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RESUMEN 
 
El maíz (Zea mays L.) es un cultivo importante por su productividad y diversidad de 
usos, tanto para la alimentación humana como animal. El rendimiento, así como la 
calidad nutricional del maíz, dependen de la composición bioquímica de diversas 
células y tejidos. Lo que se planteó como proyecto medular fue el estudio 
bioquímico-analítico de diversos órganos de la planta de maíz que se utilizan como 
forraje. En la presente tesis doctoral analizamos el perfil y el contenido de 
metabolitos en el jugo (la savia extraída) de tallo de maíz. Lo anterior con el fin de 
esclarecer la función fisiológica del tallo en relación con los demás tejidos 
productores y consumidores de fotosintatos. Utilizamos diversas herramientas 
metabolómicas para cuantificar biomoléculas (metabolitos y proteínas) en las 
diferentes etapas de crecimiento, en diferentes variedades y bajo distintas 
condiciones de cultivo como son la sequía y el bajo contenido de nitrógeno. 
Utilizamos cromatografía tanto de gases (GC) como de líquidos (LC), así como 
espectrofotometría de luz ultravioleta (UV). También implementamos protocolos de 
fenotipeo bioquímico usando espectrometría de masas (MS) con inyección directa 
de ionización con spray de electrones (DIESI-MS). Los resultados bioquímicos 
obtenidos se compararon con los datos agronómicos y parámetros fisiológicos 
secundarios (p. ej. floración femenina (FFWL), intervalo de floración (ASI), 
rendimiento de grano (GY), etc). La pregunta medular fue si el perfil bioquímico del 
jugo de tallo en la etapa de floración refleja el manejo agronómico de las plantas y 
si esto permite predecir el rendimiento final de grano (GY) en un ensayo de campo. 
Por la cantidad de datos tan grande, se usó el lenguaje de programación R para 
implementar y entrelazar diversas técnicas estadísticas como el análisis de 
varianza (ANOVA), las pruebas Tukey-LSD y la correlación Pearson y la regresión 
lineal en diversas modalidades. También optimizamos scripts para el 
procesamiento de los espectros DIESI-MS y la generación de diversas figuras 
como boxplots, dendogramas de similitud y heatmaps biclusters para facilitar la 
interpretación de los resultados. Se encontraron correlaciones significativas de los 
metabolitos (biomarcadores) con el estado fisiológico de la planta, que por una 
parte permitieron discriminar variedades y por otro predecir tempranamente el 
desempeño agronómico (rendimiento final de grano o de forraje). Los resultados de 
metabolitos y las correlaciones observadas en diversas condiciones de cultivo y 
con diferentes genotipos, servirán para posteriormente convencer a los 
mejoradores clásicos que incluyan las variables metabólicas en sus índices de 
selección. Finalmente podemos concluir que logramos desarrollar protocolos 
confiables y métodos costeables de fenotipeo bioquímico basados en DIESI-MS 
que serán usados en los programas de mejoramiento genético de maíz, en el 
marco de la iniciativa MasAgro financiada por la SAGARPA. 
 
Palabras clave: metabolómica, fisiología, maíz, aminoácidos, carbohidratos, 
espectrometría de  masas, regresión lineal, programación R, bioinformática,  
nitrógeno, sequía. 
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SUMMARY 
 
Maize (Zea mays L.) is an important crop because of its productivity and diversity of 
uses for both human and animal consumption. The nutritional quality and grain yield 
(GY) of maize depends on the biochemical composition of diverse cells and tissues. 
The project started as a bioanalytical study of various organs of corn plants that are 
used as fodder. In this thesis we analyzed the biochemical profile and content of 
metabolites in the soluble extract of the stalk (stem juice). This was done to clarify 
the physiological function of the stem relative to other sink and source organs. We 
used various metabolomic tools to quantify biomolecules (metabolites and proteins) 
at different growth stages, different varieties under various growth conditions such 
as drought (WS) and low nitrogen stress (LN). Different analytical techniques were 
used including gas (GC) and liquid (LC) chromatography and ultra violet (UV) light 
spectrophotometry. We also implemented a protocol of biochemical phenotyping 
using mass spectrometry (MS) via direct injection electrospray ionization (DIESI-
MS). The biochemical results were compared with the agronomic data and 
secondary physiological parameters (e.g. female flowering (FFWL), anthesis-silking 
interval (ASI), and grain yield (GY)). The key question was whether the biochemical 
profile of the stem juice at the time of flowering reflects the agronomic management 
and if this allows to predict final grain yield (GY) in a field trial. Due to the large 
amount of data generated, R programming was used to implement and interlace 
various statistical techniques such as ANOVA, Tukey-LSD, Pearson correlation, 
and various linear regression methods. Also, we optimized scripts for processing 
DIESI-MS spectra and the generation of various figures such as boxplots, 
dendrograms and heat maps biclusters to facilitate biological interpretation of the 
results. We found significant correlation of metabolites (biomarkers) with the 
physiological state of the plant, which permitted the discrimination of genotypes on 
the one hand, and on the other, it allowed early prediction of the agronomic 
performance (final GY or fodder). The metabolite results and the observed 
correlations in various culture conditions and with different genotypes will help to 
convince classic breeders to include metabolic variables in their selection indices. 
Finally, we conclude that our group successfully developed reliable protocols and 
cost-efficient methods of biochemical phenotyping based on DIESI-MS that are 
more affordable for maize breeding programs in the framework of the MasAgro 
initiative funded by SAGARPA.  
 
Keywords: metabolomics, physiology, maize, aminoacids, carbohydrates, mass 
spectrometry, linear regression, R software, bioinformatics, nitrogen, drought.  
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1. INTRODUCCIÓN GENERAL 
 
Los programas de mejoramiento genético de plantas incluyen diferentes líneas de 
investigación científica. Existen las aproximaciones clásicas muy efectivas desde 
hace muchos siglos, pero también han surgido los enfoques modernos (Spiertz et 
al, 2014). El paradigma holístico de la biología de sistemas ha llevado a incluir las 
ciencias ómicas dentro del campo de la agronomía y la hibridación de especies 
vegetales como el maíz (Bänziger et al., 2002; Fernie y  Schauer, 2009). El dilema 
del fenotipo-genotipo ha generado temas diversos en la biología molecular, entre 
ellas la genómica, transcriptómica, proteómica y, recientemente, la metabolómica 
vegetal. A manera de analogía, se puede decir que los genes representan el 
“potencial”, los transcriptos la “estrategia”, las proteínas realizan el “trabajo” y la 
metabolómica refleja los “resultados” (Figura 1.1). 
 

 

 

 

 

Figura 1.1 Flujo bidireccional de información celular entre los genes y los metabolitos. En 
cada uno de los niveles se utilizan diferentes métodos científicos para su estudio. La 
secuenciación de un genoma nos dice el potencial de lo que pudiera hacer, pero no 
necesariamente siempre lo logra. Los transcritos, nos indican el plan estratégico, mientras 
que las proteínas y las enzimas nos revelan en qué está trabajando la célula en ese 
momento específico. Finalmente, los resultados se reflejan de manera integrada y 
acumulada en los metabolitos. Adaptado de Tiessen (2009). 

 
Las dos primeras ciencias ómicas han experimentado un auge importante 

por los avances metodológicos de la biotecnología y las nanociencias que las 
posicionan de manera preponderante en los trabajos actuales de ciencia básica. La 
genómica se ha vuelto tan popular y masiva por la facilidad técnica de secuenciar 
todos los ácidos nucléicos. La transcriptómica ha vivido un auge similar iniciando 
con los microarreglos, el PCR en tiempo real y ahora con la sequenciación directa 
de ARN (RNA Seq). La que se ha quedado más atrás por la falta de innovaciones 
técnicas y el alto costo de los equipos analíticos es la metabolómica y la fenómica 
agrícola. Los estudios de metabolómica amplían el nivel y grado de información 
acerca de los compuestos biológicos que son importantes en el funcionamiento, la 
regulación y homeóstasis de la célula (Hall, 2011). La investigación sistémica de las 
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ciencias ómicas genera una riqueza de datos que nos conducen a la necesidad de 
facilitar su análisis con programas bioinformáticos. El objetivo es encontrar 
relaciones causales entre los factores que controlan un proceso metabólico o una 
función fisiológica en los diversos experimentos diseñados en el campo de la 
agricultura (Bänziger et al., 2002; Fernie y  Schauer, 2009). La robustez de los 
métodos estadísticos aplicados a las ciencias agrícolas, combinados con la 
practicidad de la informática computacional, nos permite la visualización de los 
datos numéricos y facilitan la interpretación de los resultados. Por medio de 
gráficas e imágenes (p. ej. Heatmaps o mapas de calor) se comparan los niveles 
de cientos de moléculas con fines de caracterizar y seleccionar a los mejores 
genotipos en determinados ambientes sembrados en múltiples campos 
experimentales.  

 
La ingeniería genética y el mejoramiento vegetal es un proceso iterativo de 
entrecruzamiento, recombinación y selección para finalmente obtener un mejor 
genotipo (Bänziger et al., 2000). La hibridación sexual y la segregación durante la 
meiosis generan diversas variantes génicas, con características predeterminadas 
para la planta o el cultivo. En el caso del maíz, la hibridación lleva a un interesante 
efecto de heterosis que por medio del vigor híbrido produce mayores rendimientos 
de grano y biomasa. Se busca que los híbridos sean resistentes a plagas y 
enfermedades además de ser tolerantes a estreses abióticos como son la sequía, 
calor, salinidad, bajo contenido de nitrógeno en el suelo, inundación, y 
contaminación de metales pesados, entre otros (Bänziger et al., 2000). Debido a 
que el fenotipo de las plantas es determinado por el genotipo y sus interacciones 
con el ambiente, el estudio de estos fenómenos fisiológicos y moleculares es 
importante para los mejoradores. También es importante para los agrónomos que 
optimizan y establecen nuevas prácticas culturales para potenciar los rendimientos 
de grano y de biomasa fresca (Bänziger et al., 2000). 
Para identificar a los genotipos que mejor se desarrollan bajo diferentes 
condiciones ambientales y prácticas culturales proponemos enfocarnos al estudio 
metabólico del tallo vegetativo del maíz. Queremos entender mejor su papel dentro 
de la fisiología de la planta. La etapa de floración en el desarrollo de la planta es 
importante para tomar datos agronómicos y bioquímicos. Además, por ser una 
etapa previa al llenado y maduración de la mazorca, un fenotipeo durante esta 
etapa temprana permitiría hacer una selección de variedades de forma más 
eficiente.  
 
Una de las estrategias metabolómicas que escogimos es la conocida como 
fingerprinting, que se engloba en los estudios no dirigidos a una sola familia de 
metabolitos. Proponemos que por medio de la aplicación de la ionización por 
electrospray e inyección directa acoplada a espectrometría de masas con 
cuadrupolos (DIESI-MSQ, por sus siglas en inglés) es posible la obtención de 
perfiles y huellas metabólicas de extractos de jugo de tallo de maíz para conocer el 
estado fisiológico de la planta. Utilizando métodos bioestadísticos, con la 
combinación de factores y mediante relaciones lineales de dichos datos entre ellos, 
se obtienen ecuaciones de regresión para efectos de predecir los rendimientos 
agronómicos. 
Los extractos del jugo de tallo de maíz se obtuvieron de los siguientes 
experimentos: “estrés hídrico”, “bajo nitrógeno”, “fuente-sumidero”, “diferentes 
etapas de desarrollo”, en 2010 (días de siembra) y en 2011 (plantas con y sin 
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vaina). Para hacer una adecuada interpretación de los resultados acudimos a 
diferentes niveles de análisis partiendo desde la morfometría de la planta hasta el 
contenido de metabolitos en el jugo del tallo usando diferentes técnicas analíticas. 
Para ello fue preciso ubicar el grado de amplitud y el nivel de detalle capaz de 
proporcionar la mejor respuesta a las preguntas biológicas que pretendíamos 
dilucidar. 
El cambio climático, el deterioro de los recursos naturales y la reducción de las 
zonas de cultivo agrícola son las razones por las que en CIMMYT y en Cinvestav 
se ha intensificado la investigación para mejorar al maíz bajo condiciones de estrés 
abiótico en el marco de la iniciativa de MasAgro-SAGARPA (http://masagro.mx) , 
que fue la que financió la mayor parte de los experimentos de esta tesis doctoral. 

http://masagro.mx/
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2. ANTECEDENTES 

2.1 Metabolómica 

2.1.1 Definición e importancia 
Aunque hay antecedentes más antiguos, el metaboloma de plantas fue 

descrito por Fiehn (2001) como el conjunto completo de todos los compuestos 
moleculares sintetizados por un organismo autótrofo. El análisis del metaboloma 
fue considerado como “la medida del cambio en las concentraciones relativas de 
metabolitos como resultado de la eliminación o sobre expresión de un gen […] que 
permite localizar el gen blanco de un producto nuevo en el mapa metabólico”. Fiehn 
(2001), hizo posteriores distinciones entre diferentes análisis metabólicos, y definió 
a la metabolómica, como el análisis exhaustivo y cuantitativo de todos los 
metabolitos de un organismo. En realidad lo que más interesa es medir las 
principales moléculas que son relevantes para el mantenimiento, crecimiento y el 
funcionamiento normal de la célula (Beecher, 2003).  

En el campo de la metabolómica se usan diversos términos y conceptos. Sin 
embargo, las definiciones varían según los autores y algunas veces se combinan o 
se confunden. Aún cuando el estudio del metabolismo de plantas tuvo sus orígenes 
en la medicina naturista y abarca un amplio campo y trayectoria en la ciencia, para 
nuestro proyecto le dimos prioridad a los paradigmas de la fisiología molecular de 
plantas representado por los siguientes líderes de grupos científicos: O. Fiehn, U. 
Roessner, A. Fernie, L. Willmitzer y M. Stitt (Roessner et al., 2001).  
 
2.1.2 Estrategias en metabolómica 

Actualmente se utilizan diferentes estrategias para el análisis global de 
metabolitos (Cuadro 2.1 De acuerdo con las preguntas biológicas en estudio, se 
requiere utilizar diferentes enfoques porque existen diversos requisitos de 
desempeño analítico: límites de detección, precisión, exactitud, capacidad de 
procesamiento de muestras, etc. (Madalinski et al., 2008; Koek et al., 2011). La red 
metabólica en una célula viva es un complejo conjunto de reacciones que están 
fuertemente interconectadas, donde cualquier perturbación en alguna enzima 
puede causar cambios significativos en la concentración de diversos metabolitos 
(Nielsen, 2003). Los metabolitos tienen diversas estructuras químicas y por lo tanto, 
es necesario aprender a extraerlos con los solventes adecuados y a cuantificarlos 
por medio de plataformas robustas que puedan ser utilizadas con diferentes 
especies (Beecher, 2003). 
 En contraste con la estrategia de "huella metabólica" (o fingerprinting), la de 
"perfil metabólico" (o metabolic profiling) se orienta a identificar y cuantificar al 
menos algunos de los metabolitos presentes, enfocándose con frecuencia en 
aquellos que han sido identificados por medio de análisis multivariado, de forma 
discriminante entre varias muestras, tratamientos o genotipos (Cuadro 2.1 Dichos 
compuestos pueden entonces ser parte de las bases hipotéticas que los relacione 
con diferencias genéticas o fenotípicas (Hall, 2011). Para estudiar los efectos 
pleiotrópicos de las perturbaciones genéticas o ambientales, se necesita hacer un 
análisis completo del sistema biológico. La metabolómica proporciona un registro, 
podríamos decir “fotográfico”, de los eventos que sucedan en determinado punto 
del tiempo (Fiehn, 2001). 

La metabolómica es “complementaria” a la genómica, transcriptómica y a la 
proteómica porque es una función que resulta de estos procesos moleculares y su 
relación proximal con el estado fisiológico de la planta es mayor (ver Figura 2.1). 
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Las interacciones entre el genotipo y el fenotipo pueden ser mejor entendidas al 
incluir en el análisis al metaboloma (Figura 2.1). Como consecuencia, el análisis 
metabolómico también puede ser utilizado en el fenotipeo de organismos mutantes 
y transgénicos (Fiehn, 2001; Hall, 2011).  

 
   Cuadro 2.1 Estrategias analíticas de metabolómica (adaptado de Koek et al., 2011) 

Análisis dirigido de 
Metabolitos 

Análisis cuantitativo (absoluto o relativo) de uno o algunos pocos 
metabolitos. Estrategia típica: pretratamiento selectivo de la muestra 
seguido de un ensayo enzimático selectivo y detección por espectro-
fotometría UV-VIS. También, se usan ensayos de punto final o 
colorimétricos. En varios casos se hace una separación previa (GC, 
LC, CE) acoplada a detección selectiva y de alta sensibilidad (HPLC-
DAD, HPLC-FLD, etc.). 

Perfil metabólico Análisis cuantitativo (absoluto o relativo) y cualitativo (identificación) 
seguido de análisis de multi-componentes que define o describe 
patrones metabólicos para un grupo de metabolitos relacionado de 
manera metabólica o analítica (Horning y Horning, 1971). Estrategia 
típica: pretratamiento selectivo de la muestra para cada metabolito o 
clases de metabolitos de alguna ruta metabólica seguido de la 
separación (GC, LC, CE) acoplada a detección por el espectrómetro 
de masas. 

Huella metabólica Manejo elevado en número de muestras para clasificarlas por 
similitud. Por lo general no hay cuantificación absoluta (ó sólo 
relativa) y no se hace identificación individual de metabolitos (Dunn y 
Ellis, 2005; Fiehn,  2002). Estrategia típica: pretratamiento simple de 
la muestra seguido de NMR, FTIR, o espectrometría de masas con 
infusión directa (DIMS). 

Metabolómica GC-
MS 

Análisis cuantitativo (por lo general, relativo) y cualitativo del perfil 
completo de metabolitos presentes en un sistema biológico (células, 
fluidos corporales, tejidos). Estrategia típica: pretratamiento 
específico de la muestra (e.g., derivatización química) seguido de la 
separación por cromatografia de gases acoplada a espectrometría de 
masas con impacto electrónico (GC-EI-MS). 

 

 
Figura 2.1 Esquema de las relaciones entre el fenotipo y el genotipo (adaptado de Tiessen, 2009). 

Los metabolitos se derivan de la actividad enzimática y las funciones de las proteínas, ya sea de la 

fotosíntesis, crecimiento o desarrollo. Los metabolitos están más próximos a la agronomía y al 

fenotipo (por ejemplo, el rendimiento). La secuencia del ADN está más cercana al genotipo, pero 
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mucho más lejana del fenotipo, ya que este depende del ambiente, las modificaciones epigenéticas y 

la transducción de señales. 

 

2.1.3 Metabolómica y fisiología de plantas 
Las principales áreas de aplicación de la metabolómica son para la fisiología e 
hibridación de plantas (Hall, 2011). Se dice que la metabolómica proporciona una 
inequívoca imagen de lo que está sucediendo a nivel celular (Hall, 2011). La 
naturaleza compleja de la metabolómica nos lleva a descubrir conexiones y 
relaciones entre metabolitos y otras variables que no son intuitivas. Una 
comprensión integral de la complejidad de esto requiere de procesamientos 
bioinformáticos que deben llevarse a cabo con un estricto rigor estadístico. Solo así 
mejoraremos nuestro entendimiento molecular de la fisiología de plantas que está 
influenciada por factores bióticos y abióticos. Al estudiar diversas variables 
(genética, cultivos, tejidos, aplicación de tratamientos, ambientes, etc.), 
aprendemos cómo la plasticidad metabólica permite la sobrevivencia de las plantas 
en un ambiente siempre cambiante y a veces hostil. Con dicha información, 
podríamos desarrollar novedosas estrategias para al mejoramiento de plantas en 
términos de su productividad, su adaptación a condiciones ecológicas específicas, 
calidad de productos, su tolerancia y resistencia a factores ambientales, etc. (Hall, 
2011). 
 

2.2 Metabolismo 

2.2.1 Características del metabolismo de plantas 
El metabolismo puede definirse como una actividad coordinada en la que 

participan muchos conjuntos de sistemas enzimáticos mutuamente relacionados 
intercambiando materia y energía entre los diversos compartimentos de la célula y 
su entorno.  

Según Ap Rees y Stitt (1981), el metabolismo vegetal se puede comparar 
con la red de transporte de una gran ciudad (e. g., el “metro”). Es complejo por las 
diferentes rutas interrelacionadas implicadas en la síntesis de metabolitos, es 
robusto porque ante una mutación o un evento modificatorio, el sistema metabólico 
es capaz de seguir funcionando para que la planta sobreviva; es redundante por la 
disponibilidad de procesos paralelos y canales complementarios que evitan los 
cuellos de botella en el sistema; flexible por la variedad de flujos y estados 
metabólicos debido a las condiciones ambientales variables, y compartimentalizado 
porque las reacciones ocurren en diferentes organelos y células (Tiessen, 2009). 

Las funciones específicas del metabolismo de plantas son cuatro: 1) la 
obtención de energía química de las moléculas combustibles o de la luz solar 
absorbida; 2) la conversión de dióxido de carbono en precursores de los 
componentes macromoleculares de la célula; 3) el ensamblaje de estos 
precursores para formar metabolitos primarios y secundarios, proteínas, ácidos 
nucleicos, lípidos, membranas, etc. y 4) la degradación de las biomoléculas 
necesarias para las funciones especializadas de las células (Tiessen, 2009).  
 
