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RESUMEN

El coco (Cocos nucifera L.) pertenece a la familia Arecaceae, es diploide y consta de dos
grandes grupos de variedades, los enanos y los altos. Ambos se destinan al consumo
directo y a la transformacién. A lo largo de la maduracion, el coco acumula mayormente
carbohidratos en los estadios tempranos y &cidos grasos en las etapas tardias, pero se
desconoce cémo se coordinan estas rutas metabdlicas en los diferentes estadios. En esta
investigacion se utilizd la espectrometria de masas con seleccion de precursores
sincronicos Tandem Mass Tag (TMT-SPS-MS3), con el objetivo de analizar la dinamica de
las proteinas involucradas en el metabolismo de los acidos grasos y carbohidratos del
endospermo liquido y sélido de dos cultivares de cocotero en los estadios inmaduro,
intermedio y maduro, respectivamente. En el endospermo liquido, de los cultivares Enano
verde de Yucatan (EVY) y Alto del Pacifico mexicano (APM), se detect6 un total de 881 y
1125 proteinas, respectivamente, de las cuales 436 fueron compartidas entre los tres
estadios de maduracion, la mayoria pertenecientes a las rutas del CAT,
glucolisis/gluconeogénesis, fijacion de carbono en organismos fotosintéticos. En el
endospermo sdlido los analisis protedmicos mostraron un total de 378 y 488 proteinas para
el EVY y APM, respectivamente. Doscientas cuarenta y cuatro (244) fueron proteinas
diferenciales en EVY y 347 en APM; de estas, 155 proteinas fueron compartidas (“core”)
entre ambos cultivares. Las proteinas del metabolismo de los lipidos se acumularon mas
en el cultivar APM respecto al EVY. En los dos endospermos y los dos cultivares, 111
proteinas fueron compartidas en los tres estadios. Los resultados anteriores apoyan la
existencia de una estrecha coordinacién metabdlica entre los endospermos sélido y liquido
de cocotero, la cual se acompafia de la regulacion espacio temporal en la
acumulacién/eliminacién de las proteinas involucradas en las diferentes rutas metabdlicas
gue participan en la maduracion del coco. Este trabajo es el primero en resaltar la
protedmica de las variedades y las etapas de maduracion del endospermo sélido, asi como
el primer trabajo protedbmico que se realiza en el endospermo liquido de esta especie. En
conclusion, los resultados de este trabajo contribuyen al entendimiento del proceso
bioquimico que acompafia la maduracion del fruto del coco Enano verde de Yucatéan y Alto

del Pacifico mexicano.



ABSTRACT

Coconut (Cocos nucifera L.) belongs to the Arecaceae family, is diploid and consists of two
large groups of varieties, dwarf and tall. Both are intended for direct consumption and for
processing. During maturation, coconut accumulates mostly carbohydrates in the early
stages and fatty acids in the late stages, but it is unknown how these metabolic pathways
are coordinated at different stages. In this research, Tandem Mass Tag Synchronous
Precursor Selection Mass Spectrometry (TMT-SPS-MS3) was used to analyze the dynamics
of the proteins involved in the metabolism of fatty acids and carbohydrates in the liquid and
solid endosperm of two coconut cultivars at the immature, intermediate and mature stages,
respectively. In the liquid endosperm, in the cultivars Yucatan green dwarf (YGD) and
Mexican Pacific tall (MPT), a total of 881 and 1125 proteins were detected, respectively, of
which 436 proteins were shared between the three stages of maturation, most of them
belonging to the TCA pathways, glycolysis/gluconeogenesis, carbon fixation in
photosynthetic organisms. While in the solid endosperm, the proteomic analyses showed a
total of 378 and 488 proteins for YGD and MPT, of which 244 were differential proteins in
YGD and 347 in MPT; of these, 155 proteins were shared (“core”) between both cultivars.
Lipid metabolism proteins accumulated more in MPT than in YGD. In both endosperms and
both cultivars, 111 proteins were shared in the three stages. The above results support the
existence of a close metabolic coordination between the solid and liquid endosperms of
coconut palm, which is accompanied by the spatiotemporal regulation in the
accumulation/elimination of proteins involved in the different metabolic pathways involved in
coconut maturation. This work is the first to highlight the proteomics of the varieties and
stages of maturation of the solid endosperm, as well as the first proteomic work carried out
on the liquid endosperm of this species. In conclusion, the results of this work contribute to
the understanding of the biochemical process that accompanies the coconut fruit maturation
of the YGD and MPT.
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El desarrollo y crecimiento de las plantas estan influenciado por sefiales endogenas,
asi como por su entorno ambiental (Kou et al., 2021). Por otra parte, las vias metabdlicas y
los mecanismos reguladores relacionados con la fructificacion, el desarrollo y la maduracion
de las frutas siguen siendo en gran parte desconocidos, debido, en parte al limitado
conocimiento bioquimico molecular y la escasa investigacion en el area (Sun et al., 2022).
Hoy en dia, las émicas como la gendmica, transcriptémica, proteémica, metabolémica hasta
la fendbmica son herramientas Utiles para comprender como se interrelacionan las vias
metabdlicas y como se regulan, al tiempo que permiten aclarar los procesos biolégicos que
acompafian al desarrollo y la maduracion. En los ultimos 20 afios, ha habido progresos en
los estudios multibmicos en los humanos y algunas plantas modelo; sin embargo, el avance
no ha sido el mismo para todos los organismos (Righetti y Boschetti, 2019), tal es el caso
del cocotero (Cocos nucifera L.), dado que su proceso de maduracién ha sido poco
estudiado a nivel molecular y 6mico.

El cocotero es una de las Arecaceas mas importantes del mundo. Consta de dos
grandes grupos de variedades segun su altura y habitos reproductivos, los altos y los
enanos (Lantican et al., 2019: Xiao et al., 2017). Dada la diversidad de usos, se le llama
“arbol de la vida” o “arbol de los mil usos”. Cada parte de la palma de coco, desde las hojas
hasta las raices, tienen aplicaciones que reditian en beneficios econémicos, tal es el caso
de los derivados nutracéuticos (Zheng et al., 2019). De la semilla del cocotero, el
endospermo liquido y sdlido son los componentes mas utilizados; abundantes en
carbohidratos y lipidos, respectivamente. El agua de coco es mas que una bebida tropical,
también se ha usado en la medicina tradicional y como medio de crecimiento microbiol6gico
(Naik et al., 2020; Prades et al., 2012). En cuanto al endospermo sélido, de él se obtienen
productos como el aceite de coco, coco rallado deshidratado, leche de coco y proteina de
coco (Ojobor et al., 2018). A medida que crece la poblacion mundial, aumenta el interés por
los aceites vegetales (Yang et al., 2016), por lo que actualmente hay una enorme demanda
de aceite de coco.

Los lipidos y los carbohidratos desempefian un papel importante en las semillas,
independientemente de si son ortodoxas o recalcitrantes. Se ha reportado que, en las
etapas tempranas del desarrollo de la semilla de coco, la cual es una semilla recalcitrante
oleaginosa, en el endospermo liquido se acumulan principalmente carbohidratos y que
dicha acumulacién disminuye en las etapas intermedias y maduras. En lo que respecta a

los lipidos, estan presentes en baja cantidad en las etapas tempranas y su sintesis se
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incrementa en las etapas intermedia y tardia (Bourgis et al., 2011). Desde el punto de vista
bioquimico y molecular, se desconoce la forma en que ambas rutas metabdlicas se
coordinan. Se han utilizado varios enfoques protedmicos para analizar el endospermo
sélido, pero no estén claras las variedades ni las etapas de maduracion que se utilizaron
(Ma et al., 2022; Huang et al., 2016; D’Amato et al., 2012). Por otra parte, la mayoria de las
investigaciones del agua de coco se enfocaron a la caracterizacion fisicoquimica de la
misma (Mahayothee et al., 2016; Appiah et al., 2014; Yong et al., 2009; Jackson et al.,
2004), sin abordar el componente proteémico. Dado lo anterior, en este estudio se evalio
el comportamiento de las proteinas del agua de coco durante la maduracion del fruto. En
conjunto, el objetivo de este estudio fue analizar y cuantificar mediante la estrategia TMT-
SPS-MS3, las proteinas involucradas en el metabolismo de acidos grasos y carbohidratos
del endospermo sélido y liquido de semillas en tres estadios de maduracién en dos
cultivares de cocotero. En el endospermo liquido se encontraron 881 y 1125 proteinas en
el cultivar Enano verde de Yucatan (EVY) y en el cultivar Alto del Pacifico mexicano (APM),
respectivamente, mientras que en el endospermo solido se encontraron 378 y 488 para el
EVY y APM, respectivamente. Los resultados de este trabajo constituyen un avance en el
conocimiento de los procesos proteémicos del metabolismo de lipidos, acidos grasos y
carbohidratos que ocurren durante la maduracion de las semillas de coco y brindan un
panorama global acerca de los mecanismos moleculares subyacentes a las complejas

redes reguladoras de la maduracion de las semillas de coco.
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1. ANTECEDENTES

1.1. Origen, morfologia y fenologia del cocotero

El cocotero (C. nucifera) esta ampliamente distribuido en las zonas tropicales y
pantropicales del mundo y se cultiva en mas de 95 paises; no obstante, su origen no esta
bien establecido. Es una palmera grande, miembro de la familia de las Arecaceae,
dependiendo de la variedad, puede crecer hasta 30 metros de altura, con hojas de 4-6
metros de largo (Izzeddin et al., 2019; Ojobor et al., 2018). Es diploide con 32 cromosomas
(2n = 32) y consta de al menos dos grupos de variedades, basados en su estatura y habito
de reproduccion, los altos (>18 metros), cuya floracién inicia a los 8-10 afios después de la
siembra y los enanos (<12 metros), cuya floracion empieza 4-6 afios después de la siembra
(Figura 1 A, B) (Lantican et al., 2019; Xiao et al., 2017). El fruto del cocotero consta de tres
capas, el exocarpio (la capa mas externa), el mesocarpio (la capa fibrosa intermedia) y el
endocarpio (la parte interna mas dura del fruto). El exocarpio y el mesocarpio forman la
céscara fibrosa del coco mientras que el endocarpio rodea al endospermo soélido y liquido
(Figura 1 C) (Harries, 2012).

Exocarpo

Mesocarpo
Embrion
Endocarpo

Endospermo sélido

Figura 1. Diferentes cultivares de cocotero. A) Alto del Pacifico mexicano; B) Enano verde de

Yucatan; C) Diferentes partes de la semilla de cocotero. (Foto del autor)
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1.2. Origeny desarrollo de los endospermos liquido y sdélido

El desarrollo de la semilla comienza luego de la fertilizacion de las flores femeninas, ya que
el coco emite una inflorescencia cada 28 o 30 dias (Sudha et al., 2021). Aunque una
inflorescencia produce muchas flores, no todas llegan a fruto maduro; muchas se caen del
tallo durante el desarrollo (Niral et al., 2021). Kumar y colaboradores, (2018) reportaron que
a partir del tercer mes después de la polinizacién en la semilla se forma el endospermo
liquido y alcanza su volumen méximo a los ocho meses en las dos variedades. Durante la
fase temprana de germinacion hay un aumento gradual en la cantidad de agua de coco,
que es mayor en las variedades altas en comparacién con las enanas (Kumar et al., 2018).
Mientras que, durante la maduracién de la semilla el volumen de agua disminuye en las dos
variedades (Jackson et al.,, 2004). ElI endospermo liquido juega un papel vital en el
desarrollo de la semilla al actuar como reservorio precursor para la sintesis de los
componentes de la semilla y los nutrientes del agua de coco se derivan de los tejidos
fotosintéticos maternos, asi como de los del propio fruto (Yong et al., 2009).

En cuanto al endospermo solido, éste se forma a partir de una capa de células en la cavidad
del saco embrionario, y posteriormente empieza a notarse en la region antipodal (Abraham
y Matthew, 1963). Agaton y colaboradores, (1989) observaron nucleos flotantes libres en el
endospermo liquido en la etapa inmadura, que luego dieron lugar al endospermo soélido. A
diferencia del endospermo liquido, el endospermo sélido se forma a partir del séptimo mes,
pasando por varias etapas, desde una pulpa blanda (etapa inmadura) hasta llegar a la
madurez donde la pulpa se vuelve dura (Angeles et al., 2018)

1.3. Importancia del fruto de cocotero

Se ha reportado que el coco se encuentra entre los cultivos mas importantes y extensos del
mundo (Kumalasari et al., 2020). En Malasia, el cocotero es el cuarto cultivo industrial,
basado en el &rea total plantada, ésta es una de las industrias agricolas mas antiguas del
pais (Halim et al., 2018). En Indonesia también es parte de la vida cotidiana y se le llama
“arbol de la vida” porque todas sus partes son (tiles (Zheng et al., 2019) y en Tailandia es
uno de los productos agricolas importantes (Nitiwattananon y Thanachasai, 2019). El
cocotero es una de las palmas econ6micamente mas importantes en todo el mundo debido
a la versatilidad de sus productos, que han sido utilizados por la humanidad desde la
antigiiedad como fuente de alimentos, bebidas, combustible, medicamentos y material de
construccion, incluyendo la fabricacion de techos, cuerdas, muebles y construccion de

muros o vallas con la madera (Figura 2) (Mufioz-Pérez et al., 2019).
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Figura 2. Diferentes usos de la palma de coco (Foto del autor)

1.4. Composicién nutricional del endospermo sélido y liquido

El endospermo sélido del fruto de cocotero proporciona una buena fuente de proteinas y
puede mejorar la digestion, ayudar a regular el azlicar en la sangre, proteger contra la
diabetes, ayudar a prevenir enfermedades cardiacas y el cancer, asi como a perder peso
(Kumalasari et al., 2020). Ojobor et al. (2018) describieron que la “carne del coco” o
endospermo sélido contiene altos porcentajes de elementos minerales, especialmente
sodio y potasio. Por otro lado, Appaiah et al. (2014) afirmaron que la “carne de coco”
contiene 50-60% de grasas. De la “carne de coco” se extrae el aceite de coco, que es rico
en acidos grasos de cadena media, los cuales tienen numerosos beneficios para la salud
(Teng et al.,, 2019). En general, el coco tiene cantidades considerables de azlcares
reductores (0.4-2.9%), proteinas (0.02—0.55%) (Madihalli et al., 2020).

En cuanto al endospermo liquido, su composicion esta determinada por una variedad de
factores, incluida la region de crecimiento, que incluye al tipo de suelo, las condiciones
ambientales, la aplicacion de fertilizantes, la variedad y el cultivo, y la etapa de madurez en
la cosecha (Burns et al., 2020). El agua de coco es un endospermo liquido, que representa
aproximadamente el 25% en peso de la nuez entera (Naik et al., 2020). Es una bebida con

un sabor ligeramente dulce y acido (pH 5.6), el liquido es transparente incoloro dentro de
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las nueces verdes jovenes, contiene alrededor del 5% en peso de solidos totales
(Purkayastha et al., 2012).

Preetha y colaboradores, (2012) describieron que el agua de coco contiene diferentes
clases de aminoé&cidos, compuestos nitrogenados, elementos inorgénicos, acidos
organicos, azucares y sus alcoholes, potasio, calcio, magnesio, sodio, &cido glutamico,
lisina, arginina, alanina, citocinina, vitaminas, sustancias de crecimiento. Posteriormente,
Rajashri et al. (2019) describieron la presencia de compuestos bioactivos en pequefias
cantidades. Al respeto Appaiah et al. (2014) reportaron que el potasio es el mineral principal
en el agua de coco y que el sodio es el segundo. Segun Ojobor et al. (2018) el agua de
coco puede funcionar como un liquido de rehidratacién durante la disenteria pues puede
reemplazar la pérdida de liquido del tracto gastrointestinal. Naik et al. (2020) reportaron que
el agua de coco es la mejor alternativa a las bebidas deportivas debido a su bajo contenido
caldrico (17.4 kcal /100 g).

1.5. Maduracién y fitohormonas

1.5.1. Maduracion de los frutos climatéricos y no climatéricos

La maduracion es un proceso biolégico que implica importantes modificaciones externas e
internas (Corpas y Palma, 2018), también depende de una cadena coordinada de sefiales
endogenas y exdégenas que involucra a las fitohormonas, entre otras. Durante la
maduracién, ocurren cambios fisiolégicos y bioguimicos que pueden converger en la
acumulacién de pigmentos, ablandamiento de tejidos y endurecimiento de la semilla,
desprendimiento de aromas e intensificacion del sabor del fruto, entre otros (Mukherjee,
2019). Durante el desarrollo de los frutos, el metabolismo de los compuestos primarios y
secundarios juega un papel crucial en la formacién de los aromas, asi como su vida (util
(Forlani et al., 2019). Dependiendo de la diferencia fisiol6gica del proceso de maduracion,
los frutos se clasifican en climatéricos y no climatéricos (Jiang et al., 2019).

Una de las caracteristicas principales de los frutos climatéricos como el platano, tomate,
aguacate, manzana, pera, melon, es que tienen la capacidad de madurar después de la
cosecha mediante la aplicacion exdégena de etileno. Mientras que, de manera antagoénica,
los frutos no climatéricos como los citricos, las uvas, la fresa, la frambuesa, el coco, no son
capaces de madurar después de retirarlas de la planta madre (Fuentes et al., 2019).

Las frutas cuya maduracién esta asociada a un pico de produccion de etileno y un estallido
respiratorio se denominan climatéricas, mientras que las que no lo presentan se denominan
no climatéricas (Chen et al., 2018). El cocotero es un fruto no climatérico, dado a que su

maduracién no esta asociada a un pico de produccién de etileno y tampoco madura si se
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desprende de la planta madre de manera prematura. Zheng y colaboradores, (2019)
hipotetizaron que, en la etapa temprana del desarrollo del endospermo sélido, el contenido
de acidos grasos monoinsaturados y saturados es elevado, mientras que, durante el
periodo de maduracion este contenido disminuye. Por otro lado, varios autores propusieron
que, durante la primera etapa del desarrollo del endospermo soélido, hay mas contenido de
carbohidratos y en la etapa intermedia y tardia hay mas contenido de &cidos grasos (Bourgis
et al., 2011). En este sentido, el cocotero es una planta oleaginosa como el aguacate, pero
se diferencian porque el primero es un fruto no climatérico mientras que el aguacate si lo
es. Analizar el proteoma del fruto de cocotero, relacionado con el metabolismo de los &cidos
grasos y de los carbohidratos permitir4 elucidar diferencias metabdlicas entre los frutos
climatéricos y no climatéricos y también brindara informacion acerca del metabolismo de
carbohidratos y 4cidos grasos que se realiza en las semillas oleaginosas. Se espera que la
protedmica mediante etiquetado en tAndem (Tandem Mass Tagg) permita identificar a las
proteinas-candidato que son clave en la regulacion de ambos metabolismos al estudiar
diferentes estadios de desarrollo en los endospermos solidos y liquidos de los frutos de
coco Enano verde de Yucatan y del Alto del Pacifico mexicano.
1.5.2. Fitohormonas

Las fitohormonas son compuestos bioactivos que actlan en concentraciones muy
bajas y regulan varios procesos celulares, asi como las respuestas de las plantas a las
condiciones ambientales cambiantes (Bai et al., 2021a). El etileno es una fitohormona volatil
con multiples acciones fisiolégicas que incluyen la maduracion de la fruta, el crecimiento, la
senescencia, la germinacién de semillas, la floracion y la respuesta a diversos tipos de
estrés (Ji y Wang, 2021), en el caso del cocotero no hay un pico de etileno. En cuanto al
acido abscisico, este fitorregulador juega un papel importante en la maduracion de frutos
no climatéricos; también estd involucrado en el crecimiento y en la dormancia de las yemas
(Galli et al., 2021). Las auxinas, desempefan un papel importante en el crecimiento y
desarrollo de las plantas y en la respuesta a diversos tipos de estrés (Ullah et al., 2018).
Xiao y colaboradores, (2020) han reportado funciones contrastantes de las auxinas en la
regulacion de la maduracion de la fruta, dado que reportaron que esta clase de
fitorreguladores inhiben la maduracion al antagonizar los efectos del etileno o acido
abscisico.

