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Mass Spectrometry as Analytical Technique of Excellence in Plant Metabolomics Research —
Global climate change and population growth are two major challenges of the 215 century. Crop losses due to climate-
-related stresses have worsened over the past decades, and current climate models predict an increased occurrence
of droughts, floods and extreme temperatures. This scenario together with the growth in food demand is expected to
pose a real threat to global food security. It is therefore imperative to develop strategies to improve food availability in
variable environments, and ultimately, transfer this knowledge to farmers in the time frame needed. Although much
progress has been done over the past years in the area of abiotic stress in plants, the mechanisms defining plant
resilience to such adverse conditions are still not completely understood. One approach to improve our knowledge
of plant tolerance to environmental stress is to reveal the underlying central metabolic pathways that might play an
important role in supporting cellular homeostasis to ensure plant survival in adverse conditions. Metabolomics is
therefore aiming to find an increasing number of applications to investigate interesting biological questions related to
plant environment and agriculture, particularly, when coupled to highly sensitive mass spectrometry (MS)-dedicated
analytical techniques.

As alteragOes climaticas e o crescimento da populacado sdo dois grandes desafios do século XXI. Nas ultimas déca-
das, perdas na colheita de produtos agricolas devido a padrdes ambientais instaveis tém vindo a aumentar, e modelos
climéticos preveem um aumento da ocorréncia de secas, inundagoes, e temperaturas extremas. Este cendrio representa
uma ameaca para a seguranca alimentar global. E, portanto, crucial desenvolver estratégias para melhorar a dispo-
nibilidade de alimentos em climas variaveis, e transferir esse conhecimento aos agricultores a curto prazo. Embora
nos ultimos anos se tenham vindo a observar rapidos avangos na éarea da tolerancia das plantas ao stresse abiético, os
mecanismos que definem a resiliéncia da planta a condi¢des adversas sdo ainda largamente desconhecidos. Uma abor-
dagem para melhorar o nosso conhecimento da tolerancia da planta ao stresse é revelar as vias metabdlicas centrais
que podem desempenhar um papel importante no auxilio da homeostase celular, para garantir o crescimento e desen-
volvimento da planta em condi¢ées adversas assegurando, assim, a sua sobrevivéncia. Neste sentido, a metabolémica
associada a técnicas analiticas altamente sensiveis baseadas na espectrometria de massa (MS) tem vindo a aumentar o
ntimero de aplicagdes para investigar questdes bioldgicas relacionadas com o meio ambiente e agricultura.

centrais que podem desempenhar um papel importante na
modulacdo do seu crescimento e desenvolvimento em res-
posta a essa determinada condicao ambiental adversa que,
em ambiente natural, é sempre uma combinacao de varios
factores [9,10]. Neste sentido, a metabolémica associada
a técnicas analiticas baseadas na espectrometria de massa
(MS) tem encontrado um ndimero crescente de aplicagoes
para investigar questoes biol6gicas relacionadas com o
meio ambiente e agricultura.

1. O Cuma EsTA A Mupar

Nos tltimos anos, o aumento significativo de padroes am-
bientais instaveis associados a alteracdes climaticas tem
provocado enormes perdas de produtividade agricola a
nivel mundial. Modelos climaticos atuais preveem um au-
mento da incidéncia de secas, inundacdes, e temperaturas
extremas para os proximos anos [1-4]. Esta situacdo, junta-
mente com o aumento global da populacdo, representa uma
ameaca real para a seguranca alimentar [5,6]. E, portanto,
imperativo desenvolver estratégias para melhorar substan-

