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RESUMEN

Cocos nucifera L. es la palmera mas cultivada en el mundo, debido a que se utiliza para obtener
materias primas y alimentos. La mayoria de los estudios metabolémicos y de perfiles quimicos
realizados en el coco se han centrado en la determinacion del contenido de acidos grasos del
aceite de coco y la vida util del agua de coco. A pesar de la importancia econdémica de esta
especie, la maduracion del coco es un proceso bioldégico complejo, escasamente estudiado desde
el punto de vista metabdlico, y los cambios bioquimicos que ocurren durante la maduracion del
fruto son poco conocidos. El presente estudio integré un enfoque combinado de andlisis
metaboldmicos dirigidos y no dirigidos para caracterizar los cambios en las rutas metabdlicas del
endospermo liquido y solido de frutos de C. nucifera, de las variedades enano verde de Yucatan
(EVY) y alto del Pacifico mexicano (APM), recolectados en tres etapas de maduracion.

Los resultados revelaron diferencias metabdlicas notables entre variedades, tejidos y estadios de
maduracion. La variedad APM mostré una mayor diversidad de rutas enriquecidas, destacando
la activacion temprana de la biosintesis de flavonoides, esteroides y aminoacidos aromaticos, y
una transicion hacia rutas de metabolismo de lipidos y carbohidratos en etapas avanzadas. En
contraste, la variedad EVY presentd una regulacion mas especifica de rutas asociadas a la
biosintesis de carbohidratos, diterpenoides y carotenoides, lo que sugiere estrategias distintas en
el balance entre defensa antioxidante y acumulacién de reservas. Ambas variedades
compartieron la activacién de rutas relacionadas con la defensa, como el metabolismo del acido
araquidonico y rutas energéticas asociadas con la maduracion.

Asimismo, se evidenci6 una reorganizacion progresiva del metabolismo durante la transformacion
del endospermo liquido a sélido, reflejada en la activacién diferencial de rutas de biosintesis de
lipidos, remodelacién de la pared celular, y rutas relacionadas con la senescencia y el
almacenamiento. Las diferencias en la concentracion de compuestos fendlicos y su reduccion
con la madurez también sugieren un cambio funcional desde la proteccién temprana hacia el
almacenamiento energético.

Estos hallazgos subrayan la complejidad del metabolismo del coco durante la maduracién y
resaltan el valor de la metabolémica como herramienta para estudiar procesos fisioldgicos en
frutos tropicales no climatéricos. Ademas, aportan informacion relevante para la caracterizacion
funcional de variedades locales y la exploracion de aplicaciones biotecnoldgicas basadas en los

perfiles metabdlicos diferenciados.



ABSTRACT

Cocos nucifera L. is the most widely cultivated palm species in the world, valued for its use in
producing raw materials and food products. Most metabolomic studies and chemical profiles on
coconut have focused on determining the fatty acid composition of coconut oil and the shelf life of
coconut water. Despite the economic importance of this species, coconut maturation is a complex
biological process that remains scarcely studied from a metabolic perspective, and the
biochemical changes occurring during fruit maturation are still not well understood.

This study employed a combined approach of targeted and untargeted metabolomic analyses to
characterize changes in metabolic pathways in the liquid and solid endosperm of C. nucifera fruits
from two varieties: enano verde de Yucatan (EVY) and alto del Pacifico mexicano (APM), collected
at three stages of maturation.

The results revealed significant metabolic differences between varieties, tissues, and maturation
stages. The APM variety exhibited a broader diversity of enriched pathways, with early activation
of flavonoid, steroid, and aromatic amino acid biosynthesis, followed by a shift toward lipid and
carbohydrate metabolism in later stages. In contrast, the EVY variety showed a more specific
regulation of pathways associated with carbohydrate, diterpenoid, and carotenoid biosynthesis,
suggesting distinct strategies in balancing antioxidant defense and reserve accumulation. Both
varieties shared the activation of defense-related pathways, such as arachidonic acid metabolism,
and energy-related routes associated with maturation.

Additionally, a progressive metabolic reorganization was observed during the transition from liquid
to solid endosperm, reflected in the differential activation of lipid biosynthesis, cell wall remodeling,
and senescence- and storage-related pathways. Differences in phenolic compound
concentrations and their decline during maturation also suggest a functional shift from early
antioxidant protection to energy storage.

These findings underscore the metabolic complexity of coconut fruit maturation and highlight the
value of metabolomics as a tool for studying physiological processes in non-climacteric tropical
fruits. Moreover, they provide relevant insights for the functional characterization of local varieties

and the exploration of biotechnological applications based on their distinct metabolic profiles.
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INTRODUCCION

El cocotero (Cocos nucifera L.), es una especie perenne de gran importancia agroecoldgica,
econdmica y sociocultural en las regiones tropicales del mundo. Su fruto, una drupa altamente
especializada, constituye una estructura bioldgica particular que permite el estudio de procesos
fisioldgicos y bioquimicos relacionados con la diferenciacion celular, la acumulacién de reservas,
la defensa vegetal y la transicion entre fases de desarrollo. Uno de sus principales tejidos, el
endospermo, derivado del proceso de doble fecundacion, presenta una caracteristica inusual: se
origina como un liquido sincitial rico en metabolitos primarios y secundarios, que con el tiempo se
transforma progresivamente en una matriz sélida de almacenamiento. Esta transformacién
implica una reorganizacion metabdlica sustancial, en la que convergen multiples rutas
involucradas en el metabolismo primario y secundario, reflejando un sistema dinamico de
adaptacion y maduracion (Foale, 2003; Rival y Divoux, 2003).

El coco es considerado un fruto no climatérico; por tanto, su maduracion depende de mecanismos
endoégenos y ambientales que regulan la expresion génica, la actividad enzimatica y la
reconfiguracién metabdlica, sin estar mediada por etileno (Bapat et al., 2010). En este contexto,
la metaboldmica se ha consolidado como una herramienta clave para analizar los cambios
dindmicos en el metabolismo vegetal. Esta disciplina permite estudiar de manera sistematica los
perfiles de compuestos de bajo peso molecular, y a través de enfoques dirigidos y no dirigidos,
proporciona una vision amplia del estado metabdlico de los tejidos en distintos estados
fisiolégicos (Fiehn, 2002; Patti et al., 2012).

En México se cultivan diversas variedades de coco, generalmente enano verde de Yucatan (EVY)
y alto del Pacifico mexicano (APM), las cuales presentan diferencias morfolégicas, reproductivas,
funcionales, adaptativas, asi como de calidad del fruto. No obstante, la base bioquimica que
sustenta estas diferencias aun no ha sido caracterizada de manera exhaustiva. En particular, se
carece de estudios comparativos enfocados en las rutas metabdlicas que se regulan
diferencialmente durante la maduracion del endospermo liquido y sdlido en estas variedades. La
limitada informacion interfiere con el aprovechamiento cientifico y tecnoldgico del recurso, asi
como su valorizacion agroindustrial y nutracéutica.

Ademas, la clasificacion precisa de la madurez del fruto en campo representa un desafio
metodoldgico persistente. Las caracteristicas fenotipicas externas, como el color del exocarpo o
el tamano del fruto, no siempre reflejan con fidelidad el estado metabdlico interno, lo que dificulta

la estandarizacién de los analisis y la interpretacion fisiologica de los datos (Javel et al., 2018).




CAPITULO |

En este sentido, el uso de enfoques metabolomicos orientadas al estudio de las rutas reguladas
a lo largo del desarrollo permite una comprension mas objetiva del proceso de maduracion, mas
alla de los indicadores morfologicos tradicionales.

El presente trabajo emplea una estrategia combinada de analisis metaboldmicos dirigidos y no
dirigidos para caracterizar los cambios en las rutas metabdlicas del endospermo liquido y sélido
de frutos de EVY y APM recolectados en tres etapas representativas de maduracion. Se
abordaron metabolitos pertenecientes a vias centrales del metabolismo primario (carbohidratos,
aminodacidos, acidos organicos) y secundario (compuestos fendlicos, lipidos bioactivos),
considerando sus variaciones segun tipo de tejido, variedad, y maduracion, ademas de la
metodologia desarrollada.

Mas alla de la mera presencia o0 ausencia de metabolitos, este estudio se enfocd en la
identificacion de rutas metabdlicas diferencialmente reguladas, con el fin de dilucidar los patrones
fisioldégicos que subyacen a la transformacion del endospermo liquido a sélido, asi como a los
mecanismos de acumulacién de reservas, defensa antioxidante y adaptacién al estrés durante la
maduracion. A través del analisis de enriquecimiento de rutas, se buscaron asociaciones
funcionales entre grupos de metabolitos y procesos bioldgicos especificos, con el objetivo de
construir una vision integradora del metabolismo del fruto.

Los resultados generados permitiran profundizar en el entendimiento de la fisiologia del coco
como fruto tropical no climatérico, aportar consideraciones relevantes para la valorizacién de
variedades locales y sentar bases para aplicaciones futuras en biotecnologia, manejo agronémico
y desarrollo de productos derivados. De manera paralela, este estudio contribuye a fortalecer el
uso de herramientas dmicas en especies tropicales de interés econdémico, promoviendo el

conocimiento funcional de los recursos genéticos locales bajo un enfoque multiescala.
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ANTECEDENTES

1.1 Generalidades del cocotero

Cocos nucifera L. es una especie de palmera conocida comunmente como cocotero o palma de
coco, es una de las plantas tropicales mas representativas y con gran importancia econémica. El
cocotero también es llamado “el arbol de la vida”, “el arbol del cielo” o “el arbol de los mil usos”
debido a que es una planta de gran porte, belleza y una excelente fuente de materias primas.
Desde el inicio de las civilizaciones, la palma de coco ha sido utilizada como fuente de alimento,
fibras y combustible. Actualmente, el aceite de coco tiene alta demanda, es util en la industria
alimentaria, en la industria cosmética, en la industria productora de biocombustibles y, en menor
medida, en la produccién de medicamentos. Diferentes partes del cocotero también son utilizadas
para la obtencioén de azucar y alcohol. Esta planta es una monocotiledonea, monoica y perenne
(Briones y Barrera, 2016; Zizumbo-Villarreal et al., 2008).

Cocos nucifera es una especie diploide con 32 cromosomas (2n = 32), con hibridacion
intraespecifica. Esta especie pertenece la familia Arecaceae, siendo una especie monotipica, la
Unica del género Cocos, segun el Sistema Integrado de Informacién Taxondmica (ITIS, por sus

siglas en inglés) (Alonso-Esquivel et al., 2008; Santos et al., 1996) (Cuadro 1.1).

Cuadro 1.1. Clasificacién taxonémica del cocotero (ITIS, 2020).

Jerarquia taxondémica

Reino Plantae Plantas

Subreino Viridiplantae Plantas verdes

Infrareino Streptofita Plantas terrestres

Superdivision Embriofitas Plantas gametofitas

Division Traqueofitas Plantas vasculares

Subdivisién Espermatofita Plantas con semillas

Clase Magnoliopsida Plantas con embriones
dicotiledéneos

Superorden Lilianae Plantas herbaceas con flores

Orden Arecales Palmas

Familia Arecaceae Palmeras

Género Cocos L. Palma de coco

Especie Cocos nuciferaL.  Cocotero
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1.2 Caracteristicas morfolégicas del cocotero

El cocotero es una palmera alta y erecta que puede medir hasta 25 m de altura, sin embargo, en
condiciones favorables puede alcanzar hasta los 30 m. La palma de coco posee una corona de
hojas dispuesta sobre el extremo superior del tallo, siendo éste el unico punto de crecimiento.
Las hojas son de gran tamano, de forma pinnada, con un raquis principal del que surgen
numerosos foliolos lanceolados dispuestos en un solo plano en ambos lados del raquis (Alonso-
Esquivel et al., 2008). El tronco de las palmeras recibe el nombre de estipe o estipite, para
diferenciarlo del de los arboles; este es delgado y tiende a curvarse por el peso de sus frutos o
por accion del viento. Posee una corteza con coloracién grisacea o parda, con ligeras rajaduras
que le dan un aspecto aspero. El sistema radicular esta formado por varias raices primarias, con
grandes cantidades de raicillas que fijan fuertemente a la planta en el suelo, brindando gran
resistencia ante el embate de los fuertes vientos de la costa (Niral y Jerard, 2018).

Briones y Barrera (2016) mencionan que, en términos botanicos estrictos, la palmera de coco no

es un arbol, pues no tiene ramas y posee un cambium vascular con crecimiento secundario.

