaboloma nos grupos.
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Resultados

B Resultados

Tabela 1. O diagrama de pontos de comparacao revela uma distincao na lista de metabdlitos
isolados entre os dois grupos de plantas em estudo.

Lista de metabdlitos Féormula FC log2(FC) raw.pval (-lg(p))
Maltose (isébmero 1) C,,H,,0,, 0,17907 -2,4814 2.24E-5 4,6493
Trimetil fosfato (CH3)3PO, 0,49437 -1,0163 5.04E_5 4,2975
Sacarose C12H220,, 0,21162 -2,2405 6.55E-5 4,1836
Glicina C2H,NO, 2,8165 1,4939 6.65E_5 41772

Acido citrico C,H80, 2,5011 1,3226 8.48E-5 4,0718
Galactinol C,,H220,, 0,11069 -3,1754 1.68E_4 3,7751
Maltose (isdmero 2) C,,H220,, 0,23535 -2,0871 2.83E-4 3,5481
D-mio-inositol-4-fosfato CgH1304P 4,6057 2,2034 3_905'4 3,4092
Galactose C,H120, 0,38962 -1,3599 541 E-4 3,2665

DL - Arabinose C,H100, 0,46142 -1,1158 6.01 E_4 3,2213
Acido 2-butenodidico, (E)- C4H,O4 2,6046 1,381 7.56E-4 3,1217
D-(+)-Xilose, (2)- C,H100, 0,46288 -1,1113 1.59E_3 2,7995
Glicerol C3HgO3 5,4692 2,4513 1 .80E-3 2,7458

Para validar a precisao da selecdo de compostos, foi empregada a analise discriminante de projecdes ortogonais em
estruturas ocultas. Além disso, um grafico de dispersao S foi construido com base nessa analise (Fig. 5a). Em seguida, foi
realizado o teste t de Student ou o teste U de Mann-Whitney nos recursos escolhidos, dependendo da normalidade da

distribuicdo dos dados.

Essa etapa teve como objetivo identificar caracteristicas com um [valor de p abaixo de 0,05.
Os resultados desses calculos foram apresentados como um gréfico que ilustra a importancia da varidvel na projecao,
conhecida como pontuacao VIP. A pontuacao VIP reflete a importancia da varidvel na analise discriminante, bem como sua
correlacdo com as respostas e a importancia na projecdo. Ao combinar essa analise com a analise dispersdo S, conseguimos
confirmar a maioria dos compostos potencialmente significativos estatisticamente identificados anteriormente que
caracterizam as diferencas no metaboloma.

Para uma investigacao estatistica mais aprofundada, foram considerados os compostos com uma pontuacao VIP superior
a 1 (Fig. 5). Consequentemente, foram observadas diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) entre os perfis
metaboldmicos dos graos de triticale e trititrigia no estagio de maturacao da cera (Tabela 2).

....|||||||||||||||HInul..“Mlullullnl“m..lunlll|||||||||||||||....

..|||||||||||M| ([t “lh.



Resultados

B Resultados

Importancia das caracteristicas
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Fig. 5 A esquerda O diagrama de dispersdo S, derivado da anélise discriminante de projecdes ortogonais em estruturas ocultas
(OPLS-DA) do metaboloma de amostras de grdos de triticale e trititrigia, revela componentes potencialmente significativos
no modelo OPLS-DA. A direita: O grafico ilustra a importancia da variavel na projecéo por meio da pontuacéo VIP.

Tabela 2. A lista de metabdlitos distintos nos grupos triticale e trititrigia obtida por meio da implementacao
de dois métodos de andlise estatistica no MetaboAnalyst.

Lista de metabdlitos VIP [t] VIP [orto-t]

Maltose
Glicina
Acido citrico
Fosfato de trimetila
Sacarose
Acido butanodisico
Galactinol
D-Sorbitol
D-mio-inositol-4-fosfato

Glicerol 3-Fosfato

C,H,,0,, 1,20595 0,272271
C,H,NO, 1,2043 0,336429

C.H,O, 1,20261 0,362339
(CH3)3PO,4 1,20053 0,015575
C,,H,,0,, 1,20036 0,273631

C4HsO4 1,19887 0,296376
C,H,,0,, 1,19876 0,043346
C.H,.0, 1,19718 0,414953
CgH110gP 1,19211 0,532071
C3HgOgP 1,19209 0,282619
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Resultados

B O Enriquecimento e a Identificagédo de Potenciais vias Metabolicas

Com base na compilacdo de metabdlitos isolados, que apresentaram varia¢des significativas entre as culturas, foram
distinguidas quatro categorias principais de metabdlitos. Essas categorias foram ainda classificadas em 7 subclasses
com base no sistema de classificacdo de metabdlitos da plataforma RefMet. A maioria dos metabdlitos se enquadrava
nas categorias de carboidratos (trés subclasses) e acidos organicos (quatro subclasses).

Um exame mais aprofundado das vias metabolicas no software MetaboAnalyst permitiu a identificacdo de aproximadamente
16 vias metabdlicas potenciais (Fig. 6) associadas a um conjunto especifico de metabdlitos significativos.

No entanto, apenas trés dessas vias demonstraram uma probabilidade de abranger mais de 10% do conjunto total

de metabdlitos. Essas vias incluem o metabolismo da galactose, o metabolismo do ciclo do acido tricarboxilico (ciclo do
citrato) e o metabolismo do glioxilato e do dicarboxilato. As vias metabdlicas especificas selecionadas para analise sdo
apresentadas na Tabela 3.