Las citocininas son una de las fitohormonas importantes y necesarias para la

regulacion del crecimiento, el desarrollo y la aclimatacién de las plantas al estrés ambiental.
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En el coco, varios estudios han descrito la presencia de fitohormonas en los endospermos.
Wu y Bin (2009), encontraron &cido indol-3-acético (una auxina) y &cido abscisico.
Posteriormente, Tan y colaboradores (2014), reportaron que el agua de coco contenia,
auxinas, giberelinas, &cido abscisico y citocininas y ademas propusieron que podria haber
mas fitohormonas enddgenas que ellos no pudieron detectar. Concluyeron que identificar y
cuantificar a las fitohormonas enddgenas es muy importante dado que el endospermo
liquido del coco se usa como medio nutritivo para el cultivo de tejidos vegetales de diversas
especies. Por su parte, Yong y colaboradores (2009), reportaron que las citocininas del
agua de coco promueven la division celular.

1.6. Metabolismo en las plantas
Diversos eventos ocurren durante el crecimiento y desarrollo de las plantas, tanto
moleculares como bioquimicos y fisiol6gicos, todos repercuten en la morfologia vegetal. La
fotosintesis proporciona la energia y el carbono para el metabolismo, el crecimiento y el
mantenimiento a lo largo del ciclo dia/noche (Fan et al., 2017). En cuanto a la maduracion
de la fruta, este evento es producto de una compleja serie de reacciones bioquimicas que
involucran una regulacién bien orquestada por parte de multiples hormonas y esta
acompafiada de cambios en los rasgos metabdlicos y fisiol6gicos (Ji y Wang, 2021). En el
caso del presente estudio, éste se enfoca en dos rutas principales debido a que el
metabolismo de los carbohidratos y de los acidos grasos son predominantes en las semillas
oleaginosas.

1.6.1. Metabolismo de carbohidratos en frutos y semillas

Las plantas son autétrofas y utilizan la energia luminosa para convertir el CO2 en
carbohidratos (Hennion et al., 2018). Los carbohidratos solubles como la sacarosa, la
glucosa y la fructosa son sustratos importantes del metabolismo vegetal (Li et al., 2017),
participan en la mayoria de las vias metabdlicas y de sefializacion que controlan el
crecimiento, el desarrollo y la tolerancia al estrés (Figura 3) (Hennion et al., 2018). El
metabolismo de los carbohidratos incluye a la fotosintesis, la glucdlisis, la gluconeogénesis,
la ruta de las pentosas fosfato, al ciclo de los &cidos tricarboxilicos, entre otros; Luo y
colaboradores, (2021) relataron que la glucdlisis, la gluconeogénesis y la fotosintesis
desempefian un papel importante en las respuestas al estrés biético y abidtico, asi como
en regular los procesos de crecimiento y desarrollo.

La fotosintesis es un proceso metabdélico complejo que ocurre en las hojas y también

esta activo en los frutos verdes (Zhang et al., 2022). La sacarosa es el principal producto

final de la fotosintesis en la mayoria de las plantas superiores y se transloca a través del
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floema desde las hojas hasta los otros 6rganos (Wan et al., 2018). El almidén es la reserva
bésica de carbohidratos que se acumulan en los cloroplastos de las hojas durante el
proceso de fotosintesis (Li et al., 2017). El ciclo del CAT es una serie controlada de pasos
enzimaticos que mediante la oxidacion de acetil-CoA liberan la energia almacenada en
forma de carbohidratos, grasas y proteinas. El ciclo también, produce precursores de
aminoacidos como el a-cetoglutarato y el oxaloacetato (Sun et al., 2022). EI CAT esta
vinculado con la glucdlisis y genera energia, lo que lo convierte en un eje central en el
metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas (Zhang et al., 2022). La glucdlisis a su
vez, es una via central de produccién de energia en las células; cataboliza la glucosa hasta
2 piruvatos con produccion de dos ATP y dos NADH. Los piruvatos generados pueden ser
utilizados en las mitocondrias, particularmente en el ciclo del CAT y la cadena de
fosforilacion oxidativa para generar 28 ATP adicionales (Fuller and Kim, 2022). Aunado a
€s0, una reaccion clave en la glucdlisis es catalizada por la enzima citosolica gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa, que desempefia funciones criticas en el metabolismo celular y la
acumulacién de aceite de semillas (Li et al., 2020). Las rutas de los carbohidratos y de los
lipidos se coordinan, por lo tanto, una pregunta fundamental es el como se regulan estas
rutas a lo largo de la maduracion, ya que el coco tiene dos comportamientos, en la etapa
temprana, acumula carbohidratos y en la tardia, acumula 4cidos grasos (Bourgis et al.,

2011), de alli la necesidad de estudiar a profundidad los dos metabolismos.
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Figura 3. Via metabdlica de los carbohidratos. (glucdlisis, gluconeogénesis, fotosintesis, ciclo de

los acidos tricarboxilicos, rutas de las pentosas fosfato). Foto del autor

1.6.2. Metabolismo de &cidos grasos en frutos oleaginosos

En las semillas oleaginosas, los acidos grasos cumplen multiples funciones e incluyen ser
importantes reservas de energia, componentes de la membrana, moléculas de sefializacién
e incluso desempefiar un papel importante en las defensas de las plantas, entre otras
(Correa et al., 2020). También son esenciales para los procesos de crecimiento y desarrollo,
como la germinacion de semillas, la diferenciacion de érganos y la polinizacion (Xiao y
Chye, 2011). Dependiendo de la naturaleza quimico-estructural de las cadenas, los acidos
grasos se pueden clasificar como saturados (sin dobles enlaces) o insaturados (con dobles
enlaces); en cuanto a los insaturados se pueden clasificar en acidos grasos
monoinsaturados (un enlace doble simple) o poliinsaturados (mas de 2 dobles enlaces en
su cadena) (Saini y Keum, 2018). La mayor parte de las plantas oleaginosas como el
aguate, la palma de aceite, la oliva acumula aceite en sus semillas, precisamente en sus
mesocarpios (Bai et al., 2021), mientras el coco los acumula en su endospermo. Los frutos
oleaginosos son utilizados intensivamente y ademas tienen una gran demanda, debido al
alto contenido de acidos grasos de sus semillas. Cada semilla oleaginosa se diferencia por
su perfil especifico de acidos grasos.

En las semillas oleaginosas, los lipidos en forma de triacilgliceroles (TAG), son la

principal forma de almacenamiento de carbono y energia celular; constituyen hasta el 60 %
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del peso seco de la semilla (Wang et al., 2021). En las semillas oleaginosas, los TAG
proporcionan energia esencial para impulsar el crecimiento (Yang y Benning, 2018), y
también participan en eventos del desarrollo de las plantas.
En las plantas, la sintesis de &cidos grasos tiene lugar en los plastidios, en los peroxisomas
y en las mitocondrias; se necesita acetil-CoA como precursor y la accion de acetil-CoA
carboxilasa (Pedreschi et al., 2019). El acetil-CoA se convierte en malonil-CoA para seguir
con los procesos posteriores. En esta condensacion, ocurre una serie de reacciones como
la reduccion de (B-hidroxiacil-ACP, deshidratacion de (B-hidroxiacil-ACP y reduccion de
trans-A2-enoil-ACP, en la que se genera un acil-ACP) (Harwood et al., 2005) (Figura 5).
1.6.3. Ciclo del glioxilato
El ciclo del glioxilato ocurre en los glioxisomas y, es una variacién del ciclo de los acidos
tricarboxilicos (CATSs, que ocurre en la matriz mitocondrial), dado que en él participan tres
de las cinco enzimas asociadas con el CATSs; por lo tanto, el ciclo del glioxilato y el CATs
comparten varios de sus pasos intermedios (Beevers, 1980). No obstante, en el ciclo del
glioxilato se omiten los pasos de descarboxilacion y se realizan dos condensaciones,
mediadas por las enzimas distintivas del ciclo, la isocitrato liasa y la malato sintasa. La
isocitrato liasa hidroliza el isocitrato, un compuesto de 6 carbonos a los compuestos de 4 y
2 carbonos, succinato y glioxilato, respectivamente, mientras que la malato sintasa
condensa el glioxilato (molécula de 2 carbonos) con una molécula de acetil-CoA (molécula
de 2 carbonos), para producir malato, tal como se muestra en la Figura 4 (Faraoni et al.,
2019).
Las enzimas del ciclo del glioxilato, facilitan el catabolismo de los triacilgliceroles (TAGS) y
lipidos almacenados hasta el intermediario metabdlico acetil-CoA, el cual puede ser
utilizado para la sintesis de azlcares o continuar su catabolismo para la extraccién de
energia (De Bellis et al., 2020). En el caso de las semillas oleaginosas, como el coco, el
ciclo del glioxilato es fundamental para la germinacion dado que los acidos grasos
almacenados en forma de TAGs son catabolizados por lipasas. Los acidos grasos libres se
conjugan con CoA para formar acil-CoA, el cual se asocia con proteinas acarreadores de
acilos (ACPs) incorporandose a los glioxisomas donde se catabolizan hasta acetil-CoA por
B-oxidacion (Figura 5, Cui et al., 2020). Los intermediarios formados de este proceso son
metabolizados hasta azucares para apoyar la germinacion del embrion y el desarrollo de la

plantula (Correa et al., 2020).
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Figura 4. Metabolismo de los acidos grasos en especies oleaginosas. Flechas en amarillo,
indican el anabolismo y en rojo el catabolismo. El ciclo de los acidos tricarboxilicos (CATS) ocurre en

la matriz mitocondrial y el ciclo del glioxilato en los glioxisomas. Foto del autor

1.7. Proteémica

La protedmica es el analisis de todo el complemento proteico de una célula, tejido u
organismo en un conjunto de condiciones especificas y definidas (Agregan et al., 2021).
Como estrategia, esta herramienta permite la identificacion de proteinas desde el nivel
estructural (secuencia primaria de aminoacidos), sus modificaciones postraduccionales, asi
como el descubrimiento y la validacion de biomarcadores (Preece et al., 2018). Uno de los
principales desafios en los estudios prote6micos es el hecho de requerir varias réplicas de
la muestra para compensar la variabilidad biolégica y experimental (Schubert et al., 2017).

La protedmica se divide en cualitativa y cuantitativa (Wu et al., 2012). La primera se
centra en la identificaciébn de las proteinas presentes en las muestras sin importar su
abundancia, mientras que la segunda considera la identidad, pero también la abundancia y
su dindmica entre las muestras (Bachor et al., 2019). La proteémica cuantitativa se puede
dividir en la estrategia basada en gel o en la de alta escala (shotgun, no utiliza gel), asi

como con etiquetas o sin etiquetas (Macron et al., 2015, Figura 5).
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Figura 5. Esquematizacion del flujo de trabajo de la proteémica. Protedbmica basada en gel
utilizando una matriz de poliacrilamida (en rojo). En la proteémica libre de gel o de alta escala es de
tipo masivo (en verde). En la cuantificacion sin etiquetas, se digieren multiples muestras de proteinas
con tripsina o con otras proteasas. Los péptidos resultantes se separan mediante cromatografia
liquida (LC) y se ionizan antes de ingresar al espectrometro de masas (MS). En la estrategia SILAC
(Marcaje de is6topos estables mediante aminoacidos en cultivos celulares), las muestras de células
se cultivan in vitro en medios adicionados con is6topos naturales (ligeros). En iTRAQ y TMT se utiliza

marcaje isobarico.

1.7.1. Protedémica basada en gel

La electroforesis bidimensional (2-D) fue desarrollada por O'Farrell, (1975), en la
misma se utiliza un gradiente de pH en una matriz de poliacrilamida para separar las
proteinas por su punto isoeléctrico; enseguida, las proteinas isoelectroenfocadas son
transferidas a una segunda matriz de poliacrilamida (SDS-PAGE) para determinar la masa
molecular de los polipéptidos. Mediante esta estrategia se pueden resolver entre 2500 y
3000 polipéptidos (Lee et al.,, 2019). Sin embargo, algunas de las limitaciones de este
enfoque es la reproducibilidad entre las réplicas de las muestras, asi como su resolucion
(Kruft et al., 2001), la escasa solubilidad de las proteinas hidrofébicas y la dificultad para
detectar proteinas con valores de pl extremos. Al-Amrani y colaboradores (2021),
mencionaron que en el gel 2-D, las proteinas estan separadas por su carga eléctrica neta

y su masa molecular.
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1.7.2. Protedmica basada en etiquetas isobaricas

La proteGmica con etiquetas isobéricas para la cuantificacion relativa y absoluta
(ITRAQ), y la que utiliza etiquetas de masa en tdndem (TMT), permite la multiplexacion o la
cuantificacion simultanea de varias muestras (Bramer et al., 2020, Figura 6). La estrategia
de etiquetado isobarico tipo TMT fue realizada por vez primera por Thompson y
colaboradores en 2003 y un afio después Ross y colaboradores desarrollaron y aplicaron
la estrategia ITRAQ. La protedmica de alta escala (shotgun) ofrece mayores ventajas con
respecto a la realizada sin etiquetado. Dichas ventajas estan conferidas por el marcado
isobarico y entre ellas se incluyen, mayor reproducibilidad, precision y sensibilidad, asi
como la posibilidad de realizar cuantificacion de alto rendimiento debido a la multiplexacion
de muestras (Bachor et al., 2019). No obstante, sus ventajas, también el uso del marcaje
isobarico tiene algunos inconvenientes como es el alto costo de los reactivos (Wang et al.,
2008). El etiquetado isobarico a través de etiquetas de masa en tandem (TMT) también
permite la cuantificacion relativa de todo el proteoma para muchas muestras evaluadas

simultdneamente (Li et al., 2020).
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Figura 6. Flujo de trabajo de la proteémica basada en el marcaje con etiquetas y
espectrometria de masas. Las proteinas se extraen de diversas muestras biologicas. Las proteinas
se digieren enzimaticamente en péptidos. Los péptidos se reducen, se alquilan y luego se conjugan
a las etiquetas isobéricas. Los péptidos conjugados se someten a cromatografia liquida de fase
reversa, se ionizan mediante electropulverizacion y se rocian en el espectrometro de masas. El
espectro MS1 registra el nUmero de iones para varios valores de m/z del péptido intacto que eluye
en un momento dado. La cuantificacion se realiza midiendo las intensidades de los iones indicadores
de fragmentos liberados de las etiquetas en el modo MS en tandem (MS2) durante la fragmentacion

del péptido.

1.8. Las 6émicas y su aplicacidén en coco

Hoy en dia, las 6micas se consideran como una de las herramientas mas Utiles para
estudiar a los organismos vivos. El objetivo de estas técnicas es identificar, caracterizar y
cuantificar moléculas bioldgicas, con el fin de determinar su estructura y funcién en un
organismo determinado. Estas herramientas permiten un analisis especifico de los efectos
de una determinada condicion en un organismo en comparacion con una condicion control.

En el estudio del cocotero, las 6micas que se han aplicado se resumen en la Tabla
1. No obstante esos avances, falta mucho para integrar y entender de manera global los

resultados obtenidos con las diferentes estrategias Omicas. Estudios genémicos en el
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cocotero, inicialmente describieron la secuenciacion de su genoma cloroplastico (Huang et
al., 2013), el mitocondrial (Aljohi et al., 2016) y unos afios después, Xiao et al. (2017),
presentaron el primer borrador del genoma nuclear de cocotero. El tamafio del genoma en
esta primera aproximacion se establecio en 2,42 Gb y predijeron que contenia un total de
28,039 genes codificadores de proteinas.

Mas tarde, Lantican y colaboradores, (2019) secuenciaron y ensamblaron una vez
mas, el genoma de hojas de la variedad de cocotero enano Catigan Green Dwarf,
determinaron un tamafo de 2,15 Gb. En 2020, a su vez, Muliyar y colaboradores,
ensamblaron y anotaron los genomas nucleares y de organelos de cocotero de la variedad
enana “Chowghat Green” de la India y que posee mayor resistencia al amarillamiento letal.
Encontraron un genoma de 1,93 Gb, y predijeron un total de 13,707 genes que codifican
11,181 proteinas. Mas recientemente, Yang y colaboradores (2021) ensamblaron el
genoma del coco, esto les permitid destacar vias de sefalizacion involucradas en la
tolerancia a la salinidad, encontraron que mas del 72% del genoma del coco esta formado
por transposones.

También se han realizado estudios transcriptbmicos enfocados en la expresion
génica de diferentes tejidos y etapas de desarrollo de cocotero en respuesta a diferentes
condiciones ambientales (Bandupriya y Dunwell, 2015). En un estudio transcriptdmico de
hojas jévenes y copra del coco Fan y colaboradores, (2013) obtuvieron 57,304 transcritos
de unigenes y determinaron que 347 participaban en la sintesis y el metabolismo de los
acidos grasos. Posteriormente, Nejat y colaboradores, (2015) detectaron la expresiéon de
un conjunto basico de genes asociados con la defensa del coco en respuesta al ataque de
fitoplasmas. En conjunto, ambos hallazgos, han permitido afirmar que la transcriptomica es
eficiente en el descubrimiento de genes que se expresan a alta escala bajo determinada

condicion.

Tabla 1. Trabajos 6micos en cocotero (Cocos nuciferaL.)