1.3 Origen del cocotero

El cocotero es considerado como una especie muy antigua, con una larga historia de
domesticacién. Se cree que los primeros humanos comenzaron a domesticar palmas de coco en
los asentamientos costeros tropicales. Los ndmadas de la edad de piedra influyeron en la
distribucion geografica y diversificacion fenotipica de la especie. Fijar un origen geografico para
esta especie es objeto de controversia; la mayoria de los investigadores y paleobotanicos
proponen que esta planta es originaria del sur de Asia (Malasia, Indonesia y Filipinas), mientras
que otros sostienen que el origen tuvo lugar en la costa oeste de Centroamérica y las islas
adyacentes del Pacifico (Gunn et al., 2011; Baudouin y Lebrun, 2009; Harries et al., 2004). En la
actualidad, la palma de coco tiene una amplia distribucion en casi todas las regiones tropicales y

subtropicales del mundo.
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1.4 Variedades del cocotero

Dentro de la especie C. nucifera L. se distinguen dos variedades principales; la variedad alta y la
variedad enana. Las palmeras altas son el resultado de la polinizacién cruzada natural (alégamas,
heterocigotas) y tienen mayor valor econdmico, pueden crecer hasta 30 m con un tallo robusto;
comienzan a florecer a los 5 afios después de la siembra y continian produciendo hasta la edad
de 80 a 100 afos. Los frutos son de tamafo mediano a grande y producen copra en mayor
cantidad y de buena calidad, con alto contenido de aceite (Ramanandam et al., 2017). En cuanto
a las palmeras enanas, éstas son resultado de la autopolinizacion (autégamas, menos
heterocigotas que las variedades altas), son de baja estatura (de 8 a 10 m), floracién temprana a
los 3 0 4 afios después de la siembra, y tienen una vida productiva de unos 40 a 50 afios.
Producen frutos que generalmente son de tamafo pequefio a mediano. Las variedades altas y
enanas se han utilizado para el desarrollo de hibridos, que combinan la caracteristica de floracién
temprana de los enanos y la resistencia a las enfermedades y la cualidad de alto rendimiento de
los altos (Rajesh et al., 2015).

Ademas de las variedades ampliamente reconocidas existen numerosos cultivares y ecotipos que
reflejan una adaptacién local a condiciones agroecoldgicas especificas. Estos cultivares y
ecotipos, resultado tanto de procesos de domesticacién como de seleccion natural, presentan
diferencias morfologicas, fisioldgicas y bioquimicas que pueden influir en caracteristicas clave del
fruto, como el contenido de agua, el perfil lipidico, la composicion de metabolitos secundarios y
el tiempo de maduracién (Batugal et al., 2005; Perera et al., 2009). El estudio de esta diversidad
intraespecifica resulta esencial para comprender la plasticidad metabdlica del coco y para
aprovechar su potencial en programas de mejoramiento genético, conservacién de germoplasma

y desarrollo de productos con valor agregado (Lebrun et al., 2021).

1.5 Produccién mundial y nacional del coco

Los productos principales del coco son el endospermo sélido y liquido. Desde tiempos antiguos
el hombre ha sabido aprovechar este importante recurso mediante aplicaciones muy variadas,
basadas en creencias culturales o tradicionales. El agua de coco es consumida como una bebida
refrescante y nutritiva con importantes efectos benéficos para la salud (Janick y Larkins, 2008).
Se propone que el agua de coco podria utilizarse como una alternativa importante para la
rehidratacion oral e incluso para la hidratacion intravenosa de pacientes (Campbell-Falck et al.,

2000). Otros estudios sugieren que el agua de coco puede ofrecer proteccion contra el infarto de
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miocardio y como alternativa en el control de la hipertensién (Anurag y Rajamohan, 2003; Alleyne
y Shirley, 2005).

Se calcula que en 2018 la produccion mundial de cocos fue de aproximadamente 61 millones de
toneladas, dejando una derrama econdmica de 36.3 billones de doélares. En ese afo, los
principales productores de coco fueron Indonesia (19 millones de toneladas), Filipinas (14
millones de toneladas) e India (12 millones de toneladas); estos tres paises suman el 73% de la
produccién mundial. Malasia, Tailandia, Sri Lanka, Brasil, Vietham, Papua Nueva Guinea y
México son los paises que siguen en la lista de productores de coco (World Atlas, 2018).

Segun datos recientes de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO, 2023), la producciéon mundial de cocos en 2022 superd los 62 millones de
toneladas, mostrando un incremento moderado respecto a los 61 millones de toneladas
reportados en 2018. Este crecimiento se atribuye a la expansién de areas cultivadas y mejoras
en la productividad en regiones clave. Los principales productores contindan siendo Indonesia
(18.5 millones de toneladas), Filipinas (14.7 millones de toneladas) e India (12.5 millones de
toneladas), que en conjunto representan aproximadamente el 72% de la produccion global. Otros
paises como Vietnam, Sri Lanka, Brasil y México también contribuyen significativamente, con
producciones que oscilan entre 1.2 y 2.5 millones de toneladas. El valor econémico del mercado
global del coco se estimé en mas de 40 mil millones de ddélares en 2022, impulsado por la
creciente demanda de productos derivados como aceite, agua y harina de coco, especialmente
en mercados de Norteamérica y Europa (Statista, 2023).

México ocupa el lugar numero ocho a nivel internacional desde el 2018, produciendo poco mas
de 1 millén de toneladas de frutos. Los estados productores de coco en México son Campeche,
Colima, Chiapas, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Nayarit, Oaxaca, Quintana Roo, Sinaloa,
Tabasco, Veracruz y Yucatan. El estado de Guerrero es el principal productor nacional, cuya
produccion representa el 80% de lo obtenido en el afio (SADER, 2020).

En el estado de Yucatan el cultivo y aprovechamiento del cocotero se ha desarrollado desde el
inicio del siglo XX, en los puertos de la costa y en algunos municipios al interior del estado. Los
principales municipios productores de coco son Sinanché, Ticul y Sacalum, seguidos de
Tzucacab, Oxkutzcab, Peto, Progreso, Muna, Telchac Puerto, San Felipe y Rio Lagartos. La
produccion de Yucatan representa el 9% de la produccion nacional (Benitez-Arellano y Sosa-
Alcaraz, 2017).
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1.6 Caracteristicas del coco

Botanicamente, el fruto de C. nucifera es descrito como una drupa fibrosa. Este fruto comienza a
desarrollarse a partir de una flor femenina polinizada. Los frutos inicialmente son pequenos,
crecen primero desarrollando longitud y posteriormente anchura, tienen forma eliptica y en su
madurez pueden pesar hasta 8 kilogramos. La fruta del cocotero contiene un endospermo sélido
con un embridn incrustado en él y una fraccion liquida; estas estructuras son cubiertas y
protegidas por el pericarpio (Tzec-Sima et al., 2023; Niral y Jerard, 2018).

El pericarpio se divide en tres secciones bien diferenciadas (Figura 1.1):

Exocarpio: también llamado epicarpio, esta es la parte mas externa que presenta diferentes
coloraciones segun la variedad y madurez.

Mesocarpio: corresponde a la seccion intermedia del pericarpio, esta inmediatamente debajo del
exocarpio, tiene una consistencia fibrosa y representa mas del 60% del volumen total de la fruta.
El grosor de esta seccién varia de 2 a 15 cm, dependiendo de la variedad y etapa de maduracion.
Endocarpio: es la parte mas dura que protege al embridon y al endospermo de la semilla. Esta
compuesto por celulosa, hemicelulosa y lignina. En la region distal pueden identificarse tres poros
(ojos) que representan a los carpelos del ovario.

Entre el endocarpio y el endospermo solido hay una delgada capa llamada testa, que constituye

la cubierta de la semilla.
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Zona

Testa distal

Plumula Zona

Exocarpo
(epicarpo)

Endospermo
liquido

Figura 1.1. Estructuras y tejidos de la fruta de cocotero en germinacion (Tzec-Sima et al., 2023).

1.6.1 Caracteristicas del endospermo

El endospermo de los frutos sirve como reserva de nutrientes para el embrion durante
germinacion en las plantas fanerégamas. El coco tiene una caracteristica peculiar, pues es la
Unica fruta con nuez que desarrolla tanto endospermo sélido como liquido. Los frutos inmaduros
de C. nucifera tienen la cavidad central llena de liquido que se reduce gradualmente durante el
desarrollo del fruto, incluso en el almacenamiento postcosecha. La fraccion liquida constituye una

importante reserva de agua, macronutrientes y fitohormonas con importante funcion en el inicio
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de la germinacion y en el desarrollo del embrion. Si el agua de la semilla se agota por completo,
la fruta pierde su capacidad de germinacién. En las semillas maduras de C. nucifera el
endospermo puede representar el 50% del peso de la semilla y la parte sélida puede alcanzar
entre 0.8 y 2 cm de grosor, dependiendo de la variedad (Foale et al., 2020).

Tammes (1955) y Child (1974) fueron los primeros que describieron y midieron el tiempo de
desarrollo de la fruta de coco (Cuadro 1.2). El desarrollo comienza con la etapa de floracién
mensual al termino de cinco afios después de la siembra, en intervalos mensuales. A medida que
la fruta madura, el saco embrionario aumenta de tamafio, dejando una gran vacuola en el centro.
Durante los primeros seis meses del desarrollo, la fruta aumenta su volumen a medida que el
saco embrionario permanece lleno con endospermo liquido. Al fin de este periodo, el endospermo
sélido comienza a formarse desde el extremo opuesto al tallo, extendiéndose gradualmente sobre
el endocarpio. El endospermo sdlido se vuelve visible a los 6-7 meses posteriores a la fertilizacion,
visualizandose como una fina capa gelatinosa en la periferia de la cavidad del saco embrionario.
A partir de esta capa gelatinosa se desarrollara rapidamente una capa interna firme y crujiente,
desde el séptimo mes hasta el noveno mes (Abraham y Mateo, 1963). El endospermo soélido es
una pulpa blanca que se endurece a lo largo de la maduracion, debido a la deposicién intracelular

de lipidos y por la metilacién de la pectina (Angeles et al., 2018; Kohli y Gupta, 2015).

Cuadro 1.2. Cronologia del desarrollo de la fruta de C. nucifera. (Angeles et al., 2018; Tammes, 1955).

Meses posteriores a la polinizacion
0{1]/2|3|4|5|6|7|8[9|10|11(12|13 |14 | 15|16

Floracion de la

flor masculina X

Floracion de la

flor femenina X | X | X
Fertilizacion y X | X |X

desarrollo inicial
Formacion del

endospermo X|X|X|[xX|[xX |x |Xx

Desarrollo del

embrion X | X |Xx X X X X X X
Secado de la

cascara X X X X
Maduracién de

la fruta X X X X X X X
Caida de la X X | X
fruta

Cosecha X X X
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En cuanto a las especies filogenéticamente cercanas a C. nucifera, se pueden mencionar a
palmas de la familia Arecaceae. Entre estas, Phoenix dactylifera (palma datilera) presenta
endospermo solido de pequefio tamafo, que representa el 30% del peso del fruto, compuesto
principalmente por lipidos, proteinas y minerales (Baliga et al., 2011). Los frutos de la palma
datilera son una rica fuente de azucares, acumulados principalmente en el mesocarpio, durante
la maduracion de los frutos. Por cada 100 g de peso seco de los frutos se pueden recuperar hasta
80 g de glucosa y fructosa. EI mesocarpio también se compone de lignina, arabinoxilano,
galactomanano y pectina, moléculas que se correlacionan significativamente con la dureza de la
fruta y los parametros de gomosidad y masticabilidad (Kamal et al., 2020).

Otra especie filogenéticamente cercana a C. nucifera es Elaeis guineensis (palma aceitera
africana; familia Arecaceae). Esta especie ha sido ampliamente explotada debido a que acumula
alto contenido de lipidos en el pericarpio. Los frutos son usados para la extraccion de aceite, pues
tienen el mejor rendimiento en la extraccidon, comparado con los frutos de otras palmeras (Onoja
et al., 2019).