2.2.2 Metabolismo de plantas 

El metabolismo es un pre-requisito de la vida (Stryer 1975). Miles de 
reacciones químicas, en su mayoría catalizadas por enzimas, definen una red 
metabólica en la que está basada toda actividad biológica. En particular, se acoplan 
reacciones anabólicas que consumen energía con las que la generan, y dirigen la 



7 

 

biosíntesis de los polímeros y metabolitos que forman la fábrica celular. Las 
actividades enzimaticas son fuertemente controladas y ajustadas de acuerdo a las 
condiciones ambientales cambiantes y patrones de crecimiento (Sweetlove, 2011). 
Las redes metabólicas de la planta son considerablemente más complejas que las 
de cualquier otro organismo (desde bacterias a animales). El crecimiento y 
sobrevivencia de la planta está íntimamente ligado al metabolismo primario (Smith 
y  Stitt, 2007; Stitt et al., 2010). Es por ello que es útil predecir el comportamiento 
metabólico (Fernie y  Schauer, 2009). En particular, existe una necesidad para 
conectar el genotipo con salidas metabólicas específicas de tal forma que los 
mejoradores de plantas y los ingenieros metabolómicos puedan generar nuevas 
variedades de cultivos con mayor rendimiento o composición química modificada. 
Aunque ha habido algunos resultados notables en la ingeniería metabólica (Butelli 
et al., 2008; Naqvi et al., 2009), éstos están principalmente relacionados con la 
producción de metabolitos secundarios. En contraste, existen pocos ejemplos 
donde la síntesis de los principales metabolitos primarios hayan sido manipulados 
en forma predictiva. La habilidad contrastante para modificar las redes metabólicas 
se debe a la diferencia en conectividad entre el metabolismo secundario con el 
primario. Muchos metabolitos secundarios son sintetizados por reacciones que 
ocurren en la periferia de la red metabólica, con relativamente pocas 
interconexiones con otras secciones de la red. Como resultado, hay muy pocas 
restricciones regulatorias de flujo a través de estas rutas lineales básicas y el 
control puede estar en gran medida sobre una sola enzima, proporcionando un solo 
blanco para la manipulación genética (Fraser et al., 2002; Enfissi et al., 2005). En 
lugares donde el control está distribuido más homogéneamente, es posible 
identificar factores de transcripción que afectan coordinadamente la expresión de 
las enzimas en una ruta particular (Schwinn et al., 2006; Memelink y  Gantet, 2007). 
En contraste, los componentes principales del crecimiento celular son sintetizados 
a través de un conjunto de reacciones altamente conectadas al que normalmente 
se le refiere como “metabolismo central”. Generalmente, no sólo es el control de 
flujo compartido entre algunas, sino todas las enzimas del metabolismo central 
(Raines, 2003; Geigenberger et al., 2004; Araujo et al., 2012). Debido al grado de 
conectividad, una perturbación en una parte de la red tiene consecuencias en otras 
regiones de la misma (Sweetlove, 2011). 
 
2.2.3 Vínculo del metaboloma con el fenotipo 
 

El fenotipo es lo que puede observarse o medirse (Fiehn 2002). Por lo 
regular, los agrónomos y los mejoradores solo consideran ciertos aspectos del 
fenotipo, principalmente relacionados con el desempeño agronómico, como la 
altura de la planta, la tolerancia a patógenos y/ o insectos plaga y el rendimiento de 
grano. Lo demás como la composición bioquímica parece ser irrelevante y por 
consiguiente rara vez se cuantifica en los programas de mejoramiento genético 
vegetal. El fenotipo bioquímico es el resultado de la interacción entre el genotipo, el 
ambiente, el tejido y la etapa de desarrollo (Figura 2.1). Por lo tanto, se necesita 
identificar y cuantificar cientos de metabolitos para estudiar su dinámica y analizar 
los flujos metabolómicos (Figura 2.2). El reto de la metabolómica reside en 
encontrar cambios en las cantidades de metabolitos que se puedan correlacionar 
con el estado fisiológico y de desarrollo de un tejido o de un organismo. Estos 
cambios pueden ser sutiles y las respuestas no siempre directas. 
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La enorme diversidad bioquímica de las plantas (se estima que pueden 
llegar a tener hasta > 200,000 compuestos) hace que una aproximación de la 
metabolómica en gran escala sea un tremendo reto. Se requieren diversas 
tecnologías para caracterizar todos los metabolitos presentes en plantas. La 
deducción del estado fisiológico de una planta a partir del perfil y las 
concentraciones de metabolitos requiere, por tanto, que la identificación y 
cuantificación de los mismos se realice con gran fiabilidad (Tiessen, 2009). 

 
Debe de existir un puente entre la metabolómica y las otras ramas de la 

biología integrativa: genómica, transcriptómica y proteómica (Fernie y  Schauer, 
2009). Es por ello que se requieren bases de datos que almacenen, integren y 
permitan establecer relaciones causales entre fenotipos, genes, transcriptos, 
proteínas y metabolitos. Para obtener un conocimiento global de cómo funciona un 
sistema biológico es esencial saber cómo responden los diversos niveles de 
expresión. Sólo así será posible deducir asociaciones relevantes entre 
macromoléculas, identificar correlaciones estadísticamente significativas con 
fenotipos (Fernie y  Schauer, 2009). Se ha postulado que los análisis fenotípicos y 
bioquímicos a gran escala permitirán en un futuro predecir cómo será el 
comportamiento de una planta dada en un determinado contexto ambiental 
(Tiessen, 2009). Derivado del incremental cambio climático, es preciso considerar 
en las relaciones fenotipo-genotipo, algunos de los factores que afectarán las 
condiciones del particular hábitat de las plantas (Bänziger et al., 1999). La 
temperatura, humedad, salinidad, erosión, composición del suelo e intensidad de 
explotación agrícola, son algunos de ellos (Bänziger et al., 2000). 
 

Enfoque del fenotipo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.2 En comparación con el aumento exponencial de los métodos de genotipeo, las 
estrategias de fenotipeo se están quedando atrás en las ciencias agrícolas. El 
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mejoramiento genético depende de la abundancia de datos cuantitativos fenotípicos y la 
partición estadística de la varianza en los efectos ambientales, genéticos, y los debidos al 
azar. En este trabajo se adaptó una estrategia fenotipo-metabólica para aumentar el 
rendimiento de la muestra, ahorrando en reactivos, reduciendo costos y simplificando el 
análisis de datos (Tiessen, 2009). 

 

2.3  Experimentos de estrés hídrico y bajo nitrógeno en maíz 

 

En los últimos 20 años, los investigadores en Cimmyt han mejorado 
germoplasma de maíz para que sea tolerante a estrés por sequía y por bajo 
contenido de nitrógeno, utilizando un enfoque que es probablemente único 
(Bänziger et al., 2000). Poblaciones grandes se seleccionaron bajo condiciones  
controladas de estrés hídrico o bajo nitrógeno de tal forma que la tolerancia debida 
a la variación genética fuese revelada en la mayor medida posible (Worku et al., 
2007). Los cultivos de maíz en los trópicos están continuamente expuestos a la 
sequía y al estrés por bajo nitrógeno (Bänziger et al., 1999). La incidencia de estrés 
puede aumentar debido, en parte, a los cambios climáticos globales (Adams et al., 
2013), al desplazamiento de maíz a entornos de producción más difícil por cultivos 
de alto valor, y a la disminución de la materia orgánica del suelo, la reducción de la 
fertilidad del suelo y su capacidad de retención de agua (Bänziger et al., 2000). En 
el nivel micro (parcela), la fertilidad y la disponibilidad de agua varía mucho dentro 
de los campos agrícolas. Esto significa que una sola variedad debe ser capaz de 
soportar un amplio rango de estrés por sequía y disponibilidad de nitrógeno, y esta 
necesidad es más pronunciada en los trópicos que en campos con mayores 
aportes de las zonas templadas (Bänziger et al., 2000). Los experimentos antes del 
año 2000, se realizaron con siembra de plantas de maíz en campos experimentales 
a cielo abierto. Actualmente algunos experimentos bajo estrés por sequía también 
se están llevando a cabo bajo condiciones controladas de invernaderos (Witt et al., 
2012). 

 
2.3.1 Estrés hídrico 
 

 De acuerdo con Witt et al., (2012), la naturaleza multigénica de la tolerancia 
a la sequía (Lopes et al., 2011) representa un reto considerable para la aplicación 
de conocimientos a la mejora de los cultivos. En su trabajo de investigación ellos 
midieron una serie de parámetros morfo-fisiológicos como la altura de planta, 
tamaño del elote, la temperatura de la hoja, la conductancia estomática de la hoja, 
y el contenido de clorofila en la hoja, mientras que la composición metabólica se 
determinó por cromatografía de gases-espectrometría de masas (GC-MS) 
(Roessner et al., 2001) para la hoja, los elotes, los totomoxtles (hojas envolventes 
del elote), vaina, y pelos del elote de seis híbridos del programa de la fisiología de 
maíz del Cimmyt (Monneveux et al., 2008; Araus Ortega et al., 2012), en respuesta 
a la sequía impuesta bajo un ambiente experimental controlado de invernadero. 
Esto representó un análisis inicial muy completo proporcionando un análisis más 
detallado de una amplia gama de metabolitos entre tejidos, no llevado a cabo hasta 
la fecha, facilitando información importante sobre la utilidad de estos tejidos 
diversos para la identificación de biomarcadores (Bänziger et al., 2002; Fernie y  
Schauer, 2009). Adicionalmente, los datos obtenidos fueron evaluados 
estadísticamente de manera cuidadosa respecto a si las plantas podrían ser 
discriminadas por su genotipo o a las condiciones ambientales a que fueron 
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sometidas (Roessner et al., 2001; Worku et al., 2007). Al final se hicieron análisis 
de correlación entre metabolitos y características fisiológicas en un intento de 
identificar las relaciones  que pudieran ser de interés desde una perspectiva de 
hibridación (Obata et al., 2015). La combinación de resultados se analizó en el 
contexto de la utilización de la metabolómica como una herramienta para apoyar a 
las estrategias en mejora de cultivos (Witt et al., 2012). De manera 
complementaria, Obata et al. (2015), centraron su trabajo de investigación en la 
relación que hay entre los metabolitos de la hoja y el rendimiento de grano bajo 
sequía y calor de manera simultánea en condiciones de campo. El efecto negativo 
de la sequía sobre el rendimiento de maíz es especialmente agudo durante la 
etapa reproductiva, entre la emergencia de la espiga y el llenado temprano del 
grano, en donde se considera que se induce la desecación prematura de semillas y 
se reduce el llenado del grano (Bänziger et al., 2000). El grano es más susceptible 
a estrés por sequía que los tejidos vegetativos y, por lo tanto, la predicción del 
rendimiento de grano a partir de parámetros fisiológicos de las hojas es un reto 
importante (Jones y Simmons, 1983). Sin embargo, el rendimiento del maíz 
depende tanto de suministro de asimilados al grano (desde un tejido “fuente”) y el 
potencial del grano para acomodar estos asimilados (como un tejido “sumidero”) 
(Bänziger et al., 2002). La cruza de híbridos modernos de clima templado se ha 
centrado más en el potencial sumidero particularmente bajo condiciones de  estrés 
y debe haber, por tanto un considerable potencial restante para mejorar la 
capacidad de la fuente. Fue posible establecer de manera anticipada que la sequía 
y el estrés por calor afectan en gran medida el metabolismo de la hoja y, 
especialmente la fotosíntesis, comprometiendo la capacidad de las hojas de actuar 
como tejidos fuente. En consonancia con lo anterior, se encontró que la sequía 
tiene un  efecto dramático en la composición metabólica de las hojas en 
comparación con otros órganos en los experimentos anteriores de invernadero 
(Witt et al., 2012). Puesto que la capacidad fuente está muy relacionada  con el 
metabolismo de la hoja, el perfil metabólico de la hoja debe tener estrecha relación 
con el  rendimiento de grano, particularmente bajo condiciones de estrés. Teniendo 
en cuenta que varios estudios recientes han mostrado la importancia de la pre-
adaptación metabólica a diversos grados de tolerancia al estrés en plantas, 
también fue postulado que los niveles basales de metabolitos bajo condiciones de 
crecimiento óptimo podrían estar correlacionados con la tolerancia al estrés 
(Bänziger et al., 2000). Con el fin de probar lo anterior, se analizaron perfiles de 
metabolitos de hojas de diez híbridos en experimentos de campo realizados en la 
estación experimental subtropical del Cimmyt en 2010 y 2011 en los  que las 
plantas fueron expuestas a estrés por sequía y al calor en forma individual o 
combinada. Los resultados se evaluaron tanto en el contexto de los modelos 
actuales de tolerancia al estrés, así como con respecto a sus implicaciones 
prácticas en las futuras estrategias de mejoramiento (Obata et al., 2015). 
 
2.3.2 Bajo contenido de nitrógeno o “Bajo Nitrógeno” 
 

El estrés por bajo nitrógeno (N) reduce la fotosíntesis de los cultivos, 
reduciendo el desarrollo del área foliar y la tasa de fotosíntesis de la hoja y 
acelerando la senescencia foliar. Alrededor del 50% del N  de toda la hoja está 
directamente involucrado en la fotosíntesis, ya sea como parte de la enzima 
Rubisco o de la  clorofila (Bänziger et al., 2000). Las tasas fotosintéticas bajo 
saturación luminosa muestran una fuerte dependencia del contenido de N en la 
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hoja (r > 0,75), resultando en una relación curvilínea entre la eficiencia en el uso de 
nitrógeno (NUE, por sus siglas en inglés) y el contenido de N de la hoja. Se 
muestra una saturación para el maíz en alrededor del 2% del contenido de N en la 
hoja. Cuando el N se vuelve escaso, las plantas removilizan N a partir de tejido 
más viejo (ya sea hojas o tallo) a los tejidos más jóvenes (ya hojas en expansión, 
flores y/o granos), que conduce a la senescencia temprana del tejido más viejo y de 
las hojas con menor cantidad de tejido (Bänziger et al., 2000). Bänziger y Lafitte 
(1997), evaluaron el valor de las características secundarias para mejorar el maíz 
tropical de tierras bajas en ambientes con bajo contenido de N. Diecinueve 
experimentos sin aporte de N  fueron cultivados en el Cimmyt entre los años de 
1986 y 1995 y fueron analizados para el rendimiento de grano, intervalo de antesis-
silking (ASI), número de mazorcas por planta, concentración de clorofila en las 
hojas y una estimación de la senescencia foliar. Se calculó la heredabilidad de las 
características, las correlaciones genéticas entre rasgos secundarios y el 
rendimiento final de grano y la respuesta de predicción del rendimiento de grano 
mediante la selección por rasgos únicos o múltiples. Múltiples rasgos se 
combinaron usando un índice de selección sin restricciones (Smith-Hazel) 
(Bänziger and Lafitte, 1997). La heredabilidad promedió fue de 0.46, para 
rendimiento de grano, de 0,52, para el intervalo “antesis-silking” (ASI), de 0,44, 
para mazorcas por planta, 0,35, para la concentración de clorofila de la hoja, y de 
0,60, para la senescencia foliar. Las correlaciones genéticas de rasgos secundarios 
con rendimiento de grano promediaron: -0.47 para  ASI, 0,78, para número de 
mazorcas por planta, 0,24, para la concentración de clorofila de las hojas y 0,42, 
para la senescencia foliar (Bänziger and Lafitte, 1997). La selección directa del 
rendimiento de grano fue superior a la selección de un rasgo secundario único en la 
mayoría de los experimentos. Cuando se combinaron todos los rasgos en un índice 
de Smith-Hazel, la eficiencia de selección mejoró en un 14%, en promedio, a  la 
selección para rendimiento de grano por sí sola (Bänziger y  Lafitte, 1997). Entre 
los rasgos secundarios que mejor discriminaron el rendimiento entre genotipos se 
encontraron el número de las mazorcas por planta y la senescencia foliar. A su vez, 
la concentración de clorofila de la hoja, y en algunos casos el ASI, proporcionaron 
información sobre la variación ambiental en los experimentos. Los autores llegaron 
a la conclusión de que los rasgos secundarios pueden aumentar la eficiencia de la 
selección para rendimiento de grano en los programas de mejoramiento de maíz 
dirigidos a ambientes de bajo nitrógeno (Bänziger y Lafitte, 1997). 

  
En otro estudio, Bänziger et al. (1997), encontraron que las correlaciones 

genéticas entre los rendimientos de grano bajo condiciones de bajo y alto N  fueron 
en general positivas, disminuyendo o aumentando  el rendimiento relativo de 
acuerdo a los contenidos de N , bajos o altos, respectivamente, lo que indica que la 
adaptación específica ya sea a bajo o alto N resultó ser más importante cuando los 
experimentos de bajo N (LN) y de alto N (HN) tuvieron una mayor diferencia en 
rendimiento de grano. La predicción sobre la cual se basó la selección bajo HN 
para mejorar el desempeño bajo LN fue significativamente menos eficaz que la 
selección realizada a bajo LN cuando la reducción relativa en el rendimiento debido 
al estrés por N superó el 43%. Los programas de mejoramiento de maíz dirigidos a 
entornos de LN en los trópicos deben incluir ambientes de selección de bajo 
nitrógeno para maximizar las ganancias en la selección (Bänziger et al., 1997). 
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Cuando se cruzan variedades de maíz para un incremento estable en el 
rendimiento de grano en condiciones limitadas de N, una estrategia razonable sería 
desarrollar poblaciones de maduración temprana y tardía de variedades locales 
que exhiban gran captación de N, movilización de una gran proporción de materia 
seca y de N hacia el grano y el mantenimiento de  una gran concentración de N en 
el  grano aún bajo suministro reducido de N (Lafitte et al., 1997). 

 
2.3.3 Estrés por limitación de oxígeno  

El estrés altera la fotosíntesis de la planta, produce un daño a las células, 
limita el transporte de agua, inhibe el fotosistema II y altera el aporte de oxígeno a 
los tejidos vasculares (Tiessen, 2009). El oxígeno es abundante en las hojas que 
están expuestas al aire atmosférico con 21% de O2, pero es mucho menos 
disponible en las raíces y en los tejidos vasculares y de reserva que respiran y que 
están envueltos en otras estructuras de la planta. El aporte de oxígeno es 
importante para el metabolismo energético de las células del tejido vascular (Figura 
2.3), modificando la razón de metabolismo fermentativo al respiratorio, y por 
consiguiente, la razón de ATP y NADPH, de acido málico y oxalacético (Saglio et 
al., 1983; Rivoal y  Hanson, 1994; Geigenberger et al., 2004). Por lo tanto, se tomó 
la decisión de medir algunos alcoholes y ácidos orgánicos en el jugo de tallo de 
maíz obtenido en los diferentes experimentos. Nos basamos en la siguiente 
pregunta de trabajo: ¿el estrés por nitrógeno reduce el oxigeno y redirige el 
metabolismo primario, alterando los metabolitos de la fermentación? La información 
que se obtenga será parte complementaria de la respuesta metabólica de las 
plantas de maíz sujetas a estrés. Es por ello que se consideró la posibilidad de 
combinar los resultados de DIESI-MS con GC-FID (Roessner et al., 2001) para 
ampliar el estudio metabólico. La metabolómica vegetal no se basa en una sola 
técnica analítica de espectrometría de masas, sino en el uso combinado de varias 
plataformas, métodos y equipos, para el mejor entendimiento de todas las rutas 
metabólicas. 
 

 
Figura 2.3 Síntesis de alcoholes y ácidos bajo condiciones limitantes de oxígeno. El etanol,  
y el ácido acético son reciclados para suministrar al metabolismo central el NADPH 
requerido en la fermentación a ácido láctico en el citoplasma (Tiessen, 2009). 
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2.4 Cromatografía de gases 

 

La cromatografía de gases (GC, por sus siglas en inglés) permite altas 
resoluciones, sensibilidad y tiempos de corrida cortos, lo que ha contribuido a 
convertirla en la técnica de rutina en muchos laboratorios analíticos (Roessner et 
al., 2001; Liu y  Rochfort, 2014). La GC tiene la ventaja de disponer de detectores 
universales (por ejemplo, el de ionización de flama o FID, por sus siglas en inglés). 
Además, para numerosas aplicaciones, los métodos GC son más simples, más 
rápidos y más sensibles que los de HPLC. La instrumentación requerida para GC 
también es más económica que la empleada en HPLC. Sin embargo, la GC 
presenta limitaciones en tres casos: 

 
a) Es ineficaz o inútil para el análisis de compuestos poco volátiles, 

generalmente los de peso molecular superior a 300 u.m.a. 
b) No se recomienda para el análisis de compuestos sensibles a elevadas 

temperaturas (muchos de ellos de alto interés biológico). 
c) No es funcional para compuestos que se encuentran en forma iónica en su 

forma nativa, ya que forman enlaces fuertes y son poco volátiles (moléculas 
de interes celular). 
 
Por esta razón, la GC se emplea cuando los componentes de la muestra son 

volátiles y térmicamente estables a temperaturas de 150 a 400ºC. Por ejemplo, es 
muy utile para el analisis de fragancias y olores. En cambio, cuando los 
compuestos a analizar son poco volátiles o termo-lábiles, la técnica preferida suele 
ser HPLC.  

Tanto para GC como para HPLC se requiere la comparación de 
cromatogramas entre estándares (compuestos puros) y muestras complejas. Una 
de las dificultades es que no siempre se pueden adquirir estándares de forma 
comercial. Otra de las dificultades, es que puede haber diferentes compuestos con 
el mismo tiempo de retención, lo que conduce a errores cualitativos y cuantitativos. 
En consecuencia, las mejores técnicas analíticas son aquéllas que combinan la 
capacidad de separación con la capacidad selectiva del detector, en el mejor de los 
casos usando equipos altamente sofisticados que permiten la identificación 
inequívoca del compuesto por medio de la fragmentación MSn (conocidas como 
“técnicas acopladas”) (Agilent, 2008). 
 