No. Enfoque 6mico Tejidos Variedades Referencias
usados
1 Cloroplasto Thailand Dwarf Huang et al., 2013
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2 Mitocondria Tall from Oman Aljohi et al., 2016
Cloroplasto Chowghat Green Rajesh et al., 2020
Dwarf
4 Hainan Tall Xiao et al., 2017
5 Catigan Green Lantican et al., 2019
Dwarf
6 Chowghat Green Muliyar et al., 2020
Dwarf
Malayan Yellow Yang et al., 2021
7 GENOMICA Dwarf
West African Tall
Hojas Hainan Tall Fan et al., 2013
9 Hojas Malayan Red Dwarf Nejat et al., 2015
Raiz Chowghat Green Rajesh et al., 2015,
10 TRANSCRIPTOMICA Dwarf 2018
Hojas y Alto del Pacifico Silverio-Gémez et al.,
raices mexicano 2022
Endospermo ND Costa et al., 2015
13 liquido
Endospermo Hainan Tall Chen et al., 2018
14 liquido
METABOLOMICA Endospermo Hainan-native Zhang et al., 2020
15 liquido coconut
Malayan Yellow
16 Endospermo Dwarf Kumar et al., 2021
liquido Chowghat Orange
Dwarf
Endospermo Enano verde de GOémez-Tah et al., 2023
17 liquido Yucatan
Leche de ND D’Amato et al., 2012
18 coco
19 Polen ND Saha et al., 2015
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Endospermo ND Huang et al., 2016
20 sélido
Embrién Chowgat Orange Jayaraj, 2019
21 Dwarf
Hojas Hainan Tall Yang et al., 2020
22 Coco aromético
Endospermo ND Lin et al., 2020
23 solido
PROTEOMICA Endospermo ND Kotecka-Majchrzak et
24 sélido al., 2021
Enano verde de
Endospermo Yucatan
25 sélido Alto del Pacifico Félix et al., 2023
mexicano
Embrién Enano verde de
Yucatan
26 Alto del Pacifico | Granados-Alegria et al.,
mexicano 2024

A pesar del gran tamafio del genoma del coco y la gran cantidad de genes que se
predice codifican proteinas, ningun trabajo ha podido extraer e identificar al menos la mitad
del numero de las proteinas predichas. D’Amato y colaboradores (2012) investigaron el
proteoma de la leche de coco, del cual se identificaron 307 proteinas. Posteriormente,
Huang y colaboradores (2016) generaron un mapa proteémico de coco utilizando
electroforesis bidimensional (2-D) y espectrometria de masas e identificaron 200 proteinas.
Por su parte, Lin y colaboradores (2020) aislaron proteinas de coco mediante una
membrana de didlisis y cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC-UV), Identificaron
dos tipos de globulina, una de 63 KDa, homéloga a la encontrada en la palma datilera (P.
dactylifera). La globulina estaba constituida de 564 aminoacidos y contrastaba en tamafio
con la detectada en la palma africana (E. guineensis) donde contenia 398 aminoacidos.
Por otra parte, Yang y colaboradores (2020), realizaron el andlisis protedmico basado en
iTRAQ, de las hojas de dos variedades de coco, una de ellas tolerante al frio (Hainan Tall)

y otra sensible (aroméatica). Encontraron proteinas involucradas en el metabolismo primario,
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en la respuesta al estrés, la fotosintesis y proteinas expresadas diferencialmente que
estaban relacionadas con la respiracion. De los trabajos protedmicos realizados en el cultivo
de coco, el de Yang y colaboradores es el que mas proteinas encontré con un total de 2975.
Dados los resultados anteriores y a que el metabolismo de carbohidratos y &cidos grasos
ha sido poco estudiado durante la maduracion de la semilla de cocotero, en el presente
trabajo se pretende resaltar la interrelacion entre estas dos rutas metabdlicas, ya que el
cocotero, como muchas otras plantas oleaginosas, depende de una adecuada
sincronizacion entre el metabolismo de los carbohidratos y los acidos grasos. La
comprension de estos procesos no solo es relevante desde el punto de vista biolégico, sino

también para el mejoramiento de la produccion de cocoteros.

1.9. PREGUNTAS DE INVESTIGACION
¢,Cuanto influye la variedad y el estadio de maduracion en la composicién del proteoma de
acidos grasos y carbohidratos en los endospermos liquido y sélido del coco?
¢En qué se diferencian los proteomas de los endospermos sélido y liquido de coco?

1.10 JUSTIFICACION

El cultivo del cocotero tiene gran importancia econémica por ser el “arbol de los mil
usos”. Dadas las propiedades benéficas asociadas a los endospermos solido y liquido del
coco, la comercializacion del agua tiene una estimacion de 961,9 millones de délares y se
predice que subird un 25% entre 2017 a 2025 (GVR, 2024) aunado a eso, las Arecaceae
ocupan la 3% posicién en consumo después de las Poaceae y las Fabaceae (Kong et al.,
2021). La semilla del cocotero contiene un endospermo liquido y uno sélido que exhiben el
metabolismo de carbohidratos y lipidos. Se conoce que, en las etapas tempranas del
desarrollo de la semilla, en el endospermo liquido se acumulan principalmente
carbohidratos y que dicha acumulacion disminuye en las etapas intermedias y maduras.
Ademas, se ha visto que los acidos grasos estan presentes en baja cantidad en la etapa
temprana y que su sintesis se incrementa en las etapas intermedia y tardia (Bourgis et al.,
2011). Hasta el momento no se conocen los mecanismos que regulan la dinamica de
acumulacién de carbohidratos y acidos grasos durante la maduracion de la semilla de
cocotero. Es de resaltar que esta falta de informacion también es una pregunta vigente para
otras especies oleaginosas, y que su estudio en cocotero puede aportar informacién con
respecto a las bases fundamentales de la especie y de la vida misma. La proteémica es

una herramienta que actualmente permite la identificaciéon masiva de proteinas. Entonces
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el enfoque protedémico basado en TMT aplicado en los endospermos sdélido y liquido de
coco permitira identificar en los diferentes estadios de desarrollo a las proteinas que son
clave en la regulacién del metabolismo de &cidos grasos y carbohidratos en esta especie.

1.11 OBJETIVOS GENERAL Y ESPECIFICOS
1.11.1 Objetivo general

Analizar el proteoma relacionado con el metabolismo de acidos grasos y carbohidratos de
los endospermos solido y liquido en distintos estadios de maduracién en dos cultivares de

cocotero.

1.11.2 Objetivos especificos

a) Obtener el proteoma de los endospermos sélido y liquido en tres estadios de
maduracion de dos cultivares de cocotero.

b) Identificar las proteinas asociadas al metabolismo de &cidos grasos y carbohidratos
en los endospermos sélido y liquido de frutos de cocotero.

c) Comparar el comportamiento cuantitativo de las proteinas relacionadas con el
metabolismo de los acidos grasos y de carbohidratos en tres diferentes etapas de
maduracion y entre las dos variedades de cocotero.

d) Seleccionar proteinas candidatas a ser clave en la regulacion del metabolismo de
acidos grasos y carbohidratos en las tres diferentes etapas de maduracion y entre

las dos variedades de cocotero
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1.12 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

{ Frutos de cocotero EVY y APM J

Inmaduro
Intermedio
Maduro

[ Endospermo sélido J [ Endospermo liquido J
l | |
! | ! }
.y . Cuantificacion de Reduccion - HPLC-ESI-MS/MS
Extraccion de proteina ) o, .., o
proteina Alquilacion- Digestion Secuenciacion

BIOINFORMATICA
Identificacion de proteinas

Figura 7. Estrategia experimental aplicada en este estudio.
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CAPITULO Il
2 Analisis protedmico del endospermo liquido de frutos de cocotero
2.1. Introduccion

Las semillas oleaginosas son un componente crucial en el suministro de alimentos
a la creciente poblacion mundial; recientemente, los productos a base de proteinas
vegetales se han vuelto populares entre los consumidores debido a su bajo costo,
beneficios para la salud y buenas propiedades funcionales (Thaiphanit y Anprung, 2016).
El mercado mundial de los endospermos sélido y liquido, y también de subproductos del
coco, alcanzé los 11,500 millones de ddélares americanos (Arhin et al., 2023). Hoy en dia,
la demanda de agua de coco ha aumentado debido a su aporte nutricional a la salud
humana (Teh et al., 2017). El endospermo liquido del fruto de cocotero ha sido utilizado
como bebida refrescante, aceite comestible, leche y entre otros.

Numerosos estudios evidenciaron diferencias entre variedades y/o cultivares,
estadios de maduracion, entre otros (Tan et al., 2014; Jackson et al., 2004). El endospermo
liquido del fruto de cocotero es mas que una simple bebida, en estadio inmaduro, contiene
compuestos similares a los estrogenos que podrian usarse para prevenir la enfermedad de
Alzheimer, aunado a esto, también se ha utilizado para tratar enfermedades renales (Lima
et al., 2015; Mahayothee et al., 2016). Si bien los consumidores prefieren el agua de coco
en las etapas inmaduras, Preetha et al. (2013) encontraron en ratas diabéticas, que, al
suministrar agua de coco maduro en lugar de agua de coco inmaduro, hubo un efecto
hipoglucemiante debido a la alta concentracién de compuestos bioactivos. Estudios previos
mostraron que el agua de coco inmaduro de las variedades altas contenia un mayor nivel
de cetonas, mientras que las variedades enanas tenian un mayor porcentaje de aldehidos
(Nasution et al., 2018). Anseleme et al. (2018) reportaron diferencias entre los azlcares
derivados del agua de coco pues describieron que los azlcares derivados de la palma de
coco enano amarillo de Malasia son mas hiperglucémicos que los de la palma de coco de
la variedad Alta de Africa occidental.

La comprensién de los procesos bioldgico- moleculares involucrados en el desarrollo
del fruto es un paso importante (Yousefi et al., 2023); ya que puede ayudar a manipular y
mejorar algunas variables de las plantas o de las semillas. Las plantas son sésiles, para
adaptarse a los factores ambientales hacen uso de proteinas y metabolitos que juegan un
papel importante en el mantenimiento de la homeostasis celular, y la regulacién de los

cambios fisiologicos (Yang et al., 2023). Hoy en dia, la proteébmica es una estrategia
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fundamental para estudiar el comportamiento de las proteinas en diferentes condiciones. El
analisis proteémico expresa la acumulacion de proteinas en un momento especifico. Nos
permite identificar biomarcadores, interacciones de redes de proteinas y vias biologicas
relevantes (Yang et al., 2022). La protedmica se ha utilizado en diversos campos como la
medicina, el cancer, las plantas y otros (Preese et al., 2018), pero en lo referente al coco,
la mayor parte de los trabajos protedmicos se han centrado en el endospermo sélido, dentro
de los cuales D'Amatto et al. (2012) han revisado el proteoma de la leche de coco, Huang
et al. (2016) han encontrado algunas proteinas de reserva. Recientemente, Félix et al.
(2023) han presentado un panorama proteémico del endospermo solido del coco,
enfocandose en el metabolismo de los carbohidratos y los lipidos.

En lo que respecta al endospermo liquido, sus mecanismos de regulacién son
desconocidos, no se conoce su composicion protedmica, lo que limita nuestra comprension
sobre el comportamiento de las proteinas a lo largo de la maduracién. En estudios previos,
se ha utilizado la metabolémica para analizar los cambios a lo largo de la maduracién
(Gémez-Tah et al., 2023; Kumar et al., 2021). Mientras que la presencia de varias proteinas
ha sido mencionada en trabajos previos (Garcia et al., 2005, Kwon et al., 1996), no obstante;
hasta la fecha no se ha realizado ningan trabajo proteémico destinado a identificar las
proteinas del endospermo liquido de la semilla de cocotero. La extraccion de proteinas de
cultivos recalcitrantes como el limén y el coco es dificil debido a su mayor contenido de
agua (Muccilli et al., 2009); no obstante, Thaiphanit y Anprung (2016), sugirieron que la
precipitacion de proteinas en su punto isoeléctrico podria ser un método adecuado para la
extraccion eficiente de proteinas de los subproductos del coco, aunque no lo llevaron a la
practica.

Dado lo anterior, el objetivo de este estudio fue identificar y comparar el proteoma
del endospermo liquido de dos cultivares de coco en diferentes estadios de maduracion.
Utilizando el TMT-SPS-MS3, se encontraron 881 proteinas en el cultivar EVY y 1125 en el
APM, respectivamente. Este trabajo proporciona un protocolo eficiente para la extracciéon
de proteinas a partir del endospermo liquido de frutos de cocotero, asi como el primer
andlisis protedmico cuantitativo de las proteinas del endospermo liquido presentes en tres
etapas distintas de la maduracion del endospermo liquido de dicha especie.

2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Recoleccion de material vegetal
Los cocos de los cultivares enano verde de Yucatan y el alto del Pacifico mexicano se
cosecharon de una plantacién ubicada a 20°24'03.95"N y 89°30'56.86"W en San Crisanto,
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Yucatan, México. La cosecha de los frutos se realizé siguiendo los criterios descritos en el
capitulo Il de la tesis. Los frutos fueron lavados con agua destilada estéril, se
descascarillaron manualmente, se corté el endocarpio con cuchillo estéril y se almacenaron
50 mL de endospermo liquido (agua de coco) a -80°C hasta su posterior procesamiento
(Figura 8 A-B).

2.2.2. Extraccion del proteoma del endospermo liquido de dos cultivares de

cocotero.

El pH inicial del endospermo liquido (agua de coco) se determind en el laboratorio con un
potencibmetro Ohaus (normalmente oscila entre 5.3 a 5.7). A continuacion, en tres tubos
Nalgene estériles se agregaron 35 mL de agua de coco, se ajusté el pH de cada tubo a 6.0
con NaOH. Los tubos se agitaron suavemente durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Enseguida, se centrifugaron a 14,000 x g durante 15 minutos a 4°C. El sobrenadante se
recuperd y se transfirié a nuevos tubos Nalgene; la pastilla se dej6 secar durante 30 minutos
a temperatura ambiente. A los sobrenadantes recuperados se les ajustdé el pH a 4,
afadiendo &cido clorhidrico concentrado (HCI); los tubos se agitaron suavemente durante
30 minutos a temperatura ambiente, se centrifugaron a 14,000 x g durante 15 minutos a
4°C y se recuperaron el sobrenadante y el precipitado, siguiendo el procedimiento descrito
en el paso previo. Al sobrenadante se le ajusto el pH a 2 con HCI. Para el caso de la
precipitacion a pH 8 y pH 10, al sobrenadante recuperado se le afiadio hidréxido de sodio
(NaOH) concentrado y se sigui6 el procedimiento de incubacion y centrifugacion descrito
previamente. Todas las incubaciones se realizaron a temperatura ambiente. Las pastillas
recuperadas de cada precipitacion se marcaron como pH 2, 4, 6, 8, 10, y enseguida, cada
uno de ellos se afiadié y resuspendié con 500 pl de H,O estéril. La resuspension se

almacend a -20°C hasta su uso (Figura 8 B-C).

2.2.3. Cuantificacion y andlisis de proteinas por SDS-PAGE

La concentracion de proteina en cada sobrenadante se determind segun el método de
Bradford, (1976). El analisis del perfil de proteinas (30 ug) se realizé en gel de 12 % SDS-
PAGE mediante electroforesis a 80 V por 2 horas a temperatura ambiente. Después de la
electroforesis, los geles se incubaron toda la noche en tincion de azul de Coomassie y se
destifieron en una solucién que contenia acido acético al 10 %, metanol al 25 % y agua
destilada estéril (Figura 8 D).

2.2.4. Protebmica

La preparacion de las muestras para protedmica, el marcaje de TMT vy el fraccionamiento

de péptidos por nano-LC-MS/MS, la seleccion de precursor sincrono SPS-MS3, y los
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analisis bioinformaticos, se realizaron siguiendo el procedimiento descrito en el capitulo IlI

de esta tesis (Figura 8 E-H).
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Figura 8. Flujo de trabajo experimental para la realizacién del analisis proteémico basado en TMT-

SPS-MS3 en las proteinas del agua de coco de los cultivares EVY y APM.

2.3. RESULTADOS
2.3.1. Comparacion de frutos de cocotero de EVY y APM

El fruto de cocotero es un fruto no climatérico que a lo largo de su maduracién registra
cambios a nivel fisiol6gico, morfolégico y fisicoquimico. Dado que los cambios morfolégicos
son los mas evidentes, nuestra clasificacion de la maduracion de los frutos de coco de los
dos cultivares, fue dividida en tres estadios: inmaduros, intermedios y maduros (Figura 9
A, B). Cuando el coco esta inmaduro, esta lleno de agua y pesa mas que en los otros
estadios, en el intermedio pierde un poco de agua y finalmente en el estadio maduro pesa

menos que los dos estadios anteriores
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Figura 9. Comparacion de frutos de cocotero de dos cultivares durante la maduracion. A) Peso

del fruto de coco en gramos (g) B) Volumen de agua del fruto de coco en mililitros (mL) C) Grados
Brix del agua del fruto del coco en porcentaje (%).

2.3.2. Electroforesis de proteinas del endospermo liguido de los cultivares EVY y
APM.

Los resultados mostraron que, en el endospermo liquido, las proteinas con pesos
moleculares de 46 y 33 KDa son comunes en los tres estadios de maduracion de los dos
cultivares. Mientras que las proteinas con pesos moleculares de 114 KDa son exclusivas o
mas abundantes en los estadios intermedios y maduros del cultivar APM y el estadio
intermedio del cultivar EVY. Las proteinas cuyo peso molecular es de 81 KDa estan
presentes solamente en el estadio inmaduro e intermedio del cultivar APM y el estadio
inmaduro del cultivar EVY (Figura 10).
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Alto del Pacifico Mexicano Enano Verde de Yucatan
KDa P.M Inm Int Mad Inm Int Mad
199 — , 1 _
114 — S=——= '
81 — ' - KDa
46 — ﬁ 4 46
33 — H -3
27 — P

Figura 10. Perfil electroforético en geles de 12% SDS-PAGE de polipéptidos del endospermo
liquido de los cultivares EVY y APM. A la izquierda los diferentes pesos moleculares, a la derecha

pesos moleculares de polipéptidos encontrados en el endospermo liquido.

2.3.3. Analisis protedmico e identificacion de proteinas utilizando etiquetas de masa
en tdndem (TMT)

Mediante el etiquetado TMT-SPS-MS3, en el endospermo liquido se encontraron 881
proteinas en EVY y 1125 en APM, respectivamente. El diagrama de Venn mostré la
distribucion de las proteinas de los diferentes estadios de maduracion de los cultivares EVY
y APM. En el cultivar APM, 781 proteinas fueron compartidas en los tres estadios de
maduracién. Al comparar las proteinas encontradas en los dos cultivares, hubo 436 que
fueron compartidas entre estos dos cultivares y las tres etapas de maduracion (Figura 11).
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Figura 11. Representacion proporcional en diagrama de Venn de las proteinas identificadas
en cada etapa de maduracion y en cada cultivar. En el cultivar APM, las réplicas biolégicas de los
diferentes estadios se marcaron de la siguiente manera: Inmaduro (Inm APM), Intermedio (Int APM),
Maduro (Mad APM). El cultivar EVY fue el siguiente: Inmaduro (Inm EVY), Intermedio (Int EVY),
Maduro (Mad EVY).

