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RESUMEN

El maiz (Zea mays L.) es un cultivo importante por su productividad y diversidad de
usos, tanto para la alimentaciéon humana como animal. El rendimiento, asi como la
calidad nutricional del maiz, dependen de la composicion bioquimica de diversas
células y tejidos. Lo que se plante6 como proyecto medular fue el estudio
bioquimico-analitico de diversos érganos de la planta de maiz que se utilizan como
forraje. En la presente tesis doctoral analizamos el perfil y el contenido de
metabolitos en el jugo (la savia extraida) de tallo de maiz. Lo anterior con el fin de
esclarecer la funcion fisiolégica del tallo en relacibn con los demas tejidos
productores y consumidores de fotosintatos. Utilizamos diversas herramientas
metaboldmicas para cuantificar biomoléculas (metabolitos y proteinas) en las
diferentes etapas de crecimiento, en diferentes variedades y bajo distintas
condiciones de cultivo como son la sequia y el bajo contenido de nitrdgeno.
Utilizamos cromatografia tanto de gases (GC) como de liquidos (LC), asi como
espectrofotometria de luz ultravioleta (UV). También implementamos protocolos de
fenotipeo bioquimico usando espectrometria de masas (MS) con inyeccion directa
de ionizacién con spray de electrones (DIESI-MS). Los resultados bioquimicos
obtenidos se compararon con los datos agrondmicos y parametros fisiolégicos
secundarios (p. ej. floracion femenina (FFWL), intervalo de floracion (ASI),
rendimiento de grano (GY), etc). La pregunta medular fue si el perfil bioquimico del
jugo de tallo en la etapa de floracion refleja el manejo agronémico 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 uso el lenguaje de programacion R para
implementar y entrelazar diversas técnicas estadisticas como el andlisis de
varianza (ANOVA), las pruebas Tukey-LSD y la correlacién Pearson y la regresion
lineal en diversas modalidades. También optimizamos scripts para el
procesamiento de los espectros DIESI-MS y la generacion de diversas figuras
como boxplots, dendogramas de similitud y heatmaps biclusters para facilitar la
interpretacion de los resultados. Se encontraron correlaciones significativas de los
metabolitos (biomarcadores) con el estado fisiolégico de la planta, que por una
parte permitieron discriminar variedades y por otro predecir tempranamente el
desempefio agronémico (rendimiento final de grano o de forraje). Los resultados de
metabolitos y las correlaciones observadas en diversas condiciones de cultivo y
con diferentes genotipos, servirdn para posteriormente convencer a los
mejoradores clasicos que incluyan las variables metabdlicas en sus indices de
seleccion. Finalmente podemos concluir que logramos desarrollar protocolos
confiables y métodos costeables de fenotipeo bioquimico basados en DIESI-MS
que seran usados en los programas de mejoramiento genético de maiz, en el
marco de la iniciativa MasAgro financiada por la SAGARPA.

Palabras clave: metabolomica, fisiologia, maiz, aminoacidos, carbohidratos,

espectrometria de masas, regresion lineal, programacion R, bioinformatica,
nitrégeno, sequia.
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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. INTRODUCCION GENERAL

Los programas de mejoramiento genético de plantas incluyen diferentes lineas de
investigacion cientifica. Existen las aproximaciones clasicas muy efectivas desde
hace muchos siglos, pero también han surgido los enfoques modernos (Spiertz et
al, 2014). El paradigma holistico de la biologia de sistemas ha llevado a incluir las
ciencias 6micas dentro del campo de la agronomia y la hibridacion de especies
vegetales como el maiz (Banziger et al., 2002; Fernie y Schauer, 2009). El dilema
del fenotipo-genotipo ha generado temas diversos en la biologia molecular, entre
ellas la gendmica, transcriptomica, protedmica y, recientemente, la metabolémica
vegetal. A manera de analogia, se puede decir que los genes representan el
“‘potencial’, los transcriptos la “estrategia”, las proteinas realizan el “trabajo” y la
metaboldémica refleja los “resultados” (Figura 1.1).

Nivel Meétodo Lo que la planta
Genes Secuenciacion — Puede hacer
(Potencial)
Transcritos Micro-arreglos, Planea hacer
) RT-PCR )
+* (Estrategia)
o Geles 2D, MS, mmmm) Estd trabajando
Proteinas Actividad ) J
tivida (Trabajo)
H enzimatica
Metabolitos GC-MS, HPLC, === Esta produciendo
UV-VIS (Resultados)

Figura 1.1 Flujo bidireccional de informacién celular entre los genes y los metabolitos. En
cada uno de los niveles se utilizan diferentes métodos cientificos para su estudio. La
secuenciaciéon de un genoma nos dice el potencial de lo que pudiera hac