1.6.2 Biologia del desarrollo del endospermo

Durante el desarrollo de semillas en angiospermas, el endospermo frecuentemente inicia como
un tejido sincitial, caracterizado por divisiones nucleares sucesivas sin citocinesis, lo que da lugar
a una estructura multinucleada compartiendo un unico citoplasma. Este tipo de organizacion se
observa predominantemente en el tipo nuclear de desarrollo del endospermo, el cual es el mas
comun entre las angiospermas, especialmente en monocotiledéneas como los cereales (Olsen,
2004; Sabelli y Larkins, 2009). El endospermo sincitial cumple funciones cruciales en el
almacenamiento y transferencia de nutrientes hacia el embriéon en desarrollo, y en muchas
especies termina por celularizarse en etapas posteriores, aunque esta transicion puede variar
considerablemente entre especies (Berger, 2003; Li y Berger, 2012). En el caso del coco, el
desarrollo del endospermo exhibe caracteristicas particulares: el tejido inicialmente se desarrolla
como un sincitio liquido que ocupa la cavidad seminal, conocido como liquido endospérmico, el
cual se enriquece progresivamente con metabolitos y nutrientes (Batugal et al., 2009; Foale,
2003). A medida que la semilla madura, ocurre una progresiva celularizacién desde la periferia
hacia el centro, originando el endospermo sdlido, lo que representa una transicién dinamica entre
estados sincitiales y celulares (Perera et al., 2010; Arias-Merino et al., 2022). Este patrén también

ha sido reportado en otras Arecaceas como Elaeis guineensis y Phoenix dactylifera, aunque con
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variaciones en la velocidad y extension del proceso de celularizacion (Chaudhury et al., 2020;
Teixeira et al., 2018). Estas particularidades del endospermo en palmas reflejan adaptaciones
fisioldgicas a su entorno y estrategias especificas de almacenamiento y dispersion, subrayando

la relevancia del estudio de este tejido en contextos evolutivos, agrondmicos y bioquimicos.

1.6.3 Composicion del endospermo

La germinaciéon del embrion comienza cuando la semilla madura entra en contacto con la
humedad durante tiempo suficiente. El endospermo soélido y liquido contienen todos los nutrientes
esenciales (carbohidratos, lipidos, aminoacidos, vitaminas y minerales) y fitohormonas
necesarias para la germinacién y desarrollo del embrion. El endospermo del coco se compone
principalmente de lipidos (68-70%), azucares (6-7%) y proteinas (6-9%). Los lipidos son la
principal reserva energética y son las primeras moléculas en solubilizarse por accién de las
lipasas al inicio de la germinacién (Kumar et al., 2018).

El endospermo sodlido de C. nucifera contiene en promedio 46% de aceite, compuesto
principalmente por acido laurico (acido graso C12) y acido miristico (C14), en proporciones
similares a las reportadas en el aceite de palma (Cuadro 1.3). Los frutos con maduracion
intermedia producen altos niveles de acidos laurico, oleico y linoleico, pero la concentracion de
estos aceites disminuye a medida que los frutos maduran (Angeles et al., 2018; Padua y Banzon,
1979).

El aceite de coco se utiliza en productos alimenticios, cosméticos, detergentes, tensoactivos,
biocombustibles y otros fines industriales. El punto de fusién varia entre 20 y 27 °C, posee una
baja concentracion de acidos grasos insaturados y un indice de yodo de 7.7, de los mas bajos
entre los aceites vegetales disponibles comercialmente (Kumar, 2011). Angeles et al. (2018)
presentaron una revision de los diferentes acidos grasos contenidos en el endospermo de C.
nucifera, comparandolo con los valores de los acidos grasos contenidos en aceites de otras
semillas de origen vegetal (Cuadro 1.3).

Existen acidos grasos saturados de cadena larga que no se habian reportado en el endospermo,

tal es el caso del acido behénico (C22) y lignocérico (C24) (Kumar et al., 2011).
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Cuadro 1.3. Concentracién porcentual de los &cidos grasos contenidos en varios aceites de semillas. Los numeros en negritas resaltan el acido
graso con mayor concentracion en cada aceite vegetal (Angeles et al., 2018).

Coco Canola Maiz Algodon Lino Oliva Palma Mani Soja Girasol
aceitera
A. caproico (C6) 0.083 0 0 0 0 0 0 0 0 0.26
A. caprilico (C8) 5.19 0 4 0 0 0 3.72 0 0 0.13
A. caprico (C10) 5.84 0 7 0 0 0 412 0 0 0.34
A laurico (C12) 48.04 0 0 0 0 0 43.57 0 0 0.07
A. miristico (C14) 19.04 0.06 0.6 0.69 0 0.35 16.09 0.03 0.21 5.57
A. palmitico (C16) 9.42 6.48 10.94 21.76 5.5 8.34 8.33 8.45 10.05 0.13
A. palmitoleico 0 0 1.47 1.84 0 0 0 0 0.05
(C16:1)
A margarico (C17) 0 3.78 0.08 0.08 0 0.11 0 0.12 0.11 3.714
A. estearico (C18) 3.06 1.87 242 2.35 35 2.83 2.14 3.58 4.04 29.56
A. oleico (C18:1) 7.92 41.35 29.39 33.69 221 78.4 22.5 58.5 26.63 59.55
A. linoleico (C18:2) 1.38 17 48.49 46.91 20.5 7 1.25 20 51.83 0.24
A linolénico (C18:3) 0.067 27.95 0.76 0.35 47.5 0 0 0 6.58 0.64
A. araquidonico 0.14 0.64 0.50 0.34 0.65 0.29 0.15 2.19 0.38 0.65
(C20)

A. behénico (C22) 0 0.35 0.49 0.35 0 0.13 0 3.14 0.58 0.6
A. ertcico (C22:1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.21

A. lignocérico (C24) 0.03 0.27 0.29 0.22 0 0.03 0.3 1.66 0.23 0
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Los carbohidratos contenidos en el endospermo principalmente son mananos, glucidos de
tipo manano-oligosacaridos (MOS). Los galactomananos y galactoglucomananos son
degradados por p-manosidasas, en la degradacién de estos MOS se generan azucares
solubles y reductores que mas adelante seran hidrolizados por amilasas e invertasas. El
endospermo solido constituye la reserva de almidon del fruto, mientras que el endospermo
liquido contiene en su mayoria monosacaridos como glucosa, fructosa y sacarosa. También
se ha reportado que el endospermo liquido contiene trazas de rafinosa (trisacarido) y

arabinogalactano, xilosa, manosa y arabinosa (polisacaridos) (Kumar et al., 2018).

1.6.4 Fitohormonas en el endospermo liquido

En el endospermo liquido se encuentra una importante fraccion de fitohormonas disueltas.
Inicialmente, se identificaron las auxinas, después las giberelinas, seguido de las citocininas
y, finalmente, el acido abscisico (Tuyekar et al., 2021). Yong et al. (2009) realizaron una
revision de las fitohormonas identificadas en el endospermo de C. nucifera. En el Cuadro
1.4 se presentan los resultados de un analisis cualitativo y cuantitativo de dicho estudio, se
observa que las auxinas son las principales fitohormonas presentes, pudiéndose cuantificar
hasta 3.6 ug/mL en el endospermo liquido de frutos inmaduros.

El acido indol-3-acético (AlA) es la principal auxina de las plantas; esta molécula no sélo se
presenta en forma libre, también se conjuga con aminoacidos, péptidos o carbohidratos.
Las auxinas responden a sefales fisicas como la luz y la gravedad, interviniendo en
procesos de ramificacion de brotes y raices, asi mismo, en la diferenciacion de células
meristematicas y de érganos inmaduros (Ma et al., 2008; Berleth et al., 2004).

Las citocininas son fitohormonas que ejercen diversas funciones en el crecimiento y
desarrollo de las plantas. Intervienen en la divisidon celular, formacion de meristemos de
brotes, induccion de la expresion de genes relacionados con la fotosintesis, senescencia
de las hojas, transporte de nutrientes, germinacion de semillas, crecimiento de raices y
respuesta al estrés (Haberer y Kieber, 2002).

Otro grupo de fitohormonas son las giberelinas (acidos giberélicos) y se conocen
aproximadamente 136 giberelinas diferentes. Estas moléculas son responsables de la
regulacién del crecimiento y desarrollo de la planta, intervienen en la germinaciéon de
semillas, elongacion de las células epidérmicas, extension de las hojas y el desarrollo de
las flores (Ge et al., 2008).
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Cuadro 1.4. Fitohormonas identificadas en las muestras de endospermo liquido extraido de frutos
en dos etapas de desarrollo de Cocos nucifera (Yong et al., 2009).

Inmaduro verde (e. Maduro (e. sdlido)
liquido) pg/mL pg/mL
Auxinas
Acido indol-3-acético (AIA) 3.6 1.46
Citocininas
NB- I1sopenteniladenina 0.02 ---
Dihidrozeatina 0.02 -
trans- Zeatina 0.01 -—-
Kinetina 0.03 -
orto-Topolina 0.72 -
Dihidrozeatina-O-glucésido 1.06
trans-Zeatin-O-glucosido 4.07 -—-
trans- Zeatina ribdsido 0.76 -
Kinetina ribosido 0.03 -
trans-Zeatina rib6sido-5'- 0.21 -
monofosfato
Giberelinas
Giberelina 1 0.43 -
Giberelina 3 0.87
Acido abscisico 0.03 0.7
Acido salicilico 1.79

1.6.5 Variacion de compuestos durante la maduracion de los frutos de coco

En el endospermo liquido de los frutos inmaduros, los azucares reductores son los
principales compuestos presentes. En esta etapa, la sacarosa que proviene de la savia del
floema ingresa al fruto y se convierte en glucosa y fructosa por accion de invertasas
presentes en el tallo. Con el inicio de la formacién del endospermo solido, a partir del
séptimo mes, se liberan los azucares no reductores y aumentan su concentracion hasta el
mes nueve en el endospermo liquido. Al inicio de la formacion del endospermo sélido
también se sintetizan polisacaridos y se detiene cuando el endospermo se endurece cerca
del décimo mes; los polisacaridos se depositan en las paredes celulares. La sacarosa es

precursora de diversos polisacaridos, como Ila celulosa del pericarpio y de
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aproximadamente el 20% de los lipidos que se almacenan en el endospermo (Kumar y
Balakrishnan, 2009; Richter et al., 2005; Balasubramaniam y Atukorala 1973).

Se ha reportado que la biosintesis de acidos grasos comienza en los frutos inmaduros en
el quinto mes, alcanzando las maximas concentraciones en los frutos maduros en el mes
12. Por esta razén, este estadio de maduracion es el ideal para obtener la copra, de la que
se extraera el aceite de coco. En la comparacion cualitativa de los acidos grasos contenidos
en el endospermo sélido y liquido de C. nucifera se observé similitud, pero es notable la
variacion respecto a la acumulacion de los acidos grasos durante el desarrollo del fruto, es
decir, los cambios son cuantitativos. Kumar y Balakrishna (2009) analizaron la
concentracién de los acidos grasos en el endospermo solido de C. nucifera en diferentes
etapas del desarrollo y se observd que la concentracién del acido laurico (C12) aumenté
gradualmente a partir de los seis meses posteriores a la fertilizacion, y continué hasta su
maduracion, mientras que los &acidos palmitico (C16) y oleico (C18:1) disminuyeron
gradualmente desde el sexto mes, hasta la maduracién del fruto (Figura 1.2). Por otra parte,
en el endospermo liquido de los frutos inmaduros hay cuatro acidos grasos presentes
(C14:1, C15, C16:1 y C17), pero desaparecen a medida que madura el fruto. Por otro lado,
los acidos grasos de cadena corta (C6, C8 y C10), que inicialmente estan en menor
proporcion, aumentan con la maduracioén, tanto en el endospermo liquido como en el sélido.
Los acidos grasos de cadena larga acido linolénico (C18:3) y acido behénico (C22) se
encuentran disueltos en el endospermo liquido en todas las etapas del desarrollo de la fruta,
pero no se han detectado en el endospermo sdlido. La concentracion de acidos grasos de
cadena larga es mayor en los frutos inmaduros, mientras que en los frutos maduros la

concentracion de acidos grasos de cadena corta y media es mayor.
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Perfil de acidos grasos de Cocos
nucifera
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Figura 1.2. Perfil de 4cidos grasos contenidos en muestras de aceite extraido de semillas de C.
nucifera en diferentes etapas de desarrollo (Kumar y Balakrishna, 2009).