2.3.4. Andlisis de componentes principales (ACP)

Las réplicas bioldgicas de las etapas inmadura, intermedia y madura del cultivar EVY y APM
se analizaron mediante ACP. El analisis ACP mostré que cada una de las réplicas se
agruparon de acuerdo a los diferentes estados de maduracion de cada cultivar. Los
diferentes estadios de maduracion del APM se agruparon en el recuadro superior izquierdo,
mientras que los estadios del cultivar EVY se diferenciaron claramente al agruparse en
areas diferentes a las del otro cultivar. Esto muestra una reproducibilidad bioldgica en la
abundancia de proteinas. Por otra parte, la varianza acumulada de CP1 (48%) y CP2
(24,2%) permite explicar hasta el 72.2% de la variacion entre las etapas analizadas (Figura
12). Los datos de ACP reagruparon los diferentes estadios y cultivares entre si.
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Figura 12. Analisis de componentes principales (ACP) de las tres etapas de maduracion,
inmaduro, intermedio y maduro, de los endospermos liquidos de dos cultivares de frutos de
cocotero EVY y APM. Para cada etapa de maduracién se realizaron tres réplicas. En el cultivar
APM, las réplicas biol6gicas de los diferentes estadios se marcaron de la siguiente manera: Inmaduro
(Inm APM), Intermedio (Int APM), Maduro (Mad APM). El cultivar EVY fue el siguiente: Inmaduro
(Inm EVY), Intermedio (Int EVY), Maduro (Mad EVY).

2.3.5. Rutas KEGG
Cuando las anotaciones de las secuencias de las proteinas fueron cargadas y analizadas
en la base de datos del Kyoto Encyclopedy of Genes and Genomes (KEGG)

(https://www.genome.jp/tools/kofamkoala/), se encontraron diferencias entre los cultivares

EVY y APM. En las rutas metabdélicas (KO01110) estuvieron involucradas 156 proteinas del
cultivar APM, y 120 proteinas del cultivar EVY, respectivamente. En la biosintesis de
metabolitos secundarios (KO01110) 81 y 63 proteinas estuvieron involucradas.
Adicionalmente, 59 y 47 proteinas, mantenian relacion con el metabolismo microbial en
diversos ambientes (KO01120), 39 y 32 proteinas, con el metabolismo de carbono
(KO01200). Ademas, 29 y 23 proteinas estaban relacionadas con la biosintesis de
aminoacidos (KO01230), otras 23 y 9 proteinas estaban relacionadas con la biosintesis de
cofactores (KO01240), otras 15 y 9 proteinas estuvieron relacionadas con el metabolismo
del acido 2-oxo-carboxilico (KO01210), 11 y 9 proteinas estuvieron relacionadas con el
metabolismo de &cidos grasos (KO01212), y finalmente 11 y 10 proteinas estan

relacionadas con el metabolismo de azucares de nucle6tidos (KO01250) (Figura 13).
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Figura 13. Rutas metabdlicas deducidas a partir del KEGG en frutos de cocotero de los
cultivares APM (Azul) y EVY (Rojo).

2.3.6. Proteinas acumuladas diferencialmente

Uno de los objetivos principales de la secuenciacion del proteoma del endospermo liquido
fue comparar los niveles de acumulacion de las proteinas en las semillas de dos cultivares
de cocotero en tres estadios de maduracion. La Figura 14 ilustra el nUmero de proteinas
reguladas al alza o a la baja entre la comparacion de los estadios. De las proteinas
acumuladas diferencialmente, se pueden formar tres estadios de maduracion: inmaduro
(Log2FC Int/Inm); intermedio (Log2FC Mad/Int); y maduro (Log2FC Mad/Inm). El estadio
inmaduro es el Unico de los dos cultivares que tiene el mayor nimero de proteinas
acumuladas al alza. La mayor parte de las proteinas fue regulada a la baja
independientemente del estadio de maduracién y del cultivar. Estos resultados indicaron
que la identificacion y cuantificacion de estas proteinas acumuladas diferencialmente fue
debida al cambio cuantitativo en su comportamiento debido a que estan relacionadas con

la maduracion del agua del fruto de coco.
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Figura 14. Cambios generales en la regulacién de las proteinas de los frutos de cocotero de
dos cultivares en tres estadios de maduracion. Los diferentes estadios se describieron de la
siguiente manera: inmaduro (Int/Inm); intermedio (Mad/Int) y maduro (Mad/Inm). Las proteinas que

estuvieron acumuladas hacia arriba (barras azules) y hacia abajo (barras naranjas).

2.3.7. Proteinas del metabolismo de carbohidratos acumuladas diferencialmente
(PAD) en el endospermo liquido de los cultivares EVY y APM

2.3.7.1.  Glucdlisis

A lo largo de la maduracion, el comportamiento de las proteinas involucradas en la glucolisis
cambi6. En el endospermo liquido del cultivar EVY, las proteinas 6-fosfofructocinasa,
difosfato:fructosa-6-fosfato 1-fosfotransferasa (Q9C9K3), triosa fosfato isomerasa (P4891),
fosfoglicerato mutasa independiente de 2,3-bisfosfoglicerato (004499), enolasa (P25696,
Q9C9C4), fructosa bisfosfato aldolasa (Q9ZU52), D-glucopiranosa 6 fosfato (P34795,
Q8H103) fueron reguladas a la baja. Por otra parte, las proteinas fosfoglicerato cinasa
(QILD57), gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (Q9FX54, Q1WIQ6) tuvieron un
comportamiento antagonico, pues fueron acumuladas al alza. En cuanto a la glucélisis en
el cultivar APM, se observd que la fosfoglicerato cinasa (Q9LD57), la piruvato cinasa
(Q9FNN1, Q94KE3), D-glucopiranosa 6 fosfato (P34795) difosfato:fructosa-6-fosfato 1-
fosfotransferasa (Q9C9K3), fueron acumuladas al alza. Las proteinas triosa fosfato
isomerasa (P48491), piruvato cinasa (Q9FM97) mostraron una acumulacion en el estadio
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inmaduro y aumentaron su acumulacién en los estadios intermedio y maduro. La Unica
proteina que mostré el mismo comportamiento en los dos cultivares es la fosfoglicerato
cinasa (Q9LD57) (Figura 15; Figura 33 anexos).
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Figura 15. Glucoélisis en el endospermo liquido en estadios inmaduro, intermedio y maduro de
los cultivares EVY y APM.

2.3.7.2.  Ciclo de Calvin-Benson

La fotosintesis es primordial para la vida de las plantas. En el endospermo liquido del
cultivar EVY, las proteinas fructosa bisfosfato aldolasa (Q9ZU52, Q9SJQ9), triosa fosfato
isomerasa (P48491), trancetolasa (F4IW47), ribulosa bisfosfato carboxilasa (003042)
fueron reguladas a la baja mientras que la proteina fosfoglicerato cinasa (Q9LD57) fue
acumulada al alza. En cuanto al endospermo liquido del cultivar APM, todas las proteinas
fueron reguladas a la baja, a excepcion de la ribosa 5 fosfato isomerasa (Q9FI13) y la
fosfoglicerato cinasa (Q9LD57) que fueron acumuladas al alza. La proteina fosfoglicerato
cinasa (Q9LD57) mostr6 el mismo comportamiento tanto en el cultivar EVY como APM
(Figura 16).
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Figura 16. Ciclo de Calvin-Benson en el endospermo liquido en estadios inmaduro, intermedio

y maduro de los cultivares EVY y APM.

2.3.7.3. Rutas de las pentosas fosfato

La ruta de las pentosas fosfato esta relacionada con la glucdlisis y la fotosintesis. En el
cultivar EVY, las proteinas transcetolasa (F41W47), 6 fosfogluconato deshidrogenasa
(descarboxilante) (QOFWAS, Q9FFR3), transaldolasa (F4IW47) fueron reguladas a la baja.
Las proteinas transaldolasa (F41C59), 6 fosfogluconolactosa (Q84WW2) tuvieron una
acumulacién en el estadio inmaduro y luego hubo un decremento en los estadios
posteriores. En cuanto a las proteinas glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (Q9FJI5),
transaldolasa (Q9LYRA4), ribulosa fosfato 3 epimerasa (Q9SAU2) y probable ribulosa 5
fosfato isomerasa (Q9FI13), no mostraron cambios en los tres estadios de maduracién. En
el cultivar APM, la 6 fosfogluconolactona (Q84WW?2), 6 fosfogluconato deshidrogenasa
(decarboxilante) (Q9FWAS3), transaldolasa (F4IC59) tuvieron una acumulacién en los

estadios tempranos y luego fueron reguladas a la baja en los estadios tardios (Figura 17).
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Figura 17. Rutas de las pentosas fosfato en el endospermo liquido en estadios inmaduro,

intermedio y maduro de los cultivares EVY y APM.

2.3.7.4.
El CAT tiene dos vias de iniciacioén, la primera, cuando el malato es oxidado a oxaloacetato

Ciclo de los &cidos tricarboxilicos (CAT)

mediante la malato deshidrogenasa, la segunda, cuando el oxaloacetato es el sustrato
primario a ser condensado con el acetil-CoA mediante la proteina citrato sintasa y entonces
ambos son canalizados a los intermedios del CAT. En el endospermo liquido del cultivar
EVY, las proteinas citrato hidroliasa (formadora de cis-aconitato) (Q9SIB9) y la cis-aconitato
hidratasa (Q9SIB9) no tuvieron cambios en la abundancia de proteina entre los tres
estadios de maduracion. Con respecto a la malato deshidrogenasa (P57106, Q9ZPQ6,
Q9SN86), sucinato:quinona oxidorreductasa (082663) y la sucinil-CoA sintetasa (082662),
dichas proteinas fueron reguladas a la baja. En el caso del cultivar APM, las proteinas citrato
hidroliasa (formadora de cis-aconitato) (Q9SIB9) y la cis-aconitato hidratasa (Q9SIB9),
malato deshidrogenasa (P57106, Q9SN86, PMDH1, pNAD-MDH) y lasucinato:quinona
oxidorreductasa (082663), estas proteinas no tuvieron cambios en su abundancia entre
los tres estadios de maduracién. Las demas proteinas del cultivar APM fueron reguladas a
la baja. La mayoria de las proteinas fueron reguladas a la baja en los dos cultivares,

solamente la proteina citrato sintasa (P20115) fue acumulada al alza en el EVY (Figura 18).
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Figura 18. Ciclo del acido tricarboxilico en el endospermo liquido en estadios inmaduro,
intermedio y maduro de los cultivares EVY y APM. (A) CAT en plantas, variacién V y en (B)

plantas variacion Il y hongos.

2.4. DISCUSION

Durante la maduracion del fruto del coco, los cambios fisicos y morfolégicos resultan
muy significativos, tanto que afectan el color y el peso del fruto; consecuentemente, en la
semilla embebida en el fruto también se afecta el contenido de azlcar soluble y los grados
brix en el endospermo liquido, entre otros parametros. En este estudio, se utilizé6 TMT para
identificar de manera cuantitativa, los cambios en abundancia de las proteinas, asi como
su potencial regulacion, ambos factores relacionados con el metabolismo de la maduracion
del endospermo liquido del fruto de cocotero. Dado lo anterior, este andlisis proteémico
proporciona una perspectiva mas amplia de la dinamica del proteoma durante la
maduracién del coco y desentrafia e identifica a proteinas relacionadas con procesos
metabolicos, biosintesis de metabolitos secundarios, metabolismo del carbono, biosintesis
de aminoécidos, biosintesis de cofactores, biosintesis de acidos grasos, entre otros.

Burns y colaboradores, (2020) reportaron que la maduracién del fruto de coco se
clasifica en 3 etapas: inmaduro (<8 meses), intermedio (9-10 meses) y maduro (+11 meses).
A su vez, Prades y colaboradores, (2012) reportaron que un coco inmaduro puede pesar
entre 0.8 a 2 kg, resultados similares a los encontrados en los cultivares APM y EVY; no

obstante, el fruto del cultivar Alto del Pacifico mexicano puede llegar a pesar hasta 3.5 Kg
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(Figura 17 A). Kumar y colaboradores (2018), reportaron que a lo largo de la maduracién
hay una disminucién en el volumen del agua de coco donde el fruto alcanza su mayor
volumen a los 8 meses (estadio inmaduro). Este comportamiento se refleja en nuestro
trabajo, donde el volumen de agua de coco pas6 de 600 mL en el estadio inmaduro a 200
mL en el estadio maduro (cultivar APM) y de 200 mL a 160 en el cultivar EVY (Figura 17 A).

La composicion del agua de coco varia con la etapa de maduracion, la variedad y otros
factores (Naik et al., 2020). Chen y colabores, (2018) y Zhang y colaboradores, (2020),
encontraron que la conductividad, el pH del agua de coco inmaduro almacenado,
aumentaron a medida que pasa el tiempo de almacén. Prades y colaboradores (2012),
relataron que, durante el proceso de maduracion, el endospermo solido crece y el agua de
coco es reemplazada parcialmente por células que almacenan lipidos, lo que coincide con
el aumento de las proteinas de almacenamiento en la maduracién. A su vez, Solangi e
Igbal, (2011) comentaron que la grasa, la proteina, los sélidos solubles, la acidez
incrementaron de manera constante con la madurez (Figura suplementaria 30). En nuestro
estudio se han observado eventos similares (Ver Figuras en anexos) a lo largo de la
maduracion de los dos cultivares donde en el estadio inmaduro el coco esté lleno de agua
y pesa mas que los estadios intermedio y maduro.

Por otra parte, en el ACP se introdujo los datos prote6micos que nos permite observar
diferencias entre estadios inmaduro, intermedio y maduro. Estos resultados coinciden con
las caracteristicas morfologicas establecidas segun los criterios de la maduracion del
cocotero: inmaduro, intermedio, maduro (Zheng et al., 2019); las abundancias relativas de
los diferentes cultivares y estadios se agruparon entre si.

Este estudio protedomico del endospermo liquido mostré diferencias en la
acumulacion de las diferentes proteinas. La acumulacion de los carbohidratos desempefia
papel crucial en el desarrollo de las plantas (Li et al., 2017). En el metabolismo de los
carbohidratos, la glucdlisis, el CAT y la cadena de transporte de electrones mitocondrial son
esenciales para las funciones celulares. (Zhang et al., 2021). La mayoria de las proteinas
del metabolismo de los carbohidratos fueron reguladas a la baja. En la glucdlisis, la
fosfofructocinasa es la enzima que cataliza la conversion de fructosa en fructosa 6 fosfato.
En los dos cultivares esta proteina fue regulada a la baja. Nilo-Polanco et al. (2021),
reportaron que una disminucion en la acumulacion de fosfofructocinasa en frutas maduras
de durazno, coincide con una mayor conversion de sacarosa en fructosa a través de la
supresion de la sintesis de sacarosa y la fosforilacion de fructosa. En cuanto al malato, éste

se puede utilizar como sustrato respiratorio en el CAT o convertirse en piruvato mediante la
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actividad de la enzima malica y también la conversioén de malato en piruvato puede influir
en el flujo glucolitico (Katz et al., 2011).

La fotosintesis juega un papel crucial en las plantas. Es un proceso metabdlico complejo
que ocurre en las hojas y aun esta activo en los frutos verdes (Zhang et al., 2022). En los
organismos fotosintéticos y durante la maduracion de la fruta, la RuBisCo esta involucrada
en el primer paso de la fijacion de carbono. En este estudio, la RuBisCo fue regulada a la
baja en las dos variedades, comportamiento similar al encontrado en los dos cultivares de
durazno estudiados por Jiang y colaboradores (2020). Aunque no se sabe mucho sobre el
proteoma del endospermo liquido, este trabajo dilucidé diferencias entre los diferentes
estadios de maduracion.

La protedémica del endospermo liquido en la semilla de cocotero es crucial para su
maduracion, ya que regula diversos procesos bioquimicos y metabdlicos esenciales. Las
proteinas presentes en este tejido no solo garantizan la disponibilidad de nutrientes clave
para el desarrollo del embrién, sino que también protegen la semilla frente a factores de
estrés y facilitan la activacion de rutas metabdlicas necesarias para la germinacién. De este
modo, el analisis de las proteinas del endospermo liquido ofrece una comprensién profunda
de su papel fundamental en el crecimiento y la viabilidad de la semilla de cocotero.
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CAPITULO Il
3 El panorama protedmico durante la maduracion del endospermo sdlido de dos
cultivares diferentes de coco revela una modulaciéon contrastante de las vias

metabdlicas de carbohidratos y 4cidos grasos

Este capitulo es la traduccion al espafiol del articulo: Félix et al. (2023). Proteome
Landscape during Ripening of Solid Endosperm from Two Different Coconut Cultivars
Reveals Contrasting Carbohydrate and Fatty Acid Metabolic Pathway
Modulation. International Journal of Molecular Sciences. 24:10431.
https://doi.org/10.3390/ijms241310431

3.1. Resumen

Cocos nucifera L. es un cultivo que crece en los trépicos hUmedos. Se agrupa en dos clases
de variedades: enanas y altas; independientemente de la variedad, el endospermo del coco
acumula carbohidratos en las primeras etapas de maduracién y acidos grasos en las etapas
posteriores, aunque se desconocen los factores bioquimicos que determinan tal
comportamiento. Se utilizé el etiquetado masivo en tandem con seleccion de precursores
sincronicos (TMT-SPS-MS3) para analizar los proteomas de los endospermos sdlido y
liguido de los cultivares de coco Enano verde de Yucatan (EVY) y Alto del Pacifico mexicano
(APM). El andlisis se realiz6 en etapas de desarrollo inmaduras, intermedias y maduras
para comprender mejor la regulacién del metabolismo de carbohidratos y lipidos. Los
analisis proteémicos mostraron 244 proteinas en EVY y 347 en APM; de estas, 155
proteinas fueron compartidas entre ambos cultivares. Ademas, los proteomas relacionados
con la glucdlisis, la fotosintesis, la gluconeogénesis y los asociados con la biosintesis y
elongacién de los &cidos grasos fueron acumuladas al alza en el endospermo sélido de
APM, mientras que en EVY fueron reguladas a la baja. Estos resultados respaldan que los
metabolismos de carbohidratos y acidos grasos difieren entre las etapas de desarrollo del
endospermo sélido y entre las cultivares EVY y APM. Este es el primer estudio de
proteémica que compara diferentes etapas de madurez en dos cultivares contrastantes de
coco y ademas de clarificar aspectos de la protedmica de la maduracion del coco, también
podria ayudar a mejorar la comprension del proceso de maduracién de otras especies de

palmas.
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Palabras clave: protedmica; variedades de coco; endospermo soélido; etapas de

maduracion; metabolismo de carbohidratos y lipidos; TMT-SPS-MS3.