2.5 Espectrometría de masas 

La cromatografía de líquidos (LC) está basada en las interacciones 
particulares de una muestra entre las fases móvil y la estacionaria. Tanto la 
electroforesis capilar (CE) como la espectrometría de masas (MS) no se clasifican 
dentro de los métodos cromatográficos (el contenido de las muestras no se 
separan por color), aunque realmente sí separan los compuestos (en muchos 
casos en forma ionizada) en base a sus propiedades químicas y físicas. En MS, en 
lugar de una fase móvil, se usa un campo eléctrico para acelerar los iones; En lugar 
de una fase estacionaria, la inercia física de las moléculas ayuda a separar los 
compuestos por su relación masa/ carga (m/z). 
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Figura 2.4 Operación típica de un espectrómetro de masas. La muestra puede ser ionizada 
en estado líquido sólido o gaseoso; a continuación se analizan las masas y después se 
detectan para finalmente ser registradas en la memoria de la PC (adaptado de Dunn, 
2008).  

 
La MS requiere una plataforma tecnológica considerable que permite la 

identificación de compuestos, la cuantificación de los mismos así como la 
determinación de la estructura de las moléculas. Se pueden analizar cantidades 
realmente pequeñas (en el rango fmolar) de muestra para obtener información 
característica como la masa molecular así como conformación estructural por 
medio de los patrones de fragmentación. Como requisito se requiere ionizar las 
moléculas, obteniéndose iones positivos o negativos en fase gaseosa que son 
acelerados hacia un analizador y separados en función de su relación m/z. La señal 
eléctrica generada por los iones que llegan al detector es procesada, ampliada y 
enviada a una computadora. El resultado que se obtiene es denominado “espectro 
de masas” y representa las abundancias iónicas según su m/z (Martín, 2012).  
Los componentes principales de un espectrómetro de masas son los siguientes: a) 
sistema de bombeo; b) sistema de entrada; c) fuente de iones (cámara de 
ionización); d) óptica iónica; e) analizador de masas, y f) detector (Figura 2.4). 

Se han desarrollado diversos métodos de ionización: a) ionización en fase 
gaseosa, ya sea electro-ionización (EI, por sus siglas en inglés), ionización química 
(CI, por sus siglas en inglés); b) ionización y desorción: ionización de campo (FI, 
por sus siglas en inglés), o desorción de campo (FD, por sus siglas en inglés); c) 
bombardeo de partículas: bombardeo de átomos rápidos rápido (FAB, por sus 
siglas en inglés); espectrometría de ión másico secundario (SIMS, por sus siglas en 
inglés); d) ionización a presión atmosférica: electrospray (ESI, por sus siglas en 
inglés), “termospray”, ionización química a presión atmosférica (APCI, por sus 
siglas en inglés), y e) desorción láser: ionización por desorción láser en matriz  
asistida (MALDI, por sus siglas en inglés) (Wait, 1993). El analizador de masas 
resuelve los iones después  que fueron formados en  la fuente de ionización; los de 
mayor utilización son los siguientes: a) sector magnético; b) cuadrupolo; c) trampa 
de iones, y d) tiempo de vuelo. 

Con el continuo desarrollo de las diversas técnicas de ionización (e. g., EI, 
CI, ESI,  MALDI, etc.), la MS se ha convertido en un método esencial en la 
caracterización tanto de metabolitos como de proteínas. Las técnicas de MS se han 
popularizado tanto, que se tiende a olvidar que la metabolómica también requiere 
de métodos no basados en m/z, como ensayos enzimáticos, espectroscopia UV-
VIS, NIRS y diversos métodos como NMR, GC-FID, HPLC-RID, HPLC-DAD, etc. 

GAS 
LÍQUIDO 
SÓLIDO 

      Entrada                          Fuente                      Analizador                Detector          Registro 

      de muestra                        de iones                    de masas                 de masas  PC 
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Como se mencionó anteriormente, la combinación de GC con MS tiene la 
severa limitante de que no todas las moléculas de interés son volátiles, y las que sí 
lo son, generalmente no ionizan fácilmente. Es por ello que la GC-MS requiere de 
modificaciones previas (i.e., derivatización química) y métodos de ionización 
fuertes. Además, la cantidad de muestras que se pueden procesar por día es muy 
limitada, y esto restringe su uso en programas de mejoramiento genético. Por lo 
anterior, se buscó una técnica basada en MS, pero que no tuviera el requerimiento 
de derivatización, ni tampoco requiriera de una separación cromatografica previa. 
Además, se buscó una plataforma que fuera económica, robusta, confiable y 
sencilla, y que permitiera el procesamiento de un gran número de muestras por día. 
Si bien todos los métodos metabolómicos tienen ventajas y desventajas, la técnica 
de ionización por electrospray con inyección directa (DIESI-MS) (Figura 2.5) se 
presentó como la mejor alternativa dentro del  Cinvestav, Irapuato, gracias a las 
facilidades brindadas por el Laboratorio del Dr. Robert Winkler. 

 

 
Figura 2.5 Esquema de un sistema de ionización por inyección directa y pulverización 
eléctrica a voltaje elevado; por efecto de la presión negativa y el contraflujo de gas 
nitrógeno se logra la desolvatación hasta obtener el ion positivo o negativo (ESI) (Martín, 
2012). 

2.6 Métodos estadísticos para análisis de la información 

Los datos obtenidos tienen que ser interpretados  en un contexto biológico. A 
la fecha, a fin de reconocer patrones en los datos obtenidos, hay herramientas 
estadísticas tales como son el conglomerado jerárquico (HCA) o el análisis de un 
componente principal (PCA) que son utilizadas  rutinariamente por facilidad de 
comparación y visualización de similitudes y diferencias entre conjuntos de datos 
multivariados. Otro enfoque consiste en identificar dependencias y conexiones 
entre metabolitos y, más recientemente, entre genes, proteínas y metabolitos 
utilizando análisis de correlación lineal paso a paso, o “step wise”. Es interesante 
conocer que es posible la construcción de redes regulatorias cuando se detectan 
correlaciones significativas. La comparación de la conectividad de redes entre 
diferentes genotipos permite no sólo la identificación de nuevas rutas biosintéticas 
sino que también representa una opción para descubrir mutaciones silenciosas, las 
cuales no muestran un fenotipo obvio en ninguno de los parámetros usuales de  
análisis (Go, 2010). 

El explosivo desarrollo de las computadoras en la última década ha facilitado 
el uso de regresión en el análisis estadístico. Regresión también es conocido como 
“Ajuste por cuadrados mínimos”, debido al método que se usa para estimar los 
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parámetros de regresión. Los siguientes son los principales usos de un modelo de 
regresión, aunque frecuentemente estos se dan al mismo tiempo en el análisis de 
un conjunto de datos: a) predicción, cuyo  objetivo  es pronosticar valores de la 
variable de respuesta para valores futuros de las variables predictoras, es decir 
para valores más allá del rango de valores de las variables de predicción en la 
muestra de referencia; b) descripción, cuyo objetivo es establecer una ecuación 
lineal o linealizable que describa la relación entre la variable dependiente y las 
variables predictoras; c) control, cuya función es  controlar el comportamiento o 
variación de la variable de respuesta de acuerdo a los valores que asumen las 
variables predictoras y d) selección de variables, ya que inicialmente se pueden 
haber considerado muchas variables para explicar el comportamiento de  la 
variable de respuesta a través de un modelo lineal. Sin embargo, la presencia de 
muchas variables de predicción puede afectar el rendimiento del modelo además 
de que la computación del mismo se puede volver lenta. Por lo tanto, es necesario 
usar técnicas para escoger solo las variables predictoras que sean más relevantes 
y aquellas que no sean redundantes para explicar la variación de la variable de 
respuesta (Castaño, 2003; Montgomery, 2009).  

 
2.6.1 Regresión lineal “paso a paso” (o “step wise”). 

La idea de estos métodos es elegir el mejor modelo en forma secuencial 
pero incluyendo (o excluyendo) una sola variable predictora en cada paso de 
acuerdo a ciertos criterios. El proceso secuencial termina cuando una regla, 
llamada “de parada”, se satisface. Hay tres algoritmos más comúnmente usados: a) 
eliminación hacia atrás; b) selección hacia adelante, y c) selección paso a paso. En 
la eliminación hacia atrás, se comienza con el modelo completo y en cada paso se 
va eliminando una variable. Si resultara que todas las variables predictoras son 
importantes, es decir tienen “p-values” pequeños para la prueba “t”, entonces no se 
modifica nada y el mejor modelo es el que tiene todas las variables predictoras 
disponibles. En caso contrario, en cada paso la variable que se elimina del modelo 
es aquella que satisface cualquiera de estos requisitos equivalentes entre sí: a) 
aquella variable que tiene el estadístico “F” parcial más pequeño; b) aquella 
variable que produce la menor disminución en el R² al ser eliminada del modelo, es 
decir, aquella variable que influye menos en la suma de cuadrados y  c) aquella 
variable que tiene la correlación parcial (en valor absoluto) más pequeña con la 
variable de respuesta, tomando en cuenta las variables que quedarían en el 
modelo. La correlación parcial de Y con la variable Xi se define como la correlación 
entre los residuales de la regresión de Y con todas las variables predictoras, 
excepto Xi y los residuales de la regresión de Xi con todas las otras restantes 
variables predictoras. El método “backward” padece del efecto de anidamiento ya 
que toda variable que es eliminada del modelo ya no vuelve a ingresar al mismo 
(Acuña, 2011). 
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3. HIPÓTESIS GENERAL 
El perfil metabolómico de las muestras de jugo del tallo de maíz en floración 

está correlacionado con el estado fisiológico y el desempeño agronómico de la 
planta, y por lo tanto se puede usar para predecir el rendimiento final de forraje o 
de grano. 

 
De ser cierta esta hipótesis, entonces el perfil metabólico pudiera ser 

utilizado con fines de mejoramiento genético, como un parámetro secundario de 
selección capaz de ser determinado en una etapa temprana del crecimiento de la 
planta. Tambien puede servir para optimizar el manejo agronómico, o para 
determinar si un tratamiento incrementará o no el rendimiento final de grano. 
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4. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo General 

Determinar un amplio perfil de metabolitos en el jugo del tallo de maíz y 
relacionar estos datos con los estados fisiológicos de la planta y con el 
desempeño agronómico. 
 

4.2 Objetivos específicos 

a) Optimizar la técnica DIESI-MS y los algoritmos para realizar un fenotipeo 
bioquímico de forma confiable y eficiente. 
 

b) Documentar y estar consciente de las ventajas y desventajas de DIESI-
MS 
 

c) Cuantificar el perfil metabólico bajo las siguientes condiciones: 
 

1.- Diferentes etapas de desarrollo y fechas de siembra 
2.- Remoción de hojas (tejido “fuente”) y mazorca (tejido “sumidero”) 
3.- Condiciones de sequía y riego normal 
4.- Condiciones de bajo contenido de nitrógeno y fertilización normal 
5.- Utilización de diferentes genotipos 

 
d) Análisis por métodos estadísticos de regresión lineal, seleccionando 

factores con la metodología “paso a paso” (step wise). 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1 Preguntas biológicas 

 
Los estudios científicos pueden iniciar a partir de hipótesis, preguntas o 

problemas. De ahí deriva que el enfoque pueda ser de ciencia básica o de ciencia 
aplicada. Nuestras preguntas biológicas iniciales fueron las siguientes:  

1. ¿Existen correlaciones significativas entre el desempeño agronómico de las 
plantas de maíz durante la etapa de cosecha, y los datos bioquímicos del 
jugo de tallo de las plantas cosechadas en etapa de floración? 

2. ¿De qué manera influyen factores experimentales como son la fecha de 
siembra, la remoción de las hojas (tejido fuente) o de la mazorca (tejido  
sumidero) y las etapas de desarrollo de la planta en su perfil metabólico? 

3. ¿Cuál es el comportamiento fisiológico y metabólico del tallo en condiciones 
de estrés hídrico o de bajo aporte de nitrógeno? 

4. ¿Cuáles son las diferencias metabólicas en el jugo del tallo que presentan 
los diferentes genotipos de maíz? 

5. ¿Cuáles procedimientos estadísticos y graficas multivariadas facilitan el 
análisis y la interpretación de los resultados que se obtengan de los 
diferentes experimentos? 

6. ¿Cuál es el costo-beneficio de las diferentes técnicas metabolómicas? 
7. ¿Qué es más importante para determinar el rendimiento de maíz, el 

ambiente o el genotipo? 

 

El trabajo experimental se diseñó de acuerdo a los objetivos anteriormente 
planteados siguiendo pasos secuenciales estructurados (ver Figura 5.1). Nos 
enfocamos a estudiar los metabolitos del jugo de tallo de maíz con la finalidad de 
encontrar correlaciones con otros parámetros fisiológicos y agronómicos 
importantes para los mejoradores como la producción de biomasa verde, la calidad 
forrajera y el rendimiento de grano. 
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Figura 5.1 Estrategia experimental en investigaciones metabólicas (Koek et al., 2011), 
similar a la empleada en este estudio. 
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5.2 Material biológico 

5.2.1  Cultivo del Maíz y preparación de muestras de jugo del tallo 

5.2.1.1 Experimento de estrés hídrico 

      El ensayo de sequía se llevó a cabo durante la temporada de invierno en la 
estación experimental del Cimmyt ubicada en Tlaltizapán, Morelos, México (18° 41 
'de latitud norte, 99° 07' de longitud O, 945 metros sobre el nivel del mar (msnm)). 
El régimen de riego se realizó de acuerdo a las normas de gestión de campo 
establecidas por el programa de fisiología del Cimmyt (Bänziger et al., 2000). El 
tratamiento de estrés (sequía) consistió en la supresión de riego durante tres 
semanas antes de la floración mientras que en el tratamiento control se regó con  la 
frecuencia habitual (i. e., riego semanal) (Monneveux et al., 2008). Seis plantas por 
genotipo fueron muestreadas para cada tratamiento (sequía y control). Tres plantas 
por parcela se recogieron de cada experimento de campo. Los genotipos se 
cosecharon ~ 15 días después de la emisión de estigmas, a ~ 90 días después de 
la siembra para los controles y tratamientos de sequía (Tabla 5.1).  
  

 

5.2.1.2 Experimento de estrés por bajo nitrógeno 

El experimento de bajo contenido de nitrógeno (LN), junto con su respectivo 
experimento control (CT) se llevaron a cabo durante la temporada de verano de 
2011 en El Batán, Texcoco, México [19° 30' de latitud norte, 98° 53' de longitud 
oeste, 2247 msnm. Se llevó a cabo de acuerdo con las normas de gestión de 
campo establecidos por el Centro Internacional de Mejoramiento de Maíz y Trigo 
(Cimmyt) (Monneveux et al., 2008). El tratamiento LN consistió en la supresión de 
la fertilización de nitrógeno durante los últimos 4 años (~ 8 ciclos), mientras que el 

 

Tabla 5.1 Lista de  
genotipos usados  
en el experimento  
de estrés hídrico.  
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campo de control se fertilizó químicamente con urea con la frecuencia (3 veces por 
ciclo de crecimiento) y la dosis (~ 400 kg / ha) habitual. La densidad de siembra fue 
de 67 000 plantas / ha en dos hileras de 5 m distribuidos en bloques al azar (“α 
lattice”) (Monneveux et al., 2008). Seis plantas se muestrearon por genotipo para 
cada tratamiento (LN y CT). Se cosecharon los genotipos  del ensayo de campo  
CIMMYT HL2011-11-01-PVB-2 ~ 10 días después de la emisión de estigmas (~ 85 
días después de la siembra), mientras que los genotipos de la prueba de campo 
CIMMYT HL2011-11- 01-PVB-1 fue cosechado ~ 12 días después de la emisión de 
estigmas (~ 85 días después de la siembra) ( 
Tabla 5.2   
 

 

 

 

 

5.2.1.3 Experimento fuente-sumidero (o “sink-source”) 

       Se realizaron dos experimentos fuente-sumidero (Knoblauch y Peters, 2013) 
con el fin de comprobar si la eliminación de órganos fuente y órganos sumidero, 
como son las hojas y los elotes, respectivamente (Paul and Foyer, 2001; Rolland et 
al., 2002), afectan los niveles de metabolitos en el tallo del maíz. . Se definieron 
dos grupos de control en el tiempo, uno antes de la remoción de los órganos (CB, 
por sus siglas en inglés) y otro después de la remoción (CA, por sus siglas en 
inglés). El experimento se llevó a cabo con un número de plantas sembradas en el 
mes de Junio de 2010 y también utilizamos los mismos 5 genotipos como está 
descrito en el experimento de la etapa del desarrollo 2010. La primera parte del 
experimento se llevó a cabo el 20 de agosto de 2010,  75 días después de la 
siembra (DAS, por sus siglas en inglés), y unos diez días después de la 
emergencia de estigmas. Previamente, etiquetamos grupos de cinco plantas al azar 
de cada grupo para cada tratamiento e híbrido (Monneveux et al., 2008; 
Montgomery, 2008). En total se utilizaron 20 plantas sanas y vigorosas de cada 
genotipo. Los tratamientos se aplicaron en la mañana, entre las 9 y las 10 a. m. El 

 
Tabla 5.2 Lista de 
genotipos usados en 
el experimento de 
bajo nitrógeno.  
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tratamiento WL se realizó mediante la reducción de todas las láminas de las hojas 
con unas tijeras; dejamos la vaina y el tallo intactos para garantizar la estabilidad 
mecánica del tallo. La justificación de este tratamiento fue para bloquear 
drásticamente el flujo de sacarosa originada por la fotosíntesis en las hojas. Por lo 
tanto, el tratamiento WL es un experimento de manipulación de la fuente (Rolland 
et al., 2002; Slewinski et al., 2009). En el tratamiento de eliminación de sumidero 
(WE) (Paponov et al., 2005), todos los elotes en desarrollo (cada planta podría 
contener 1-2 elotes) fueron retirados. Los grupos de control se mantuvieron intactos 
y se cosecharon en los dos puntos de tiempo relevantes. En la fecha de 
tratamiento, se colectaron únicamente las muestras de CB. Después de cuatro 
días, se procedió a probar el resto de los tratamientos, WE, WL, y CA (Paul y  
Driscoll, 1997; Juárez, 2012). 

5.2.1.4 Experimento etapas de desarrollo 2010 

       El experimento se llevó a cabo en el campo experimental de la Universidad de 
Guanajuato, en Irapuato. Trabajamos con cinco híbridos de maíz comercial: 3 
maíces blancos (H1 Puma, H2 Oso, H3 Leopardo: semillas donadas por INIFAP 
Celaya), y  2 maíces amarillos (H4 Dow2A, H5 Dow2B: semillas donadas por 
INIFAP Celaya). Con el fin de comparar las fechas de siembra, un primer grupo de 
plantas se sembró el 23 de mayo, 2010. El segundo se sembró aproximadamente 
dos semanas después (el 8 de junio). Ambos se sembraron en filas de 5m, tratando 
de tener 25 plantas  en cada fila. Manejamos cinco bloques repetidos para cada 
genotipo, dando un total de al menos 125 plantas de cada genotipo para el 
muestreo. Colectamos muestras cada semana antes, durante y después del tiempo 
de la floración (Bänziger et al., 2000; Monneveux et al., 2008). Tratamos de elegir 
plantas saludables y representativas de diferentes bloques para hacer grupos 
aleatorios de tres plantas por híbridos y por fecha de siembra (Montgomery, 2008). 
El primer muestreo se realizó a  60 DAS, mientras que los otros grupos se tomaron 
muestras por primera vez 46 DAS. Los tiempos de colecta para el mes de Mayo 
fueron: 60, 67, 74, 81, 88, 95, y 102 DAS, mientras que para los sembrados en 
junio se colectaron a los 46, 53, 60, 67, 74, 81 y 88 DAS  (Bänziger et al., 2000; 
Juárez, 2012). 

5.2.1.5 Experimento etapas de desarrollo 2011 

        El experimento se llevó a cabo en un  invernadero del Cinvestav, en Irapuato. 
Trabajamos con los cinco híbridos de maíz comercial que se usaron en el 
experimento de etapas de desarrollo 2010: 3 maíces blancos (H1 Puma, H2 Oso, 
H3 Leopardo), y  2 maíces amarillos (H4 Dow2A, H5 Dow2B). Se manejaron dos 
sitios de siembra, el primero se estableció dentro del invernadero y el segundo 
fuera del invernadero y a ambos se les aplicó los mismos tratamientos,  con vaina y 
sin vaina (Rolland et al., 2002; Slewinski et al., 2009). Colectamos muestras cada 
semana antes, durante y después del tiempo de la floración (Monneveux et al., 
2008). Tratamos de elegir plantas saludables y representativas de diferentes 
bloques para hacer grupos aleatorios de tres plantas por híbridos y por fecha de 
siembra. Los tiempos de cosecha fueron los siguientes: 39, 46, 53, 60, 67, 74, 81, 
95, 102, 109 y 116 DAS (Bänziger et al., 2000; Juárez, 2012).  