En el endospermo liquido también se encuentran compuestos nitrogenados, entre los
cuales los aminoacidos libres constituyen una parte importante. Durante la maduracion, el
nitrogeno total y el nitrégeno no proteico aumentan progresivamente. De manera similar, el
contenido de aminoacidos libres en el endospermo liquido aumenta de 4 a 16 mg por cada
100 mL. Se estima que, en el endospermo liquido de frutos inmaduros, el 70% de los
aminoacidos contenidos son glutamina, arginina, asparagina, prolina, alanina y acido
aspartico. En el endospermo liquido de frutos maduros el 75% de los aminoacidos libres
son alanina, acido a-aminobutirico, acido glutamico, acido aspartico y acido glutamico; los
mas abundantes son los dos ultimos. En cuanto al endospermo sélido de los frutos
maduros, los aminoacidos metionina, tirosina, triptéfano y fenilalanina son los mas
abundantes. En cuanto al contenido de proteinas, se ha reportado que el endospermo

liquido de frutos inmaduros contiene cerca del 0.13%, lo cual aumentara a 0.29% en frutos
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maduros. Por el contrario, la concentraciéon de proteinas en el endospermo sélido disminuye
conforme avanza la maduracion, de 8.3 a 6.2% (Angeles et al., 2018; Yong et al., 2009).
Los fitorreguladores juegan un papel importante en la regulacion de los procesos
fisiologicos de la planta; tienen un importante papel en la sintesis y acumulacion de
moléculas de reserva. La concentracion de fitohormonas varia en el endospermo segun el
estadio de maduracion. En el estadio inmaduro, la concentracion de citocininas es elevada
y se concentra principalmente en el endospermo liquido, pues éstos son importantes
promotores de la division celular del embrién. Las giberelinas son las principales
fitohormonas que influyen en el proceso germinativo, pues rompen la latencia de las
semillas e inducen la expresion de los genes de a-amilasas y otras enzimas hidroliticas que
degradan las reservas de almidén y lipidos (Arana-Paredes et al., 2015). En el endospermo
liquido de frutos maduros, la concentracion de citocininas es casi indetectable, mientras que
las concentraciones del acido abscisico y giberelinas son muy altas (Moreno et al., 2013).
Otros reguladores de crecimiento, como 1,3-difenilurea, mioinositol, esciloinositol y sorbitol
se han descrito en el endospermo liquido de todos los estadios. Otros mas, como zeatina y
ribdsidos de zeatina, se han reportado tanto en el endospermo sélido como en el liquido de
frutos maduros. Moléculas similares a purinas y 9-D-ribofuranosil zeatina sélo se han
identificado en el endospermo liquido de frutos maduros (Tan et al., 2014).

de fruto, su estado de maduracion y las condiciones ambientales (Kader et al., 2002).

Por otro lado, se ha reportado que un fruto de 2 kg respira aproximadamente 50 mg de CO,
por hora a 25 °C. Ademas, se estima que por cada kilogramo de fruto se produce 0.2 uL de
etileno por hora, con un aumento progresivo después de siete dias de almacenamiento
(DebMandal y Mandal, 2011). Sin embargo, a diferencia de los frutos climatéricos, no se ha
demostrado que el etileno tenga algun efecto sobre la maduracion y calidad del coco. No
se conoce si la produccion de etileno esta vinculada con algun proceso bioldgico
fundamental o es subproducto de la respiracién celular, pues los frutos de coco realizan
naturalmente respiracion celular durante su desarrollo y maduracion. Durante la respiracion
celular, los compuestos organicos, como los azucares, se degradan para producir ATP,
aunque la tasa de respiracion varia segun el tipo de fruto. Este intercambio gaseoso ocurre
a través de las lenticelas, que son poros en la superficie del fruto que facilitan la

comunicacion con la atmésfera (Taiz et al., 2015).
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1.6.6 Cambios metabdlicos en la maduracion de los frutos

El desarrollo y la maduracion de los frutos son procesos complejos, programados
genéticamente, que actuan de manera especifica en cada especie. Los cambios fisiologicos
que ocurren durante la maduracién impactan en la calidad del fruto y, en consecuencia, su
aceptacién en el mercado (Hussein et al., 2018). Dentro de los cambios fisioldgicos se
menciona el ablandamiento o endurecimiento de los frutos, debido al metabolismo dinamico
de la pared celular, por la degradacién de la pectina y celulosa; cambios en la textura debido
a la acumulacion de azucares simples y otros polisacéaridos, ademas de los cambios en la
acumulacion de los metabolitos secundarios responsables de las propiedades
organolépticas de los frutos (Claudius y Ludivine, 2017).

A pesar de la complejidad del desarrollo y maduracion de los frutos, éstos se clasifican en
climatéricos y no climatéricos; los climatéricos son frutos que contindan su maduracién
después de ser cosechados y responden a estimulos del etileno, mientras que los no
climatéricos son frutos que necesitan alcanzar la maduracion 6ptima en la planta y no
responden al etileno (Chen et al., 2018).

Cocos nucifera es un fruto no climatérico, cuyo proceso de maduracion es complejo y poco
estudiado desde el enfoque bioquimico. En este fruto se conoce poco respecto a las vias
metabdlicas que se regulan durante la maduraciéon y que se relacionan con la sintesis y
acumulacion de metabolitos importantes como los acidos grasos, carbohidratos,
fitohormonas y compuestos fendlicos.

Felix et al. (2023), realizaron un estudio protedémico del endospermo sélido de los cultivares
contrastantes de cocotero; enano verde de Yucatan (EVY) y el alto del Pacifico mexicano
(APM). Se utilizé tecnologia de protedmica cuantitativa para identificar y comparar los
perfiles de proteinas entre los dos cultivares. A lo largo de la maduracion, el cultivar EVY
mostré una mayor acumulacién de proteinas relacionadas con el metabolismo de
carbohidratos, incluyendo aquellas involucradas en la gluconeogénesis y el ciclo del acido
citrico. Por otro lado, el cultivar APM presentd una mayor acumulacion de proteinas clave
asociadas con la biosintesis de lipidos y la beta-oxidacion de acidos grasos, se identificaron
proteinas mas abundantemente relacionadas con la sintesis de ftriacilgliceroles y
almacenamiento de acidos grasos, como las aciltransferasas y las desaturasas de acidos
grasos. Los resultados mostraron que las rutas metabdlicas relacionadas con la sintesis de
acidos grasos y el metabolismo de carbohidratos estaban moduladas de manera distinta en

cada cultivar, lo que sugiere que las diferencias en la composicion final del aceite y los
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azucares del endospermo solido podrian estar influenciadas por una regulacion diferencial
en estas rutas metabdlicas.

Los procesos metabdlicos regulados durante la maduracién de la semilla estan controlados
en gran medida en el embridn cigético, quien es clave para controlar el balance entre la
acumulacion de carbohidratos y lipidos como reservas energéticas esenciales para la
germinacion (Khanday y Sundaresan, 2021). En este contexto, Granados-Alegria et al.
(2023) analizaron los cambios protedmicos que ocurren durante la maduracion de
embriones cigoticos de dos cultivares de coco (EVY y APM). Los embriones del cultivar alto
mostraron una mayor actividad de proteinas relacionadas con la glucdlisis y el ciclo del
acido citrico, lo que sugiere una mayor movilizacion de carbohidratos para la produccion de
energia durante la maduracién. En el cultivar enano, se observd una regulacion mas
prominente de la gluconeogénesis, implicando una mayor acumulacion de reservas de
carbohidratos. Los resultados reflejaron dindmicas metabdlicas divergentes en los dos
cultivares para adaptarse a sus diferentes entornos ecoldgicos. Se concluyd que en el
embridn del cultivar enano se prioriza la acumulacion de lipidos como fuente de energia,
mientras que en el embridn del cultivar alto se optimiza el uso de carbohidratos para el
desarrollo estructural. Una observacion importante en este estudio es que el embrién
cigotico tiene el proteoma mas complejo debido a los multiples procesos metabdlicos que
coordina, esenciales para la acumulacion de reservas energéticas y la preparacién de la
semilla para la germinacion. Esto resalta su papel como un tejido metabolicamente activo y

clave en el desarrollo de los cocoteros.

1.6.7 Procesos moleculares involucrados en la maduracion del coco

Cocos nucifera es considerado tanto un fruto como una semilla debido a su estructura y
funcion: botanicamente es un fruto seco drupaceo con tres capas y su interior contiene la
semilla, que incluye al embrion y tejidos de reserva (endospermo sélido y liquido)
(Beveridge et al., 2022). Clasificado como una semilla recalcitrante, no tolera la
deshidratacién ni el almacenamiento prolongado, ya que depende de condiciones humedas
y calidas para mantener la viabilidad del embrién (Chin, 2020). Las semillas recalcitrantes,
como el coco no experimentan deshidratacién final ni dormancia, lo que las hace adaptas
en ambientes tropicales donde germinan rapidamente tras madurar. Este mecanismo, junto
con su método de dispersién, permite su colonizacién eficiente en ecosistemas costeros

(Yang et al., 2028). Las semillas ortodoxas experimentan deshidratacion final durante la
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maduracion, donde su contenido de agua se reduce entre 5-10%. Este proceso es
fundamental para inducir el estado de dormancia y garantizar su viabilidad en condiciones
ambientales adversas (Klupczyhska y Pawlowski, 2021). A nivel molecular, las proteinas
relacionadas con la tolerancia al estrés, como las LEA (Late Embryogenesis Abundant), se
acumulan durante esta fase al ser reguladas por sefiales del acido abscisico. Estas
proteinas estabilizan estructuras celulares y previenen la desnaturalizacion de
macromoléculas en condiciones de deshidratacion extrema. Ademas, se sintetizan
azucares no reductores, como la trehalosa y la rafinosa, que protegen a las membranas y
las proteinas minimizando el dafo oxidativo. Las semillas ortodoxas tambien activan
sistemas que involucran enzimas antioxidantes, como la superéxido dismutasa (SOD) y
catalasa (CAT), quienes controlan los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Zhang et al., 2021). Las ROS desempefian un papel dual: a niveles moderados actuan
como sefales para la maduracion y la dormancia, mientras que a niveles altos pueden
causar dafo celular. Este balance entre deshidratacién controlada, protecciéon bioquimica
contra el estrés y regulacion molecular permite a las semillas ortodoxas sobrevivir largos

periodos en condiciones ambientales adversas (Farooq et al., 2021).

A diferencia de las semillas ortodoxas, las recalcitrantes no presentan desecacion final y
retienen agua por encima del 30% al final de su desarrollo. Esto permite que el metabolismo
celular permanezca activo, aunque las hace vulnerables a la pérdida de viabilidad en
condiciones de sequia. Estas semillas acumulan proteinas LEA y azucares no reductores
de manera limitada, lo que reduce su capacidad para estabilizar estructuras celulares
durante el estrés hidrico (Lah et al., 2023). Adicionalmente, las semillas recalcitrantes
muestran baja capacidad para regular los niveles de ROS, lo que las hace mas susceptibles
al dafio oxidativo al ser expuestas a la desecacién. Se sugiere que en la mayoria de estas
semillas persiste un metabolismo activo asociado con la germinacion temprana, lo que
incluye la sintesis de proteinas de reserva, actividad enzimatica constante y divisiones
celulares iniciales en el embrién (Paganos et al., 2022). Esta actividad metabdlica impide la
entrada en dormancia y limita su almacenamiento a largo plazo (Farnsworth, 2000).

En resumen, las principales diferencias entre las semillas ortodoxas y las recalcitrantes
estan relacionadas con la regulacion de genes involucrados en la respuesta al estrés, la
acumulacion de compuestos protectores y la respuesta ante el estrés oxidativo. Los
estudios transcriptémicos y protedmicos en semillas ortodoxas han revelado que se activan

vias asociadas con la sintesis de compuestos protectores (como azucares y proteinas LEA)
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durante la maduracién, mientras que estas vias estan inactivas o poco expresadas en
semillas recalcitrantes (Holdsworth et al., 2008). Por otro lado, se ha observado que las
semillas recalcitrantes dependen en mayor medida de la actividad mitocondrial para
mantener su metabolismo, lo que incrementa la produccion de ROS y dificulta su viabilidad
bajo deshidratacién. La comprensién de estas diferencias es crucial para desarrollar

estrategias que permitan conservar semillas recalcitrantes, como las del coco.

1.7 Metabolédmica

La metaboléomica es una de las disciplinas enfocadas en el estudio de los metabolitos
primarios y secundarios producidos por las plantas, hongos y otros organismos. Consiste
en el estudio y elucidacion de los perfiles de metabolitos totales contenidos en una muestra
bajo determinadas condiciones fisiologicas. La metabolémica es concebida como una
disciplina émica, que tiene como objetivo detectar, cuantificar y elucidar la estructura de los
metabolitos de una manera holistica desde diferentes vertientes (Fiehn, 2002).