3.2.  Introduccion

El cocotero (Cocos nucifera L.) es una palmera milenaria cuyo uso es integral en las zonas
tropicales y subtropicales (Niral et al., 2021). El coco pertenece a la familia Arecaceae, que
también incluye la palma aceitera (Elaeis guineensis) y la palmera datilera (Phoenix
dactylifera L.); fuente de aceite (la primera) y de carbohidratos (la segunda) para las
industrias alimentaria y farmacéutica (Burns et al., 2020; Kong et al., 2021).

La palma de cocotero muestra muchas variaciones morfolodgicas y genéticas, por ejemplo,
el tamafio del &rbol y del fruto; la polinizacion de las flores, pero se clasifican en dos grupos,
segun la morfologia y los habitos de crecimiento, las variedades “Altas” y las “Enanas”
(Nartvaranant, 2019; Niral et al., 2021). Ademas, existen los hibridos resultantes de la
polinizacion cruzada entre altos y enanos o viceversa (Islas-Flores y Tzec-Sim4a, 2021,
Sudha et al., 2021). Las variedades altas comienzan a florecer entre 5y 7 afios después de
la siembra y contintan produciendo inflorescencias y frutos hasta que tienen entre 80 y 100
afos. Cuando son adultas, las palmeras altas alcanzan los 20-30 m de altura; produciendo
frutos de tamafio mediano a grande con abundante endospermo sélido y alto contenido de
aceite (Lantican et al., 2019). En el caso de las variedades de palmeras enanas, comienzan
a florecer y fructificar 3-4 afios después de plantadas, y contindan produciendo hasta los 50
afios. Como adultos, miden entre 8 y 10 m de altura y producen frutos de tamafio pequefio
a mediano con cantidades moderadas de endospermo sélido y menos contenido de aceite
que las variedades altas (Boonkaew et al., 2018). La semilla del cocotero es una drupa, su
forma varia de esférica a ovalada e incluye el endospermo sélido y el endospermo liquido
ligeramente dulce (agua de coco) (Naik et al., 2020).

El endospermo sélido, también llamado “carne de coco” y cuando se seca “copra”, es una
fuente de aceite compuesto por triacilgliceroles (TAGs) con acidos grasos de cadena larga,
media y corta, donde predominan los acidos grasos saturados de cadena media (AGSCM),
es decir, &cido laurico (C12:0), &cido miristico (C14:0) y &cido palmitico (C16:0), entre otros,
y el contenido de acidos grasos totales es mayor en la variedad alta que en la enana (Tenda
et al., 2022; Zheng et al., 2019). El aceite de coco contiene altos niveles de acido laurico y
exhibe caracteristicas como una mayor estabilidad oxidativa, bajos puntos de fusion y
formacion de emulsiones estables, todas muy apreciadas en las industrias alimentaria y

guimica (Kumar, 2011; Reynolds et al., 2019). Ademas, debido a su alto contenido de
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antioxidantes como el tocoferol y el B-caroteno, el aceite de coco muestra diversos
beneficios para la salud como proteccion antibacteriana, antiviral y cardiovascular (Yuniati
et al., 2021); asi, el coco es uno de los cultivos més utiles para los humanos (Reynolds et
al., 2019).

El crecimiento y la maduracion del fruto del coco estan intrinsecamente relacionados con el
desarrollo de los diferentes componentes de la semilla, es decir, endospermo, pericarpio y
embrién. Sin embargo, a diferencia del endospermo liquido, el endospermo sélido de la
fruta de coco no se acumula sincronicamente con la maduracién de la fruta porque
comienza a acumularse alrededor de la periferia interna del saco embrionario al sexto mes
después de la polinizacion. Las primeras células sélidas del endospermo tienen la
apariencia de una matriz similar a una gelatina transparente de color crema y contienen
muchos tipos de carbohidratos estructurales (Angeles et al., 2018). Cuando los frutos estan
madurando, el endospermo sdélido se vuelve mas grueso, de color blanco y con una
estructura mas compacta; luego, las células del endospermo detienen su acumulacién y
comienzan a funcionar como reservorio de proteinas y triacilgliceroles (Angeles et al.,
2018).

Bourgis et al. (2011) analizaron los transcriptomas de las palmas de aceite y datilera, dos
especies de Arecaceae con metabolismos contrastantes. Descubrieron que el alto
contenido de aceite en E. guineensis se asoci6 con altos niveles de expresion
transcripcional de genes biosintéticos de acidos grasos, mientras que los niveles
transcripcionales de enzimas de glucdlisis fueron comparables en ambas especies.
Naganeeswaran et al. (2020) realizaron un analisis transcriptomico de callos embriogénicos
de P. dactylifera e identificaron 53251 transcritos. Las vias enriquecidas con KEGG
estuvieron representadas predominantemente por vias metabdlicas que incluyen
carbohidratos y energia, de acuerdo con la acumulacién casi exclusiva de carbohidratos en
la palmera datilera. En el caso del coco, la semilla acumula carbohidratos en etapas
tempranas de desarrollo, mientras que en etapas intermedias y maduras acumula acidos
grasos (Islas-Flores y Tzec-Sim4, 2021). El analisis de transcriptdmica es muy valioso, pero
la expresion de la transcripcion no se correlaciona necesariamente con la traduccion de
proteinas, por lo que también es necesario el analisis protedmico.

En el caso de los estudios de protedmica realizados en endospermo sélido de coco,
D’Amato et al. (2012) reportaron un proteoma de 307 proteinas asociadas a la leche de
coco, un derivado del endospermo solido. Huang et al. (2016) usando electroforesis

bidimensional basada en gel (2-DE) generaron un mapa proteémico de proteinas comunes
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en los endospermos soélidos en 14 muestras de coco recolectadas en diferentes provincias
de China, Tailandia y Vietnam. Encontraron al menos 200 puntos de polipéptidos, y al
secuenciar algunas de estos polipéptidos mediante  MALDI-TOF-TOF-MS
(desorcién/ionizacion laser asistida por una matriz con deteccion de masas por tiempo de
vuelo) encontraron homologia con la globulina 7S, la glutelina y una proteina cinasa similar
a un receptor putativo. Recientemente, Ma et al. (2022) mediante shotgun identificaron 1686
proteinas en el endospermo sélido. La digestién in silico de globulinas y proteinas
antioxidantes con pepsina y tripsina les permitieron predecir péptidos con actividad
emulsionante y antioxidante. Desafortunadamente, la base de datos de esta investigacion
no esté disponible al publico, lo que impide un analisis posterior. Ademas, todos estos
trabajos realizados en el endospermo sélido del coco, parecen incompletos porque carecen
de informacién sobre las variedades y estadios de desarrollo de los frutos utilizados, ya que
los cambios protedmicos estan influenciados, al menos en parte, por dichos factores.

El coco es un fruto no climatérico, como las nueces, la castafa, las almendras, los
pistachos, en los que la mayor atencién se ha centrado en el desarrollo de tecnologias para
la extraccion de aceite, la prevencién del enranciamiento y la estabilidad postcosecha, pero
con pocos estudios enfocados en los procesos bioquimicos de maduracién. El cocotero
Enano verde de Yucatan (EVY) y el Alto del Pacifico mexicano (APM), son dos cultivares
con caracteristicas contrastantes debido a que el fruto del primero se utiliza principalmente
para el consumo de agua, y el segundo para la produccidn de copra y extraccion de aceite
(Sudha et al., 2021). Sin embargo, la base molecular y bioquimica de estas diferencias aun
no se conoce.

Este estudio tuvo como objetivo investigar la regulacion del metabolismo de carbohidratos
y acidos grasos, durante la maduracién del fruto de coco para encontrar las proteinas
involucradas en estos procesos metabdlicos. Utilizando la seleccion de precursores
sincrénicos de etiquetas de masa en tandem (TMT-SPS-MS®), se realiz6 un anlisis
protedmico en el endospermo sélido de coco, comparando el endospermo solido de frutos
de coco, inmaduros, intermedios y maduros de los cultivares Enano verde de Yucatan y
Alto del Pacifico mexicano

Se identificaron 244 proteinas en el cultivar EVY y 347 en APM, y se encontraron enzimas
involucradas en el metabolismo de lipidos y carbohidratos en ambos cultivares. Las
proteinas involucradas en las vias de la glucdlisis y del metilglioxal se acumularon al alza
en APM, pero se regularon a la baja en EVY. En cuanto al metabolismo de los lipidos, las

proteinas se acumularon mas en el APM que en el EVY a medida que avanza la
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maduracién, lo que coincide con el uso del APM destinado principalmente a la
transformacion industrial debido a su alto contenido de aceite.

Hasta donde sabemos, este es el primer informe protedmico integral que se enfoca en el
proceso de maduracion de endospermos sélidos de coco de dos variedades contrastantes,
lo que contribuye a comprender el metabolismo de los lipidos y carbohidratos en el coco,
pero también en otras semillas oleaginosas, que estan poco estudiadas en términos de sus
procesos de maduracion.

3.3. Materiales y métodos

3.3.1. Recoleccion de material vegetal

Los cocos de los cultivares Enano verde de Yucatan y el Alto del Pacifico mexicano se
cosecharon de una plantacién ubicada a 20°24'03.95"N y 89°30'56.86"W en San Crisanto,
Yucatan, México. La inflorescencia mas joven esta en la parte superior de la palma, mas
cerca del meristemo apical, y muestra una espata cerrada (etapa 0, ningun évulo fertilizado
en los ovarios). El cocotero produce una inflorescencia por mes, y los primeros 6vulos
fertilizados ocurren en la inflorescencia en la etapa 1, por lo que a partir de la etapa 0 de la
inflorescencia, la edad de las inflorescencias y los frutos aumenta cada mes en direccion al
suelo (Perera et al., 2010; Oropeza et al., 2011). Los estados de madurez de los frutos se
clasificaron como inmaduros para frutos de 6 a 8 meses, intermedios para frutos de 9 a 10
meses y maduros para frutos de 11 a 14 meses. Los frutos se desinfestaron con agua
destilada estéril, se descascarillaron manualmente, se corté el endocarpio con cuchillo
estéril y se almacenaron 20 g de endospermo solido a -80°C hasta su posterior

procesamiento.

3.3.2. Extraccién del proteoma del endospermo sélido de coco

Las proteinas se extrajeron de acuerdo con Islas-Flores et al. (1998), con modificaciones.
Brevemente, se trituré un gramo (1 g) de endospermo sélido hasta obtener un polvo fino
con mortero estéril en nitrégeno liquido y luego se le afiadi6 1 ml de amortiguador que
contenia Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, NaCl 50 mM, 10 % de glicerol, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM,
3-mercaptoetanol 5 mM, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM y % de pildora de
cOctel inhibidor de proteasa (Roche). Después de la homogenizacion, se centrifugé durante
30 minutos a 13000 rpm y 4°C, y el sobrenadante se almacené a -20°C hasta su uso. Cada
muestra de cada etapa de desarrollo se extrajo individualmente; las réplicas biologicas

fueron por triplicado.
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3.3.3. Cuantificacién y analisis de proteinas por SDS-PAGE

La concentracion de proteina en cada sobrenadante se determiné segun el método de
Bradford, (1976). El andlisis de 30 pg de proteinas se realizo en gel SDS-PAGE al 12 % y
se sometio a electroforesis a 80 V durante 2 h a temperatura ambiente. Después de la
electroforesis, los geles se incubaron toda la noche en solucién de azul de Coomassie y se
destifieron en una solucién que contenia acido acético al 10 %, metanol al 25 % y agua
destilada estéril.

3.3.4. Preparacion de muestras para protedmica

Para cada muestra se precipitaron 1200 ug de proteinas con cloroformo-metanol segun
Burgos-Canul et al. (2019). Cien microgramos (100 ug) de proteinas por muestra se
redujeron durante 45 min a 60 °C con Tris (2-carboxietil) fosfina (TCEP) 10 mM, se
alquilaron con lodoacetamida (IA) 30 mM durante 1 h a temperatura ambiente y oscuridad,
y se redujeron con ditiotreitol (DTT) 30 mM. Enseguida, las proteinas se precipitaron toda
la noche a -20 °C en acetona fria y se centrifugaron a 10 000 x g durante 15 min a 4 °C.
Las pastillas se secaron durante 15 min a temperatura ambiente y las proteinas se
suspendieron en 100 pL de tampdn de digestion que contenia bicarbonato de trietilamonio
(TEAM) 50 mM y dodecilsulfato de sodio (SDS) al 0.1 %, y se digirieron durante la noche a
37 °C con tripsina. 1:30 (p/p) (Promega, Madison WI, Trypsin Gold, grado espectrometria
de masas). Luego, se agrego tripsina recién preparada 1:60 p/p y se incubé durante 4 h a
37 °C, y se detuvo la reaccién de digestién a 80 °C (Hernandez-Pérez et al., 2019). Los
péptidos digeridos con tripsina se desalaron y secaron a temperatura ambiente.

3.3.5. Marcaje de TMT y fraccionamiento de péptidos

Se afiadieron etiquetas de masa en tandem (TMT), en este caso TMT-9plex, disuelto en
acetonitrilo y se agitaron suavemente. Las muestras de péptidos se resuspendieron en
tampdn de bicarbonato de trietilamonio (TEAB) 100 mM durante 5 minutos y se conjugaron
con la resuspension de TMT-9plex a temperatura ambiente durante 1 h, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Las muestras de EVY y APM se etiquetaron y analizaron por
separado. Para cada cultivar, los péptidos de coco en estado inmaduro se marcaron con
los reactivos 126, 127N, 128N; las proteinas de la etapa intermedia se marcaron con 128C,
129N, 129C, y las proteinas de la etapa madura se marcaron con 130N, 130C, 131. El
marcaje de péptidos se detuvo con 5% de hidroxilamina, incubando a temperatura ambiente
durante 15 min. Todas las muestras de la misma variedad se combinaron y fraccionaron

usando cartuchos C18 de fase reversa de pH alto (Thermo Scientific). Las muestras
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mezcladas se desalaron con cartuchos C18, se limpiaron con ZipTip y se deshidrataron en
un CentriVap (Labconco Kansas, Missouri).

3.3.6. Nano-LC-MS/MS, seleccion de precursores sincronos SPS-MS?

Las muestras secas se disolvieron con &cido formico al 0.1 % en agua grado LC-MS
(disolvente A) y se inyectaron 20 pl de esta solucion en una plataforma nano-LC (sistema
UltiMate 3000 RSLC, Dionex, Sunnyvale, CA) a través de una trampa nanoviper C18 (3 um,
75 um x 2 cm, Dionex) y se fraccion6 en una columna EASY spray C-18 RSLC (2 um, 75
pum x 25 cm) a un caudal de 300 nL/min.

El gradiente de la fase moévil fue de 10 min utilizando el solvente A y acido férmico al 0.1 %
en acetonitrilo al 90 % (solvente B), 10 min solvente A, 7-20 % solvente B durante 25 min,
20 % solvente B durante 15 min, 20-25 % de disolvente B durante 15 min, 25-95 % de
disolvente B durante 20 min y 8 min de disolvente A. El nano-LC se unié a un Orbitrap
Fusion Tribrid (Thermo-Fisher Scientific, San Jose, CA) espectrometro de masas equipado
con una fuente de nanoiones “EASY Spray” (ThermoFisher Scientific, San Jose, CA). El
espectrometro de masas se hizo funcionar en un modo de ionizacion positiva con el voltaje
de nanopulverizacion fijado en 3.5 kV y una temperatura de fuente de 280°C. Para la
calibracion externa se utilizaron cafeina, Met-Arg-Phe-Ala (MRFA) y Ultramark 1621.

Se realizaron escaneos completos de MS en el analizador Orbitrap a una resolucion de 120
000 (FWHM), rango de escaneo de 350 a 1500 m/z, AGC de 2.0e5, tiempo maximo de
inyeccion de 50 ms, umbral de intensidad de 5.0e3, exclusién dinamica 1 a los 70 s 'y
tolerancia de masa de 10 ppm. Para el andlisis de MS?, se aislaron los 20 MS! mas
abundantes con estados de carga establecidos en 27. Los parametros de fragmentacion
incluyeron CID con 35 % de energia de colision y Q de activacién de 0,25, AGC de 1,0e4,
tiempo maximo de inyeccion de 50 ms, rango de masa de seleccién de precursor 400-1200
m/z, ancho de exclusién de iones precursores bajo de 18 m/z y alto de 5 m/z, TMT de
pérdida de etiqueta isobérica y espectros de MS?® y iones de deteccién en trampa se
adquirieron utilizando un aislamiento SPS de 10 muescas. Los precursores de MS® se
fragmentaron mediante HCD con un 65 % de energia de colision y se analizaron con
Orbitrap a una resolucion de 60 000 con un rango de escaneo de 120-500 m/z, una ventana
de aislamiento de 2 m/z, AGC 1.0e5 y un tiempo de inyecciébn maximo de 120 ms con 1
microescaneo.

Los espectros adquiridos por MS/MS y (SPS)-MS? se analizaron con el programa Proteome
Discoverer 2.3 (Thermo Fisher Scientific Inc.). Los datos se procesaron mediante los

motores de busqueda Amanda, Mascot server (version 2.4.1, Matrix Science, Boston, MA)
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y el algoritmo Sequest HT; las busquedas se realizaron contra las secuencias de proteinas
de Arabidopsis y las de la familia Arecaceae descargadas de la base de datos del Centro
Nacional de Investigacion Biotecnoldgica (NCBI). Las secuencias se concatenaron en un
solo archivo y se filtraron para eliminar los aminoacidos no determinados. Para reducir la
redundancia de proteinas, las secuencias se colapsaron con el programa CDHIT (Li y
Godzik, 2006) usando 0.98, 5, 0 para los parametros -c, -n, -t, respectivamente. Se
consideraron la especificidad de la proteasa triptica completa, dos escisiones perdidas, la
carbamidometilacién de la cisteina (+57.021 Da) y los residuos de TMT 9-plex N-
terminal/lisina (+229.163 Da). La oxidacion de metionina (+15.995 Da) y la desamidacién
en asparagina/glutamina (+0.984 Da) también se consideraron como modificaciones
dinamicas.

La identificacion de proteinas se llevé a cabo a menor resolucién en la trampa lineal de
iones con tolerancias de £10 ppm y +0,6 Da. Los aciertos de péptidos se filtraron para un
maximo del 1 % de tasa falsa de descubrimiento (FDR) utilizando el algoritmo Percolator
(Kall et al., 2007). Ademas, la cuantificacion de TMT se realiz6 al nivel de MS® en el
analizador Orbitrap con el filtro de coaislamiento de precursores ajustado al 45%. Los datos
estan disponibles a través de ProteomeXchange con el identificador PXD036949
(https://www.ebi.ac.uk/pride/).