5.3 Experimentos preliminares 

        Los índices de los parámetros analíticos en espectrometría de masas son 
importantes para mantener bajo control el proceso experimental, entre algunos de 
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ellos tenemos al rango de sensibilidad en m/z, nivel de resolución, coeficiente de 
variación, exactitud, reproducibilidad técnica y la linealidad que tenga un nivel 
elevado de correlación. El nivel de dilución de muestra con el que se obtuvo una 
alta resolución de señal se seleccionó a partir de los niveles 1:100, 1:1000 y 
1:10000. Con el programa TOPPAS view (Junker et al., 2012) se revisaron 
visualmente los espectros metabólicos de diferentes muestras de jugo de tallo, 
relacionando los valores puntuales de intensidad y en rangos de iones en función 
de su m/z. También se registraron lecturas con los espectros de las huellas 
metabólicas de carbohidratos, (sacarosa, glucosa y fructosa, etc.) y aminoácidos, 
(alanina, prolina, histidina, etc.) a diferentes niveles de dilución y con diferentes 
ionizantes (cloruro de litio, LiCl; fluoruro de sodio, NaF; fluoruro de amonio, NH4F; 
hidróxido de amonio, NH4OH, y ácido fórmico, CH2O2)  y absorbentes (carbón 
activado, resina C-18 y polivilpirrolidona) para probar su abundancia de iones y los 
niveles de intensidad de los mismos en los cuadrupolos Z/Q y SQD2. 
Posteriormente se obtuvieron espectros de las huellas metabólicas de los mismos 
carbohidratos antes mencionados en el triple cuadrupolo (TQD) (Chai et al., 2002; 
Banerjee et al., 2011); mediante fragmentación controlada se procesaron las 
huellas metabólicas con el fragmento particular del carbohidrato asociado a los 
iones derivados de las reacciones de deshidratación y descarboxilación del 
carbohidrato; dichos fragmentos se analizaron permitiendo la identificación del 
analito en muestras del jugo de tallo de maíz ionizadas con ácido fórmico al 5% (v/ 
v).  
En una primera aplicación de los scripts en el lenguaje R (R-Development-Core-
Team, 2008), se establecieron comparaciones mediante heatmaps, boxplots y 
dendogramas entre los tratamientos de  experimentos de estrés hídrico y con bajo 
contenido de N , y el nivel de dilución con absorbentes. En la Figura 5.2 se muestra 
el diseño experimental combinado de sustancias ionizantes y diferentes niveles de 
dilución para probar la linealidad de un cuadrupolo sencillo, en especial el SQD2. 
Mediante estos experimentos preliminares se pretendió solucionar las limitaciones 
de DIESI por linealidad, supresión de iones, efecto matriz y la asignación de 
señales a un metabolito específico (Tiessen, 2009). Los archivos y análisis de los 
experimentos preliminares se encuentran en la base de datos compartidos del 
Laboratorio de Metabolómica y Fisiología Molecular del Cinvestav-Irapuato. 
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Figura 5.2 Diseño experimental para analizar el efecto combinado de los absorbentes: 
carbón activado, polivinilpirrolidona, resina C18 y una muestra control bajo diferentes 
niveles de dilución: 1:20, 1:30, 1:40, 1:60, 1:80, 1:90, 1:100, 1:110, 1:120. 1:130, 1:140, 
1:150, 1:160, 1:170, 1:180, 1:190 y 1:200. Las lecturas se hicieron en el cuadrupolo 
sencillo (SQD) de Waters en modo positivo y negativo (R1+,-: una repetición en modo 
positivo y modo negativo). Las características de los absorbentes fueron las siguientes: el 
carbón activado retiene compuestos aromáticos, fenoles e hidrofóbicos; la resina C18 
retiene a los compuestos hidrofóbicos y la polivinilpirrolidona retiene compuestos 
polifenólicos.  

5.4 Recolección del jugo de tallo de maíz 

En todos los experimentos, se seleccionaron plantas sanas representativas de 
cada genotipo y del tratamiento en el campo y procesadas dentro de ~ 15 minutos 
después de la cosecha. Los datos morfológicos y fisiológicos que se registraron 
fueron: peso total de la planta, altura de la planta (hasta la hoja bandera), número 
de mazorcas, el peso del elote y el peso de tallo. La espiga y las hojas laminares se 
retiraron del tallo de soporte (incluyendo la hoja de la vaina) se cortó en segmentos 
(~ 30 cm) para la homogeneización del tejido. El jugo del tallo (floema savia + 
xilema savia + extractos celulares) se obtuvo usando un extractor mecánico 
(modelo de extractor de jugo escala industrial EXS, Cooperación Internacional, 
México). El jugo de tallo (~ 80 ml) se recogió en un vaso de precipitados de 
plástico, ponderado con precisión (± 0,5 g), se dividió en alícuotas y se congeló 
inmediatamente en hielo seco (< 30 s). Alícuotas del jugo de tallo (1 ml) se 
almacenaron a -80 °C durante ~ 4 meses en placas selladas de pozos profundos 
(formato de 96 pozos). Para el análisis, el jugo de tallo se descongeló y se mantuvo 
en hielo durante cortos períodos de tiempo (~ 1 h). Las muestras se centrifugaron 
en primer lugar (10 min a 4000 rpm [~ 5000 × g] a 4 °C) y el sobrenadante se usó 
directamente para el análisis de proteínas. Para cuantificación de metabolitos por 
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DIESI-MS, el sobrenadante se filtró (0,4 µm) y después se diluyó apropiadamente 
(1: 100) y se acidificó con ácido fórmico (ver más abajo).  

5.5 Análisis de metabolitos.  

Los métodos de análisis se evaluaron teniendo en cuenta los costos, 
rendimiento de la muestra, y los requisitos de separación cromatográfica y la 
derivación química. También se evaluó el flujo de trabajo requerido para los análisis 
computacionales y estadísticos de los datos generados. Se excluyeron NIRS 
porque es bien sabido que se puede detectar simultáneamente / discriminar sólo 1-
3 compuestos diferentes (Spielbauer et al., 2009), mientras que los métodos 
basados en MS producen información sobre más de 300 metabolitos diferentes. 
También se excluyeron la UPLC-MS de alto rendimiento y la resonancia magnética 
nuclear (NMR), ya que los costos del equipo son prohibitivos para el 
fitomejoramiento de rutina.  

5.5.1 Ensayos enzimáticos espectrofotométricos.  
 

Los azúcares solubles se midieron en formato de microplacas (Tiessen et al., 
2002; Angeles-Nunez y Tiessen, 2010). El sedimento de almidón insoluble se 
disolvió en 0,5 ml de KOH 10 mM a 99 °C y en autoclave durante 30 min. El 
almidón se hidrolizó en 50 mM de N-2-hydroxyethylpiperazine-ácido-N'-2-
etanosulfónico (HEPES) (pH 7,5) a 37 °C durante la noche por la adición de 10 
unidades de α-amilasa (A3176, Sigma; San Luis, MO. Estados Unidos de 
Norteamérica) y 10 unidades de amiloglucosidasa (A9913, Sigma; San. Luis, MO. 
Estados Unidos de Norteamérica). Las muestras se centrifugaron (13000 × g 
durante 5 min); el sobrenadante resultante se almacenó a 4 °C; y el sedimento se 
hidrolizó de nuevo durante 30 min a 37 °C. Ambos sobrenadantes se combinaron, y 
una alícuota se ensayó enzimáticamente para la glucosa, como se describe 
anteriormente.  
 
5.5.2 Espectrometría de masas con inyección directa ionización por 
electrospray (DIESI-MS) 
 

El ensayo DIESI-MS se realizó como se ha descrito previamente (Garcia-
Flores et al., 2012; Montero-Vargas et al., 2013) con algunos ajustes (ver abajo). El 
sobrenadante del jugo de tallo se filtró a través de un  filtro de 0,45 µm de 
polivinilideno difluoruro y se diluyó 1:100 con agua desionizada para evitar la 
saturación del capilar y suciedad del cono. Para mejorar la ionización, a 475 µl de 
muestra diluida y 25 µl de ácido fórmico puro se añadieron [concentración final de 
5% (v/ v) de ácido fórmico]. Los experimentos de control se llevaron a cabo para 
determinar los parámetros óptimos de pretratamiento de la muestra y de dilución 
(datos no mostrados). Las muestras diluidas y acidificadas fueron analizados por 
DIESI-MS en modo positivo y negativo, el empleo de un Micromass ZQ 2000 y un 
SQD2 con un analizador de cuadrupolo (Waters) y MassLynx 4.0 como software de 
control (Garcia-Flores et al., 2012). Una tasa de flujo volumétrico constante (10 µl / 
min) se consiguió utilizando una bomba de jeringa cargada con 100 µl de muestra. 
La tensión capilar se fijó a 3 kV; el voltaje de cono se fijó a 60 V; la tensión de 
extractor se fijó a 3 V; y la frecuencia de radio (RF) de la lente se dejó a 0.5 V. La 
temperatura de la fuente (80 °C) y la temperatura de desolvatación (150 °C) se usa 
con un flujo de gas de nitrógeno de 250 L/h y un flujo de gas de cono de 50 L/ h. En 
la sección de análisis, de masa baja (LM, por sus siglas en inglés) y de masa alta 
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(HM, por sus siglas en inglés), se estableció una resolución de 15.0 y una energía 
de iones de 0.5. El multiplicador se ajustó a un valor de 650. Se recogieron 
espectros continuos en una gama de m/z 15-2000, con una duración de ejecución 
de 1 min, un tiempo de exploración de 10 s, y un tiempo de InterScan de 0.1 s, 
produciendo seis espectros por muestra.  
 
5.5.4 Cromatografía de Gases (GC-FID). Condiciones de operación. 

Para cuantificación de compuestos volátiles, se realizó  la inyección de la 
muestra en el cromatógrafo marca Agilent 7890a, columna HP Inowax. Las 
condiciones de operación del cromatógrafo así como otros datos del proceso de 
inyección se muestran a continuación: 

 

Componentes del cromatógrafo de gases (GC) Datos

Detector FID (flama)

Temperatura del detector 250 °C

Temperatura del inyector 150 °C

Columna 0.25 mm x 30 m

Temperatura columna Inicial 60 °C

Final 180 °C

Rango de temperatura 12 °C / min

Tiempo 3 min

Rampa, Gradiente de temperatura 27 °C / min.

Flujo de Gas (H2), Aire, N2. 40, 440, 5 ml / min  

 

 

Figura 5.3 
Metodología 
para el 
tratamiento 
de las 
muestras de 
jugo de tallo 
de maíz en la 
prueba 
analítica de 
cromatografía 
de gases. 
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5.6 Análisis estadístico de datos de DIESI-MS con programa R   

 Análisis de datos y optimización de script. Los archivos primarios de los 
espectros de masas se convirtieron a *.mzXML usando masswolf, versión 1.4. El 
análisis de los espectros de masas se realizó con el software OpenMS / TOPP, 
versión 1.8.0 (Junker et al., 2012), y posteriormente procesados con el software 
estadístico R libre (http://www.r-project.org) (R-Development-Core-Team, 2008). Un 
diagrama de flujo en Toppas fue escrito para la ejecución de las siguientes tareas 
secuenciales: conversión de archivos a mzML, fusión espectros con un método de 
bloque (seis espectros de réplica), sgolay NoiseFilter con una longitud de trama de 
21 y el orden polinomio de 4, seguido de un PeakPicker con una señalización 
relación a ruido (S/N) de 1 y una anchura de pico de 0.15 ( 
 
 

Figura 5.4 . 
Por último, las tablas de datos se convirtieron en archivos Toppas (Junker et al., 
2012) utilizando formato de texto, que contiene columnas separadas por 
tabuladores para los nombres de genotipo, factores de tratamiento, los valores m/z, 
y la intensidad de señal correspondientes de los iones individuales. Archivos de 
datos individuales fueron importados de forma automática con un guión adaptado 
en R (R-Development-Core-Team, 2008). Además de la recolección de la muestra 
y la optimización del flujo de trabajo en DIESI-MS, otras ventajas/novedades 
presentadas en este documento son los algoritmos mejorados para el 
procesamiento de datos. El nuevo guión R importa todos los archivos de texto 
desde un directorio dado y permitió la definición de análisis de variación (ANOVA) 
de factores experimentales basados en el nombre del archivo original. La 
asignación de variables se realizó dentro del entorno R y no requiere software 
adicional para la fusión de archivos o el cambio de nombre. El guión R también se 
ha optimizado para procesar los datos de cientos de muestras en 1/10 del tiempo 
de los guiones anteriores (Garcia-Flores et al., 2012; Montero-Vargas et al., 2013). 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figura 5.4 Diagrama para procesar los archivos de Toppas MS. El proceso inicia con la 
entrada de los archivos de lectura del espectro de masas y termina con la salida de 
archivos procesados en formato de Excel. Las flechas de color verde indican la dirección 
del flujo del procesamiento de los archivos. Los parámetros de proceso para cada etapa 
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son definidos en el método diseñado con el programa Topas MS (Adaptado de Sturm et al., 
2008; Winkler, 2010).  

 

En lugar de nombrar picos por límites de intervalo, los picos m/z fueron 
nombrados por su centro de intensidades máximas. En lugar de definir rangos de 
masas en toda la gama m/z (Garcia-Flores et al., 2012; Montero-Vargas et al., 
2013), sólo m /z picos reales fueron transferidos a la matriz rectangular resultante 
utilizada para los gráficos de mapas de calor (Heatmaps). En lugar de definir límites 
“bin” centrados a 0, se introdujo un cambio de masa para reducir los saltos de 
rango. Los límites de rango m/z se ajustaron de acuerdo con el patrón de m/z 
observado (espacio metabólico) en diversos extractos: en el rango de masa de 50-
400 Da, los picos de m/z se centraron en 0.2 Da de la masa unitaria. En el rango de 
masa de 400 a 700 Da, un cambio de masa de 0.3 Da fue más preciso. Los iones 
fueron menos frecuentes en el rango de masa de 800-2000 y tenían más 
variabilidad en desplazamiento de masa, por lo que era más conveniente definir 
rangos centrados basados en la aparición de picos de iones específicos (espacio 
metabólico).  

El script R mejorado también nos permitió definir de forma variable la 
tolerancia de asignación de picos m/z (tamaño bin). Sin embargo, para nuestras 
muestras de plantas, había poca ganancia de información mediante la definición de 
“bins” de masa menor que ± 0.25 Da, y por lo tanto, el tamaño de rango se definió 
convenientemente en intervalos de 1 Da (± 0.5 Da desde el centro) en toda la gama 
de m/z (30-2000 Da).  
Cuando aparecieron dobles picos en el mismo rango (por ejemplo, picos 
isotópicos), las intensidades fueron resumidas y no promediadas ni eliminadas. La 
secuencia de comandos R optimizada produjo tablas separadas que documentan el 
número de picos por rango, la intensidad de los picos individuales, y se suma la 
intensidad de picos múltiples. El control automático de la calidad se llevó a cabo 
para detectar dobles picos de incidencia en los rangos de masas individuales.  
 Además de presentar los datos metabólicos como mapas de calor de 
colores, el script R optimizado produjo “heatmaps bicluster” grises y varias figuras 
con diagramas de caja que muestran las estadísticas y controles de calidad. Por 
ejemplo, además de informar los valores de intensidad para m/z dados en rango de 
iones, la secuencia de comandos también computan el valor exacto m/z para cada 
grupo de muestra. El m/z residual (diferencia entre la masa real observado y la 
masa unitaria) se calculó para cada pico de la muestra y se representó en paralelo 
a los diagramas de caja de intensidad (por ejemplo, paneles D-F de la figura 8, 
Publicación No.1). Desde este enfoque, los usuarios pueden decidir si un valor m/z 
dado en una muestra de la planta corresponde al misma metabolito en otra muestra 
de la planta. Lo ideal es que los valores de m/z del mismo compuesto a través de 
muestras deben ser similares. Pero en la práctica, lo hicieron variar ± 0.2 Da con 
nuestro equipo de cuadrupolo sencillo MS.  

En general, el algoritmo optimizado permite determinar la importación 
automática de miles de archivos, los cuales se admiten más rápido para el 
procesamiento de datos, y también aumentó significativamente la fiabilidad al 
disminuir "saltos pico" y la eliminación de la exigencia de post-procesamiento 
manual de los datos. 

 
Procedimientos estadísticos. Todos los experimentos se realizaron utilizando 
diseños de bloques completos al azar con un número adecuado de controles y 
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réplicas (ver las leyendas). Se aplicaron pruebas ANOVA y Tukey con la opción de 
mínima diferencia significativa (LSD) con p ≤ 0,05 (α = 0,05). Se utilizaron modelos 
lineales de efectos mixtos para el análisis de datos, con factores independientes 
para el efecto de la G, E, etapa de desarrollo (DS), y sus respectivas interacciones. 
La corrección de Bonferroni se utilizó para hacer frente a la tasa de falsos positivos. 
Para el análisis estadístico, elaboración de los dendogramas y mapas de calor, se 
empleó R versión 2.14.1 con las bibliotecas: vegetariana y pheatmap (R-
Development-Core-Team, 2008). 
 La secuencia de comandos R se proporciona como datos suplementarios. Los 
datos de espectrometría de masas se importan, ordenados en “bins” con un 
intervalo de 1 m/z y organizados en una matriz. Después, los datos se normalizaron 
con respecto a la intensidad de la señal de los espectros. La agrupación jerárquica 
se limita a los 100 rangos de masas que muestran las intensidades de señal más 
altas en cualquiera de las filas. Finalmente, la agrupación jerárquica se realiza con 
filas escala, usando el algoritmo de Euclides para ambos, filas y columnas. 
 

5.7 Diseño experimental en campo y en laboratorio 

 El experimento de campo fue diseñado y supervisado por los mejoradores 
del Cimmyt. Por lo general, los ensayos corresponden a diseños alfa lattice de 
bloques incompletos. Se cosechan al menos 6 plantas diferentes de cada genotipo 
o tratamiento (6 réplicas biológicas que se cosecharon independientemente en dos 
grupos de 3). La obtención del jugo del tallo de cada planta de maíz se hizo por 
duplicado. Las lecturas en cromatografía de gases y líquida de alta presión se 
realizaron en una sola lectura, siguiendo el orden de ubicación de las muestras en 
placa deep well, en el cual se consideran  repeticiones biológicas. Las repeticiones 
técnicas se preparan en el momento de la dilución de la muestra. En DIESI-MS, las 
inyecciones se hicieron al menos por triplicado. De cada inyección que dura >1 min 
se realizaron 6 lecturas de espectros MS, que después se promediaron con el 
software TOPPAS. Para las mediciones en el espectrofotómetro UV-VIS, se siguió 
el orden de la muestra en placas y la repetición técnica se preparó en el momento 
de la medición. Todas y cada una de las técnicas analíticas se desarrollaron de 
acuerdo a los protocolos establecidos en el Laboratorio de Metabolómica y 
Fisiología Molecular por el Dr. Axel Tiessen. 
 

5.7 Definición de jugo 

 Según las normas mexicanas, un jugo es un extracto líquido puro de algún 
tejido vegetal sin contener ningún aditivo extra. El néctar que se vende en los 
supermercados por ejemplo contiene azúcares, espesantes y conservadores. Un 
jugo debe prepararse libre de gomas, sólidos y de bagazo. Por lo regular el jugo se 
prepara de alguna fruta (jugo de naranja, manzana), pero también hay jugos de raíz 
(jugo de zanahoria), o de hojas y tallos (jugo de apio). El tallo del maíz y los tejidos 
vasculares contienen diferentes tipos de células, cada una con funciones 
fisiológicas diferentes. Por ejemplo, la células del floema contienen los foto 
asimilados (sacarosa y amino ácidos) que son transportados de un tejido fuente a 
un tejido demanda. Algunos insectos (mosquitos y áfidos) son capaces de extraer 
la savia del floema por medio de su fino estilete. En el xilema y el apoplasto se 
transporta agua y minerales, que constituyen un segundo tipo de savia (savia 
bruta). En este trabajo doctoral se llama jugo de tallo de maíz a esa mezcla de la 
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savia del floema y la savia del xilema, pero que incluye también el contenido de las 
células del mesófilo, del apoplasto y de la epidermis. El extracto que preparamos 
del tallo de maíz no es savia en el sentido botánico, sino jugo del tallo de maíz en 
su sentido más puro según las leyes internacionales. 
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6. RESULTADOS 
 

La meta principal de este trabajo fue el establecimiento de una técnica confiable y 
eficiente para el fenotipeo metabólico de plantas de maíz. Usando extractos de los 
tejidos vasculares del maíz (jugo de tallo) se trató de clasificar el estado fisiológico 
de las plantas usando espectrometría de masas y otras técnicas analíticas (GC-FID 
y UV-VIS). Para lograr implementar la metodología DIESI-MS, primero fue 
necesario llevar a cabo experimentos exploratorios y ajustar las condiciones 
generales y específicas. También era necesario optimizar los algoritmos 
estadísticos y los scripts de R. En la presente tesis de doctorado se dió especial 
lugar a incluir todos aquellos resultados, figuras y gráficas que por limitación de 
espacio no fueron incorporados a las publicaciones resultantes de este trabajo 
doctoral (García-Flores et al 2012; García-Flores et al 2014). Los resultados control 
son importantes para comprender la técnica de fingerprinting, describir sus ventajas 
y limitantes. Algunos colegas científicos que prefieren la cromatografía de gases 
(GC-MS) o la cromatografía líquida (LC-MS) ven con escepticismo la técnica DIESI-
MS debido a diversos problemas como la complejidad extrema de la matriz 
(muestra biológica). Los datos DIESI-MS se consideran poco confiables y son 
menos fáciles de publicar comparado con otras técnicas metabolómicas como NMR 
(nuclear magnetic resonance). En ese contexto resulta entonces relevante 
presentar algunos resultados DIESI-MS relacionados con la linearidad, la supresión 
de iones y la interacción con la matrix. Primero se mostrarán algunos resultados 
control y posteriormente se presentarán los resultados de los experimentos de 
campo con maíz, los cuales fueron estrés de sequía y bajo contenido de N. 
Finalmente, en el anexo se incluyen las figuras y las publicaciones en las que 
participé como primer autor (García-Flores et al 2012; García-Flores et al 2014). 