En la ultima década, la metaboldmica se ha consolidado como una herramienta
fundamental en la biologia de sistemas, permitiendo la caracterizacién a gran escala del
conjunto de metabolitos presentes en matrices bioldégicas complejas mediante plataformas
como la espectrometria de masas acoplada a cromatografia (LC-MS, GC-MS) y la
resonancia magnética nuclear (NMR) (Dunn et al., 2005). Este enfoque, enmarcado dentro
de las ciencias dmicas, adopta una perspectiva holistica orientada al descubrimiento,
priorizando la cobertura metabolomica y la comparacion estadistica entre condiciones
experimentales sobre la identificacion exhaustiva de cada metabolito. La metabolémica
permite asi generar hipotesis sobre procesos bioldgicos, identificar biomarcadores vy
estudiar la dinamica metabdlica en distintos contextos fisioldgicos o ambientales (Patti et
al., 2012).

Al comparar a la metabolémica (6mica), con la quimica analitica clasica, se resalta que el
enfoque de la segunda se dirige hacia la elucidacién estructural precisa de compuestos
individuales mediante técnicas como la RMN multidimensional, la espectrometria de masas
de alta resolucion, la cristalografia de rayos X'y la sintesis quimica (Silverstein et al., 2014).
Esta aproximacion busca una caracterizacion rigurosa, reproducible y validada de los
metabolitos, muchas veces con fines farmacolégicos, ecolégicos o estructurales. En este
paradigma, la confiabilidad de los datos recae en la identificacién inequivoca del

compuesto, lo cual contrasta con la frecuencia con la que los estudios metabolémicos
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reportan entidades no identificadas o con niveles bajos de anotacién (Schrimpe-Rutledge
et al., 2016).

Este contraste metodolégico ha generado una tension epistemoldgica entre ambas
escuelas. Mientras que desde la quimica tradicional se critica la falta de validacion
estructural y la excesiva dependencia en el anadlisis multivariado como criterio de
significancia en la metabolémica, desde el enfoque dmico, se argumenta que la quimica
clasica resulta insuficiente para abordar la complejidad y la dinamica global de los sistemas
biolégicos, debido a su enfoque centrado en lo individual. Esta divergencia no implica
necesariamente una incompatibilidad, sino una diferencia en objetivos, escalas y niveles de
resolucion (Kind y Fiehn, 2007).

Una integracion sinérgica entre ambas aproximaciones es deseable. La metabolémica
puede generar perfiles globales utiles para identificar patrones biologicos relevantes,
mientras que la quimica tradicional proporciona la validacion estructural necesaria para
consolidar hallazgos y avanzar en la comprension de los procesos metabdlicos. Esta
complementariedad es esencial en disciplinas como la metabolémica vegetal, la
farmacognosia moderna y la ecologia quimica, donde la amplitud del perfil metabdlico y la

identificacion estructural profunda son igualmente valiosas (Wolfender et al., 2015).

1.7.1 Metabolémica y recursos de analisis

En la diversidad de moléculas organicas se encuentran los aminodacidos, los acidos
organicos, acidos nucleicos, acidos grasos, azucares, vitaminas, cofactores, pigmentos,
hormonas, compuestos antimicrobianos, etc (Yanes, 2015). Todos los anteriores son
conocidos como metabolitos endégenos, pues son aquellos que naturalmente se producen

en un organismo (Cevallos-Cevallos et al., 2009).

La gran diversidad de moléculas contenidas en una muestra refleja una amplia gama de
propiedades fisico-quimicas como las polaridades de los compuestos, el peso molecular, la
presencia de grupos funcionales, estabilidad y reactividad quimica, entre otras
caracteristicas. Para analizar la diversidad de las moléculas es necesario integrar diferentes
plataformas y configuraciones analiticas que mejoren la calidad de los resultados de un
metaboloma (Patti et al., 2012; Klein et al., 2010).

Las dos plataformas mas utilizadas para identificar y cuantificar metabolitos son la

resonancia magnética nuclear (RMN) y espectrometria de masas (MS) (Cuadro 1.5). La MS
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es una técnica que la mayoria de las veces esta acoplada a técnicas cromatograficas como

la cromatografia liquida (LC-MS) o la cromatografia de gases (GC-MS) (Yanes (2015).

Cuadro 1.5. Plataformas tecnoldgicas mas utilizadas para la identificacién y cuantificacién de
metabolitos, ventajas y limitaciones (Yanes, 2015).

Plataforma Fundamento Ventajas Limitaciones
LC-MS (Cromatografia | Separacién de | -Alta sensibilidad vy | -Dependencia de
liguida acoplada a | metabolitos en fase | especificidad bibliotecas
espectrometria de | liquida segun su | analitica. espectrales limitadas
masas) polaridad, seguida de | -Amplia cobertura del | para identificacion.
ionizacion e | metaboloma, -Alta complejidad
identificacién por la | incluyendo instrumental y
relacion masa/carga | compuestos polares y | operativa.
(m/z) en el analizador | no polares. -Requiere
de masas. -Adecuada para | preparacion de
analisis dirigidos y no | rigurosa de muestra.
dirigidos. -Alto costo de
-Permite analisis | adquisicion y
cualitativos mantenimiento.
semicuantitativos.
GC-MS (Cromatografia | Separacion de | -Alta resolucion | -Limitado a
de gases acoplada a | metabolitos volatiles o | cromatografica. compuestos volatiles
espectrometria de | derivatizados en fase | -Excelente 0 que puedan ser
masas) gaseosa, con | reproducibilidad. derivatizados.
posterior -Bases de datos bien | -El proceso de
identificacion establecidas (NIST). | derivatizaciéon
por espectrometria de | -Alta sensibilidad para | puede inducir
masas. metabolitos volatiles. | artefactos.
-No apto para
compuestos no
termoestables.
-Alto costo de
adquisicién y
mantenimiento.
RMN Deteccion de | -Cuantificacion -Baja sensibilidad
(Resonancia magnética | metabolitos basada | absoluta sin | comparada con
nuclear) en la interaccion de | necesidad de | técnicas basadas en
nucleos atomicos con | estandares. MS.
campos magnéticos | -Técnica no | -Limitado a
intensos, generando | destructiva. metabolitos en alta
espectros -Alta concentracion.
caracteristicos de una | reproducibilidad -Equipamiento
estructura quimica. instrumental. costoso y demanda
-Requiere minima | de operadores
preparacion de | especializados.
muestra.
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FT-IR (Espectroscopia | Medicion de la | -Técnica rapida y no | -Baja  especificidad
infrarroja por | absorcion de | destructiva. molecular.
transformada de | radiacién infrarroja | -Bajo  requerimiento | -Superposicién
Fourier) por enlaces | de preparacion de | espectral entre
moleculares, muestra. compuestos
generando espectros | -Costo operativo | similares.
vibracionales reducido. -Capacidad limitada
representativos de | -Util para clasificacién | para analisis
grupos funcionales. quimica general. cuantitativo.
HPLC (Cromatografia | Separacion de | -Alta resolucién de | -Sensibilidad limitada
liquida de alta | metabolitos mediante | compuestos sin acoplamiento a
resolucion) interacciones con una | complejos. espectrometria de
fase estacionaria bajo | -Compatible con | masas.
presion, sin | multiples detectores | -Menor aplicabilidad
acoplamiento (UV, fluorescencia, | para  analisis no
obligatorio a MS. electroquimico). dirigidos.
-Comparativamente
accesible en costos.
MALDI-TOF MS lonizacién de analitos | -lonizacion suave, | -Interferencia
(Desorcién/lonizacion co-cristalizados con | ideal para | espectral por la
por laser asistida por una matriz mediante | biomoléculas de alto | matriz.
matriz - tiempo de pulsos de laser; | peso molecular. -Alta | -Menor precision en la
vuelo) analisis del tiempo | velocidad de | cuantificacion.
de vuelo de los iones | adquisicion -Eficiencia
generados. de datos. reducida para
-Baja preparacion de | compuestos

muestra.

pequefos y altamente

-Compatible con | polares.
andlisis por imagenes
(MALDI-IMS).
CE-MS (Electroforesis | Separacién de | -Alta eficiencia de | -Acoplamiento
capilar acoplada a | metabolitos cargados | separacién para | técnico complejo con
espectrometria de | en un capilar | compuestos polares y | espectrometria de
masas) mediante un campo | cargados. -Bajo | masas.
eléctrico, seguida de | consumo de muestra | -Menor robustez
ionizacion y operativa comparada
y deteccidén por MS. solventes. con LC-MS.
-Capacidad para | -Limitada

analisis de isémeros y
metabolitos iénicos.

disponibilidad de
bases de datos CE
especificas.

En la década de los noventa, los estudios metaboldmicos cobraron importancia debido a

sus multiples aplicaciones en las ciencias y disciplinas medioambientales, farmacoldgicas

y las relacionadas con la agricultura (Klassen et al., 2017).

Al comparar la metabolémica con la protedmica (6mica basada en la identificacion de

proteinas mediante espectrometria de masas), la diferencia radica en el hecho de que los

metabolitos, al ser ionizados, pueden arrojar espectros de fragmentacion tan variados que

son impredecibles en su mayoria, contrario a los aminoacidos, péptidos y proteinas. La
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metabolémica ha surgido como una herramienta indispensable para el andlisis de los miles
de compuestos que puede contener una muestra, pero realizar la identificacion de
metabolitos es una tarea desafiante, pues solo cerca del 5% de los metabolitos primarios y
secundarios estan anotados en las bases de datos con informacién espectral (Go, 2010).
En la practica, la identificacidn se realiza comparando la similitud de los valores espectrales
experimentales (masa/carga; m/z) con los de un estandar puro, anotado en las bases de
datos de resultados espectrales que pueden ser publicas o de pago. Otra dificultad en la
identificacion de metabolitos es que se tiene una baja disponibilidad comercial de
compuestos que pueden usarse como estandares puros. En este sentido, contribuir con la
obtencion de perfiles metabolémicos, en el enriquecimiento de las bases de datos
existentes (Cuadro 1.6) y en la identificacidn de nuevos compuestos que puedan usarse
como biomarcadores, brindara un mejor sustento en la practica de la identificacién de
metabolitos por MS y a la metabolémica en si (Salem et al., 2020; Mark et al., 2020; Yanes,
2015).

Cuadro 1.6. Lista de bases de datos de acceso abierto mas usadas para la identificacién de
metabolitos en la metabolémica.

Base de datos Caracteristicas

HMDB (Human Metabolome Database) - Acceso abierto.

- Base de datos de metabolitos humanos
ampliamente utilizada.

- Contiene informacion estructural, espectral
(MS y NMR), bioldgica y clinica.

- Anotaciones de vias metabdlicas, biofluidos,
enfermedades asociadas.

- Compatible con LC-MS, GC-MS, NMR.

- Incluye datos experimentales y predichos.
METLIN - Acceso gratuito con registro; version
comercial disponible (MetlinGen2).

- Una de las bibliotecas espectrales MS/MS
mas extensas (>850,000 compuestos).

- Compatible con multiples plataformas de MS
(LC-MS/MS).

- Herramientas de busqueda por masa
exacta, fragmentacion, similitud estructural.
- Incluye lipidos, drogas, metabolitos
enddgenos y exdgenos.

MassBank - Acceso abierto.

- Repositorio de espectros de masas de alta
calidad.

- Incluye metabolitos, productos naturales,
contaminantes.

- Espectros por LC-MS y GC-MS.

- Permite busqueda por nombre, férmula
molecular o m/z.
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LIPID MAPS - Acceso abierto.

- Base de datos especializada en lipidos.

- Informacion estructural, espectros, rutas
biosintéticas.

- Compatible con LC-MS, MS/MS y NMR.
- Herramientas para anotacion por clase y
masa.

mzCloud - Acceso gratuito con cuenta (por Thermo
Fisher).

- Biblioteca de espectros MS/MS de alta
resolucion.

- Integracién con plataformas Thermo
(Orbitrap).

- Datos detallados: energia de colision,
condiciones espectrales.

GNPS - Acceso abierto.

- Plataforma colaborativa de espectros
MS/MS.

- Redes moleculares para agrupacion
estructural.

- Enfocada en productos naturales y
compuestos secundarios.

- Compatible con LC-MS/MS.

KEGG - Acceso abierto parcial; algunas
herramientas requieren suscripcion.

- Contiene rutas metabdlicas, compuestos,
reacciones, enzimas.

- Integracion genémica y metaboldmica.

- Ideal para andlisis funcional de metabolitos.

NIST Mass Spectral Library - Base de datos comercial.

- Biblioteca curada de espectros
(principalmente GC-MS).

- Alta calidad de datos.

- Compatible con software comercial y
académico.

BMRB - Acceso abierto.