3.3.7. Andélisis bioinformaticos

La abundancia de proteinas y péptidos se generé en la plataforma Proteome Discoverer
2.4. La normalizacion se llevo a cabo en base a la cantidad total de péptidos. El cambio de
veces de la abundancia de proteinas se determiné en la relacion Int/Inm, Mad/Inm y Mad/Int.
Las proteinas diferenciales [Log 2 fold change (log 2 FC) > 1,5y < 0,66 (log2 FC > 0,59y <
-0,59)] se analizaron en funcion del enriquecimiento de ontologia de genes de procesos
biolégicos (GO) utilizando la plataforma DAVID Bioinformatics Resources 6.8
(https://david.ncifcrf. gov/isummary.jsp) y los términos GO resultantes luego se resumieron
al encontrar un subconjunto representativo con un algoritmo de agrupamiento simple que
se basa en medidas de similitud semantica utilizando el software REVIGO
(http://revigo.irb.hr/). Utilizamos homologos de proteinas de Arabidopsis, E. guineensis y P.
dactylifera como bases de datos de referencia. Los datos de salida se presentaron
utilizando Treemaps, que muestran una jerarquia de dos niveles de términos GO: cada
rectangulo es un representante de un solo grupo y los representantes se unieron en
"supergrupos” de términos relacionados. Se calcularon las abundancias de proteinas

normalizadas basadas en ACP para visualizar las diferencias en las abundancias de
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proteinas entre las condiciones. Las relaciones Log2 FC Int/Inm, Mad/Inm y Mad/Int, valores
significativos (P value -log10) y una distancia Manhattan para un criterio de rastrillado de
aciertos en la plataforma VolcaNoseR (https://huygens.science.uva.nl/ VolcaNoseR2/)
fueron calculados. Se utiliz6 la base de datos de rutas metabdlicas de plantas
(https://plantcyc.org/) y las muestras se calcularon utilizando la herramienta de vision
general de células/visualizador 6mico para generar diagramas de vias e intensidades de
acumulacion de proteinas basadas en las relaciones Int/lnm, Mad/Inm y Mad/Int.

3.4. RESULTADOS

3.4.1. Paradmetros fisioldgicos y fisicoquimicos del fruto del coco

Este estudio abarco tres etapas de maduracion del coco, inmaduras, intermedias y maduras
de los cultivares Enano verde de Yucatan (EVY) y Alto del Pacifico mexicano (APM) (Figura
9 A, B). En ambos cultivares, las principales caracteristicas morfolégicas de los frutos de
coco durante la maduracion estuvieron asociadas al cambio de color y peso. En la etapa
inmadura, los frutos son de color verde, en la etapa intermedia, verde amarillento y de color
marron palido en la etapa madura. Las modificaciones de color estuvieron acompafiadas
de una reduccion drastica de agua, lo que refleja el secado drastico del mesocarpio-
exocarpio, la disminucién en el volumen de agua de coco y la pérdida de peso en frutos
maduros (Figura 19 A, B).

Ambos cultivares exhibieron caracteristicas morfoldgicas similares durante la maduracion
del endospermo sélido (Figura 19 A, B). El endospermo soélido inmaduro fue gelatinoso y
ligeramente transparente a blanquecino. En la etapa intermedia, el endospermo es mas
grueso y mas duro que en la fruta inmadura. En la etapa madura, el endospermo soélido es
blanco, mas grueso y mas duro que en las etapas anteriores (Figura 19 A, B).

Se observaron perfiles de proteinas en geles de 12% SDS-PAGE para cada uno de los
diferentes estadios de madurez, de ambos cultivares, con pesos moleculares entre 17 a
199 kDa. Cuatro polipéptidos principales con pesos moleculares de 46, 33, 24,8 y 17 kDa
estuvieron presentes en todas las etapas de ambos cultivares, pero también se observaron
diferencias particulares. Un polipéptido de 30.7 kDa estuvo presente en las tres etapas de
maduracion en el cultivar EVY, mientras que solo se observo en el estado inmaduro del
cultivar APM. Un polipéptido de 20.7 kDa fue mas abundante en la etapa madura en el
cultivar EVY (Figura 19 C). El andlisis protedmico permitio la identificacion de 244 y 347
proteinas en los cultivares EVY y APM, respectivamente (Figura 19 D, E). Ambos cultivares
compartieron 155 proteinas, mientras que 89 proteinas fueron exclusivas del EVY y 192

fueron exclusivas del cultivar APM (Figura 19 E).
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Figura 19. Maduraciéon del coco y proteinas identificadas en los cultivares Enano verde de
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Yucatan (EVY) y Alto del Pacifico mexicano (APM). Cambios visuales de la maduracion de frutos
EVY (A) y APM (B). Perfil de proteina del endospermo sdlido durante la maduracion del EVY y APM
en SDS-PAGE (C), el estandar de peso molecular de la proteina se indica en el lado izquierdo de la
Figura. Namero de proteinas identificadas por TMT-SPS-MS3 en EVY y APM (D). Representacion
proporcional en diagrama de Venn de las proteinas identificadas en cada variedad (E). (Félix et al.,
2023)

3.4.2. Panorama del proteoma del endospermo so6lido de coco durante la
maduracion
Los grupos centrales de los cultivares APM y EVY se visualizaron en TreeMap para analizar
las rutas metabdlicas enriquecidas. El proceso glucolitico, incluido el metabolismo del
malato, el plegamiento de proteinas, la proteina catalitica independiente de la ubiquitina,
proteosoma junto con la respuesta al estrés, fueron los principales procesos bioldgicos
enriquecidos en ambos cultivares (Figura 20 A, B, C). Ademas, el cultivar EVY exhibi6 un
enriquecimiento de la biosintesis de acidos grasos, el replegamiento de proteinas y el
desarrollo del embrién que terminé en la latencia de la semilla (Figura 20 B). La acumulacién
en APM se asocié particularmente con procesos biolégicos como el ciclo del acido
tricarboxilico, el ciclo del glioxilato, el metabolismo del citrato y el malato, la interconversion
del tetrahidrofolato, la biosintesis de la clorofila, la fotosintesis, la organizacién del

citoesqueleto y el transporte de proteinas (Figura 20 C).
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Figura 20. Enriquecimiento de los procesos biolégicos encontrados en el endospermo soélido

de coco visualizados como TreeMap. Proteinas compartidas entre ambos cultivares (proteoma
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central, A). Proteinas Unicas identificadas en los cultivares EVY (B) y APM (C). Cada cuadro
representa el peso del valor p dentro del diagrama de arbol. Los componentes (recuadros) del mismo
color representan similitud semantica (similitud media permitida, 0,7). Los procesos biolégicos mas
enriquecidos se muestran como componentes mas grandes dentro del mapa. 1, organizacién del
citoesqueleto de microtdbulos; 2, Metabolismo de la fructosa 1,6-bisfosfato; 3, Regulacion de fusién
no autofagica de vacuolas; 4, proceso basado en microtibulos; 5, respuesta a la sustancia que
contiene arsénico; 6, transporte retrégrado mediado por vesiculas del, aparato de Golgi al reticulo
endoplasmico; 7, metabolismo de derivados de carbohidratos; 8, regulacién negativa de la respuesta
a la privacion de agua. (Félix et al., 2023)

3.4.3. Dinamicadel proteomadel endospermo sélido de coco durante la maduracién
La abundancia de la proteina normalizada de las réplicas biolégicas de los estadios
inmaduros, intermedios y maduros de los dos cultivares de coco se analizé mediante
analisis de componentes principales (ACP). Las réplicas bioldgicas en estudio se agruparon
segun cada etapa de maduracion y cultivar (Figura 21 A, E). En el cultivar EVY, la varianza
acumulada de CP1 (59,8%) y CP2 (25,7%) permitié explicar hasta el 85,5% de la variacion
entre los estados de maduracién analizados (Figura 21 A); en el APM, la varianza
acumulada de CP1 (72,1%) y CP2 (18,4%), permitié explicar hasta el 90,5% de la variacién
(Figura 21 E). Se realiz6 un ACP adicional para comparar entre los dos cultivares y sus
estadios de madurez; los ACP muestran diferencias entre los cultivares y entre sus
diferentes etapas de maduracion.

De acuerdo con el log2-fold change (log2 FC), se encontraron un total de 225 proteinas
acumuladas diferencialmente (PAD) en EVY, mientras que se encontraron 251 en APM. Al
comparar la proporcion Mad/Int en EVY, las proteinas de la familia putativa FAM10, ANXD1,
EF1B1 se regularon a la baja, mientras que ALAT2, EDA2, GEP148 se acumularon al alza.
Al comparar Mad/Inm y Mad/Int en EVY, las proteinas HSP90-4, BCCP, TCPQ, DIS3, LPD2,
PFK6 y ALAT2 se regularon a la baja en la etapa madura, mientras que proteinas como
Enodl, AGAL2, GEAG, SCII-3 se acumularon al alza (Figura 21 B, C, D). En el cultivar APM,
SUS4, SPD6 se regularon a la baja en las etapas intermedia y madura, mientras que la
proteina GbG aumenté durante la maduracion y finalmente LEA se acumulé en las etapas
tardias (Figura 21 F, G, H).

51



CAPITULO 1l

A B C D
107 «Immature . * ALAT2 *AMPZ-2
*|ntermediate . Enod1 4 AGALZ
-~ DIS3 DIS3pFki - 5
*Mature 23 M0 Aoy ) / BT AMPZAscir.5
35 I JL. EDA2 44 AGAL2 LA .. e
S = EF1B1— . | GEPI48 N ) Enodt~, %
: Py wr < ™ GEAB
w 2 K .o,
I . ® 2 .t
g ° g ’ : )
& < 2
o1
-5 %]
0 04 0
10 5 0 5 10 5 o 2 R 2.5 0 25
PC1 (59.8%
E (69.8%) F H
Tall MFT +—GbG
! /
-~ VLI | -
10 . > - Enod1 CP 17 Y apx2 ,/.‘: | -esT ALZB4
> 34 o LEA
. Y rers noze B
~ 3 . . . \
S < LT/ ebe e .
2 3 IS \ P - OBP1A
@ st g R
< § 2 “F . oper L
= S 3 v
18] E .
o . =) 14
-10 o ® o 11
0 01 o]
-20 =10 0 10 -2 0 2 -2.5 0 285 5.0 -2 -1 i 1 2 3
PC1 (72.1%) Fold change Mat/lmm (Log,) Fold change Mat/Int (Leg,)

Fold change Int/Imm (Loga)

Figura 21. Analisis protedmicos comparativos durante la maduracion del endospermo soélido.
Andlisis de componentes principales (ACP) de la abundancia de proteinas de EVY (A). Proteinas
diferenciales acumuladas significativamente estan representadas en graficos de volcanes en las
relaciones Log 2 intermedias/inmaduras (B), maduras/inmaduras (C) maduras/intermedias (D).
ACPde la abundancia de proteinas de APM (E). Las proteinas significativas acumuladas
diferencialmente se representan como en F, G y H. El eje x corresponde al valor de log2 FC, y el eje
y muestra el P value-log10. Los puntos en azul representan las proteinas reguladas hacia abajo (<
1/1,5 cambio de veces, FC) y los puntos en rojo representan las proteinas acumuladas al alza (= 1,5
FC). Alanina aminotransferasa 2 (ALAT2), L-ascorbato peroxidasa 2 (APX2), alfa-galactosidasa 2
(AGAL2), anexina D1 (ANXD1), aldehido deshidrogenasa familia 2 miembro B4 (AL2B4), biotina
carboxilasa (BC), EF de unién a calcio -proteina de la familia de la mano (CbEF), carboxipeptidasa
(CP), factor de elongacion 1-beta 1 (EF1B1), factor de elongacion putativo 1-alfa (EF1A4), proteina
1 similar a la nodulina temprana (Enod1), proteina similar a Em (GEA®) , Dihidrolipoil deshidrogenasa
2 (LPD2), Inositol-3-fosfato sintasa isoenzima 2 (INO2), Probable fructocinasa-6 (PFK6), Glicerol-3-
fosfato deshidrogenasa (SDP6), Proteina de choque térmico 90-4 (HSP90-4), Proteina de la familia
de glutatién S-transferasa (GST), exonucleasa 2 similar a DIS3 putativa, UDP-glucosa 4-epimerasa
(GEPI48), proteina de la familia FAM10 putativa, proteina similar a glucano endo-1,3-beta-
glucosidasa (GbG), proteina similar a RHOMBOID 2 (RBL2), proteina abundante de embriogénesis
tardia (LEA) de 11 kDa, exonucleasa 2 similar a DIS3 putativa, proteina MADRE de FT y TFL1 (MFT),
proteina 1A asociada al cuerpo oleoso (OBP1A), proteina del complejo T 1 subunidad theta (TCPQ),
piruvato cinasa 2 de plastidio (PKP1), piruvato cinasa de plastidio 2 (PKP1), sacarosa sintasa 4
(SUS4), serina carboxipeptidasa 11-3 (SCII-3), supuesta serina proteasa (EDA2), UDP-glucosa 6-
deshidrogenasa 3 (UGDH3), péptidos antimicrobianos similares a vicilina 2-2 (AMP2-2), Villin-4
(VILI4). (Félix et al., 2023)
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3.4.4. Desintoxicacion de las vias de ROS y metilglioxal en cultivares APM y EVY

La desintoxicacion de ROS fue mas activa en APM que en EVY. Las proteinas como la
superéxido dismutasa y la catalasa se acumularon significativamente en la etapa intermedia
y tardia de la maduracion de APM (Figura 22. Ademas, la glutation S-transferasa DHAR?2
perteneciente al ciclo del glutation/ ascorbato, siguié una tendencia similar. Proteinas como
la metilglioxal reductasa y la lactoilglutation liasa, asi como la L-ascorbato peroxidasa,
involucradas en el ciclo del glutation/ ascorbato, también tuvieron acumulacién al alza en
las dos ultimas etapas de maduracion en APM en comparacién con EVY; evidenciando asi
la activacion de las vias de degradacion del metilglioxal | y lll en el cultivar APM (Figura 22).
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Figura 22. Representacion visual de las proteinas diferenciales asociadas con enzimas
relacionadas con especies reactivas de oxigeno (ROS) y vias de desintoxicacién del
metilglioxal en los cultivares EVY y APM. La reconstruccién de la ruta se llevé a cabo utilizando
la herramienta de "resumen celular" en la plataforma de base de datos Plant Metabolic Network
(PMN). (Félix et al., 2023)

3.4.5. PADs involucradas en el metabolismo de carbohidratos en los cultivares EVY
y APM

3.4.5.1. Glucdlisis y gluconeogénesis

Las proteinas involucradas en la sintesis de acetaldehido fueron reguladas a la baja en los

frutos inmaduros e intermedios en comparacion con los frutos maduros de EVY, mientras

gue las proteinas involucradas en la gluconeogénesis y la sintesis de glucano, almidén,
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sacarosa y nucleétidos de azucar se acumularon ligeramente en el EVY inmaduro; sin
embargo, estas proteinas fueron reguladas a la baja en frutos intermedios y maduros en
comparacion con frutos EVY inmaduros (Figura 23 A). En el caso del cultivar APM, las
proteinas involucradas en la gluconeogénesis y la sintesis de glucano, glucégeno, almidon
y sacarosa fueron reguladas a la baja en la etapa inmadura en comparacion con frutos
intermedios y maduros; solo las proteinas involucradas en la sintesis de acetaldehido
mostraron una ligera acumulacion en todas las etapas analizadas de frutos de APM, en
comparacion con frutos de EVY. Las proteinas involucradas en la gluconeogénesis, la
sintesis de glucano, almidén, sacarosa y la sintesis de nucleétidos de azucar aparecieron
acumuladas en las etapas intermedia y madura del cultivar APM (Figura 23 A).

El andlisis de las proteinas involucradas en la via de la gluconeogénesis, mostré que la
malato deshidrogenasa, 2,3-bisfosfoglicerato independiente, fosfoglicerato cinasa,
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, fructosa bisfosfato aldolasa y glucosa 6 fosfato
isomerasa, fueron reguladas a la baja en la etapa intermedia y madura del coco EVY (Figura
23 B). En el caso del cultivar MPT, todas estas proteinas iniciaron con baja cantidad en la
etapa inmadura y aumentaron en las etapas intermedia y madura (Figura 23 B). La
fosfoglicerato cinasa y la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa mostraron la mayor
acumulacién entre las proteinas involucradas en la via de la gluconeogénesis en el coco
APM, la primera en las etapas intermedia y madura y la Gltima en la etapa intermedia,
respectivamente (Figura 23 B).

El andlisis de la via de la glucdlisis determin6 una regulacion descendente de 6-
fosfofructocinasa, difosfato:fructosa-6-fosfato  1-fosfotransferasa, glucosa 6-fosfato
isomerasa, triosa-fosfato isomerasa, gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa,
fosfoglicerato mutasa independiente de 2,3-bisfosfoglicerato, fosfoglicerato cinasa,
enolasa, fructosa bisfosfato aldolasa, piruvato cinasa, en el estadio maduro de EVY; todas
las proteinas mostraron una disminucion en la etapa madura en la glucdlisis I, Il o IV (Figura
23 C). En contraste, la triosa-fosfato isomerasa duplicé su cantidad en la etapa madura
(Figura 23 B, C).

Con respecto a la glucdlisis, en el cultivar APM, la mayoria de las enzimas glucoliticas
aumentaron a medida que avanzo la maduracion. La proteina 6-fosfofructocinasa, aumento
moderadamente en la etapa intermedia en comparacion con la etapa inmadura y duplico su
cantidad en la etapa madura (Figura 23 C). En el caso de la difosfato:fructosa-6-fosfato 1-
fosfotransferasa involucrada en la glucdlisis 1V, comenzé con un nivel bajo en la etapa

inmadura, pero luego aumenta durante las etapas intermedia y madura. Asimismo, en EVY,
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las proteinas que aumentan durante la progresién de la madurez son la triosa-fosfato

isomerasa, la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, la fosfoglicerato mutasa
independiente de 2,3-bisfosfoglicerato, la enolasa, la piruvato cinasa, la fosfoglicerato
cinasa y la fructosa bisfosfato aldolasa, todas ellas comienzan con cantidades bajas en la
etapa inmadura y luego aumentan en etapas intermedias y maduras, eventualmente
duplicando la cantidad de proteina inicial (Figura 23 C). En resumen, la glucdlisis I, Il y IV

fue mas activa en las etapas intermedia y madura en el cultivar APM que en EVY.
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Figura 23. Representacién visual de proteinas diferenciales asociadas a las principales rutas

biosintéticas de carbohidratos. Patron de acumulacion de proteinas relacionadas con
carbohidratos determinado por TMT-SPS-MS3. Los circulos pequefios indican los valores de log 2
FC de cada proteina; los circulos grandes son el promedio de los valores del log 2FC y las columnas
indican la suma del log 2FC (A). Dinamica de las enzimas diferenciales identificadas en la
gluconeogénesis | (B) y la glucdlisis | (a partir de glucosa 6-fosfato) (C). La reconstruccién de la ruta
se llevé a cabo mediante el uso de la herramienta de "resumen celular" en la plataforma de base de

datos Plant Metabolic Network (PMN). (Félix et al., 2023)

3.4.5.2. Elciclo delos acidos tricarboxilicos (CAT)

En EVY, las proteinas involucradas en el CAT (variacion V), es decir, la citrato sintasa,
citrato hidroliasa [formadora de cis-aconitato], la cis-aconitato hidratasa, succinato:quinona-
oxidorreductasa y la malato deshidrogenasa no mostraron cambios en su abundancia
durante la maduracion del endospermo sélido (Figura 14 A, B). Por el contrario, la succinil-

CoA sintetasa disminuy6 desde la etapa inmadura a la madura, independientemente de si
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estaba presente el CAT tipo V o Ill. En cuanto a la malato deshidrogenasa esta mostré una
acumulacién descendente en las etapas intermedia y madura en comparacion con la etapa
inmadura (Figura 24 A, B).