2. METABOLOMICA DE PLANTAS
cialmente a disponibilidade de alimentos em ambientes

variaveis e transferir esse conhecimento aos agricultores
no periodo de tempo necessdrio. Estas estratégias tém sido
progressivamente realizadas através de programas de me-
lhoramento genético [7] e de biotecnologia [8] que usam
métodos inovadores para desenvolver plantas com toleran-
cia reforcada a stresse abi6tico. Embora nos ultimos anos
se tenham realizado enormes avangos nesta drea, 0S me-
canismos que definem a resiliéncia da planta a condi¢des
adversas sao ainda largamente desconhecidos. Uma abor-
dagem para melhorar o nosso conhecimento da tolerancia
da planta ao stresse ambiental é revelar as vias metabdlicas
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As plantas sdo organismos sésseis e, como tal, ndo podem
escapar a condi¢des ambientais adversas que afetam nega-
tivamente o seu crescimento e desenvolvimento. A sua so-
brevivéncia depende, assim, de encontrar respostas adapta-
tivas complexas que envolvem ndo s6 a detecdo do stresse e
a transdugdo de sinal, como também a ativacdao de um certo
ntimero de genes e metabolitos relacionados com o stresse
[9,10]. A metabolémica é uma tecnologia “omics” emer-
gente centrada na identificacdo e quantificacdo de molécu-
las de baixo peso molecular (metabolitos) que compdem o
metaboloma de um dado organismo, 6rgao, tecido ou célu-
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la, num dado estagio de desenvolvimento ou em condigdes
ambientais particulares [11]. Ao contrario de genes e pro-
teinas, cujas fungoes estdo sujeitas a regulacao epigenética
e modificacdo pos-traducional, respetivamente, os metabo-
litos funcionam como assinaturas diretas da atividade bio-
quimica e, portanto, sdo mais faceis de correlacionar com o
fenétipo [12]. Estudos do metaboloma de plantas incluem
a analise de uma grande variedade de espécies quimicas
com propriedades fisico-quimicas distintas, desde com-
postos inorganicos iénicos, derivados de hidratos de car-
bono hidrofilicos, acidos organicos e aminoacidos, a uma
série de compostos lipidicos hidrofébicos. Por outro lado,
o metaboloma da planta estende-se ao longo de uma vasta
gama dindmica de concentragées in vivo que pode variar de
femtomolar a milimolar [13]. Para aumentar esta comple-
xidade, estima-se que existam mais de 200 mil metabolitos
diferentes no reino vegetal [14,15]. Esta complexidade traz
enormes desafios para as tecnologias analiticas aplicadas
nos programas atuais de investigacdo na area da metabol6-
mica das plantas. Em resultado disso, frequentemente sdo
utilizadas diversas técnicas de extracdo e combinagdes de
métodos analiticos na tentativa de atingir uma cobertura
metabdlica adequada [13-16]. No entanto, e em contras-
te com a transcriptomica e a proteémica, a metabolémica
tem a vantagem de ndo ser dependente da disponibilidade
da informacdo do genoma especifico do organismo para a
analise de dados [16].

3. A EspecTrOMETRIA DE Massa EM METABOLOMICA DE
PLANTAS

Devido a sua elevada sensibilidade, a espectrometria de
massa (MS) é atualmente a técnica analitica de excelén-
cia em estudos de metabolémica de plantas para abordar
questdes relacionadas com o meio ambiente e agricultura
e, quando acoplada a técnicas cromatograficas, tais como,
a cromatografia liquida (LC-MS) ou a cromatografia em
fase gasosa (GC-MS), permite a separacdo, caracterizagao,
e quantificacdo de um elevado niimero de metabolitos pre-
sentes no metaboloma da planta (Figura 1) [16-19].

Metodologias baseadas em LC-MS sdo particularmente
adequadas para a caracterizacdo de um pequeno conjunto
de metabolitos conhecidos do metaboloma da planta (tar-
get metabolite analysis) e também para a caracterizacdo do
metaboloma da planta em larga escala (untarget metabolite
analysis). Geralmente, em aplicacdes de LC-MS, o méto-
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do de ionizacdo mais utilizado é o electrospray (ESI), uma
técnica de ionizagdo suave que introduz pouca energia in-
terna, e como tal, gera pouca informacao sobre a estrutura
da molécula porque apenas alguns fragmentos sdo obtidos
[20]. Dentro da vasta gama de instrumentos MS disponi-
veis atualmente no mercado para aplicacdes de metabolé-
mica de plantas com base em LC-MS (por exemplo, triplo
quadrupolo (QqQ), quadrupolo ion trap (QIT), quadrupolo
de tempo de voo (QTOF), quadrupolo Orbitrap), métodos
LC-QqQ-MS sao desejaveis em abordagens quantitativas.
Espectrometros de massa do tipo triplo quadrupolo (QqQ-
-MS) permitem a realizacdo de ensaios de monitorizacdo de
reacdes multiplas (MRM) (do inglés multiple reaction mo-
nitoring) que sdo ensaios altamente especificos e sensiveis e,
dai, particularmente importantes para a quantificagdo abso-
luta de metabolitos presentes em baixa concentracao in vivo
(fito-hormonas e acticares fosforilados, por exemplo) [18].