- Base de datos centrada en espectros NMR.
- Incluye metabolitos, péptidos y proteinas
pequenas.

- Datos espectrales completos (1D, 2D, J-
coupling, chemical shifts).

ChemSpider - Acceso abierto.

- Agregado de multiples bases quimicas.

- Estructuras, propiedades quimicas,
espectros, referencias.

- Busqueda por nombre, féormula, estructura,
m/z.

BioCyc / MetaCyc - Acceso abierto parcial; version completa
bajo licencia.

- Datos de vias metabdlicas de multiples
organismos.

- Incluye metabolitos, enzimas, reacciones,
regulacion.

- Util para anotacion funcional de metabolitos.
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La metabolomica tiene dos enfoques de analisis y esto depende del tipo de investigacion
que se pretende desarrollar. En algunos casos puede ser de interés realizar el escrutinio de
un conjunto definido de compuestos, en otros casos, el objetivo puede dirigirse a medir y
comparar entre muestras tantos metabolitos como sea posible. Cuando la busqueda de
metabolitos esta dirigida hacia un grupo en especifico, por ejemplo, carbohidratos, lipidos,
hormonas, fenoles, alcaloides, terpenoides, etc., se dice que se realizd un analisis
metabolémico dirigido; por el contrario, cuando la busqueda no se dirige hacia un grupo en
particular se refiere a un analisis metabolémico no dirigido. En el ultimo enfoque se requiere
un equipo de alta resolucion, lo cual, es ideal para la busqueda de marcadores quimicos,
posterior a esto sera necesario realizar un andlisis dirigido para confirmar su identidad
(Calavia et al., 2012; Roberts, 2012).

1.7.2 Metabolomica en cocotero

Los avances en la metaboldémica han permitido el desarrollo de diferentes estudios
enfocados en frutas, tubérculos y granos, como la naranja (Citrus sinensis) (Guo et al.,
2016), arroz (Oryza sativa) (Redestig et al., 2011), mango (Mangifera indica) (Koda et al.,
2012), tomate (Solanum lycopersicum) (Luengwilai et al., 2012), uva (Vitis vinifera) (Bonghi
et al., 2012), maiz (Zea mays) (Frank et al., 2012), papa (Solanum tuberosum) (Plischke et
al., 2012), zanahoria (Daucus carota) (Cubero-Leon et al., 2015), pifia (Ananas comosus)
(Roda et al., 2017), papaya (Carica papaya) (Gogna et al., 2015) y banana (Musa
paradisiaca) (Nieman et al., 2019) entre otros.

En lo que respecta al fruto de C. nucifera, Dey et al. (2005) analizaron mediante HPLC/UV
el perfil metaboldmico de los compuestos fendlicos contenidos en el mesocarpio y tejido
foliar. Se observé que el acido 4-hidroxibenzoico es el principal compuesto encontrado en
estos tejidos. No se observaron diferencias al comparar cualitativamente los fenoles
contenidos en los tejidos, pero si en cuanto a la cantidad de los fenoles en la hoja y
mesocarpio.

Kumar et al. (2011) analizaron el perfil de acidos grasos contenidos en el aceite de coco. El
aceite fue extraido del endospermo sélido de frutos de las variedades alta, enana e hibrido
y las muestras se analizaron mediante GC-FID (Flame lonization Detector, por sus siglas
en inglés). Se observaron diferencias entre la concentracion de los &cidos grasos de las

variedades, por ejemplo, en la variedad hibrida los acidos grasos de importancia comercial,
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como los &cidos grasos insaturados y el acido laurico, se estimaron en bajas
concentraciones, comparado con las variedades alta y enana. Este fue el trabajo donde se
reportd por primera vez el acido behénico (C22) y lignocérico (C24), como se menciond
previamente.

Chen et al. (2018) analizaron el perfil de los compuestos presentes en el endospermo
liquido de coco con el enfoque de la metaboldmica no dirigida. Los frutos maduros (12
meses) se cosecharon y se almacenaron, al momento de la cosecha se tomoé la primera
muestra y en cada mes se tomaron otras muestras hasta el quinto mes. En el analisis PLS-
DA se observo que las muestras de los meses 0-3 se agruparon, mientras que las muestras
de los meses 4 y 5 formaron otro grupo. El analisis de enriquecimiento de rutas indicé que
la via del acido tricarboxilico y las vias relacionadas con la hidrdlisis de proteinas se
enriquecieron debido al almacenamiento postcosecha.

Zhang et al. (2020), mediante UPLC-MS/MS, analizaron el endospermo liquido obtenido de
frutos inmaduros de C. nucifera, variedad alta, éste se colectd de diferentes dias posteriores
a la cosecha y se resguardaron las nueces a 4 °C. En este trabajo se analizé el deterioro
del agua de coco, pues ésta tiene una vida util muy corta, incluso en refrigeracion y esto ha
sido dificil de explicar. Se analizé el perfil de metabolitos contenidos en las diferentes
muestras y se identificaron 72 metabolitos con acumulacion relativa diferencial. Con base
en el analisis de vias metabdlicas por KEGG y MetPA se concluyd que el metabolismo de
los aminoacidos es una de las principales causas del deterioro de la calidad del agua de
COCoO.

Cunha et al. (2020) combinaron diferentes plataformas analiticas como UPLC-HRMS, GC-
MS y RMN para analizar la composicién quimica del endospermo liquido de coco procesado
térmicamente. El procesamiento térmico tiene la finalidad de esterilizar el producto, previo
a su envasado y comercializacion, pero el agua de coco se vuelve color rosa y se modifican
sus propiedades organolépticas. Al realizar la comparacion quimica de la muestra tratada
térmicamente con la que no se tratd, se observé que la cantidad de acidos grasos de cadena
corta y carbohidratos simples se redujeron con el calor. También fue notorio el aumento en
los acidos grasos de cadena larga, aunado a esto, se detectdé gran cantidad de
procianidinas, con esto se explica el color rosa del agua de coco tratada térmicamente, pues
estos compuestos son precursores de antocianinas.

Kumar et al. (2021) analizaron el endospermo liquido de frutos obtenidos de dos cultivares
comunes en India, Chowghat Orange Dwarf y Malayan Yellow Dwarf; ambos pertenecen a

la variedad enana. Mediante metabolémica dirigida analizaron por GC-MS y UPLC-MS el
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perfil de metabolitos de cada variedad, durante el proceso de maduracion. Los resultados
metaboldmicos en ambas variedades fueron muy similares, sin notarse cambios
significativos en el metabolismo de aminoacidos, proteinas, carbohidratos y acidos
organicos. Se observo la acumulacién de compuestos a lo largo de la maduracion,
identificando ocho metabolitos que podrian ser utilizados como biomarcadores para
distinguir las etapas de maduracion del fruto; estos compuestos son principalmente acidos
organicos.

En resumen, estos son los reportes sobre la metabolémica del coco. Debido a los intereses
comerciales, los primeros estudios se enfocaron en la composicion de acidos grasos del
aceite obtenido de su copra, o en entender la razén biolodgica del deterioro acelerado del
agua de coco, aun en frio, y porqué cambia el sabor y se pone rosa con el tratamiento
térmico al que se somete, intentado preservarlo en anaquel.

Hasta el momento, no se han reportado estudios que analicen de manera integral los
perfiles metaboldémicos del endospermo sélido y liquido de Cocos nucifera durante su
maduracion, empleando enfoques complementarios de metabolémica dirigida y no dirigida.
En este trabajo se plantea dicha aproximacion a través del analisis de frutos en diferentes
estadios de maduracion, pertenecientes a dos variedades contrastantes: la variedad alta
del Pacifico mexicano y la variedad Enano verde local. Estas variedades difieren
notablemente en sus caracteristicas fenotipicas; mientras que la primera presenta una
mayor proporcion de endospermo solido en la etapa madura, la segunda se distingue por
su mayor contenido de agua. Los resultados obtenidos permitiran sentar las bases para una
comprension mas profunda de la regulacion metabdlica asociada al proceso de maduracion

de los frutos de cocotero.
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JUSTIFICACION

El cocotero (Cocos nucifera L.) es una especie de gran relevancia econémica y social en
las regiones tropicales, especialmente en paises en desarrollo, donde se cultiva
extensamente para la obtencién de alimentos y materias primas. Los principales productos
derivados del fruto son el endospermo sélido y el liquido, comunmente conocidos como
pulpa y agua de coco, respectivamente. Ambos presentan propiedades funcionales y
aplicaciones diversas en la alimentacion, la medicina y la industria. A pesar de su
importancia, el conocimiento sobre los cambios bioquimicos que ocurren durante el proceso
de maduracién del fruto es aun limitado, especialmente desde una perspectiva
metabolémica integral.

El agua de coco ha sido utilizada como suplemento alimenticio, medio de cultivo vegetal e
incluso como solucidon de rehidratacion via intravenosa, debido a su alto contenido en
compuestos organicos, reguladores del crecimiento y antioxidantes. Sin embargo, los
estudios que abordan la dinamica de estos compuestos durante la maduracion son
escasos, y aun mas limitada es la informacion sobre el perfil metabolémico del endospermo
soélido. No se han reportado analisis integrales del metaboloma del fruto (endospermo sdélido
y liquido) bajo enfoques complementarios de metabolémica dirigida y no dirigida, ni
comparaciones entre variedades con caracteristicas fenotipicas contrastantes.

Este trabajo propone caracterizar y comparar los perfiles metabolémicos globales del
endospermo solido y liquido durante la maduracion del fruto de dos variedades de C.
nucifera: la variedad alta del Pacifico mexicano y variedad la enano verde de Yucatan.
Ambas son econdémicamente importantes y presentan diferencias en la proporcién de pulpa
y agua en la etapa madura. La integracion de herramientas de metabolémica avanzada
permitira identificar compuestos clave y rutas metabdlicas reguladas, lo cual representa un
aporte significativo al conocimiento ontogénico del fruto y una base util para aplicaciones
en la biotecnologia vegetal, como la optimizacién de cultivos, seleccién de genotipos y

desarrollo de productos funcionales o bioestimulantes.
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PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢,Como varian los perfiles metabolédmicos del endospermo sélido y liquido durante la
maduracion del fruto de Cocos nucifera L. en dos variedades fenotipicamente
contrastantes?

¢, Qué compuestos o rutas metabdlicas estan asociadas al desarrollo de la maduracion?
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OBJETIVO GENERAL

Caracterizar y comparar los perfiles metabolémicos del endospermo sélido y liquido de
Cocos nucifera L., durante tres etapas de maduracion, de los cultivares alto del Pacifico

mexicano y enano verde de Yucatan.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener extractos metaboldomicos del endospermo sélido y liquido en diferentes
etapas de maduracion de las variedades alta del Pacifico mexicano y enano verde

de Yucatan.

2. Analizar los perfiles metabolomicos mediante cromatografia de liquidos acoplada a

espectrometria de masas (UPLC-MS) bajo enfoques dirigidos y no dirigidos.

3. Comparar los metabolomas del endospermo sdlido y liquido entre etapas de

maduracion y entre variedades.

4. 4. I|dentificar rutas metabdlicas reguladas y metabolitos clave durante la maduracion

del fruto.
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DIAGRAMA EXPERIMENTAL
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CAPITULOII

UNTARGETED METABOLOMICS ANALYSIS OF LIQUID ENDOSPERM OF
COCOS NUCIFERA L. AT THREE STAGES OF MATURATION EVIDENCED
DIFFERENCES IN METABOLIC REGULATION

Articulo publicado:

Gbémez-Tah, R., Islas-Flores, I., Félix, J. W., Granados-Alegria, M. |., Tzec-Sima, M.,
Guerrero-Analco, J. A., Monribot Villanueva J. L. y Canto-Canché, B. (2023). Untargeted
metabolomics analysis of liquid endosperm of Cocos nucifera L. at three stages of

maturation evidenced differences in metabolic regulation. Horticulturae, 9(8), 866.