6.1 Experimentos control sobre DIESI-MS   
   

 Se obtuvieron espectros de masas (perfiles ionómicos o huellas metabólicas) 
de diferentes muestras de jugo de tallo encontrándose diferencias globales y 
puntuales de intensidades de iones en función de su m/z. La forma preferencial 
para mostrar los datos DIESI-MS es a través de boxplots (cajas de datos) y 
heatmaps (mapas de calor) (Figura 6.1). En el mapa de calor se agrupan las 
muestras por columna mientras que los iones estan en cada fila (Figura 6.1). El 
dendograma (cluster herárquico) agrupa las muestras o los iones según alguna 
función de similitud, que por default en R es por distancia euclideana (R-
Development-Core-Team, 2008). También se pueden usar otras funciones para el 
agrupamiento, por ejemplo el coeficiente R de correlación (Tiessen et al 2016). Sin 
embargo, esto lo descubrimos posteriormente por lo que todas las figuras de la 
tesis se realizaron con las funciones default de R que nos permitió publicar 2 
artículos internacionales (García-Flores et al 2012; García-Flores et al 2014).  
Con la primera implementación de los scripts en TOPPAS y en el lenguaje R, se 
establecieron comparaciones mediante mapas de calor, gráficas tipo caja y 
dendogramas entre los tratamientos de experimentos de estrés hídrico, con bajo 
contenido de N, y nivel de dilución con absorbentes (Figuras 6.1 y 6.2; ver tambien 
García-Flores et al 2012; García-Flores et al 2014).  
Se realizó un primer experimento de estrés de bajo nitrógeno con plantas de maíz, 
y el jugo del tallo se inyectó en el DIESI-MS (Figura 6.1). Las 9 replicas biológicas 
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de bajo nitrógeno se agruparon muy separadas de las demás muestras. Esto fue 
muy prometedor para un fenotipeo metabólico. La Figura 6.1 comprueba que el 
estado fisiológico de la planta cambia el perfil ionómico del tallo de forma 
considerable (ver también García-Flores et al 2012; García-Flores et al 2014). 
El jugo de tallo de maíz contiene niveles altos de sacarosa y de glucosa, pero 
desafortunadamente estas moléculas no tienen carga ni ionizan de forma natural, 
por lo que son invisibles para el DIESI-MS. Sin embargo, se puede agregar aditivos 
para visualizar los azúcares. Se registraron los espectros de las huellas 
metabólicas de carbohidratos (sacarosa, glucosa, fructosa, etc.) y aminoácidos 
(alanina, prolina, histidina, etc.) a diferentes niveles de dilución y con diferentes 
ionizantes y absorbentes. El cloruro de litio (LiCl) resultó ser el aditivo más 
adecuado para la ionización de carbohidratos con lecturas en modo negativo en el 
cuadrupolo sencillo (SQD). Posteriormente, se obtuvieron espectros de los mismos 
carbohidratos en el triple cuadrupolo (TQD). Mediante fragmentación controlada se 
obtuvieron huellas metabólicas de un fragmento particular de cada carbohidrato 
asociado a los iones derivados de las reacciones de deshidratación. Dichos 
fragmentos permitieron la identificación del analito en muestras del jugo de tallo de 
maíz ionizadas con ácido fórmico al 5% (v/v). Los archivos se encuentran en la 
base de datos compartidos del Laboratorio de Metabolómica y Fisiología Molecular 
del Cinvestav-Irapuato. 
 Heatmap 

Muestras 

m/z 

 

N=bajo nitrógeno  
C=control nitrógeno 
D=control estrés hídrico 
E=estrés hídrico 
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Figura 6.1 Mapa de calor DIESI-MS de un experimento con jugos de tallo de plantas 
expuestas a diferentes tratamientos de estrés fisiológico. Se muestran solo los 60 iones 
más intensos del experimento. El dendograma de arriba clasifica el tratamiento de estrés 
bajo nitrógeno (N) por separado de los tratamientos control (C), observándose muchos 
iones con intensidad diferencial (n = 144).   

 
                                           
 
6.1.1 Linealidad  
 Con el jugo de tallo se realizó un experimento de linealidad combinando 
los factores de dilución y de absorbentes (Figura 6.2). Mediante este experimento 
se comprobó la capacidad analítica del cuadrupolo sencillo (SQD) para establecer 
ecuaciones de regresión lineal que permitieran cuantificar la concentración de 
compuestos en función de su intensidad y su masa / carga (m/z). Considerando 
que los experimentos fingerprinting no son dirigidos a un solo metabolito 
determinado, la linealidad es aplicable solamente a ciertos iones específicos como 
se muestra en las Figuras 6.3 y 6.4. Muchas veces la linearidad solo se presenta 
en ciertos rangos de diluciones de la muestra. Afortunadamente en nuestro 
proyecto usamos solo detectores tipo cuadrupolo que a diferencia de las trampas 
ionicas tienen un rango mucho más amplio de linearidad cuantitativa. En estas 
figuras se incluyen iones representativos que tienen mayor intensidad a mayor 
concentración de la muestra (Figuras 6.2-6.4). 

Cabe mencionar que además de encontrar iones que disminuyen su 
intensidad a mayor dilución como es esperado, también encontramos iones que se 
comportan de manera opuesta y no lineal. Esto se debe a la supresión de iones 
que es más fuerte a mayor concentración de la muestra. Es por ello que para las 
aplicaciones DIESI-MS se usan diluciones muy altas para disminuir la interacción 
entre moléculas de la matriz. A diferencia del estado gaseoso en donde hay nula 
interacción entre moléculas, el estado líquido se caracteriza por interacciones 
fuertes y estables entre moléculas (puentes de hidrógeno y fuerzas de Van der 
Wals). Parece ser que las moléculas no viajan dentro del espectrómetro de masas 
(alto vacío) como iones desnudos sino que se asocian preferencialmente unas con 
otras dando como resultado aglomerados de iones y esferas solvatadas que tienen 
diferentes masa / carga (m/z). De ahí que el espectro de masas es diferente si se 
usa agua, etanol, metanol o acetonitrilo como solvente para diluir la muestra. Los 
agregados moleculares y las esferas solvatadas dependen mucho del solvente que 
se utiliza. Es por ello que es imposible con los datos DIESI-MS de un cuadrupolo 
simple hacer una inferencia de la identidad del metabolito en cuestión, y más que 
bautizar a los iones con nombres químicos, solo nos podemos limitar a dar el valor 
númerico del centroide de su m/z. 

En las Figuras 6.5 y 6.6 se presentan heatmaps, clasificando por grado 
de similitud, y comparando los iones y su intensidad de acuerdo a los niveles de 
dilución y absorbentes (n = 456).  

Para el jugo de tallo de maíz, la dilución óptima de muestra con la que se 
obtuvo poca supressión cruzada de iones, pero a la vez una intensidad aceptable, 
fue de 1:100 (Figura 6.2). Los índices de los parámetros analíticos que se 
obtuvieron en estas pruebas iniciales fueron los siguientes: rango de sensibilidad 
30-2000 m/z, resolución alta, coeficiente de variación 95%, exactitud 99%, 
reproducibilidad  95%, (n = 72). 
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Figura 6.2 En las comparaciones con gráficas tipo caja  de cada tratamiento o condición, 
se obtuvo un patrón similar en la respuesta en intensidad para los iones 129.05 y 250.14 
m/z. En las gráficas del lado izquierdo, se observa un nivel más elevado en intensidad para 
la condición carbón activado (CAC) en comparación con resina R18 (C18), control (NOM) y 
polivinilpolipirrolidona (PVP). En los gráficos del lado derecho, se observó una linealidad en 
función de la dilución de las muestras (1:20 a 1:200). Se muestran los resultados de un 
experimento CT (n = 456). Se presentan estos iones porque son afectados en menor 
medida por el fenómeno de supresión de iones. 
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Figura 6.3 En la comparación de gráficas tipo caja para cada repetición biológica, se tuvo 
un patrón parecido en la respuesta en intensidad de los iones 245.15 y 104.17 m/z. En las 
gráficas del lado izquierdo, se observan intensidades similares para la repeticiones R1, R2 
y R3. En los gráficos del lado derecho, se observó una linealidad en función de la dilución 
de las muestras (1:20 a 1:200). Experimento CT (n = 456). Se presentan estos iones 
porque son afectados en menor medida por el fenómeno de supresión de iones. 
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Figura 6.4 Mapa de intensidades m/z con agrupación de muestras y de los 50 iones más 
intensos del experimento de linealidad (CT) incluyendo iones positivos y negativos. La 
agrupación (dendogramas) se hicieron con la función por default de heatmap en R que se 
basa en distancias euclidianas. Los datos no fueron normalizados sino presentados crudos 
con sus valores numéricos. El dendograma a la izquierda agrupa los iones mas intensos 
(29.3 y 42.3) hasta arriba separados de los siguientes iones intensos (32.3 y 33.3). El único 
ion negativo que tuvo una intensidad similar a la de los iones positivos fue -45.1. Esta 
figura incluye más iones positivos que negativos, y esto demuestra que la intensidad de los 
iones positivos es más grande que la de los iones negativos. En el dendograma de arriba 
se observó que hay una agrupación parcial de algunas muestras del experimento, 
condición o tratamiento (absorbente) y nivel de dilución. Sin embargo, el perfil ionomico 
cambia en base a la dilucion como en base al adsorbente. 

6.12 Experimentos principales con DIESI-MS 

 Con la aplicación de los scripts en R proporcionados inicialmente por el 
Dr. Winkler, y después optimizados por mi asesor, el Dr. Tiessen, logramos publicar 
2 artículos (García-Flores et al 2012; García-Flores et al 2014). Considerando que 
los experimentos son no dirigidos a metabolitos determinados a un grado de 
identificación, de los archivos de las lecturas se generaron gráficos de algunos 
iones ejemplo que pudieran servir de biomarcadores. Las gráficas comparativas 
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(heatmaps, boxplots) que se obtuvieron variaron de acuerdo a la definición de 
factores en el script: genotipo (entrada), tratamiento (condición), repetición 
biológica, el factor tiempo y su combinación. Para las figuras se formaron grupos de 
iones con las siguientes etiquetas: todos los iones y los 100 más significativos 
según factores, los 400 iones más intensos aplicando la comparación de medias de 
Tukey, los 50 iones negativos más intensos. Se obtuvieron las gráficas 
comparativas de todos iones ordenados por la m/z. 
 
6.1.1 Estrés hídrico en CIMMYT Tlaltizapan  
 En la Figura 6.5 

Figura 6.5  se graficó, de forma ejemplar y porque presentó lecturas completas para 
cada tratamiento, el ión 93.3 m/z para cada genotipo y tratamiento siendo el 
tratamiento bajo estrés hídrico el que presentó una mayor intensidad en 
comparación con el control indicando un efecto del ambiente. En las siguientes 
Figuras se grafica uno de los iones más significativos; comparado con otros tres 
iones que no se grafican 314.22, 453.18 y 272.14 m/z, el 120.07 m/z presenta un 
patrón diferente ya que la intensidad en el tratamiento control es mayor, indicando 
un mayor efecto del genotipo. En la Figura 6.7 se presenta una aproximación de los 
iones a su posible identificación en el grupo de los aminoácidos. Los heatmaps de 
las Figura 6.8 (grupo de 50 iones) y Figura 6.5 (grupo de 80 iones) se clasificaron a 
los iones de acuerdo a su intensidad, destacando la agrupación por tratamiento en 
la primera figura y por genotipo en la segunda. Ambos heatmaps nos facilitaron el 
estudio de marcadores diferenciales entre genotipos y tratamientos. En el 
dendograma de la Figura 6. se aprecia la agrupación de los genotipos según su 
tratamiento y el nivel de intensidad grupal con una excepción: el genotipo T231WS, 
que se asocia con el genotipo T282CT. 
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Figura 6.5 Gráfica 
comparativa de 
intensidades tipo 
caja  del ion 93.3 
m/z entre los 
tratamientos WS y 
CT del experimento 
de estrés hídrico de 
Tlaltizapán. La 
intensidad del ión  
de cada genotipo 
fue mayor para el 
tratamiento de 
sequía WS  (n = 
456). Color verde: 
control; color rojo: 
estrés hídrico. 
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Figura 6.6 Gráfica comparativa de intensidades tipo caja  del ion 120.07 m/z, seleccionado 
de un grupo como los más significativos, entre los genotipos por cada tratamiento del 
experimento de estrés hídrico de Tlaltizapán, CT vs WS (n = 456). “n“ significa: número de 
muestras.  
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Figura 6.7 Gráficas comparativas de los iones aproximados a la variable m/z de los 
aminoácidos prolina (116.13 m/z) y valina (118.15 m/z). En las gráficas de la izquierda se 
muestran los valores de intensidad de los iones 116.3 y 118.3 m/z por tratamiento, CT vs 
WS, y genotipo. En la derecha se representaron los gráficos de los valores m/z estimados 
del aminoácido comparado con el valor de la señal m/z detectado en cada tratamiento CT 
vs WS, y genotipo. El orden de los genotipos en el eje horizontal corresponde al de la 
figura 6.2, del T041 CT y WS hasta el TROSS CT y WS respectivamente (n = 456). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

Figura 6.8 Mapa de 
intensidades-m/z 
agrupando los 50 iones 
seleccionados con 
mayor intensidad en el 
experimento de estrés 
hídrico en Tlaltizapán 
incluyendo  los iones 
positivos y negativos. 
Se puede observar una 
agrupación uniforme de 
los iones en función del 
tratamiento y genotipo 
porque se usó el 
método scale como 
opción de la función 
heatmap en R, en la 
elaboración de la 
gráfica (n = 456). 
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Figura 6.9 Mapa de intensidades-m/z con los 80 iones más intensos del experimento 
de estrés hídrico en Tlaltizapán incluyendo iones positivos y negativos. Se observa 
una representación uniforme y poco informativa del mapa debido a que no se usó 
método alguno de clasificación. Esta figura demuestra que el agrupamiento automatico 
generado por los dendogramas de R si permite ver con más claridad los resultados 
DIESI-MS. (n = 456). 
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 Los resultados de varianza y de correlación entre algunas variables 
agronómicas y metabolitos específicos, se analizaron a detalle en Juárez, (2012). 
Los metabolitos analizados en dicho estudio metabólico dirigido fueron: glucosa, 
fructosa, sacarosa, almidón y aminoácidos totales. 
 
6.1.2 Bajo contenido de nitrógeno en Cimmyt Batán  
 

 Los resultados siguientes se conceptualizan de manera similar como se 
hizo en el experimento de estrés hídrico. En la Figura 6.11 se compararon las 
intensidades del ion 175.3 m/z de acuerdo a la variedad de maíces blancos y 
amarillos, resultando ser variable la intensidad de acuerdo al genotipo y al 
tratamiento. Resultados similares se muestran en las Figura 6.12 y 6.9 para grupos 
de iones negativos. En la Figura 6.10 se presenta iones que pudieran pertenecer al 

Figura 6.10 Clasificación 
de los genotipos y su 
tratamiento respectivo 
del experimento de 
estrés hídrico de 
Tlaltizapán mediante 
una representación tipo  
dendograma, agrupados 
por su proximidad en el 
nivel de intensidad. Se 
puede observar una 
agrupación uniforme de 
los genotipos en función 
del tratamiento porque 
se usó el método 
dist(t(scale)) que es una 
opción para calcular la 
proximidad en valor de 
las lecturas con la 
función hclust 
(dendograma con 
agrupamiento) en R, en 
la elaboración de la 
gráfica. Los tratamientos 
T041CT, muestra control 
y genotipo 041 y 
TROSWS, muestra de 
estrés hídrico y genotipo 
ROS son los que mayor 
nivel de intensidad 
presentaron  (n = 456). 
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grupo de los aminoácidos. También es posible determinar la exactitud de la lectura 
respecto a la fórmula molecular teórica del aminoácido ionizado. Los heatmaps de 
las Figura 6.8 (grupo de 50 iones) y 6.9 (grupo de 80 iones) clasifican a los mismos 
de acuerdo a su intensidad, destacando la agrupación por variedad de maíz blanco 
o amarillo a excepción del genotipo AE14CT que se agrupó con los maíces blancos 
en la primera Figura y por genotipo en la segunda; ambos heatmaps nos facilitan el 
estudio de marcadores diferenciales entre genotipos y tratamientos. En el 
dendograma de la Figura 6.12  se aprecia la agrupación de los genotipos según su 
variedad y tratamiento con su nivel de intensidad grupal con una excepción: la 
variedad AE12CT se asoció con la variedad BE10CT indicando similitud entre ellas. 
Las  
Figura 6.133 y 6.14 agrupan las variedades maíces blancos y amarillos por 
tratamiento, exceptuando a la variedad AE05CT que se asoció al tratamiento LN y 
la variedad BE10CT que por su nivel de intensidad se  asoció a ambos 
tratamientos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6.11 Gráfica comparativa de intensidades tipo caja del ion 175.3 m/z entre los 
genotipos, maíces blancos y amarillos, y tratamientos LN y CT del experimento de 
bacontenido de nitrógeno realizado en el  Batán (n = 456). A: amarillo; B: blanco. Se 
constata que no existen diferencias significativas para los tratamientos ni para las 
variedades de maíz. Además es posible observar la presencia de valores que se 
encuentran fuera de los límites de control.    
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Figura 6.12 Gráficas comparativas de intensidades tipo caja  de los iones -160, -158.97, -
157.99 y -157 m/z, seleccionados del grupo completo ordenado de iones positivos y 
negativos, entre los genotipos por cada tratamiento del experimento de bajo contenido de  
nitrógeno, realizado en el  Batán. El orden de los genotipos en el eje horizontal 
corresponde al de la figura 6.7, del AE12 CT y LN hasta el BE11 CT y LN respectivamente 
(n = 456). 
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Figura 6.13 Gráficas comparativas de intensidades tipo caja  de los iones -133.02 y -100.96 
m/z, seleccionados del grupo de los 50 iones negativos más significativos, entre los 
genotipos por cada tratamiento del experimento de bajo contenido de  nitrógeno, realizado 
en el  Batán. El orden de los genotipos en el eje horizontal corresponde al de la figura 6.7, 
del AE12 CT y LN hasta el BE11 CT y LN respectivamente (n = 456). 
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Figura 6.14  Gráficas 
comparativas de los iones 
aproximados a la variable 
m/z correspondiente a  los 
aminoácidos valina 
(118.15 m/z) y treonina 
(120.12 m/z). En las 
gráficas de la izquierda se 
muestran  los valores de 
intensidad de los iones 
118.3 y 120.3 m/z por 
tratamiento y genotipo. En 
la derecha se 
representaron los gráficos 
de los valores m/z 
estimados del aminoácido 
comparado con el valor de 
la señal m/z detectado en 
cada tratamiento y 
genotipo.  El orden de los 
genotipos en el eje 
horizontal corresponde al 
de la figura 6.7, del AE12 
CT y LN hasta el BE11 CT 
y LN respectivamente (n = 
456). 
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Figura 6.15 Mapa de 
intensidades-m/z que 
agrupó a los 50 iones 
seleccionados con 
mayor intensidad en el 
experimento de bajo 
contenido de nitrógeno 
realizado en Batán 
incluyendo  los iones 
positivos y negativos. Se 
puede observar una 
agrupación uniforme de 
los iones en función del 
tratamiento y genotipo, 
maíces blancos y 
amarillos, porque se usó 
el método scale como 
opción de la función 
heatmap en R, en la 
elaboración de la gráfica 
(n = 456). 
 

Figura 6.12 
Clasificación de los 
genotipos y su 
tratamiento respectivo 
del experimento de bajo 
contenido de nitrógeno 
realizado en El Batán 
mediante un 
dendograma, agrupados 
por su proximidad en el 
nivel de intensidad. Se 
observó una agrupación 
uniforme de los 
genotipos en función del 
tratamiento porque se 
usó el método 
dist(t(scale)) que es una 
opción de proximidad en 
valor de la función 
hclust (dendograma por 
agrupamiento) en R. Se 
observa (en el eje 
vertival del 
dendograma) que El 
tratamiento AE14CT es 
el que mayor nivel de 
intensidad presentó  (n 
= 456). 
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Figura 6.13 Clasificación de 
los genotipos (maíces 
amarillos) y su tratamiento 
respectivo del experimento 
de bajo contenido de 
nitrógeno  realizado en El 
Batán mediante una 
representación tipo  
dendograma, donde éstos 
son agrupados por su 
proximidad en el nivel de 
intensidad. Se puede 
observar una agrupación 
uniforme de los genotipos en 
función del tratamiento 
porque se usó el método 
dist(t(scale)) que es una 
opción de proximidad en 
valor  de la función hclust 
(dendograma por 
agrupamiento) en R, en la 
elaboración de la gráfica. El 
tratamiento AE05CT fue  el 
que mayor nivel de intensidad 
presentó  (n = 16). 

Figura 6.14 Clasificación de los 
genotipos (maíces blancos) y 
su tratamiento respectivo del 
experimento de bajo contenido 
de nitrógeno realizado en El  
Batán mediante una 
representación tipo  
dendograma, donde los 
genotipos se agruparon  por su 
proximidad en el nivel de 
intensidad. Se puede observar 
una agrupación uniforme de los 
genotipos en función del 
tratamiento porque se usó el 
método dist(t(scale)) que es 
una opción de proximidad en 
valor de la función hclust 
(dendograma por 
agrupamiento) en R, en la 
elaboración de la gráfica. El 
tratamiento AE05CT fue  el que 
mayor nivel de intensidad 
presentó  (n = 22). 
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Figura 6.15 Mapa de intensidades-m/z agrupando los 80 iones más intensos del 
experimento de bajo contenido de nitrógeno realizado en El Batán, incluyendo iones 
positivos y negativos. Se observa una representación uniforme en función del genotipo 
(maíces blancos y amarillos) y tratamiento porque no se usó método alguno de 
clasificación (n = 456).  