Cuando se analizaron las proteinas en el CAT en el endospermo del APM, se encontré que
la citrato sintasa, la citrato hidroliasa (formadora de cis-aconitato), la cis-aconitato hidratasa
eran inicialmente bajas en el estadio inmaduro, y luego aumentaron en el estadio intermedio
y en el estadio maduro (Figura 24 A, B), mientras que la cantidad de succinato:quinona-
oxidorreductasa se mantuvo estable durante todo el proceso de madurez, similar a lo
observado en EVY. Algunas enzimas, por ejemplo, la malato deshidrogenasa, estuvieron
activas solo en la etapa inmadura de EVY. En el caso de la citrato sintasa, ésta se acumulo

en las etapas intermedia y madura del endospermo del coco APM.
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Figura 24. Representacion visual de proteinas diferenciales asociadas al CAT. Dinamica de
enzimas diferenciales identificadas en el CAT V (plantas, A) y Il (plantas y hongos, B). (Félix et al.,
2023)

3.4.6. PADs involucradas en el metabolismo de los lipidos en los cultivares APM y
EVY

Las proteinas acumuladas diferencialmente (PAD) involucradas en la iniciacién de acidos

grasos fueron acumuladas al alza en la etapa inmadura del coco EVY mientras que fueron

reguladas a la baja en las etapas intermedia y madura; las proteinas involucradas en la

elongacién de acidos grasos y la sintesis de palmitato y estearato se acumularon en etapas
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intermedias y maduras, en comparacién con la etapa inmadura, asi como en la etapa
madura en comparacion con la etapa intermedia (Figura 25 A). En el cultivar APM, las
proteinas involucradas en la iniciacibn de &cidos grasos tuvieron una acumulacion
constante, permaneciendo en el nivel basal. Las proteinas involucradas en la elongacion
de acidos grasos y la sintesis de palmitato y estearato se acumularon en las etapas
intermedia y madura en comparacion con la etapa inmadura (Figura 25 A).

El andlisis de la biosintesis de palmitato mostr6 que la 3-oxoacil-[ACP] reductasa y la
proteina 2,3,4-acilo acarreadora-[acp]:NAD+ oxidorreductasa fueron reguladas a la baja en
el EVY, mientras que la 3- hidroxiacil-[ACP] deshidratasa se acumul6 desde la etapa
inmadura hasta la etapa madura (Figura 12 B). Con respecto al APM, la 3-hidroxiacil-[ACP]
deshidratasa y la 2,3,4-acil graso saturado-[acp]NAD+ oxidorreductasa (Q9SLAS),
mostraron una tendencia de acumulacion durante las etapas de madurez, con log 2FC de -
0.444 a +4 (Figura 25 B). El andlisis de la dinAmica de las proteinas involucradas en la
elongacién-saturacion de los acidos grasos mostré que tres enzimas fueron reguladas a la
baja en la etapa madura de EVY, mientras que las mismas enzimas fueron acumuladas
moderadamente al alza en la etapa madura del coco MPT (Figura 25 C).
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Figura 25. Representacion visual de proteinas diferenciales asociadas a las rutas
biosintéticas de acidos grasos. Patron de acumulacion de proteinas relacionadas con lipidos
determinado por TMT-SPS-MS3. Los circulos pequefios especifican los valores de log 2FC de cada
proteina; los circulos grandes son el promedio de los valores de log 2FC, y las columnas indican la

suma del log 2FC (A). Dinamica de enzimas diferenciales identificadas en las rutas biosintéticas de
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palmitato (B), y elongacion de acidos grasos saturados (C). La reconstruccion de la ruta se realizé
mediante la herramienta de "resumen celular" en la base de datos de la plataforma Plant Metabolic
Network (PMN). (Félix et al., 2023)

3.4.7. Otras proteinas

Algunas proteinas fueron compartidas entre los dos cultivares y los tres estadios de
maduracién, de tal manera quemostraron comportamientos similares, tales como las
proteinas embrionarias DC-8 (AOA8B8ZT31), péptidos antimicrobianos similares a vicilina
2-2 (AOA8B7BEEO0), proteina de almacenamiento de semilla similar a vicilina
(AOABB7BPL4), factor de elongacion 2 (AT1G56070), cadena alfa de tubulina
(AT4G14960), cadena beta de tubulina (AT5G12250), proteina de choque térmico 83
(AT5G52640) y proteina abundante en embriogénesis tardia similar a 31 (AOA8B7CDB9),
cuya acumulacién aumenté durante la maduracién de ambos cultivares.

Las PAD exclusivas encontradas en el cultivar EVY incluyeron una proteina putativa tipo
hemo del citocromo cl1-1 mitocondrial (AT5G40810), la ribonucleasa TUDOR 1
(AT5G07350), la subunidad alfa-1 del coatbmero (AT1G62020), la proteina de union ERBB-
3 1 (AT3G51800), la adenilato cinasa 4 (AT5G50370) y la proteina hipotética
COCNU_10G003830 (AT3G20050), que se acumularon a lo largo de maduracién. Por el
contrario, las PAD, como la actina-101 (AT5G09810), la enzima de choque térmico
mitocondrial putativa de 70 kDa (AT5G09590), la subunidad alfa del proteasoma tipo 5
(AT3G14290), la formato deshidrogenasa mitocondrial putativa (AT5G14780), la
aminotransferasa ALD1 (AT4G33680), la serina/treonina-proteina cinasa SAPK7
(AT1G10940) y la glutation S-transferasa 3 (AOA8B7C1WS8), aumentaron en la etapa
intermedia pero disminuyeron en la etapa madura.

En el cultivar APM, las PAD incluyeron proteinas de unién a poliadenilato 5 (AOA8B7MTK?7),
acetilornitina desacetilasa (AT4G17830), isopentenil-difosfato delta-isomerasa | putativa
(AT5G16440), gamma-aminobutirato transaminasa mitocondrial 1 (AT3G22200), actina-
101 (AT5G09810), regulador de respuesta de dos componentes 24 (AOA8B7D411), que se
acumularon durante la maduracién. Por el contrario, las PAD como la proteina hipotética
COCNU_08G003720 (AT3G01650), la proteina putativa de 65 kDa inducida por baja
temperatura (AOA8B7C9J1), el coatomero beta'-1 putativo (AT1G79990), la proteina 7 que
interactia con FT (AT3G57880), la proteina putativa de maduracion de semillas
(AT3G10960), la proteina similar a la monocobre oxidasa SKU5 (AT4G12420) y la cinamoil-
CoA reductasa 1 (AT2G33590) se acumularon al alza durante todo el proceso de

maduracion.
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3.5. Discusién

Los cambios metabdlicos vinculados a procesos fisioldgicos, bioquimicos y moleculares
asociados a la madurez de semillas y frutos estan influenciados por sefiales endégenas y
externas (Corpas y Palma, 2018). Los cambios incluyen modificaciones de la pared celular,
acumulacion y degradacion de almidon y triacilgliceroles (TAGS), entre otros (Zhang et al.,
2017). Por otro lado, el color, la dureza/ablandamiento, el contenido de azucar, se utilizan
para monitorear el desarrollo y madurez de los frutos (Williams y Benkeblia, 2018). La
mayoria de los estudios clasifican la madurez de los frutos en tres etapas principales;
inmaduro, intermedio y maduro, como en Persea americana Mill. (Juarez-Escobar et al.,
2021), o desarrollo de endospermo, desarrollo de embriones, deshidratacion y maduracion
de semillas como en Brassica napus L. (Zhou et al., 2022).

La maduracion de la semilla de coco ocurre en tres etapas; inmaduro, intermedio y maduro
(Zheng et al., 2019). Sin embargo, la maduracién de la fruta del coco no sigue el mismo
patrén que las demas frutas; el endospermo comienza a desarrollarse en el extremo
opuesto al pedunculo y al embridn; crece durante la maduracién y aumenta la cantidad de
diferentes proteinas en el endospermo sélido (Jackson et al., 2004). En la etapa inmadura,
el endospermo tiene una consistencia blanda y se endurece a medida que madura; el fruto
pierde agua. En este estudio se compararon los cultivares de coco EVY y APM; el APM era
mas pesado y contenia un endospermo sélido mas grueso que EVY. Segun Farooq et al.
(2021), el desarrollo del endospermo requiere grandes cantidades de energia, la cual
proviene principalmente de la glucdlisis.

La regulacién del metabolismo de los acidos grasos y los carbohidratos en el desarrollo del
endospermo de las semillas oleaginosas es menos conocido que en las leguminosas
(Reynolds et al., 2019). En este trabajo, el analisis de enriquecimiento de los procesos
biol6gicos identificd a la respuesta al estrés, particularmente al calor y virus, como el
proteoma central mas representado en los cultivares EVY y MPT. La identificacion de
respuestas al estrés entre los procesos biolégicos enriquecidos es consistente con el hecho
de que la palma de coco crece cerca de las areas costeras, donde la radiacion solar y el
calor son altos (Nair, 2021).

La protedmica mostré diferencias metabdlicas entre ambos cultivares. Con respeto al
metabolismo de los carbohidratos, la glucdlisis fue mas activa en APM que en EVY. El
aumento del flujo glucolitico da como resultado la acumulacién de metilglioxal, un
subproducto téxico de la glucdlisis (Allaman et al., 2015). Esto explica porque la

lactoilglutation liasa y la metilglioxal reductasa, proteinas involucradas en la desintoxicacion
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del metilglioxal, se acumularon en exceso con el progreso de la maduracion en coco APM,
mientras que estas enzimas se mantuvieron estables en EVY. La acumulacion de
metilglioxal se correlaciona en muchas plantas con estrés oxidativo intracelular (Hoque et
al., 2016; Kalapos, 2008).

El ACP agrupo claramente las réplicas de los frutos inmaduros, intermedios y maduros de
cada cultivar de coco, lo que apoyé la reproducibilidad de la recoleccion, el procesamiento
y el andlisis de la muestra. Los gréficos de volcanes permitieron analizar el Log 2FC y su
importancia en la acumulacion de proteina en Int/Inm, Mad/Inm y Mad/Int en los cultivares
EVY y APM. En la etapa intermedia de EVY, fueron reguladas a la baja las proteinas
involucradas en la actividad de replegamiento de chaperonas (FAM10), asi como anexina
D1 (ANXD1), una proteina unida a la membrana involucrada en la reduccion del estrés
oxidativo (Mortimer et al., 2008), lo que sugiere que la transicion de la etapa inmadura a la
intermedia en este cultivar es un paso con baja actividad proteolitica y estrés oxidativo.
Asimismo, en la etapa madura en comparacion con la etapa inmadura, TCPQ, una
subunidad de chaperonas que ayudan al correcto plegamiento de las proteinas nacientes
(Zhao et al., 2017), y HSP904, otra chaperona molecular que juega un papel contra diversos
tipos de estrés (Lin et al., 2018), fueron reguladas a la baja. Por lo tanto, la transicién a la
madurez en EVY se produjo con un estrés oxidativo bajo y, lo que es mas importante, se
asocid estrechamente con una disminucion de las proteinas involucradas en la biosintesis
de lipidos.

En la etapa madura en comparacién con la etapa intermedia en el cultivar EVY, se encontr6
gue la madurez también esta asociada a una disminucién de las proteinas relacionadas con
el metabolismo de los carbohidratos, por ejemplo, la fosfo-fructocinasa-6 (PFK6) y la
dihidrolipoil deshidrogenasa 2 (LPD2), coincidiendo con la disminucion de proteinas
involucradas en la gluconeogénesis, en la sintesis de glicanos, sacarosa y almidén, entre
otras.

En el caso del cultivar MPT, la transicién de la etapa inmadura a la etapa intermedia se
asocio con la acumulacioén de proteinas involucradas en el desarrollo, por ejemplo, la familia
de proteinas tipo EF-hand que se unen al calcio (CbEF), que es un interruptor que regula
la transduccién de sefiales por Ca?*, y controla el crecimiento celular y el desarrollo de las
plantas (Kundu et al., 2022).

Las proteinas que mas se acumularon en la etapa intermedia en comparacién con la etapa
inmadura en APM fueron la UDP-glucosa 6-deshidrogenasa 3 (UGDH3) y la sacarosa

sintasa 4 (SUS4) estando la primera involucrada en la sintesis de hemicelulosa para la

60



CAPITULO 1l

sintesis de la pared celular vegetal (Jia et al., 2021) y este Ultimo cataliza la escision
reversible de la sacarosa en fructosa y UDP-glucosa o ADP-glucosa, que podria canalizarse
hacia la produccién de energia o la sintesis de la pared celular (Stein y Granot, 2019). En
APM, la diferenciacion del endospermo solido inmaduro a intermedio se acompafia de una
disminucion en la biosintesis de hemicelulosa, lo que podria impedir el fortalecimiento de la
pared celular, facilitando asi la expansion celular.

En cuanto a APX2, ésta destoxifica el H,O- en situaciones de estrés bittico y abibtico (Wu
y Wang, 2019). APX2 se acumul6 a la baja en la etapa madura, mientras que la glutatién
S-transferasa (GST) se acumul6 al alza (Figura 2.3 H), lo que demuestra que las proteinas
antioxidantes estan coordinadas en el endospermo del APM, para hacer frente a diferentes
tipos de estrés. El suministro primario de mio-inositol es mas necesario en la etapa
intermedia que en la etapa madura ya que la proteina INO2 se acumulé en la Ultima etapa.
Esto concuerda con los reportes en Arabidopsis thaliana y Glycine max, donde la enzima
INO2 es necesaria para el desarrollo normal del endospermo y el embrién (Abid et al.,
2009).

Los cultivares de coco EVY y APM también mostraron diferencias en la gluconeogénesis.
Durante la gluconeogénesis y el ciclo de Calvin-Benson, las actividades fotosintéticas de
las isoenzimas 1 y 3 de la fosfoglicerato cinasa fueron reguladas a la baja en el cultivar
EVY:; tal vez la disminucion de la actividad fotosintética y la glucdlisis sea una estrategia de
ajuste metabolico para optimizar el crecimiento de la planta o del fruto (Rosa-Téllez et al.,
2018). Yang et al. (2020), reportaron que la mayoria de las PAD se asociaron con el
metabolismo de los carbohidratos en otras variedades de coco en respuesta a la baja
temperatura. En Camellia oleifera, Ye et al. (2021) encontraron que los metabolismos de
carbohidratos y lipidos estaban entre las PAD, pero cada metabolismo integraba los
resultados de todas las etapas, por lo que la dinamica de las PAD entre estas dos plantas
no se puede comparar etapa por etapa.

La enolasa cataliza la conversion de 2-fosfoglicerato en fosfoenolpiruvato (PEP), un paso
importante en todas las clases de glucdlisis (I, Il, IV). Hasan et al. (2019) encontraron que
la enolasa se acumulaba durante el desarrollo del mesocarpio de la palma de aceite,
relacionado con la produccion de aceite en el mesocarpio. En otras frutas, como el arrayan
chino (Chen et al., 2016) y el albaricoque (D'Ambrosio et al., 2013), la proteina enolasa
también aumento durante la maduracion. En nuestro trabajo, se encontro que la enolasa se
acumulé mas en APM que en EVY durante la maduracion de la semilla. Nuevamente, de

acuerdo con el uso del endospermo solido del APM para la produccion de aceite. La
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glucolisis fue mas activa en APM que en EVY, y el piruvato puede canalizarse para apoyar
la biosintesis de lipidos en este caso.

En el caso de la malato deshidrogenasa (MDH), una enzima clave involucrada en el
metabolismo de carbohidratos y lipidos, también se encontré una acumulacién ascendente
en el ciclo CAT en el cultivar APM, similar a las semillas de ricino, donde la glucdlisis y CAT
estaban entre los metabolismos més activos (Gu et al., 2019). Del mismo modo, en Brassica
napus, se acumulé al alza en el citosol y las mitocondrias de semillas con mayor contenido
de aceite (Yu et al.,, 2020), lo que respalda el papel clave de MDH en las semillas
oleaginosas.

En las plantas, la sintesis de acidos grasos ocurre en los plastidios, su descomposicion en
los peroxisomas, los glioxisomas y en menor grado en las mitocondrias, mientras que la
elongacién se da en el reticulo endoplasmico (Fan et al.,, 2017; Zulu et al., 2018). Sin
embargo, aunque la regulacidon compartimental de la biosintesis de lipidos de las plantas
es clara, la regulacién temporal y espacial diverge entre las plantas, y el contenido de aceite
en las semillas varia mucho en términos cuantitativos y cualitativos. Los estudios muestran
que el acido laurico se encuentra en un 65% en C. nucifera 'y en un 85 % en E. guineensis
(Teng et al., 2020), mientras que el acido oleico predomina en Arachis hypogaea (45-56%),
Persea americana (60%) y Styrax tonkinensis (60%) (Wu et al., 2021). De acuerdo con los
hallazgos anteriores, es necesario profundizar en las rutas metabdlicas de los carbohidratos
y lipidos de las oleaginosas, como el coco, ya que, dependiendo de las familias de plantas,
pueden presentar diferencias en su regulacion (Bourgis et al., 2011). En el caso del cocotero
Maskromo et al. (2020) y Tenda et al. (2022), han demostrado diferencias significativas en
el contenido de acidos grasos de las variedades altas y enanas, lo que permite plantear la
hipétesis de que existe una correlacion entre el contenido de acidos grasos y la acumulacion
de proteinas relacionadas con ese metabolismo.

Las proteinas involucradas en la biosintesis de acidos grasos se acumularon més en las
etapas intermedia y madura del cultivar APM que en EVY, lo que sugiere una alta
produccion de acetil-CoA. Estos resultados estan en concordancia con los usos de semilla
de coco, APM para copra y extraccion de aceite y EVY para consumo de agua (Prades et
al., 2012). La enzima 3-hidroxiacil-ACP deshidratasa, que transforma 3-hidroxiacil-ACP a
enoil-ACP y enoil-ACP reductasa a acil-ACP en la biosintesis de palmitato y elongacion de
acidos grasos, mostro la mayor acumulacion en el cultivar MPT, similar a lo reportado en B.
napus, Ricinus communis, Persea americana y el mesocarpio de E. guineensis (Kilaru et
al., 2015).