2.1 INTRODUCTION

The coconut palm (Cocos nucifera L.), the only species in the genus Cocos, is one of the
most widely cultivated palms in the world; it is a source of vegetable oil, foods and drinks,
construction materials, household products, etc.; practically, every part of the plant is useful
(Beveridge et al., 2022; Sankararaman et al., 2018). This species is intensively cultivated in
the tropical regions of the world; the estimated cultivation area is about 12 million ha with a
world production of approximately 61 million tons annually. The main coconut producers are
Indonesia, the Philippines and India; in Latin America, Brazil and Mexico lead the export
market and rank fourth and eighth, respectively (Tzec-Sima et al., 2022). Within this species,
two main groups of coconut varieties are described: tall and dwarf. Dwarf varieties are self-
pollinating and early flowering. They are precocious plants, producing numerous fruits four
years after planting compared to tall varieties that produce fruits six to ten years after
planting (Kumar et al., 2021; Rajesh et al., 2015). Additionally, dwarf varieties are resistant
to lethal yellowing, one of the most devastating diseases of coconut crops (Gurr et al., 2016).
The most valuable products of the two varieties of coconut palm are the solid and liquid
endosperms; the former is mainly composed of highly methyl-esterified pectin and medium-
chain fatty acids such as lauric acid (C:12) and myristic acid (C:14). The solid endosperm is
also the source of coconut oil (Roongsattham et al., 2016). The liquid endosperm is a

reservoir of water, sugars and phytohormones with important functions in the germination
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and development of the coconut embryo (Kaur et al., 2019). Glucose, sucrose and fructose
constitute 80% of the sugars contained in the liquid endosperm; the dwarf varieties tend to
have a highest sugar content than tall varieties, making them ideal for coconut water
consumption (Angeles et al., 2018). Other components of the liquid endosperm are fatty
acids, amino acids, organic acids, enzymes, phenolic compounds, vitamins and minerals.
Altogether, these molecules confer great nutritional and functional value to coconut water
(Rajesh et al., 2015; Ramanandam et al., 2017), which generates significant income for the
economies of several countries, mainly in Southeast Asia (Mardesci et al., 2021). Among
the other uses of liquid coconut endosperm, it can be used as a component in plant tissue
culture media (Arana-Paredes et al., 2015); as an alternative to intravenous rehydration in
critical situations (Reddy et al., 2018); as a dietary supplement (Astikasari et al., 2017); and
has recently been promoted as an important source of molecules with nutraceutical potential
(Valli et al., 2020; Patel et al.,, 2018). However, despite the nutraceutical and economic
importance of coconut fruit, very few studies have been conducted to understand the
biochemical and molecular basis of the ripening process.

Fruit development and ripening are complex, genetically programmed processes that occur
in a species-specific manner (Hussein et al., 2018). Seed development involves a series of
metabolic processes aimed at the accumulation of nutrients, mainly carbohydrates, lipids,
amino acids, storage proteins and secondary metabolites, and many metabolic pathways
are involved, e.g., amino acid metabolism, starch and sucrose metabolisms, fatty acid and
flavonoid biosynthesis (Wu et al., 2020; Chen et al., 2019). The ripening of the coconut is a
complex biological process scarcely studied from the biochemical point of view; it is a non-
climacteric fruit and they are unique in the fact that they contain solid and liquid endosperms
throughout development (Gopalakrishna et al., 2010). In this era of omics, the emergence
of metabolomics is presented as an alternative to help understand the physiological
processes and biochemical changes that occur during the development of fruits and seeds
(White et al., 2017). Untargeted metabolomics is based on the comparison of patterns of
compounds obtained from different biological samples, using univariate and multivariate
statistical tools. This approach allows us to understand the complexity of these matrices,
and contributes to the identification of metabolites that could have a more relevant role in
various processes, such as postharvest storage, ripening or stress (Garcia et al., 2016).
Regarding coconut metabolomics studies, Kumar et al. (2011), used Gas Chromatography-
Flame lonization Detector (GC-FID) to analyze the fatty acid profile in the coconut oil

extracted from fruits of tall, dwarf and hybrid varieties. They found differences among the
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fruits of the varieties analyzed, the fruits of the hybrids have less unsaturated fatty acids and
lauric acid than in the tall and dwarf varieties. Chen et al. (2018), reported that the analysis
of pathway enrichment showed that the tricarboxylic acid pathway and protein hydrolysis
were enriched probably responding to taurine metabolism. More recently, Zhang et al.
(2020), studied the deterioration process of coconut water since coconut water has a short
shelf life, and their analysis led them to conclude that cysteine, methionine, glycine, serine
and threonine metabolisms are the main metabolic pathways whose changes may be
responsible for the deterioration of the organoleptic properties of coconut water. Kumar et
al. (2021), analyzed the liquid endosperm of Chowghat Orange Dwarf (COD) and Malayan
Yellow Dwarf (MYD) by targeted metabolomics using GC-MS and UPLC-MS to characterize
the nutrients present at four maturity stages and to gain a brief understanding of the chemical
profiles. They found great similarity in the profiles of amino acids, proteins, carbohydrates
and organic acids, but differences in the mineral composition of the liquid endosperm of both
varieties. On the other hand, they found eight metabolites, mainly organic acids, with
ripening stage-specific accumulation, and they proposed them as biomarkers for
distinguishing the ripening stages in coconut fruit.

Overall, most chemical composition and metabolomics studies currently conducted in
coconut have focused on determining the nutrients and fatty acid content of coconut oil and
shelf life of coconut water as well as other postharvest aspects. Therefore, in light of the lack
of biochemical information on the coconut fruit ripening process, we addressed this gap by
investigating the metabolic pathways that are regulated during ripening using an untargeted
metabolomic approach by ultra performance liquid chromatography coupled to electrospray
ionization and quadrupole time-of-flight mass spectrometry (UPLC-ESI-QTOF-MS). The
liquid endosperm of coconut fruits during different stages of maturity of the Yucatan green
dwarf cultivar was analyzed. The objective of this report was to identify the metabolic
pathways that accumulate (up-accumulated and down-accumulated) during maturation of
Yucatan green dwarf coconut. Principal component analysis (PCA) grouped, with little
dispersion, samples according their stage of maturation, supporting that fruits were well
classified. In addition, the over-accumulated and down-accumulated metabolic pathways
were identified to better understand the ripening processes in coconut fruit. This is the first
report of biochemical changes in the ripening of coconut fruit with a cultivar of economic
importance for Mexico and the Caribbean, contributing to the existing basic knowledge of
the coconut maturation process. Moreover, it is a worthwhile contribution to the field of

metabolomics and the ontogenetic knowledge of this species.

36



CAPITULO Il

2.2 MATERIALS AND METHODS

2.2.1 Collection and storage of samples

Coconut fruits cultivar Yucatan green dwarf were collected in a plantation located in San
Crisanto, Yucatan, Mexico (21°20'53.5" N 89°12'08.6" W). Maturity stages were classified
according to bibliography (Perera et al., 2010; Islas-Flores et al., 1998). This method
consists of identifying the unopened inflorescence of the plant, to be considered as stage
zero. The next open inflorescences (from top to bottom) are designated as stage 1, 2, 3, etc.
Fruits at each stage of ripening have particular phenotypical characteristics. In this study,
we selected three stages of fruit ripening: immature stages (6—8 inflorescence), intermediate
stages (9—-10 inflorescence) and mature stages (11-14 inflorescence). For each stage, liquid
endosperm for 4 fruits were pooled and then 200 mL of the composite samples were stored
at —80 °C. For each stage, four biological replicates were prepared, whit a total of 16 fruits

per stage.

2.2.2 Extraction and sample preparation for LC-MS analyses

Pooled samples were thawed at room temperature (25 + 2 °C). Per composite sample, 200
ML was transferred to a 2 mL Eppendorf tube containing 600 pL of methanol HPLC grade
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), ultrasonicated for 15 min at 25 °C and centrifuged at
10,500% g at 25 °C for 15 min. The supernatant was transferred to a new 1.5 mL centrifuge
tube, and excess solvent was removed in a Centrivap Concentrator system (LABCONCO,
Kansas City MO, USA). Then, samples were lyophilized to obtain the dry extracts. For each
pool sample, 50 mg of dry extract were recovered, e.g., four replicates with 50 mg each were
obtained per stage. The samples were sent to the Metabolomics core facility of the Instituto
de Ecologia A. C. (Xalapa, Veracruz, Mexico) for UPLC-HRMS analyses. Samples were
resuspended in 1 mL of 0.1% formic acid in methanol, filtered through a 0.22 ym PTFE

membrane, and the concentration was adjusted to 50 mg/mL.

2.2.3 Metabolomic analysis on UPLC-ESI-MS-QTOF

A chromatographic system UPLC Class | coupled to a Synapt G2Si-HDMi mass
spectrometer (Waters™, Milford, MA, USA), was used in this study. Chromatography was
performed out on an Acquity BEH column (1.7 um, 2.1 x 50 mm), with column and sample
temperatures of 40 °C and 15 °C, respectively. The mobile phases comprised of water (A)
and acetonitrile (B), both with 0.1% of formic acid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). The
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gradient condition of the mobile phase was 0—20 min linear gradient 1-99% B, 20-24 min
99% B isocratic, 24—25 min linear gradient 90-1% B (total run time 30 min); 5 pL of extract
was injected and the flow rate was 0.3 mL/min. Mass spectrometric analysis was performed
with an electrospray ionization (ESI) source in negative and positive mode with a capillary,
sampling cone and source offset voltages were 3000, 40 and 80 V, respectively. The source
temperature was 120 °C and the desolvation temperature was 20 °C. The desolvation gas
flow was 600 L/h and the nebulizer pressure was 6.5 Bar. Leucine-enkephalin was used as
the lock mass (556.2771, [M+H]+; 554.2615, [M-H]-). The conditions used for MS analysis
were in the mass range 50—1200 Da; Function 1 CE of 6 V; function 2 CER of 10-30 V; scan

time 0.5 s.

2.2.4. Data analysis

Data were acquired and processed with MassLynx (version 4.1, Waters, Milford, MA, USA)
and MarkerLynx (version 4.1, Waters, Milford, MA, USA) software. The retention times and
the protonated masses were generated at a noise threshold of 1000 counts and peak
smoothing was applied. The raw data were exported to Excel (Microsoft Software) tables for
statistical analysis; MetaboAnalyst platftorm (V. 5.0; (Xia et al, 2016);
https://www.metaboanalyst.ca/), through its different modules, was used for the functional
analysis of untargeted metabolomics data. Using the statistical analysis module, multivariate
methods were used to compare the samples. Principal component analysis (PCA) was
performed to determine samples similarity based on their chemical composition and fold
changes analyses were performed to identify over-accumulated and down-accumulated
metabolites [Fold Change (FC) values 21.50 or <0.67, respectively] in the samples; for each
set of differentially accumulated metabolites, both ionization modes were linked. The
spectrometric features [retention time-mass/charge (rt-m/z)] signals were tentatively
identified using the functional analysis module and analyzed using the pathway analysis
module and pathway analysis modules considering the Arabidopsis metabolome as refence.
The ClassyFire platform was used to classify the identified molecular ions (Djoumbou
Feunang et al., 2016); http://classyfire.wishartlab.com/). This application is powered by
SMILES identifiers and uses a chemotaxonomic rule-based approach, providing a
hierarchical chemical classification of chemical entities.

For the processing and visualization of metabolomics data, multivariate methods were used,
such as the unsupervised method principal component analysis (PCA), and volcano plot

(univariate method) was constructed to identify potentially discriminatory variables. PCA,
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Volcano plot, heatmap and hierarchical clustering (HCA) were generated with the Statistical
Analysis of MetaboAnalyst. The Venn diagram was generated with the Venny Platform (V.

2.1; https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html).

2.3 RESULTS

2.3.1 Cluster analysis and PCA

Liquid endosperm samples from immature, intermediate and mature fruits were analyzed
from four biological replicates (pooled samples), each one by UPLC-HRMS. Mass
spectrometry analysis detected 238 m/z signals in positive ionization mode, and 353 m/z
signals in the negative ionization mode. The intensity of the rt m/z signals was transformed
(Log10) and normalized by Pareto scale. The heatmap with hierarchical clustering (HCA)
and the principal component analysis (PCA) were carried out by combining the dataset
matrix of both ionization modes (ESI+ and ESI-). The heatmap-HCA shows three specific
clusters (Figure 2.1 A), corresponding to each maturity stage; this indicates that the liquid
endosperm at each stage of maturity has particular chemical profiles. In the heatmap, the
intensity of each rt m/z signal is indicated by the z-score using a red/blue scale. In most
cases, a trend of decreasing intensities is observed from the immature to the mature fruits.
For example, the ions (m/z) 272.9824, 344.9143 and 464.8038 had high intensities in the
immature stage, medium intensities in the intermediate stage and lower intensities in the
mature stage. This trend suggests that in the immature stage there was a greater presence
of these compounds, which may be transforming into more complex molecules to supply the
physiological requirements of the fruit. In some cases, an opposite trend is observed, e.g.,
the intensity of ions (m/z) 302.3057, 348.0608 and 146.1170 increased throughout maturity.
The changes in the intensity of the detected signals reflected the dynamic accumulation of
the compounds due to the activation and inactivation of various metabolic pathways. The
PCA score plot (Figure 2.1 B) shows that each biological replicate was grouped according
to the stage of maturity, but with separation between clusters of the maturity stages,
supporting the previous observation of chemical differences between the different stages of
maturity. The principal components (PCs) explained 85.3% of the total variance. In
summary, PCA and HCA showed that the overall profile of the UPLC-MS analysis was
affected by the stage of fruit maturity.
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Figure 2.1. Untargeted metabolomic analysis and physical appearance of fruits and liquid coconut
endosperm. (A) Heatmap with hierarchical ordering of the total ions detected by UPLC-MS-QTOF
(ESI+ and ESI-). (B) Principal component analysis (PCA) of ions detected by UPLC-MS-QTOF (ESI+
and ESI-). (C) Venn diagram with the core metabolome of the liquid endosperm at three stages of
maturity. (D) Physical appearance of liquid endosperm in three stages of maturity. AM/red dots (liquid
endosperm from immature fruits), BM/green dots (liquid endosperm from intermediate fruits), CM/red
dots (liquid endosperm from mature fruits).