 
6.1.3 Experimento Fuente-Sumidero (Sink-Source) en Irapuato 
 Como resultados de éste experimento, las plantas control tienden a 
incrementar su intensidad con el tiempo, de uno a diez días. Las plantas (D) sin 
elote (WE), aumentan de intensidad al día dos mientras que las plantas (P) 
disminuyeron su intensidad en el mismo día. El efecto inverso sucede al tercer día. 
En el cuarto día, los dos genotipos disminuyen y aumentan nuevamente en el día 
diez. Las plantas (D) y (P) sin hoja aumentan en el día dos y disminuyen en los 
días sucesivos. Las plantas sometidas al tratamiento sin elote y sin hoja (WM) 
presentan una tendencia a aumentar su intensidad (de los iones) con el tiempo, en 
los dos genotipos.  Ya que no se tiene demanda del metabolito en las plantas sin 
elote,  el efecto fuente-sumidero se hace presente incrementando la intensidad del 
ion. En las plantas sin hojas, el efecto se manifiesta en la disminución de la 
intensidad del ion debido a la falta de síntesis del metabolito. El incremento de la 
intensidad del ion en las plantas sin elote y sin hojas, establece la presencia de la 
fotosíntesis en el tallo y en las hojas del elote; se concluye lo anterior por la falta de 
demanda de tejidos sumidero y la ausencia de fotosíntesis en las hojas laminares; 
por lo tanto, el origen del incremento de la intensidad del ion se encuentra en la 
fotosíntesis de los tejidos con clorofila que, en el caso del maíz, son el tallo y las 
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hojas del elote (totomoxtle). Un análisis individual de cada metabolito permitió 
conocer el patrón de variación de un genotipo y tratamiento con respecto al tiempo 
( 
Figura 6.16). 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 6.16 Gráfica comparativa de intensidades tipo caja  del ion 219.3 m/z entre 
los genotipos, Dow (D) y Puma (P), y tratamientos: (CT = control, WE = sin elotes, 
WL = sin hojas, WM = sin elotes y sin hojas) del experimento fuente-sumidero de 
Irapuato (n = 504). Los colores rojo y verde indican cambios entre una muestra con 
respecto a otra. “n”: representa el número de muestras. Los círculos exteriores son 
valores extremos que se encuentran fuera de los límites de control.  
 
 
 En la comparación del tratamiento por genotipo se encontró que  las plantas 
control tienden a mantener constante su nivel de intensidad durante el experimento. 
Las plantas (D) y (P) sin elote (WE), disminuyen su intensidad en relación a las 
plantas control. Las plantas (D) sin hoja disminuyen su intensidad y las plantas (P) 
la aumentan, presentándose un efecto contrario en los genotipos. El efecto fuente- 
sumidero se manifiesta en las variaciones de intensidad del ion 219.3 m/z ya que 
no se tiene demanda del metabolito en las plantas sin elote. En las plantas sin 
hojas del genotipo Dow (D), el efecto se manifiesta en la disminución de la 
intensidad del ion 219.3 m/z debido a la reducción de síntesis del metabolito. Un 
efecto inverso se presenta en las plantas (P) sin hojas en las que la intensidad se 
incrementa posiblemente por la mayor tasa de síntesis del metabolito en el 
genotipo Puma (P) o al número de hojas de las plantas (P).  El incremento de la 
intensidad del ion en las plantas sin elote y sin hojas, establecieron la presencia de 
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la fotosíntesis en el tallo y en las hojas del elote; concluimos lo anterior por no 
haber demanda de los tejidos sumidero (elotes) y la faltante fotosíntesis en las 
hojas laminares; por lo tanto, el origen del incremento de la intensidad del ion 219.3 
m/z se encuentra en la fotosíntesis de los tejidos con clorofila que, en el caso del 
maíz, son el tallo y las hojas del elote (totomoxtle). Un análisis individual de cada 
metabolito es requerido para conocer el patrón de variación de un genotipo con 
respecto al tratamiento (Figura 6.177). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.17  Gráfica comparativa de intensidades tipo caja  del ion 219.3 m/z entre los 
genotipos, Dow (D) y Puma (P), y tratamientos: (CT = control, WE = sin elotes, WL= sin 
hojas, WM = sin elotes y sin hojas) del experimento fuente-sumidero de Irapuato, sin la 
inclusión del factor tiempo (n = 504). 
  

 De la siguiente gráfica individual del ion 73.02 (Figura 6.18  8) se 
determinó el patrón de variación por genotipo y tratamiento con respecto al tiempo,  
y se observó variabilidad biológica en los controles del genotipo Dow (D), aumento 
de intensidad en el tratamiento WE con un declinación al final del tiempo, 
disminución gradual en el tratamiento WL y aumento al final del tiempo, aumento 
de intensidad en el tratamiento WM con declinación al final del tiempo. Respecto al 
genotipo Puma (P) los controles presentaron menor variabilidad biológica y el 
comportamiento fue similar al genotipo Dow (D) excepto para el tratamiento WL 
que tuvo un patrón contrario. Para el ion 115.02 m/z también presenta un patrón de 
variabilidad por genotipo y tratamiento con respecto al tiempo, observándose 
variabilidad biológica en los controles de ambos genotipos Dow (D) y Puma (P). 
Aumento de intensidad del ion con respecto al tiempo para los tres tratamientos: 
WE, WL y WM de los dos genotipos, presentando un incremento gradual de 
intensidad a un máximo a los 10 días. 
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Figura 6.18  Gráfica comparativa de intensidades tipo caja (box plot) de los iones 73.02 y 
115.02  m/z entre los genotipos, Dow (D) y Puma (P), tratamientos (CT=control, WE= sin 
elotes, WL=sin hojas, WM=sin elotes y sin hojas) y tiempo (0, 1, 2, 3, 4 y 10 días) del 
experimento fuente-sumidero de Irapuato (n = 504). “n” representa: el número de muestras. 
Gráfica complementaria a la figura 6.20. 
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Figura 6.20 Mapa de intensidades-m/z que agrupó a los 40 iones seleccionados con mayor 
intensidad en el experimento fuente-sumidero en Irapuato incluyendo  los iones positivos y 
negativos. Se puede observar una agrupación uniforme de los iones en función del 
tratamiento y genotipo, porque se usó el método scale como opción de la función heatmap 
en R, en la elaboración de la gráfica. Lo relevante en el heatmap es la agrupación de los 
tratamientos (PCT y DCT, PWE y DWE, PWL y DWL, PWM y DWM) independientemente 
del genotipo. La observación detallada de la gráfica permitie identificar marcadores 
diferenciales en los niveles de intensidad en función de la m/z (n = 504). 
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Figura 6.19 Clasificación 
de los genotipos Dow (D), 
Puma (P) y su tratamiento 
respectivo del experimento 
de fuente-sumidero de 
Irapuato mediante una 
representación tipo  
dendograma, agrupados 
por su proximidad en el 
nivel de intensidad. Se 
puede observar una 
agrupación uniforme de 
los genotipos en función 
del tratamiento porque se 
usó el método 
dist(t(scale)) (cálculo de 
valor proximal) como 
opción de la función hclust 
(dendograma con 
agrupamiento) en R, en la 
elaboración de la gráfica. 
El tratamiento DWM (Dow 
sin elote y sin hojas) es el 
que mayor nivel de 
intensidad presentó  (n = 
504). 
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Figura 6.21 Mapa de intensidades-m/z agrupando los 20 iones seleccionados con mayor 
intensidad en el experimento fuente-sumidero en Irapuato incluyendo  los iones positivos y 
negativos. Se puede observar una agrupación uniforme de los iones en función del 
tratamiento y genotipo, porque se usó el método scale como opción de la función heatmap 
en R, en la elaboración de la gráfica. Lo relevante en el heatmap es la agrupación de los 
tratamientos (PCT y DCT, PWE y DWE, PWL y DWL, PWM y DWM) independientemente 
con los tratamientos y del genotipo. Al graficar diferentes iones (como en la gráfica 6.22), la 
agrupación es consistente con el tratamiento y difiere en el orden debido a los niveles de 
intensidad de cada ion.  La observación detallada de la gráfica permite identificar 
marcadores diferenciales en los niveles de intensidad en función de la m/z (n = 504). 
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Figura 6.22 Mapa de intensidades-m/z agrupando los 80 iones más intensos del 
experimento fuente-sumidero en Irapuato incluyó iones positivos y negativos. Se observó 
una representación uniforme en función del genotipo (Dow y Puma) y tratamiento, (CT = 
control, WE = sin elotes, WL = sin hojas, WM = sin elotes y sin hojas)  porque no se usó 
método alguno de clasificación (n = 504), función heatmap en R. 

 
 



55 

 

 En la Figura 6.20 se puede observar una agrupación uniforme de los 
genotipos en función del tratamiento. Lo relevante en el heatmap de la  
Figura 6.21 es la agrupación de los tratamientos (PCT y DCT, PWE y DWE, PWL y 
DWL, PWM y DWM) independientemente del genotipo. La observación detallada 
de la gráfica permite identificar marcadores diferenciales en los niveles de 
intensidad en función de la relación masa/carga (m/z). De los heatmaps de las  
Figura 6.21 y 6.22 se desprende que la clasificación por similitud es importante 
para agrupar los genotipos por tratamiento en la primera, mientras que en la 
segunda solamente se agruparon los iones de acuerdo a su genotipo. 
 Los resultados de varianza y de correlación entre algunas variables 
agronómicas y metabolitos específicos, se analizaron a detalle en Juárez (2012). 
Los metabolitos analizados en dicho estudio metabólico dirigido fueron: glucosa, 
fructosa, sacarosa, almidón y aminoácidos totales. 
 
 
 
 

6.1.4 Etapas de desarrollo 2010 en Irapuato 
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Figura 6.23  Gráfica comparativa de intensidades tipo caja  del ion 99.02 m/z entre los 
meses de Mayo (M) y Junio (J) con los genotipos (H1, H2, H3, H4, y H5), del experimento 
etapas de desarrollo 2010 en Irapuato, sin la inclusión del factor tiempo (n = 420). Las 
plantas de cada híbrido mantuvieron su nivel de intensidad durante el experimento, 
presentando una tendencia similar en variación de los niveles de intensidad en cada uno 
de los híbridos comparado con su correspondiente mes (M y J). Las cinco primeras cajas 
representan a los genotipos en el mes de Junio y las siguientes cinco a los genotipos 
durante el mes de Mayo. Los círculos externos a la caja, representan valores extremos.  
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Figura 6.24 Gráfica comparativa de intensidades tipo caja del ion 99.02 m/z entre los 
meses de Mayo (M) y Junio (J) con los genotipos (H1, H2, H3, H4, y H5), del experimento 
etapas de desarrollo 2010 en Irapuato, con la inclusión del factor tiempo (46, 53, 60, 67, 
74, 81 y 88 días en el mes de junio; 60, 67, 74, 81, 89, 96, y 102 días en el mes de mayo) 
(n = 420). Aquí se presenta un análisis individual de cada ión que permitió conocer el 
patrón de variación de un genotipo y tratamiento con respecto al tiempo. Gráfica 
complementaria a la figura 6.29. Los colores rojo y verde diferencian el nivel de intensidad 
de los genotipos con respecto a los días de desarrollo. Los círculos representan valores 
extremos con respecto a la mediana. 
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Figura 6.25  Gráfica comparativa de intensidades tipo caja  de los iones 56.06, 97.1 y 
383.23 m/z entre los genotipos (H1, H2, H3, H4, y H5), tratamientos y tiempo (0, 1, 2, 3, 4 y 
10 días) del experimento etapas de desarrollo 2010 de Irapuato (n = 420). Aquí se 
presenta un análisis individual de cada ión para conocer el patrón de variación de un 
genotipo con respecto al tiempo de cosecha de muestras y meses de siembra: mayo (M) y 
junio (J). Gráfica complementaria a la figura 6.28. 
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Figura 6.26  Gráficas comparativas de los iones aproximados a la variable m/z de los 
aminoácidos ácido aspártico (134.1 m/z), glutamina (147.14 m/z) y lisina (147.19 m/z). En 
las gráficas de la izquierda se muestran los valores de intensidad de los iones 134.3 y 
147.3 m/z que corresponden a los aa: glutamina y/o lisina por meses mayo y junio, y 
genotipo (H1, H2, H3, H4, y H5). En la derecha se representaron los gráficos de los valores 
m/z del aminoácido comparado con el valor de la señal m/z detectado en cada tratamiento 
y genotipo. Se observó un incremento en la intensidad del ion en función del tiempo, 
siendo más elevada en el mes de Mayo (n = 420). 
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Figura 6.27 Clasificación de los genotipos (H1, H2, H3, H4, y H5), mes de siembra mayo y 
junio en función del tiempo de cosecha del experimento etapas de desarrollo de Irapuato 
mediante una representación tipo dendograma, agrupados por su proximidad en el nivel de 
intensidad. Se puedo observar una agrupación uniforme de los genotipos en función del 
mes de siembra y tiempo de cosecha porque se usó el método dist(t(scale)) (calcula la 
proximidad en valor de las lecturas) como opción de la función hclust (dendograma con 
agrupamiento) en R, en la elaboración de la gráfica. El tratamiento JH2D074 (Mes de 
siembra, junio, híbrido 2, tiempo de cosecha, 74 días) es el que mayor nivel de intensidad 
presenta (n = 420). 
 
 
 

  

 
 
 
 
 
6.1.5 Etapas de desarrollo 2011 en Irapuato 

 

Figura 6.28 Mapa de 
intensidades-m/z que agrupó 
a los 50 iones seleccionados 
con mayor intensidad en el 
experimento etapas de 
desarrollo 2010 en Irapuato 
incluyó  los iones positivos y 
negativos. Se puede observar 
una agrupación uniforme de 
los iones en función del mes 
de siembra (M) y (J) y 
genotipo (H1, H2, H3, H4, y 
H5), porque se usó el método 
scale como opción de la 
función heatmap en R, en la 
elaboración de la gráfica. Lo 
relevante en el heatmap fue 
la agrupación de los meses 
de siembra (mayo, M y junio, 
J) independientemente de los 
genotipos (H1, H2, H3, H4, y 
H5). La observación detallada 
de la gráfica permitió 
identificar marcadores 
diferenciales en los niveles de 
intensidad en función de la 
m/z (n = 420). 
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Figura 6.29 Gráfica comparativa de intensidades tipo caja  de los iones 97.07 y 159.05 m/z 
entre plantas con vaina (CV) y sin vaina (SV), los sitios de siembra dentro y fuera del 
invernadero (DI, FI), con los genotipos (HP, HD), del experimento etapas de desarrollo 
2011 en Irapuato, con la inclusión del factor tiempo de cosecha (39, 46, 53, 60, 67, 74, 81, 
95, 102, 109 y 116 días) (n = 416). Del análisis individual de cada ion se pude observar 
que una planta con vaina dentro del invernadero para el ion 97.07 permanece estable y el 
ion 159.05 disminuye. Las plantas con vaina y fuera del invernadero tienen una tendencia a 
aumentar su intensidad hasta un máximo a los 102 días. Las plantas sin vaina y dentro del 
invernadero tuvieron un máximo a los 67 días para el ion 159.05 y a los 88 días para el ion 
97.07. El análisis de cada uno de los iones permitió conocer el patrón de variación de un 
genotipo y tratamiento con respecto al tiempo. 
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Figura 6.30 Clasificación de los genotipos (HP y HD), sitio de siembra dentro del 
invernadero (DI) y fuera del invernadero (FI) en función del tiempo de cosecha del 
experimento, con plantas con vaina (CV) y sin vaina (SV), etapas de desarrollo 2011 en 
Irapuato mediante una representación tipo  dendograma, agrupados por su proximidad en 
el nivel de intensidad. Se puede observar una agrupación uniforme de los genotipos en 
función del sitio de siembra, genotipo, plantas con y sin vaina y tiempo de cosecha porque 
se usó el método dist(t(scale)) (evaluación por proximidad) como opción de la función 
hclust (dendograma con agrupamiento) en R, en la elaboración de la gráfica. El tratamiento 
FIHPCVD074 (Sitio de siembra, fuera del invernadero, genotipo Puma, plantas con vaina y 
tiempo de cosecha, 74 días) fue el que mayor nivel de intensidad presentó  (n = 416). 
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Figura 6.31 Mapa de intensidades-m/z que agrupa los 50 iones seleccionados con mayor 
intensidad en el experimento etapas de desarrollo 2011 en Irapuato incluyendo  los iones 
positivos y negativos. Se puede observar una agrupación uniforme de los iones en función 
del sitio de siembra, genotipo (HP y HD) y plantas con vaina (CV) y sin vaina (SV), porque 
se usó el método scale (valores a escala) como opción de la función heatmap en R, en la 
elaboración de la gráfica. Lo relevante en el mapa de calor  fue la agrupación de los sitios 
de siembra, dentro del invernadero  (DI) y fuera del invernadero (FI) independientemente 
de los genotipos (HP y HD) así como con y sin vaina. La observación detallada de la 
gráfica permitó identificar marcadores diferenciales en los niveles de intensidad en función 
de la m/z (n = 416). 
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Figura 6.32 Mapa de intensidades-m/z que agrupa los 30 iones seleccionados con mayor 
intensidad en el experimento etapas de desarrollo 2011 en Irapuato, en el cual se 
incluyeron los iones positivos y negativos. Se puede observar una agrupación uniforme de 
los iones en función del sitio de siembra, genotipo (HP y HD) y plantas con vaina (CV) y sin 
vaina (SV) en función del tiempo de cosecha (39, 46, 53, 60, 67, 74, 81, 95, 102, 109 y 116 
días), porque se usó el método scale (valores escalados) como opción de la función 
heatmap en R, en la elaboración de la gráfica. Lo relevante en el mapa de calor  fue la 
agrupación de los sitios de siembra, dentro del invernadero  (DI) y fuera del invernadero 
(FI) independientemente de los genotipos (HP y HD) así como plantas con y sin vaina y los 
tiempos de cosecha. La observación detallada de la gráfica permite identificar marcadores 
diferenciales en los niveles de intensidad en función de la m/z (n = 416). 
 

6.2 Experimentos principales con GC 

6.2.1 Estrés hídrico en Tlaltizapán y bajo contenido de nitrógeno en El Batán.  
 

 Como resultado del proceso de estrés al que estuvieron sujetas las 
plantas, derivado de la limitación de oxígeno causada por sequía y calor, las 
plantas que se trataron con estrés hídrico y bajo contenido nitrógeno tuvieron los 
niveles de síntesis de metabolitos del grupo de alcoholes que se muestran en las 
Figura 6.33, Figura 6.34 y Figura 6.35 . Dichos metabolitos son el etanol, el ácido 
láctico y el ácido acético. Los datos generados en la cromatografía de gases (GC) 
resultaron un complemento en el estudio metabolómico de los estreses a que 
fueron sometidas las plantas; de manera particular, las concentraciones por 
metabolito y genotipo nos permitieron clasificar por el grado de similitud los 
experimentos y tratamientos mediante un dendograma (Figura 6.36). 
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Figura 6.33 Gráfica de los niveles en el contenido de etanol por genotipo para los  
experimentos de estrés hídrico y bajo contenido de nitrógeno. Las barras de error fueron 
estimadas con el programa Excel: error típico, p<0.05 (n = 456).  
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 Figura 6.34 Gráfica de los niveles en el contenido de ácido acético por genotipo 
para los experimentos de estrés hídrico y bajo contenido de nitrógeno. Las barras 
de error fueron estimadas con el programa Excel: error típico, p<0.05 (n = 456). 
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Figura 6.35 Gráfica de los niveles en el contenido de ácido láctico por genotipo para los 
experimentos de estrés hídrico y bajo contenido de nitrógeno. Las barras de error fueron  
estimadas con el programa Excel: error típico, p < 0.05 (n = 456). 
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Figura 6.36 Clasificación de los genotipos (1-19 LN, 20-38 CT, bajo contenido de nitrógeno; 
39-57 WS, 58-76 CT, estrés hídrico) de los experimentos estrés hídrico en Tlaltizapán y 
bajo contenido de nitrógeno en El Batán mediante una representación tipo  dendograma, 
agrupados por su proximidad en el nivel de intensidad. Se puede observar una agrupación 
homogénea de los genotipos en función del experimento y condición o tratamiento  (n = 
76).  La gráfica nos permite conocer la proximidad de valores en concentración (ug/mL) de 
etanol de los genotipos lo que nos permite identificar y asociar los genotipos con su 
tratamiento o condición.  