62



CAPITULO 1l

Durante el desarrollo y germinacién de la semilla, desde un punto de vista global, el
proteoma ligado a actividades enziméticas, como proteinas involucradas en el metabolismo
de lipidos y carbohidratos y el proteoma asociado a funciones estructurales o de
almacenamiento (globulinas, vicilina y oleosinas, entre otros), son cruciales porgue apoyan
la forma y estructura celular o actian como reservas de energia para el desarrollo de
embriones y plantulas (Antonets et al., 2020).

En nuestro trabajo, durante el perfilado de proteinas del endospermo sélido de coco en
diferentes etapas de desarrollo de EVY y APM, vicilina, glutelina tipo A-1, globulina 11S,
cocosina 1, la proteina 3 abundante en la embriogénesis tardia (LEA) y la de 70 kDa contra
choque térmico se detectaron en el "proteoma central". Nuestros resultados coincidieron
con los de Garcia et al. (2005) quienes reportaron globulina 11S y vicilina 7S en el
endospermo sélido de coco, la primera, denominada cocosina y conocida como la principal
proteina de almacenamiento de semilla de coco. Ademas, Patil y Benjakul, (2018)
reportaron glutelina, y Dave y colaboradores (2019), encontraron oleosinas, involucradas
en la estabilizacion de cuerpos oleosos. Nuestros resultados evidenciaron que las proteinas
de almacenamiento de coco y las proteinas de choque térmico se distribuyeron desde las
etapas inmaduras hasta las maduras en los cultivares EVY y APM, lo que sugiere que su
presencia es crucial para el desarrollo, la acumulaciéon o la formacion estructural del
endospermo. La evidencia bioquimica en Arabidopsis sugiere que las proteinas de
almacenamiento contribuyen al vigor de la germinacion de las semillas y apoyan el
crecimiento temprano de las plantulas; finalmente, podrian tener un papel en la longevidad
de las semillas (Nguyen et al., 2015). En cuanto a las proteinas de choque térmico, son
clave en la maduracion de la fruta, estabilizando las proteinas, ayudando al replegamiento
de proteinas y protegiendo a las plantas contra el estrés ambiental (Hoque et al., 2016).
3.6. Conclusion

El presente trabajo agrega nueva informacion al panorama protedmico asociado con el
endospermo soélido de coco, enfocandose en el metabolismo de carbohidratos y lipidos en
las etapas inmadura, intermedia y madura en dos cultivares de coco contrastantes, APM y
EVY. El primero es un alto productor de lipidos y acidos grasos, mientras que el segundo
es un productor de lipidos menos eficiente, pero muy apreciado como frutos jovenes
(inmaduros) por el sabor de su agua de coco. Curiosamente, las proteinas involucradas en
el metabolismo de los carbohidratos, por ejemplo, en la glucdlisis, se acumularon mas en
la etapa madura de APM que en EVY; lo mas probable es que ésto ocurra para sintetizar

precursores de acidos grasos a través de enzimas como MDH y enolasa, cuyos productos
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pueden canalizarse para la produccion de acidos grasos. El metabolismo de los
carbohidratos fue mayor en la etapa inmadura de EVY, pero se redujo en las etapas
intermedia y madura. La combinacion del andlisis protedmico con la metabolémica puede
ayudar a dilucidar el destino de esos carbohidratos durante las etapas intermedia y madura
del desarrollo del endospermo solido. Las proteinas del endospermo sdlido involucradas en
el metabolismo de los &cidos grasos se acumularon mas en la etapa madura de APM en
comparacion con EVY.

Al investigar la dindmica del proteoma en el metabolismo de carbohidratos y lipidos durante
la maduracion del endospermo solido, nuestros resultados brindan hallazgos que
contribuyen a una mejor comprension de los eventos bioquimicos relacionados con la
maduracioén del coco. Este trabajo amplia enormemente el conocimiento actual en torno a
la biologia fundamental de esta especie no climatérica que, en términos generales, es un

grupo aun poco estudiado.
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Capitulo IV

4. Discusion general y conclusiones

4.1. Discusién general

Con el fin de comprender el comportamiento de las proteinas relacionadas con el
metabolismo de carbohidratos y &cidos grasos, observado en los endospermos liquido y
sé6lido de los frutos de cocotero de los cultivares EVY y APM, en este capitulo se integran y
discuten los resultados protedmicos obtenidos en dichos endospermos. Después de la
polinizacion y fecundacion de la flor femenina, el fruto del cocotero comienza a crecer y
desarrolla una cavidad interna llena de liquido. Este liquido se origina a partir de la
absorcion de agua y minerales desde las raices del cocotero, que luego son transportados
a través del tronco y distribuidos hasta el fruto en formacion. El endospermo liquido inicia
su acumulacién unos pocos dias después de la fertilizacion del ovulo y no se detiene sino
hasta que la semilla alcanza su madurez (Kumar et al., 2018). Durante este proceso de
maduracion, a partir del endospermo liquido se origina el endospermo sélido, cuyas células
se depositan en la cara interna de las células conocidas como testa (Agaton et al., 1989).
Una vez formados, ambos endospermos deben coordinarse a nivel proteémico para
mantener los niveles de proteinas en estado activo-inactivo, detectar su abundancia-
ausencia, asi como su integracibn en el conjunto de actividades enzimaticas del
metabolismo global de la semilla y su maduracién (Dzialo et al., 2016). En conjunto, dicha
coordinacién prote6mica en el metabolismo del cocotero garantiza una semilla viable para
la especie, en caso contrario; semillas con alteraciones en el proteoma o el metaboloma de
los endospermos pueden generar semilla con escasa viabilidad (Kumar et al., 2022).
Durante la maduracién de la semilla del cocotero, se acepta que debe existir una fina
coordinacién protedmica durante la acumulaciéon y maduracion del endospermo liquido,
aungue hasta ahora poco se sabe al respecto.

ETAPA INMADURA

En la primera etapa del fruto de cocotero (menos de 8 meses), estd mayormente constituido
de agua de coco, ya que desde los 3 meses el fruto ya tiene agua y a los 6 meses empiezan
a formar el endospermo sélido (Angeles et al., 2018). En esta etapa, el endospermo liquido
esta rico en proteinas antioxidantes como Superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y
peroxidasas (POD), que protegen contra el estrés oxidativo inicial. El analisis del
comportamiento de las proteinas de la ruta glucolitica en los endospermos liquido y sélido
de las semillas del cultivar EVY o APM mostré un comportamiento diferencial y contrastante

(Figura 32, anexos). Es de hacer notar que la comparacion de la acumulaciéon de las
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proteinas glucoliticas entre las semillas de los cultivares EVY y APM respaldan que la
glucdlisis estd mas activa en las etapas madura e intermedia del cultivar APM con respecto
a EVY y que dichas proteinas son predominantes y mas acumuladas en el endospermo
sélido de dicho cultivar. Este comportamiento puede estar asociado con la conversion de
carbohidratos (triosas o0 hexosas) a precursores de &cidos grasos, dado que se ha reportado
que los cultivares altos acumulan mayor porcentaje de acidos grasos en su endospermo
solido que los cultivares enanos (Bourgis et al., 2011).

El hecho de que la citrato sintasa esté mas acumulada en el endospermo liquido de EVY
sugiere que en dicho tejido el citrato esta siendo requerido posiblemente como molécula
antioxidante (Schmidtmann et al., 2014). El desarrollo del fruto de cocotero es una condicion
de alto estrés mecanico y oxidativo y es posible que por ello otros estudios proteémicos han
descrito la presencia de los componentes proteicos de detoxificacidbn de las especies
reactivas de oxigeno, tal es el caso de la superéxido reductasa (SOD), ascorbato
peroxidasa (APX) y glutatién reductasa (Yang et al., 2022). El hecho de que la acumulacion
de las proteinas del TCA estén poco acumuladas en el endospermo liquido del cultivar APM
y mas acumuladas en el endospermo sdélido, puede estar reflejando una respuesta de
coordinacién metabdlica debido a que en dicho tejido también se observé una mayor
acumulacién de proteinas de la glucdlisis.

ETAPA INTERMEDIA

En la segunda etapa que es la intermedia (9-10 meses), empieza la solidificacion del
endospermo sélido. Hay una disminucion progresiva del contenido de agua, y también se
activan proteinas involucradas en la sintesis de almidones, proteinas de reserva y lipidos.
Bourgis y colaboradores (2011) han reportado que en las primeras etapas el fruto del coco
acumula mayormente carbohidratos, y en las etapas tardias acumula lipidos. Los azlcares
permiten a las plantas coordinar el uso apropiado de la energia y esqueletos carbonados
disponibles para soportar su desarrollo y crecimiento en un entorno en constante cambio.
En esta etapa las proteinas sintasa de almidén y amilasa, juegan un papel importante por
gue regulan la conversién de azucares en carbohidratos estructurales (Hernandez-Bernal
et al., 2022). También la Acetil-CoA carboxilasa y sintasa de &cidos grasos, ellas favorecen
la acumulacion de lipidos en el endospermo solido. Como empieza la solidificacion del
endospermo sélido, las proteinas de almacenamiento comienzan a depositarse en la matriz
gelatinosa. Cuando se analiz6 el comportamiento del proteoma involucrado en la ruta de
las pentosas fosfato entre los endospermos liquido y solido de los cultivares EVY y APM se

observé que la proteina transcetolasa-2 (F4IW47) fue detectada en los endospermos liquido
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y sélido de ambos cultivares, donde mayormente se acumulé en los estadios intermedios.
Cabe destacar que esta enzima también fue detectada en la ruta de fijacion del CO.. La
deteccidn de la transcetolasa-2 y la transaldolasa tanto en proceso de fijacion del CO, como
en la ruta de las pentosas fosfato no es de extrafiar dado que ambas proteinas participan
en la recuperacion de carbohidratos en forma de triosas, hexosas y heptulosas,
determinando asi la economia celular y metabdlica del carbono (Fuster-Fernandez, 2022).
Etapa madura

En la Ultima etapa (mas de 11 meses) es la maduracion completa, donde el endospermo
sélido es completamente duro. El agua de coco disminuye drasticamente. Las proteinas de
reserva como las glutelinas y prolaminas se acumulan como fuente energética para la
germinacion. Una vez que las reservas de los endospermos son catabolizadas, sus
productos resultantes funcionan como fuente de energia para el desarrollo de la semilla y
la germinacion del embridn, el cual originara un nuevo individuo (Thakur et al., 2018).

Se ha observado que en el embrién que la mayoria de estas proteinas se incrementaron a
lo largo de la maduracion (Granados-Alegria et al., 2024). Ya que el endospermo soélido se
solidifica completamente muchas proteinas del endospermo sélido implicadas en la
biosintesis de triglicéridos se incrementaron. En la comparacion del proteoma involucrado
en la biosintesis y elongacion de acidos grasos en los endospermos liquidos y sélidos de
los cultivares EVY y APM se observé que la iniciacion de la sintesis de acidos grasos, la de
palmitato, la de octanoil -ACP y la de estearato, fue menor todas las etapas de maduracion
del endospermo liquido y sélido de EVY y en el liquido de APM. En contraste, fue mayor en
la etapa intermedia y madura del endospermo sélido del cultivar APM. Es de hacer notar
que en el andlisis de los endospermos liquidos de EVY y APM, muchas de las proteinas
involucradas en el metabolismo de acidos grasos no fueron detectadas porque no
alcanzaron los niveles de acumulacion que permitieran su comparacion.

En el caso de las proteinas involucradas en la elongacion de acidos grasos, estas
estuvieron mas acumuladas al alza en el endospermo sélido del cultivar APM que en el del
cultivar EVY y en los endospermos liquidos de ambos cultivares. La proteina 3-hidroxiacil —
(ACP) deshidratasa y la 2,3,4-4cido graso saturado —(ACP) deshidrogenasa, estuvieron
poco acumuladas en el estadio inmaduro y se acumularon al alza en la etapa intermedia y
madura del cultivar APM mientras que en el cultivar EVY dichas proteinas fueron poco

acumuladas en las tres etapas de desarrollo.
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La coordinacion entre la acumulacién y activacion de las actividades enziméticas de los
proteomas del endospermo liquido y soélido del cocotero, asi como la acumulacion de
carbohidratos y acidos grasos y lipidos es esencial para la futura transferencia de nutrientes
hacia el embrion, tanto para su germinacion como para el desarrollo temprano de la plantula
(Kumar et al., 2015). En el caso de los carbohidratos presentes en los endospermos liquidos
y sélidos del cocotero, se ha observado que proteinas como las glucanasas (KAG1371059),
endo-1,3-1,4-beta-D-glucanasa putativa (KAG1364081), endo-1,3(4)-beta-glucanasa 1
(KAG1339046) y la endo-1,3-beta-glucosidasa 13 glucano, aumentan a lo largo de la
maduracion. Estas proteinas ayudan a descomponer almidones y otros polisacéridos
almacenados en los endospermos, transformandolos en azlcares simples que suministran
energia para el desarrollo de la semilla (Félix et al., 2023).

Por otra parte, las semillas oleaginosas, como es el caso de la de cocotero, éstas contienen
una cantidad significativa de lipasas. Dichas proteinas actlian sobre diferentes compuestos
éster, siendo los acilgliceroles sus principales sustratos (Savalas et al., 2021). Dado que los
endospermos liquido y sdélido son ricos en grasas, las proteinas involucradas en el
metabolismo de acidos grasos y lipidos son prominentes (Kumar et al., 2021), participando
en la descomposicion de los lipidos almacenados para proporcionar energia a la plantula
en desarrollo.

En resumen, la coordinacién catalitica entre las proteinas del endospermo liquido y sélido
del cocotero es un factor clave para el desarrollo de la semilla. Las proteinas presentes en
el agua de coco facilitan la activacién y movilizacién de nutrientes del endospermo sélido al
liquido y viceversa, mientras que las proteinas del endospermo sélido de manera
coordinada con las del endospermo liquido, proporcionan los recursos estructurales y de
almacenamiento necesarios para el crecimiento del embrién durante la germinacion. Las
proteasas y fosfatasas &cidas, involucradas en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y
proteinas, también juegan un papel en la proteccion y activacién de procesos metabdlicos
durante las primeras etapas de la germinacion.

4.2. Conclusiones generales

Nuestro estudio resalta la importancia del enfoque proteémico TMT dado que aportd
conocimientos novedosos sobre la bioquimica y la fisiologia del desarrollo y la maduracion
de la semilla de cocotero. La maduracion influye tanto en el endospermo solido como en el
liquido, pues se observé mayor turbidez en el agua del fruto maduro y mayor consistencia
del endospermo sdlido. Ademés de las diferencias visibles, los dos cultivares y los dos

endospermos mostraron diferencias a nivel proteémico. En los perfiles de proteinas de los
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endospermos sélido y liquido, en los geles, los cambios en la cantidad y abundancia fueron
significativos entre los distintos estadios de maduracion. Independientemente del estadio
de maduracion y de los endospermos, se observé una proteina cuyo peso molecular oscila
entre 46 kDa. Adicionalmente, en este estudio se disefié y aplicé el primer protocolo exitoso
de extraccion de proteinas del agua de coco y de obtencion del primer proteoma
comparativo detallado del endospermo liquido del coco.

Segun los andlisis protedmicos de TMT-SPS-MS3, se identificaron en el endospermo sélido
de los cultivares Enano verde de Yucatan y Alto del Pacifico mexicano, 378 y 488 proteinas,
respectivamente. Mientras que 881y 1125 proteinas fueron encontradas en el endospermo
liquido de los cultivares EVY y APM, respectivamente. El proteoma basal de los dos
cultivares mostré mayor enriquecimiento (fold enrichment > 45) y mayor FDR (log-10 > 30)
en el metabolismo de carbohidratos, mientras que el metabolismo de acidos grasos fue
menor. Los resultados constituyen conocimiento nuevo acerca de la composicion
protedmica y su dinamica durante la maduracién del fruto de cocotero.

La protedmica de los endospermos solido y liquido del fruto de cocotero esta directamente
relacionada con la maduracion del fruto porque las proteinas de estos tejidos no solo
contribuyen a la provisiébn de nutrientes esenciales y energia para el embrién, sino que
también desempefan funciones de proteccién frente al estrés y de regulacién metabdlica.
En conjunto, estas funciones aseguran que la semilla esté preparada para germinar y
desarrollar una plantula viable, optimizando las probabilidades de éxito durante el proceso

de germinacion.
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Figura 26. Perfil de dos cultivares de coco durante la maduracién, volumen de agua (mL) y
peso fresco (g). A) Enano verde de Yucatan B) Alto del Pacifico mexicano. Frutos inmaduros: (6-8
meses) después de la polinizacién (MDP); Intermedios: (9-10 MDP); Maduros: (11-14 MDP)
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ANEXOS

APM Sdlido EVY Liguido
(479) (@s1)

APM Liguido

EVY Sélido
(1125)

(378)

Figura 27. Analisis de Venn para la distribucion de las proteinas en los diferentes cultivares y
los dos endospermos. Endospermo solido enano Verde de Yucatan (mamey), endospermo liquido
enano Verde de Yucatan (azul), endospermo solido alto del pacifico mexicano (verde), endospermo

liquido alto del pacifico mexicano (rosa)
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ANEXOS

Glycolysis/Gluconeogenesis -

Carbon fixation in photosynthetic organisms -
Pentose phosphate pathway -

Pyruvate metabolism -

Fructose and mannose metabolism -

Carbon metabolism -

Arginine biosynthesis -

Fatty acid biosynthesis -
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Biosynthesis of nucleotide sugars -

Fatty acid degradation -
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Fatty acid metabolism -
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Starch and sucrose metabolism -
Biosynthesis of secondary metabolites -
Biosynthesis of cofactors -

Metabolic pathways -

-log10(FDR)
10
20

30

10 20 30
Fold Enrichment

o
N
o
(6)]
o

Figura 28. Ontologia de genes de las proteinas compartidas entre los endospermos solido y

liquido de los cultivares EVY y APM en los tres estadios de maduracién.

Figura 29. Perfil del endospermo sélido y liquido del coco en el estadio maduro.

88



ANEXOS

Enano Verde I Alto del Pacifico
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Figura 30. Perfil electroforético en SDS-PAGE de 12% de polipéptidos de dos cultivares tefiido
en plata. Enano verde de Yucatan y Alto del Pacifico mexicano. A la izquierda los diferentes pesos

moleculares
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Figura 32. Comparacion de la glucélisis de los endospermos sélido y liquido en estadios
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Figura 34. Comparacion de las rutas de las pentosas fosfato de los endospermos solido y

liquido en estadios inmaduro, intermedio y maduro de los cultivares EVY y APM.
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Figura 35. Comparacion del ciclo de Calvin-Benson de los endospermos sélido y liquido en

estadios inmaduro, intermedio y maduro de los cultivares EVY y APM.
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