Metabolismo de

glioxilato e
dicarboxilato b ,
3 Metabolismo
da galactose
o
i~ Ciclo d . e o . .
= trato . Fig. 6 Grafico do efeito de compostos isolados nas vias
o> 3 (ciclo TCA) Ly .
g metabdlicas (https://www.genome.jp/kegg/).
.n,
3 “%_6. g
&
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20

Tabela 3. vias metabdlicas mais associadas a metabolitos isolados.

. . Status de

Metabolismo da galactose 4127 2.120E-° 4,674 0,002 0,0020 0,196

Metabolismo do glioxilato e 3/29 8.655E-4 3,063 0,081 0,0411 0,108
dicarboxilato

Ciclo do Citrato (ciclo PDCA) 2/20 8.120E-* 2,091 0,755 0,2570 0,156
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B O Enriquecimento e a Identificagédo de Potenciais vias Metabolicas

Um exame aprofundado das vias selecionadas revelou uma discrepancia entre os grupos estudados apenas na via

do metabolismo do glioxilato e do dicarboxilato, que serve principalmente para a sintese de carboidratos. Os metabdlitos
associados ao ciclo do citrato (TCA) também participam dessa via. Entretanto, o TCA compreende uma série de oito
enzimas que facilitam a descarboxilacdo oxidativa do piruvato e do malato (acido malico). Nesse processo, o (2S)-malato
quiral é gerado na conclusdo de todo o ciclo, onde é posteriormente oxidado pela malato desidrogenase para formar
oxaloacetato e NADH+H-+.

Essa reacdo conclui efetivamente o ciclo do citrato. Consequentemente, a intensidade do sinal do 4cido malico no perfil

do cromatograma deve corresponder a disparidade nas respostas do citrato e do succinato em relagcao ao grupo de estudo.
No entanto, esse efeito ndo é observado, pois o acido malico nao foi identificado como um metabdlito estatisticamente
significativo. Isso é confirmado ainda mais por sua concentracao média em ambos os grupos de amostras analisadas
(Figura 7).

Resposta media do acido malico
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2.60E+06
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2.20E+06
Fig. 7. Resposta média dos compostos de acido malico
2.00E+06 5
nos perfis cromatograficos em ambos os grupos

1.80E+06 > 4BES06 2.53F4+06 de estudo: L1 -L8665,S2 - M116.

1.60E+06
1.40E+06
1.20E+06
1.00E+06
L1 s2

Outras consideracbes sobre as diferencas no metabolismo da galactose foram desconsideradas devido as variagoes na
distribuicdo dos metabolitos associados dentro dos grupos. Especificamente, verificou-se que a resposta de sacarose

e galactose foi maior na amostra de trititrigia (52 - M116) em comparacdo com a amostra de triticale (L1 - L8665).

Por outro lado, os compostos D-sorbitol e mio-inositol apresentaram uma presenca significativa na amostra de triticale
(L1 - L8665). Consequentemente, com base nessa observacao, nao é possivel inferir quaisquer dissimilaridades nos
grupos estudados ao longo do caminho do metabolismo da galactose (Fig. 8).

Sacarose Galactose D-Sorbitol mio-inesitol

- . 03; . F

L1 52 L1 52 L1 52 L1 52

Fig. 8 O intervalo de distribuicoes das areas de pico de metabdlitos caracteristicos integrados no perfil TIC,
com os dados normalizados. Especificamente, o diagrama ilustra os valores de L1 a L8665 e S2 a M116.
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A Figura 9 ilustra as vias metabolicas do glioxilato e do dicarboxilato. Na figura, os metabdlitos que foram identificados
em ambas as amostras estdo destacados em vermelho. Além disso, no lado direito da figura, ha diagramas que
representam o intervalo de integrais para suas distribuicdes em perfis cromatogréficos.
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Fig. 9. Metabolismo de glioxilato e dicarboxilato, L1 - L8665, S2 - M116.

Com base nos dados adquiridos, pode-se inferir que a atividade metabdlica do glioxilato e do dicarboxilato na amostra
de triticale é significativamente maior em comparagcdo com a amostra de trititrigia. Além disso, foi examinada

a distribuicao de sinais para os metabdlitos L-serina e 3-fosfoglicerato, que também fazem parte dessa via metabdlica.
Embora o algoritmo automatizado de processamento de dados estatisticos ndo tenha considerado suas variagdes

significativas, uma inspecéo visual dos perfis cromatograficos sugere diferencas em seus niveis (Fig. 10).
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Fig. 10. Os sinais sobrepostos para compostos de L-serina e 3-fosfoglicerato em dois grupos.

B Conclusao

Os resultados obtidos demonstram que a utilizagdo do CG-MS Single Quadrupolo da Qtek, seguida do processamento
de dados do metabdlito usando técnicas de estatistica multivariada, permite a identificacdo de determinadas alteracoes
metaboldmicas que ocorrem durante o crescimento do grdo nas plantas examinadas. Essa abordagem também ajuda

a compreender o comportamento geral de pequenas moléculas na composicao do objeto. Consequentemente, o estudo
construiu com sucesso um modelo que ilustra o envolvimento de metabdlitos isolados no metabolismo de glioxilato

e dicarboxilato. A atividade aumentada desta via resulta em graos de triticale (L8665) que possuem um teor aumentado
de carboidratos, o que é uma caracteristica de melhoramento significativa.

Em conclusao, uma analise comparativa concisa destaca que o perfil metabolémico é uma grande promessa como método
altamente sensivel. Porém, fica evidente que a busca por marcadores bioquimicos depende da padronizacdo de métodos
de cultivo, preparo de amostras e posterior andlise. Além disso, abordagens unificadoras sdo necessarias para alcangar
progressos substanciais nos estudos genémicos e transcriptdmicos. A expansdo das investigacdes metabolémicas pode
contribuir muito para uma compreensao mais profunda das questdes da taxonomia vegetal.
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