 
 

 

 

6.3 Comparación de características agronómicas y mediciones bioquímicas. 

6.3.1 Correlaciones en experimentos de estrés hídrico y bajo nitrógeno con el 
método estadístico de PearsonTabla 6.1 Niveles de correlación entre factores del 
experimento de estrés hídrico en Tlaltizapán. Método de Pearson en R. (n= 456). Podemos 
observar variables con valores de correlación positivos y negativos. Estableciendo un 30% 
como un nivel de correlación a considerar aceptable, se presentan de color verde los 
valores mayores y en azul los valores menores a dicho valor en consideración. La presente 
tabla permitió considerar a los factores iniciales en la construcción del modelo lineal de 
regresión. 
 $Correlacion  Tlaltizapan Estrés Hídrico WS     

 W_total Largo jilotesPPlanta W_total_jilotes PesoPjilote W_tallo W_tallo_sec W_jugo_sec W_jugo 

W_total 1         

Largo 0.45 1        

jilotesPPlanta 0.29 0.18 1       

W_total_jilotes 0.65 0.35 0.41 1      

PesoPjilote 0.56 0.33 0.03 0.91 1     

W_tallo 0.85 0.42 0.13 0.24 0.20 1    

W_tallo_sec 0.65 0.27 0.00 0.25 0.26 0.76 1   

W_jugo_sec 0.47 0.21 0.00 0.20 0.23 0.53 0.52 1  

W_jugo 0.49 0.24 0.04 0.16 0.17 0.56 0.32 0.93 1 

Glc -0.04 -0.13 0.13 -0.07 -0.12 -0.04 -0.08 0.13 0.15 

Frc -0.05 -0.13 0.04 0.00 -0.01 -0.11 -0.15 0.12 0.16 

Suc -0.03 0.08 0.25 0.21 0.12 -0.19 -0.05 -0.02 -0.07 

AA -0.14 -0.18 0.02 -0.08 -0.11 -0.15 -0.01 -0.04 -0.09 

Etanol 0.20 0.10 0.05 0.16 0.15 0.17 0.29 0.15 0.07 

Ac.Acetico 0.16 0.23 0.18 0.15 0.08 0.16 0.05 0.08 0.11 

Ac.Lactico -0.21 -0.30 -0.03 -0.17 -0.16 -0.14 -0.14 -0.13 -0.11 

Biomasa_Fresca 0.59 0.37 0.13 0.39 0.36 0.56 0.42 0.26 0.25 

 Glc Frc Suc AA Etanol Ac.Acetico Ac.Lactico Biomasa_Fresca  

W_total          

Largo          

jilotesPPlanta          

W_total_jilotes          

PesoPjilote          

W_tallo          

W_tallo_sec          

W_jugo_sec          

W_jugo          

Glc 1         

Frc 0.86 1        

Suc 0.18 0.05 1       

AA 0.61 0.54 0.17 1      

Etanol 0.03 0.03 0.01 0.04 1     

Ac.Acetico 0.05 0.03 -0.11 0.01 0.08 1    

Ac.Lactico -0.06 -0.05 0.02 -0.11 -0.02 0.12 1   

Biomasa_Fresca -0.31 -0.37 -0.10 -0.29 0.01 0.10 -0.17 1  

  
Tabla 6.2 Niveles de correlación entre factores del experimento de bajo contenido de  
nitrógeno en El Batán (n = 456). Es posible observar variables con valores de 
correlación positivos y negativos. Estableciendo un 30% como un nivel de 
correlación a considerar aceptable, se presentan de color verde los valores mayores 
y en azul los valores menores a dicho valor en consideración. La presente tabla 
permitió incluir a los factores iniciales en la construcción del modelo lineal de 
regresión. 
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Batan Bajo Nitrogeno LN

W_total Wsin_jil Largo W_espiga jilotesPPlanta W_total_jilotes W_toto W_elotes Nudos W_tallo Tallo_moler

W_total 1

Wsin_jil 0.95 1

Largo 0.70 0.73 1

W_espiga 0.43 0.55 0.22 1

jilotesPPlanta 0.03 -0.02 -0.02 -0.08 1

W_total_jilotes 0.36 0.04 0.05 -0.24 0.17 1

W_toto 0.41 0.13 0.12 -0.21 0.18 0.93 1

W_elotes 0.23 -0.06 -0.04 -0.26 0.16 0.91 0.74 1

Nudos -0.05 -0.20 -0.09 -0.42 0.10 0.42 0.44 0.30 1

W_tallo 0.92 0.98 0.76 0.54 -0.02 0.00 0.07 -0.09 -0.23 1

Tallo_moler 0.83 0.88 0.64 0.51 -0.07 0.02 0.12 -0.07 -0.15 0.88 1

W_jugo_sec 0.72 0.83 0.56 0.58 -0.07 -0.17 -0.08 -0.23 -0.32 0.83 0.90

W_jugo 0.78 0.90 0.63 0.59 -0.05 -0.18 -0.10 -0.24 -0.34 0.91 0.84

Glc -0.01 0.07 0.16 0.19 -0.11 -0.25 -0.28 -0.19 -0.22 0.08 0.05

Frc 0.14 0.26 0.33 0.31 -0.08 -0.32 -0.30 -0.30 -0.29 0.27 0.24

Suc -0.29 -0.43 -0.27 -0.57 0.21 0.37 0.30 0.39 0.37 -0.43 -0.33

AA 0.02 -0.05 0.04 -0.20 -0.05 0.22 0.26 0.13 0.38 -0.09 -0.09

Etanol -0.03 -0.01 -0.18 0.26 -0.12 -0.06 -0.06 -0.10 -0.08 -0.04 -0.04

Ac.Acetico 0.18 0.24 0.26 0.31 0.04 -0.14 -0.09 -0.18 -0.09 0.26 0.22

Ac.Lactico 0.09 0.10 0.05 0.03 -0.02 0.01 0.07 -0.06 0.06 0.06 0.07

Yield 0.07 0.02 0.29 -0.38 0.02 0.16 0.20 0.08 0.09 0.02 0.05

Biom_fresca 0.75 0.83 0.76 0.52 0.00 -0.08 -0.03 -0.17 -0.18 0.84 0.69

W_jugo_sec W_jugo Glc Frc Suc AA Etanol Ac.Acetico Ac.Lactico Yield Biom_fresca

W_total

Wsin_jil

Largo

W_espiga

jilotesPPlanta

W_total_jilotes

W_toto

W_elotes

Nudos

W_tallo

Tallo_moler

W_jugo_sec 1

W_jugo 0.96 1

Glc 0.19 0.19 1

Frc 0.35 0.36 0.77 1

Suc -0.47 -0.53 -0.20 -0.35 1

AA -0.22 -0.22 -0.06 0.02 0.32 1

Etanol 0.03 0.02 -0.02 -0.07 0.01 0.14 1

Ac.Acetico 0.18 0.19 0.02 0.28 -0.17 0.23 -0.02 1

Ac.Lactico 0.10 0.08 -0.08 -0.03 -0.08 0.21 0.18 0.28 1

Yield -0.01 -0.02 0.17 0.28 0.23 0.22 -0.17 0.07 0.01 1

Biom_fresca 0.67 0.76 0.15 0.39 -0.50 0.00 0.00 0.28 0.03 0.09 1  
 
 El nivel estadístico de correlación de Pearson entre las características 
agronómicas y los metabolitos de los dos experimentos de estrés, hídrico y bajo 
contenido de nitrógeno, permitió evaluar la importancia de cada variable en relación 
a las demás, para correlacionar efectos entre los valores de cada una de ellas. 
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6.3.2 Comparación de niveles de azúcares no-estructurales, aminoácidos y 
características agronómicas. 
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Figura 6.37 Niveles comparativos de concentración de azúcares solubles y aminoácidos 
totales para cada experimento y tratamiento representados. En los cuatro tratamientos la 
glucosa presenta mayor concentración, siendo la fructosa y la sacarosa menores en ese 
orden, excepto en el tratamiento de estrés hídrico (WS) en el que la fructosa fue menor a la 
sacarosa, destacándose su papel como osmolito. Los niveles de aminoácidos fueron 
mayores en los tratamientos de estrés hídrico y su control y menores en el experimento de 
bajo contenido de nitrógeno. Las barras de error fueron estimadas con el programa Excel: 
error típico, p < 0.05 (n =456). 

                  
Figura 6.38 La producción de biomasa fresca es mayor en los tratamientos control 
de los experimentos de estrés hídrico y bajo contenido de nitrógeno (n = 456); 
como era de esperarse, se confirma la importancia del suministro de agua y 
nitrógeno en el desarrollo de las plantas. Las barras de error fueron estimadas con 
el programa Excel: error típico, p<0.05, (n = 456).  
En las Figura 6.377, Figura 6.38 y Figura 6.39 se establecieron los niveles 
comparativos entre algunas características agronómicas y metabólicas. Los dos 
experimentos con sus dos tratamientos se compararon para conocer su 
desempeño global elucidando el significado de las diferencias entre los 
experimentos con respecto a sus controles. 
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Figura 6.39  Los niveles de las características agronómicas presentadas, (A) peso total de 
planta, (B) altura de planta, (C) peso total de jilotes y (D) peso de tallo de planta, son 
mayores en los tratamientos control de los dos experimentos, estrés hídrico y bajo con 
nitrógeno, disminuyendo en los tratamientos  (WS) y (LN). Las barras de error fueron 
estimadas con el programa Excel: error típico, p<0.05, (n = 45). 

 
 
 
6.3.3 Producción de biomasa seca de los experimentos de estrés hídrico en 
Tlaltizapán y bajo nitrógeno en Batán. 

En la Figura 6.40 se presentaron los niveles de rendimiento en biomasa 
seca para los tratamientos bajo estrés hídrico y bajo contenido de nitrógeno 
agrupados mediante el análisis de medias de Tukey. 
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Figura 6.40 Los niveles de rendimiento en biomasa seca del tratamiento de bajo contenido 
de nitrógeno (LN) son superiores en el genotipo (CP1: 56.4%): G-3, G-7, G-9, G-6, G-10, 
G-4, G-8, G-2, G-1, de acuerdo al resultado del análisis de medias con el método 
estadístico de Tukey  (n = 19).  
 
 
 

6.3.4 Producción de grano del experimento de bajo contenido de nitrógeno en 
El Batán. 

En la Figura 6.42 se registró el nivel de rendimiento de grano para el 
experimento de bajo contenido de nitrógeno, agrupando cada genotipo mediante el 
análisis de medias de Tukey 
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Figura 6.42 Los niveles de rendimiento de grano del tratamiento de bajo contenido de 
nitrógeno (LN) fueron superiores en los  genotipos (CP1 84.4%): G-7, G-5, G-4-, G-9, G-3, 
G-10, G-2, G-11 de acuerdo al resultado del análisis de medias con el método estadístico 
de Tukey (n = 19). 

 
6.3.5 Ecuaciones de regresión lineal múltiple para predicción de rendimiento 
de biomasa fresca y grano. 
 
Tabla 6.3 Ecuaciones de regresión múltiple para predecir el rendimiento de grano y 
biomasa fresca del experimento de El Batán en sus dos tratamientos. También se incluye 
la ecuación de regresión para predecir el rendimiento de biomasa fresca del experimento 
de Tlaltizapán. Se observan las ecuaciones, sus R cuadradas y métodos de selección de 
variables con el método step wise y de regresión múltiple con valores α (n = 456). 
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6.3.6 Validación de las ecuaciones de regresión múltiple para predicción de 
rendimiento de biomasa fresca y grano. 
 
Tabla 6.4 Ecuaciones de regresión múltiple validadas en la predicción del rendimiento de 
grano y biomasa fresca del experimento de El Batán en sus dos tratamientos. También se 
validó la ecuación de regresión para predecir el rendimiento de biomasa fresca del 
experimento de Tlaltizapán. Es interesante observar que las ecuaciones predicen 
individualmente en cada tratamiento y en la combinación de los dos. 

 



75 

 

 
 
 
 
 
 
 



76 

 

7. DISCUSIÓN 

La medición de metabolitos en estudios agronómicos de maíz apenas está 
siendo utilizada en trabajos de mejoramiento de plantas (Witt et al., 2012; Obata et 
al., 2015). La información que proporcionó el análisis fenotípico en nuestro proyecto 
va desde el nivel morfológico y fisiológico al estadístico, siendo la partición de la 
varianza en sus componentes ambientales y genotípicos (Leflon et al., 2005) una 
de las ventajas que pudimos comprobar mediante las comparaciones gráficas 
obtenidas con los scripts en R. Los programas que se escribieron para el 
procesamiento de la información probaron ser versátiles y confiables, así como su 
adaptabilidad a los requerimientos de análisis en el manejo de los datos de cada 
uno de los experimentos que se efectuaron. Sobre todo resaltamos el uso de 
software gratuito y libre (codigo abierto) y la posibilidad de modificar el script por 
parte del usuario (Garcia-Flores et al., 2012; Garcia-Flores et al., 2015). La 
correlación y la regresión lineal múltiple, permitieron identificar las relaciones entre 
los rasgos fenotípicos y metabólicos, su interacción e influencia entre ellos para 
establecer ecuaciones lineales de predicción del rendimiento de grano y biomasa 
en la cosecha a partir de los datos adquiridos en la etapa de floración de la planta 
(Obata et al., 2015).  

En lo que se refiere a las características agronómicas, las mediciones se 
estandarizaron en unidades de cantidad, volumen, peso y longitud permitiendo 
establecer diferencias significativas. Todo esto condujo a determinar qué 
tratamiento experimental presentó un mejor desempeño en biomasa y grano bajo 
las condiciones de estrés impuestas (Bänziger et al., 2000; Monneveux et al., 2008; 
Araus Ortega et al., 2012). El fenotipeo metabólico resultó ser un complemento a 
los datos agronómicos de los diferentes órganos y tejidos que se midieron en 
campo, enriqueciendo la información para dilucidar algunas funciones del tallo de la 
planta. Entre tales funciones fisiológicas está la fotosíntesis y la restricción de 
oxígeno en el tejido vascular, la acumulación transitoria de hexosas durante la 
floración, el almacenamiento intermediario de almidón del tallo, la afectación de las 
enzimas de invertasas vacuolares por el estrés, la regulación y partición de 
fotosintatos en las diferentes etapas de crecimiento de la planta incluyendo el 
llenado del grano (Bänziger y  Lafitte, 1997; Paul y  Driscoll, 1997; Sherson et al., 
2003). Las modificaciones en las respuestas de las plantas, debido a su genotipo y 
tratamiento, son consecuencia de la plasticidad de las plantas de maíz. Cuando 
son sometidas a estrés adaptan su metabolismo y fisiología a las condiciones 
ambientales. De ahí que el fingerprint DIESI-MS del jugo de tallo no sea el mismo 
en todas las condiciones y etapas, sino que se modifica debido a cientos de 
señales y iones ms/z como se comprobó con múltiples figuras boxplot y heatmap.  

El uso de espectrometría de masas con la técnica DIESI-MS es de bajo 
costo, tiene capacidad de manejar un elevado número de muestras y replicas por 
día. La inyección al equipo es directa, se utiliza poca cantidad de muestra y la 
muestra no requiere ser previamente fraccionada. La ionización se realiza a presión 
atmosférica y genera espectros del total de iones, tanto de iones desnudos como 
de aductos, conglomerados de moléculas y fragmentos de metabolitos. En modo 
positivo detecta un alto número de señales iónicas que permiten la clasificación del 
estado fisiológico de las plantas (Garcia-Flores et al., 2012; Garcia-Flores et al., 
2015; Montero-Vargas et al., 2013). En modo negativo se detecta un número menor 
de señales, pero estas amplian la evaluación del estado fisiológico del tallo de 
maíz. El analisis de datos se puede automatizar una vez que se tiene montado el 
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script optimizado de R, facilitando el análisis de cientos de muestras por día. De 
forma automática se construyen miles de graficas boxplot y decenas de figuras 
heatmap-biclusters 

Debido a que las ventajas de nuestra metodología DIESI-MS sobrepasan a 
las desventajas, es válido sugerir al fenotipeo metabólico (fingerprinting) como una 
estrategia complementaria a los estudios de genómica, transcriptómica y 
proteómica con miras a la selección genética de germoplasma híbrido que permita 
potenciar el rendimiento agronómico y la calidad nutricional del Vitamaíz (Garcia-
Flores et al., 2012, 2015; Montero-Vargas et al., 2013). 
 

7.1 Experimentos control 

 Los experimentos iniciales sirvieron para establecer los parámetros de 
calidad para el análisis de metabolitos y facilitar la comparación con los datos de 
otros grupos de investigación (Tiessen, 2009). El rango de detección, nivel de 
resolución, coeficiente de variación, exactitud, reproducibilidad y linealidad de los 
cuadrupolos sencillos (Z/Q y SQD) son índices primordiales que deberian ser 
siempre reportados (Douglas, 2009). Comparados con otros métodos y equipos de 
espectrometría de masas (p ej. cuadrupolos triples, la trampas lineales e inclusive 
el Orbitrap) los índices del DIESI-MS se consideran aceptables (Madalinski et al., 
2008). Los experimentos de dilución, de absorbentes y las huellas metabólicas de 
aminoácidos y carbohidratos permitieron la optimización de la técnica DIESI-MS, 
del equipo y de los pipelines de ToppasMaize y ToppasView (Junker et al., 2012), y 
de los scripts en R para manejo y análisis de los archivos en formato de Excel 
(Tiessen, 2009). Si bien al inicio de la tesis teníamos que implementar varios 
programas de forma sequencial, al final del proyecto logramos simplificar el análisis 
informático. Por ejemplo, al inicio usabamos un programa especial para renombrar 
archivos (AntRenamer) y para apilar archivos de datos. Más tarde eliminamos la 
necesidad de usar esos programas incorporando algunas mejoras en el script de R 
para la importación automática de los datos a partir de diferentes archivos de texto 
sin tener que cambiarles el nombre.  

El entrenamiento en los programas de análisis bioestasistico resultó un reto 
de aprendizaje por la complejidad de la información y la dificultad de entender las 
funciones y optimizar todos los parámetros. Sin embargo, con la guia de mis tutores 
logramos tener éxito en el establecimiento de la metodología de fenotipeo 
bioquímico basada en DIESI-MS. Tan es así que no solo se generaron 
publicaciones internacionales y presentaciones en congresos, sino que también 
surgió una empresa spinn off derivado del concurso ID4BIZ del Cinvestav. 
 

7.2 Fenotipeo 

 Los procedimientos para colectar plantas de maíz en el campo se llevaron a 
cabo de acuerdo a los estándares de trabajo de los campos experimentales del 
Cimmyt (Bänziger et al., 2000). Prestamos mucha atención y cuidado con la 
temperatura, la congelación y la conservación del jugo del tallo de maíz. También 
cuidamos los registros de los datos fenotípicos de la planta, y el traslado de las 
muestras al laboratorio en Irapuato. A partir de las alicuotas del jugo, y posterior a 
la medición de señales iónicas con DIESI-MS, mediante los scripts de Toppas 
(Junker et al., 2012; Montero-Vargas et al., 2013) se inspeccionaron visualmente 
las lecturas para identificar su huella metabólica. A partir de los archivos en formato 
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de texto realizamos análisis de varianza, heatmaps, dendogramas, gráficas box 
plots individuales y grupales de iones de interés combinando los factores 
experimentales (Tiessen, 2009). En el fenotipo gráfico observamos el cambio en los 
niveles de intensidad de las señales iónicas. A estas figuras heatmap y a los estos 
valores númericos le llamamos ahora fenotipo, debido a que puede ser 
determinado de forma cualitativa y cuantitativa. Ya no nos limitamos solo al fenotipo 
macroscópico o morfológico, de altura de planta, color de la espiga o de 
rendimiento de grano, sino que estamos explorando el fenotipo bioquímico de las 
plantas de maíz bajo las condiciones del experimento en cuestión, favoreciendo 
una evaluación simultanea fisiológica y metabólica (Garcia-Flores et al., 2012, 
2015). 
 

7.3 Selección 

  El proceso de selección de los mejores genotipos de maíz en los 
experimentos de estrés hídrico y bajo nitrógeno implicó la aplicación de 
componentes principales en R (R-Development-Core-Team, 2008). En base a 
dichos análisis se seleccionaron las variedades que tuvieron un mejor desempeño 
en los rendimientos de grano y de biomasa fresca. De acuerdo a la estrategia de 
selección del Cimmyt (Bänziger et al., 2000) que consiste en calificar a las líneas 
de maíz cultivadas en los ambientes sometidos a estrés, con los índices de 
componentes principales se listaron las mejores líneas; biomasa fresca, en el 
experimento de estrés hídrico: E-37, 147, 91, 99, 34, 104, 143, 117, 114, 87; en el 
experimento de bajo contenido de nitrógeno: G-3, 1, 7, 9, 6, 10, 11, 15, 8; grano: en 
el experimento de bajo contenido de nitrógeno, maíz amarillo: G-15, 18, 14, 17, 19, 
16; maíz blanco: G-7, 5, 4, 9, 3, 10, 2, 11. Estas líneas mejoradas se recomendaron 
al grupo de trabajo en fisiología del Cimmyt para que las utilicen en sus siguientes 
ciclos de siembra. Es necesario enfatizar que para los programas de mejoramiento, 
lo mas importante es la evaluación y la selección de las plantas con razgos 
superiores. Los genotipos para ambos experimentos reportaron mayores 
rendimientos de biomasa y de grano, a partir de sus características metabólicas en 
el jugo del tallo. Cabe mencionar que el CIMMYT no se había hecho selección en 
base a la composición bioquimica del tallo, por lo que nuestra estrategia fue a la 
vez novedosa y útil para MasAgro y Sagarpa.  

7.4 Ecuaciones lineales de predicción 

 El diseño de modelos de predicción (Acuña, 2011) del desempeño 
agronómico de plantas representa una oportunidad de comprobar el nivel de 
correlación e interacción, positiva o negativa, entre las características fenotípicas 
(altura de planta, peso de jilotes, peso de planta, etc.) con los metabolitos 
obtenidos con espectrometría de luz UV-VIS (glucosa, fructosa sacarosa, almidón, 
aminoácidos), con cromatografía de gases (etanol, ácido láctico, ácido acético) u 
otra plataforma analítica de espectrometría de masas (Garcia-Flores et al., 2012; 
Montero-Vargas et al., 2013). Del análisis de las tablas de correlación inferimos las 
relaciones entre los metabolitos y las características fenotípicas incluidas en el 
programa de mejora de la planta como son la fructosa y los aminoácidos con el 
peso total de la planta en el experimento de estrés hídrico o el peso total de la 
planta con la fructosa en el experimento de bajo contenido de nitrógeno. 
Combinando las características fenotípicas con los datos bioquímicos en un 
análisis de regresión múltiple, se requiere seleccionar en forma previa los factores 
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significativos que ajusten mejor en el modelo predictivo; lo anterior se alcanzó con 
la metodología estadística de selección de factores conocida como “paso a paso” 
(step wise). El programa genera una tabla de varianza con los valores de 
significancia (α = 0.05) de los factores y con dicha lista se obtuvieron las 
ecuaciones de rendimiento de grano y de biomasa fresca. Las ecuaciones incluyen 
el valor de lambda de la variable de respuesta, los coeficientes de las variables y 
los signos de los términos del modelo. Toda vez que la validación mostró niveles de 
predicción del orden de 99 %, para los tratamientos individuales y el experimento 
global, podemos concluir que la metodología “paso a paso” fue eficiente para la 
selección de factores. Se puede modelar una ecuación de predicción para una 
variable de respuesta definida. 