A GC-MS é considerada uma técnica analitica de eleicao
em estudos de metabolémica de plantas [11,13,15,16, 20-
24], incluindo estudos de stresse abiotico [17,18]. Méto-
dos de GC-MS tém vantagem sobre os métodos de LC-MS
porque sdo capazes de analisar uma grande variedade de
metabolitos com diferentes propriedades fisico-quimicas
(por exemplo, hidratos de carbono, aminoacidos, acidos
organicos, poliaminas) num tnico extrato de planta. Além
disso, GC-MS é uma técnica mais reprodutivel do que LC-
-MS devido ao método de ionizagdo por ionizagao eletro-
nica (EI), em que as moléculas em fase gasosa interagem
com eletrdes cineticamente ativados com uma energia mé-
dia padrdo de 70 eV. Os espectros de massa GC-EI-MS
sdo por isso altamente reprodutiveis em equipamentos se-
melhantes, facilitando assim a construcdo de bibliotecas
de espectros de massa de padrdes de referéncia [20-22].
No entanto, a GC-MS é apenas capaz de analisar metabo-
litos volateis e termicamente estaveis e requer um passo
de derivatizacdo para modificar quimicamente compostos
ndo-volateis (a maioria dos metabolitos primdrios) para
produzir derivados volateis. O protocolo de derivatizacao
para estudos de metabolémica baseados em GC-MS esta
bem estabelecido e inclui duas reagoes quimicas (i) me-
toxiaminacdo seguida de (ii) sililagdo [18,21-23]. Alguns
metabolitos termolabeis (agucares fosforilados, por exem-
plo), bem como metabolitos que ndo se volatilizam mesmo
apos derivatizacao (oligossacaridos de ordem superior ao
trissacarido rafinose, por exemplo) ndo sdo passiveis de
ser analisados por GC-MS, e assim, abordagens baseadas

Figura 1 - Tipico workflow utilizado em meta-
bolémica de plantas: do desenho experimental
e preparagdo da amostra a analise de metabo-
litos com base em técnicas de espectrometria
de massa.
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em LC-MS sdo a melhor escolha para a sua identificacao e
quantificacdo [18,24,25]. GC-Q-MS permite uma analise
sensivel e confidvel com um custo acessivel; no entanto,
apresenta uma reduzida precisdao na massa medida. Por
outro lado, GC-TOF-MS oferece precisdo na massa me-
dida e tempos de aquisi¢do rapidos. Além disso, permite
deconvolucdo precisa dos picos sobrepostos tipicamente
encontrados em matrizes bioloégicas complexas como os
extratos de plantas. Em abordagens de GC-MS, os me-
tabolitos sdo frequentemente quantificados utilizando
quantificacdo relativa calculada usando a éarea do pico do
metabolito dividida pela drea do pico do padrdo interno
(ribitol, por exemplo) e o peso fresco/seco da amostra. A
quantificacdo absoluta pode ser obtida se forem incluidas
na andlise de GC-MS curvas de calibracdo de metabolitos
especificos [17,22].

4. CoNcLUSOES & PERSPETIVAS

Conforme descrito acima, devido a sua elevada sensibili-
dade, MS ¢ a técnica analitica de exceléncia em estudos
de metabolomica de plantas. A determinagdo dos perfis
metabodlicos por GC-MS tem a vantagem de permitir uma
cobertura relativamente ampla de classes de compostos, e
o interesse da sua aplicacdo no campo das respostas meta-
bolicas das plantas a perturbacdes genéticas e/ou ambien-
tais (fatores abidticos/bidticos) continuara a crescer. No
entanto, sdo necessarios avangos rapidos nas tecnologias
de MS aplicadas a metabolémica, de forma a aumentar nao
sO a cobertura de metabolitos existente no metaboloma da
planta mas também aumentar a resolucdo espacial e tem-
poral da analise do metaboloma. E importante referir que
melhorias na sensibilidade dos espectrémetros de massa
serdo sempre de grande interesse, uma vez que a sensibi-
lidade determina o limite de detecdo, o qual é particular-
mente importante para quantificar metabolitos presentes
em baixa concentracdo in vivo. Por outro lado, sdo também
necessarias melhorias no desenvolvimento de plataformas
de bioinformaética para uma anotacao mais precisa dos me-
tabolitos. Por tltimo, mas ndo menos importante, a investi-
gacdo em metabolémica exige investimentos substanciais
(ao nivel instrumental) pela maioria das universidades e
unidades de I&D. Ao apoiar uma ampla gama de estudos
na area da metabolémica, desde a fisiologia vegetal a in-
vestigacdo biomédica, muitos cientistas e colaboradores
podem aceder ndo s6 a um conhecimento cientifico de pon-
ta mas também a um conjunto sofisticado de ferramentas
de andlise estatistica desenvolvidas para facilitar a analise
de dados e interpretacdo bioldgica.
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