7.5 Experimento de estrés hídrico 

 La sequía es una de las principales causas de la pérdida de cultivos en todo 
el mundo, con una disminución drástica en los rendimientos (Bänziger et al., 2000). 
La mayoría de los efectos perjudiciales de la sequía están asociados a la reducción 
de la fotosíntesis en las hojas verdes y el crecimiento de tejidos reproductivos 
(alargamiento de estigmas y la aborción de embriones en el tallo floral) (Paul y  
Driscoll, 1997). Bajo sequía, algunas de las funciones fisiológicas del tallo 
vegetativo de la planta de maíz que son alteradas son: la fotosíntesis por la 
afectación de las enzimas por el estrés, la disponibilidad de oxígeno y el cambio en 
los metabolitos fermentativos (etanol y ácido láctico), el papel de acumulación de 
azucares a partir de la floración, la regulación y partición de fotosintatos en las 
diferentes etapas de crecimiento de la planta incluyendo de manera importante al 
llenado del grano (Bänziger y  Lafitte, 1997; Paul y  Driscoll, 1997; Sherson et al., 
2003). La variación en la intensidad de los iones responsables del ajuste osmótico 
podría explicarse como parte de un mecanismo de las células que facilitan la 
obtención constante de agua para mantener la turgencia y la expansión celular 
(Sherson et al., 2003). La identidad química de estos iones discriminantes todavia 
faltan por identificar con alguna de las técnicas avanzadas de espectrometría de 
masas con multiple fragmentación o con el uso de equipos de RMN de alta 
resolución. 
En experimentos metabolómicos dirigidos, algunos aminoácidos se acumularon en 
hojas (e. g. Trp, Asn, β-Ala, Phe, Thr, Ala, Pro, Val, Tyr, GABA, piro-Glu, Ile, Ser, 
Gly y homo-Ser); otros metabolitos decrecieron (e. g. eritritol, maltitol, maltosa, 
trehalosa, mioinositol malato, glicerato, treonato y fumarato) y algunos tienen una 
pequeña respuesta (e. g. xilosa, rafinosa y putrescina) (Obata et. al., 2015). 
Además, el galactinol es un metabolito que por sus reducidos niveles reportados en 
algunas líneas de maíz se asocia a tolerancia a la sequía (Obata et. al., 2015). 
También pudiese ser que los iones asociados a carbohidratos (e. g. sacarosa, 
glucosa y fructosa) aumentaran su intensidad por un proceso de acumulación 
temporal de metabolitos en el tallo como resultado de la degradación de almidón, 
para ser posteriormente transportado al tejido u órgano que lo metabolice (Paul y 
Foyer, 2001; Tiessen, 2009). Las variaciones en la intensidad de los iones podrían 
ser atribuidas a una nueva movilización de metabolitos en órganos sumidero (e. g. 
elotes), lo que significa que un órgano incrementa su fuerza sumidero (e. g. en la 
etapa de floración y llenado de grano) (Juárez, 2012). Esto apoya nuestra hipótesis 
que propone que el tallo tiene un metabolismo muy activo que puede cambiar 
dramáticamente en condiciones de sequía, y que estos cambios dependen del 
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genotipo y posiblemente tambien a la famliia de genes de las invertasas (Pelleschi 
et al., 1997; Juárez, 2012). 

7.6 Experimento de bajo contenido de nitrógeno 

 El estrés por nitrógeno disminuye la cantidad de clorofila y de proteína 
Rubisco y por consiguiente la fotosíntesis de las plantas. Reduce el desarrollo del 
área foliar y la tasa de fotosíntesis de la hoja acelerando la senescencia foliar. 
Alrededor del 50% de N de toda la planta está directamente involucrado en la 
fotosíntesis, ya sea como enzimas o como clorofila (Bänziger et al., 2000). En 
consecuencia, el crecimiento de la planta es menor ya que las funciones de 
reproducción celular y la síntesis de proteínas requieren en gran medida del N 
(Paul y  Driscoll, 1997). Cuando el N disminuye sus niveles de disponibilidad en el 
suelo, las plantas removilizan N a partir de tejido más viejo (hoja y/o tallo) a los 
tejidos más jóvenes (e. g., hojas en expansión),  o reproductivos (e. g., granos), 
que conducen a la senescencia temprana del tejido más viejo y de las hojas más 
pequeñas. La degradación de enzimas y la interrupción de síntesis de proteínas 
aumentan la disponibilidad de moléculas nitrogenada(o)s.  Juárez (2012), encontró 
en su experimento de estrés hídrico que la cantidad de aminoácidos libres en el 
jugo de tallo de maíz es mayor al igual que la acumulación de sacarosa, 
concluyendo que el estrés hídrico y el bajo contenido de nitrógeno son estreses 
que afectaron al desarrollo de la planta y que los procesos metabólicos están 
mutuamente relacionados, sobre todo en el ajuste osmótico de las células. La 
hipótesis es fortalecida que propone que el tallo tiene un metabolismo muy activo y 
que puede tener variaciones importantes en los niveles de intensidad de los iones 
en DIESI-MS en condiciones de bajo contenido nitrógeno. Se establece que dichas 
variaciones dependen del ambiente. Las características fisiológicas secundarias 
pueden aumentar la eficiencia de la selección para rendimiento de grano en los 
programas de mejoramiento de maíz dirigidos a ambientes de bajo contenido de 
nitrógeno (Bänziger y  Lafitte, 1997).  

7.7 Experimento fuente-sumidero 

 Los órganos fuente y sumidero, aunque esten alejados morfologicamente, 
tienen una relación de dependencia mutua. Pueden interactuar con el genotipo y el 
medio ambiente para definir qué nivel de metabolitos son sintetizados y 
removilizados de una hoja fuente a un tejido sumidero, ajustando el nivel de 
partición entre los órganos productores y consumidores (Paul y Driscoll, 1997). Las 
alteraciones experimentales en las relaciones entre tejidos productores-
consumidores afectan el nivel de rendimiento en biomasa seca y apoyaron la 
hipótesis sobre la funcionalidad del tallo como regulador de los metabolitos 
dirigidos hacia el tejido consumidor (Juárez, 2012). Con el enfoque no dirigido del 
estudio de metabolitos con DIESI-MS, se observan cambios en el nivel de 
intensidad de ciertos iones. Fue posible encontrar cambios en la relación fuente-
sumidero dependientes del tiempo y del tratamiento (WE, WL, WM). 

7.8 Experimento etapas de desarrollo  

 La finalidad de este conjunto de experimentos fue dilucidar la función de la 
las hojas y de la vaina en su relación con el tallo. Los genotipos evaluados fueron 
los mismos en 2010 y 2011; el sitio de siembra fue dentro y fuera del invernadero, 
los genotipos, el tratamiento con o sin vaina, la repetición biológica y los días de 
colecta fueron los factores en el experimento (Bänziger et al., 2000; Juárez, 2012). 
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Con DIESI-MS (Montero-Vargas et al., 2013) se establecieron patrones y 
tendencias de variación en los iones de acuerdo a esos factores.  
Del análisis de varianza en la metodología DIESI-MS se observó que el factor 
tratamiento con y sin vaina si fue significativo. 
Los cambios más dramáticos en el contenido de carbohidratos no estructurales 
ocurren alrededor de la etapa de floración (Bänziger et al., 2000). Las hexosas 
presentaron un pico transitorio que coincidió con dicha etapa (Juárez, 2012). 
Algunos metabolitos tuvieron los más altos niveles en las primeras etapas, y más 
tarde se redujeron a niveles que eran 50% inferiores a los detectados en las etapas 
vegetativas anteriores. El metabolismo en el tallo de maíz es muy activo, pero el 
tallo también tiene un papel en el almacenamiento de carbohidratos como una 
fuente de esqueletos de carbono utilizados en etapas reproductivas de otros 
órganos o tejidos (Juárez, 2012). Con DIESI-MS se establecieron patrones de 
variación en los iones de acuerdo al genotipo, a la fecha de siembra y a la fecha de 
colecta. Del análisis de varianza en R observamos que la interacción de la fecha de 
siembra con la repetición biológica no son significativas por lo que se propone 
aumentar las fechas de siembra y las repeticiones biológicas en futuros 
experimentos. Estadísticamente no se debe construir un boxplot con dos datos sino 
al menos con cinco. 
 

7.10  Oportunidades en fisiología de plantas 

 La combinación de datos fisiológicos y metabólicos abren nuevas 
oportunidades por la abundancia de la información disponible (Garcia-Flores et al., 
2012; Witt et al., 2012; Obata et al., 2015). El contraste de los resultados 
experimentales de las plantas de maíz bajo estrés hídrico y bajo contenido de N 
indican diferencias importantes en características fisiológicas como la altura y peso 
de la planta, peso de jilotes y peso de tallo. También hay diferencias en el 
rendimiento de grano y biomasa fresca y en el contenido de aminoácidos y 
carbohidratos no estructurales (Juárez, 2012; Witt et al., 2012; Obata et al., 2015). 
Las diferencias indican que las plantas en ambientes con bajo contenido de N, 
cultivadas en invernadero o en campo, se ven más afectadas en los rendimientos 
agronómicos. Las plantas con restricción de N detienen su crecimiento, se ponen 
amarillas y redirigen sus recursos energéticos a funciones reproductivas, que 
favorecieron la floración, redujeron la fotosíntesis y el contenido de clorofila en las 
hojas, produciendo la degradación enzimática en general y acelerando la 
senescencia de las plantas (Jones y  Simmons, 1983; Bänziger et al., 2000). La 
correlación que se observó entre los metabolitos y las características fisiológicas de 
la planta nos dan idea de que las relaciones metabólicas entre tejidos y órganos 
son mutuamente dependientes (Paul y Driscoll, 1997). Su grado de dependencia 
nos hace preguntarnos sobre la naturaleza fisiológica que permite la afectación en 
el funcionamiento metabólico de un órgano por otro, en diferentes etapas y 
condiciones del ambiente.  
Se ha propuesto la manipulación biotecnológica dirigida para producir el efecto 
favorable en el tejido potenciador de características deseables en las plantas 
(Jones y Simmons, 1983). Sin embargo, la biotecnología moderna es mucho más 
amplia que el solo uso de plantas transgénicas como lo proponen las empresas 
trasnacionales. Se pueden lograr muchos avances genéticos con cruzas sexuales y 
selección fenotípica y metabólica como lo demostramos en esta tesis. No es 
necesario recurrir a la transgenesis si se optimiza el manejo agronómico de forma 
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adecuada para la zona. Por ejemplo, tiene más efecto el usar fertiriego por goteo 
con soluciones nitrogenadas que el uso de maíz transgénico BT resistente a 
herbicidas. 
Los transgénicos, más que ser útiles para el medio ambiente es una herramienta 
para el control comercial monopólico para las empresas extranjeras. De ahí que se 
utilicen patentes que originalmente era para inventos de objetos y máquinas y 
ahora los americanos esten patentando el maíz. Es cuestionable de que sea ético y 
moralmente correcto patentar seres vivos superiores. Para los gringos el maíz es 
un objeto, pero para los mexicanos el maíz es una planta mágica con vida y 
dignidad propia. Los transgénicos no incrementan el rendimiento de maíz ni 
tampoco disminuyen la aplicación de plaguicidas, al contrario, lo incrementan. Esto 
es aún más cierto para México donde somos centro de origen del maíz y el 
rendimiento de grano y de forraje depende más del ambiente que del genotipo. En 
nuestras gráficas heatmap-bicluster, demostramos por medio de los agrupamientos 
jerárquicos y los dendogramas que el ambiente tiene un efecto mucho más grande 
que las diferentes variedades de maíz utilizadas, ya sea de grano blanco y amarillo. 
De ahí radica la importancia del fingerprinting y de la metabolómica vegetal para la 
agricultura y el beneficio del campo, para la caracterización y la preservación de los 
maíces nativos mexicanos sin extinguirlos ni contaminarlos (con transgenes o 
pesticidas). De ahí tambien la utilidad del DIESI-MS para distinguir cultivos 
orgánicos de los demás. 
Las plantas en sus etapas de desarrollo siempre experimentan algún tipo de estrés 
por lo que es bueno considerar el diseño de experimentos en el que se apliquen 
diferentes tipos de estrés como sequía y calor porque las plantas lo reciben de 
manera simultánea (Bänziger et al., 2000).  
Las herramientas bioinformáticas y estadísticos permiten dilucidar los efectos de 
los factores que se incluyen en un experimento. Es necesario determinar si los 
efectos son aditivos o multiplicativos para identificar los metabolitos que puedan ser 
utilizados como marcadores metabólicos de un estado fisiológico de las plantas con 
fines de hibridación (Roessner et al., 2001; Leflon et al., 2005; R-Development-
Core-Team, 2008). La regresión lineal múltiple permite encontrar las relaciones 
significativas entre factores metabólicos y los fisiológicos, en un mismo tratamiento 
o entre ellos, con objeto de predecir rendimientos de grano y biomasa (Castaño y  
Domínguez, 2003; Montgomery, 2008). Lo ideal es obtener biomarcadores que 
puedan ser usados para selección. Con los datos DIESI-MS se podrán evaluar 
ecuaciones de regresión múltiple para modelar los eventos fisiológicos en otras 
plantas modelo (Tiessen, 2009). La metodología DIESI-MS es muy prometedora y 
vale la pena seguir ahondando en su perfeccionamiento para aplicaciones 
agrícolas dentro de la biotecnología vegetal, para beneficio del ser humano y del 
medio ambiente, en atención a problemas nacionales y expandiendo nuestras 
fronteras de conocimientos.  
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8. CONCLUSIONES 
 
Los resultados de la presente tesis permiten derivar las siguientes conclusiones 
principales: 
 
 
a) La metabolómica vegetal no se logra con una sola técnica analítica, sino que 

surge de la combinación de varias plataformas y métodos, incluyendo UV-
VIS, HPLC, GC-MS, LC-MS y RMN. La técnica DIESI-MS tiene una utilidad 
para el fingerprinting metabólico. Puede ser útil para la biotecnlogía agrícola 
ya que permite una clasificación rápida y automática de muestras usando 
criterios estadísticos (Garcia-Flores et al., 2015). 
 
 

b) El protocolo optimizado DIESI-MS permite obtener datos de más de 400 
iones diferentes en el rango de 50 a 1200 m/z (Garcia-Flores et al., 2012). 
Los iones positivos tienen una intensidad más abundante que los iones 
negativos.  

 
 

c) El solvente que se utiliza y la dilución de la muestra determina el fingerprint 
ionómico que se observa en DIESI-MS. No siempre hay una relación lineal 
entre el metabolito en la muestra y la intensidad del ión (no publicado). 

 
 

d) Las figuras Heatmap-Bicluster hechas con scripts optimizados de R son muy 
útiles para organizar y visualizar la gran cantidad de datos DIESI-MS 
(Garcia-Flores et al., 2012; Montero-Vargas et al., 2012; Garcia-Flores et al., 
2015). 

 
 

e) El perfil metabolómico obtenido con DIESI-MS de las muestras de jugo del 
tallo de maíz en floración permitieron evaluar el estado fisiológico de las 
plantas (Garcia-Flores et al., 2012).  
 
 

f) Los factores agronómicos y bioquímicos medidos en el jugo del tallo de maíz 
en la etapa temprana de floración permiten predecir el rendimiento final de 
forraje y de grano (Garcia-Flores et al., 2015). 

 
 

g) La metodología de fenotipeo bioquímico usando DIESI-MS genera una gran 
cantidad de información, la cual tiene mejor relación de costo/ beneficio que 
otras técnicas analíticas basadas en cromatografía (Garcia-Flores et al., 
2015). 

 
 

h) Los datos generados por DIESI-MS, como el fingerprinting, permiten 
fraccionar la varianza fenotípica observada de la intensidad de cada ion m/z 
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en efectos genéticos (G), efectos ambientales (E) o su interacción (G x E) 
(Garcia-Flores et al., 2015). A pesar de la complejidad de la muestra, la 
supresión de iones y la formacion de aductos y conglomerados moleculares, 
la información fenotípica que se obtiene con DIESI-MS es útil para el 
mejoramiento y el manejo agronómico. 

 
 

i) Una limitante del método DIESI-MS es que no es posible asignarle un 
nombre bioquímico a un ion específico, por lo que hemos decidido nombrar 
el ion solamente con un valor numérico de su masa carga (m/z). El hecho de 
que un ion tenga un valor de m/z que corresponda al valor teórico de un 
compuesto de interés, no significa que realmente sea ese compuesto. Para 
identificar los iones se requiere un trabajo de doctorado extra. Para 
determinar la naturaleza química de un ion discriminante se debe aplicar una 
batería de análisis bioquímicos adicionales basados en ensayos enzimáticos 
específicos. 
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PERSPECTIVAS DE LA TESIS: 
 

a) La gran cantidad de información cuantitativa que se genera por medio de la 
metodología optimizada de DIESI-MS para el fenotipeo bioquímico permitió 
plantear un posible proyecto de aplicación a la industria agroalimentaria 
relacionado con la distinción entre tomates orgánicos de tomates no 
orgánicos (Tesis doctoral Adrián Garcia, 2017). Esta tecnología permitiría 
una certificación de alimentos en base a análisis de producto final y no sólo 
basada en proceso, visitas de campo y registros de bitácora, como es 
común hasta ahora. Un grupo de compañeros (Adrián García, Josaphat 
Montero y Martín García supervisados por el Dr Robert Winkler y el Dr Axel 
Tiessen) decidimos someter la idea de proyecto en 2014 al concurso de 
Cinvestav ID4Biz. Después de ser evaluada por un panel de expertos de 
diferentes áreas, la idea recibió el premio principal para ser apoyada con un 
monto de 500 mil pesos. Derivado de eso, los participantes recibimos 
asesoría, capacitación y entrenamiento en diferentes temas de los 
bionegocios, emprendimiento, innovación y leyes. La propiedad intelectual 
de la tecnología DIESI-MS quedo en manos de Cinvestav y de los 
profesores responsables. Cabe mencionar que la capacitación que 
recibieron mis compañeros en Bionegocios sirvió entonces de base para que 
fundarán una nueva bio-empresa con el nombre comercial de INFOOD®.  
 
 

b) El presente proyecto de doctorado demuestra que los algoritmos 
optimizados para generar heatmaps con escala de grises y con 
agrupamiento jerárquico a partir de los datos DIESI-MS son muy útiles para 
clasificar las muestras según el estado fisiológico. Esto permite usar los 
heatmaps biclusters para programas de mejoramiento genético de especies 
vegetales como el maíz, en el caso del proycto Vitamaíz (Tiessen et al., 
2017). Sin embargo, hay que cuidar los parámetros que se utilizan para 
construir los dendogramas, ya sea en base a distancia euclideana, valores 
de correlación R o R2 (Tiessen et al., 2017). 
 
 

c) Los experimentos control presentados en la tesis demuestran que el 
comportamiento de los iones en la fuente de ionización ESI es en muchos 
casos no lineal. Aún no se sabe la razón de esta complejidad. Es posible 
que no sólo sean iones desnudos los que transitan en el espectrómetro de 
masas, sino que sean más bien aductos y conglomerados de moléculas los 
que permanecen juntos en el alto vacío y se aceleran por el campo 
electromagnético hasta llegar al detector. Una perspectiva importante de la 
presente tesis es estudiar más a fondo los fenómenos de ionización en 
modalidad DIESI-MS usando fragmentación MSn con el triple cuádrupolo 
(TSQ2). 
 

d) Otra perspectiva de la tesis es usar otras tecnologías de metabolómica como 
resonancia magnética nuclear (RMN) para comparar los resultados de 
metabolitos y de agrupamientos jerárquicos con DIESI-MS y con RMN. 
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e) Otra perspectiva es usar espectrómetros con más precisión de masa como 
el Orbitrap, para tratar de identificar molecularmente los iones más 
discriminantes entre el tratamiento de sequía (WS) o bajo contenido de 
nitrógeno (LN), y con eso obtener un panorama más amplio que permita 
explorar las rutas metabólicas y pasos enzimáticos que están regulados en 
maíz en dependencia del medio ambiente (estrés abiótico). 
 

f) Otra perspectiva global, es promover el uso de la metabolómica para 
aplicaciones agrícolas dentro del Laboratorio Nacional PlanTECC. El 
fenotipeo bioquímico usando espectrometría de masas y DIESI-MS necesita 
demostrar con casos concretos (ciencia aplicada) de que es útil y confiable 
para las empresas. Se requiere convencer a autoridades federales 
(SAGARPA, SNITT, COFUPRO, CESAVEG, COFEPRIS, CONACYT) de 
que la metabolómica es importante para el desarrollo agrícola sustentable de 
nuestro país. Es por ello que sería deseable que más estudiantes, técnicos 
agrónomos, maestros, licenciados y políticos pudieran tener el privilegio de 
formarse académicamente dentro de CINVESTAV Irapuato, para que en un 
futuro tengamos más emprendedores y candidatos diputados que entiendan 
los alcances de la ciencias ómicas para el beneficio del ser humano y del 
ambiente. La perspectiva por lo tanto es lograr que la metabolómica y la 
biotecnología vegetal de CINVESTAV Irapuato tengan un impacto más alla 
de las revistas científicas en el desarrollo del país. 
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