A Venn diagram was created to depict the number of statistically significant rt m/z signals
that were shared/unshared between the maturity stages (Figure 2. 1. C). The core
metabolome consists of 176 rt m/z signals; the immature stage contained the highest
number of unique rt m/z signals (76), while the stage with the lowest number of unique rt
m/z signals was the mature stage (12). Signals unique to the intermediate stage numbered

20. Between the immature and intermediate stages 64 rt m/z signals are shared, 9 rt m/z
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signals were shared between the intermediate and mature stages, and 40 rt m/z signals
between the immature and mature stages. Figure 2.1 D shows how the liquid endosperms
are observed at different stages of maturity. Although the metabolomic profile is more

complex in the water of immature fruits, the liquid endosperm was less turbid at this stage.

2.3.2 Enrichment of metabolic pathways during ripening

Statistical analysis of the signals detected at the different stages of ripening was performed
and the results were presented by plotting p-values against the log (10) of the fold-change
value on a volcano plot for each signal detected as statistically differential for each stage of
maturation (e.g., immature vs. intermediate or mature). No similar distribution was observed
between liquid endosperms of the fruits in different stages of ripening. The comparison of
liquid endosperms from immature fruits vs. intermediate stage fruits revealed 79 signals
were down-accumulated, 11 over-accumulated, and 88 did not show any change. In the
immature stage vs. mature stage, 56 signals were down-accumulated, 34 over-
accumulated, and 105 had no significant changes. Based on the differential ion intensities
at each maturity stage, pathway enrichment analysis was performed.

First, the enrichment of metabolic pathways between the immature and intermediate stages
was compared using the Mummichog and GSEA algorithm of MetaboAnalyst platform. In
total, 11 metabolic pathways were over-accumulated, mainly sphingolipid metabolism,
anthocyanin biosynthesis and arginine and proline metabolism (Figure 2.2 A), while 25
metabolic pathways were down-accumulated, mainly the biosynthesis of fatty acids, steroids
and flavonoids (Figure 2.2 B) during the transition from the immature to the intermediate

stage.
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Figure 2.2. Comparison of pathway enrichment in immature vs. intermediate stages. (A) Metabolic
pathways with over-accumulated metabolites. (B) Metabolic pathways with down-accumulated
metabolites. The dots represent the enrichment factor of each metabolic pathway; the size of the
circles indicate the pathway impact score and yellow-red color range describes the significance of the
rt m/z signal in the corresponding pathway.

In the comparison of the intermediate and mature stages, 17 metabolic pathways were over-
accumulated; the main ones were: glyoxylate and dicarboxylate metabolism, alanine,
aspartate and glutamate metabolism and steroid biosynthesis (Figure 2.3 A). Conversely,
32 metabolic pathways were down-accumulated, the main ones being flavone and flavonol
biosynthesis, purine metabolism, riboflavin metabolism and amino sugar and nucleotide

sugar metabolism (Figure 2.3 B).

42



CAPITULO Il

A B
e o0 : P
. | Phenylpropanoid Flavone and
S}ermd " : paglrea biosynthesis flavonol
biosynthesis icarboxylate Bics .
] iosynthesis
metabolism

Alanine, aspartatc
and glutamate
metabolism

Amino sugar and
nucleotide sugar
metabolism

e O ,
Riboflavin
metabolism

10g1 C(p) MumTIchog
10g1 C(p) 1Mummichog

Purine
metabolism

Figure 2.3. Comparison of pathways enrichment in intermediate vs. mature stages. (A) Metabolic
pathways with over-accumulated metabolites. (B) Metabolic pathways with down-accumulated
metabolites. The dots represent the enrichment factor of each metabolic pathway; the size of the
circles indicate the pathway impact score and yellow—red color range describes the significance of
the rt m/z signal in the corresponding pathway.

2.3.3 Annotated chemical classes

The most abundant chemical classes were identified based on in silico annotation, using
Classyfire. In total 24 classes were annotated according to their chemical classes. Figure
2.4 A y B show the over-accumulated and down-accumulated chemical classes in the
comparison of immature liquid endosperm vs. intermediate liquid endosperm, respectively.
Figure 2.4 C D show the over-accumulated and down-accumulated chemical classes in the
comparison of intermediate liquid endosperm vs. mature liquid endosperm, respectively.
The main groups were carbohydrates and derivatives, lipids, flavonoids and organooxygen

compounds.
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vs. intermediate stages. (C) Classes of over-accumulated compounds in the comparison of
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2.4 DISCUSSION

Fruit development and ripening are complex genetically-programmed processes, that occur
in a species-specific manner; the physiological changes that occur during ripening have an
impact on organoleptic properties and fruit quality (Hussein et al., 2018). During fruit
ripening, a dynamic and complex series of metabolic processes occur that are reflected in
the production of metabolites (Murthy et al., 2014; Li et al., 2020). Primary and secondary
metabolites are the end products resulting from different cellular regulatory mechanisms
(Umer et al., 2020). In the development of most seeds, nutrients such as amino acids,
soluble proteins, lipids, soluble sugars and starch are transported to the endosperm and
stored as nutritional components (Venskutonis et al., 2013). Despite the complexity of fruit
development and ripening, fruits are classified simply as climacteric and non-climacteric
(Chen et al., 2018). Cocos nucifera is a non-climacteric fruit that during early development
presents mainly liquid endosperm (coconut water), and as it matures, the formation of solid
endosperm (meat) occurs, reaching up to 30% of the total endosperm volume in mature
fruits (Kumar et al., 2022). Coconut is the only fruit with well-differentiated liquid and solid
endosperm in the intermediate and mature stages of ripening (Angeles et al., 2018).

Untargeted metabolomics permits functional analyses of positively or negatively regulated
pathways based on metabolite annotations (Li et al., 2019). Here, PCAs for both modes of
ionization grouped the samples according to the state of maturation (immature, intermediate
or mature). This supports an acceptable classification of the fruits according to their
phenotypic characteristics, and fosters reproducibility in the extractions of metabolites and
the LC-MS analyses. Similar results were reported by Kumar et al. (2021), whose study
found that the metabolome of the coconut liquid endosperm could be grouped according to
the stage of physiological maturity, which is based on phenotypic characteristics and months
after pollination. The volcano plot is a powerful graphical tool for high-throughput analyses
which aids in the identification of significantly differentially expressed genes or signals
across two or more conditions (Pan et al., 2021). The volcano plot supported (statistically
with p-values) the significance of the fold-change values of the differentially accumulated
signals in the liquid endosperm during coconut ripening (e.g., immature vs. intermediate
stages). The volcano plots showed that the liquid endosperm was largely different among
the different stages during fruit maturation, meaning that the composition and abundance of
specific molecules or compounds vary while the fruit is ripening (blue and red dots). Variation

in the chemical composition of fruits during ripening is congruent with existing literature;
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there are similar reports for several fruits such as Fragaria x ananassa (Wang et al., 2023),
Citrus reticulata (Wang et al., 2020) and Rosa roxburghii (Xu et al., 2019).

Due to the nutraceutical potential of coconut water, the nutrient profile has been analyzed
by targeted metabolomics in fruits with different degrees of maturity. A study carried out on
COD and MYD cultivars (common cultivars in India) found significant differences in the
regulation of the metabolic pathways between the different maturation stages in each
variety, but there were no significant differences when comparing both varieties (Kumar
2021). In the Yucatan green dwarf coconut cultivar, starch and sucrose are among the main
metabolic pathways regulated in the immature stage, and they showed similar regulation to
that previously reported in COD and MYD cultivars. This pathway is more active in
intermediate fruits since a higher accumulation of the compounds involved in this metabolic
pathway is observed at this stage. Some annotations of compounds in the Yucatan green
dwarf cultivar, based on their m/z ratios consulted in databases such as MassBank, match
with compounds identified most of them coincide in the carbohydrate profile, for example,
fructose, glucose, sucrose and mannitol.

During ripening of the Yucatan green dwarf coconut cultivar, changes in over-accumulation
were observed for flavonoid biosynthesis, steroid biosynthesis, diterpenoid biosynthesis,
anthocyanin biosynthesis, metabolism of ascorbate and aldarate, and metabolism of the
amino acids: alanine, aspartate and glutamate. Although it cannot be ruled out that these
results reflect biochemical differences between these cultivars, the differences are most
probably due to methodological factors (Yanes et al., 2021; Alseekh and Fermie, 2023). In
the cultivars COD and MYD, up-regulation in the metabolism of phenylalanine, tyrosine and
tryptophan was observed. This could be because the chemical precursors of these amino
acids have an affinity for the ethyl acetate used (Tang et al., 2022). Conversely, the chemical
precursors of alanine, aspartate and glutamate are polar with an affinity for methanol, which
was used in this present study.

The classification of fruits in different stages of maturity is based on phenotypic
characteristics; although this classification has worked quite well overall, some scatter in the
PCA analyses show that there is some bias in the classification of the samples (Kumar et al
2021; Felix et al., 2023). Kumar et al. (2021) proposed eight biomarkers for the different
stages of maturity which were identified when they conducted targeted nutritional
metabolomics. Here, the untargeted method employed was able to identify sucrose, succinic
acid and fumaric acid, in semi-quantitative analysis. The advantages of our procedure

include a significantly shorter analysis time in the preparation of the samples, since a small
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volume of solvent was used (200 pL methanol vs. 200 mL ethyl acetate in the literature).
Furthermore, concentration by rotary evaporator was not required; there was no
derivatization of compounds in our case. Consequently, the lower cost of analysis of our
method may be more attractive for routine applications in the classification of samples for
research or industry.

Sucrose and starch play key roles in photosynthesis and are synthesized from triose-
phosphate during plant CO: fixation in the cytosol and the chloroplasts, respectively (Henry
et al., 2020; Quin et al., 2020). In the endosperm of the fruits in the intermediate ripening
stage, intermediate precursors and end-products of these pathways were highly
accumulated. Sucrose 6-phosphate, trehalose 6-phosphate, D-fructose and others were
identified in the liquid endosperms, which are also intermediates of glycolysis, the pentose
phosphate cycle and the tricarboxylic acid cycle (TCA), all of which are related to carbon
metabolism (Toleco et al., 2020). In the seed of Styrax tonkinensis, these metabolites are
accumulated in fruits in the intermediate stages of maturation as a preliminary step for lipid
synthesis (Wu et al., 2020). These major sugars confer the sweet flavor of coconut water,
mainly in the immature stage of ripening, supported by results from Kumar et al. (2021).
Total soluble sugars in coconut liquid endosperm changes throughout ripening; in the
intermediate stage, they are in high concentration and then decrease in the mature stage
(Kumar et al., 2021; Jackson et al., 2004). Reducing sugars also participate in the
metabolism of reactive oxygen species (ROS), contributing to the generation of energy
through the oxidative pentose phosphate pathway (Duran-Soria et al., 2020). Additionally,
they play a key role in osmoprotection and cell membrane stabilization (Ghaffari et al., 2019).
Seed germination requires a great reserve of energy; the glyoxylate cycle, the TCA cycle
and gluconeogenesis are key processes which provide the energy needed for germination
(Zhao et al., 2021). Glyoxylate and dicarboxylate metabolisms are over-accumulated during
the ripening of coconut fruits in the mature stage. A key enzyme in the glyoxylate cycle is
isocitrate lyase (ICL), which catalyzes the cleavage of isocitrate into glyoxylate and
succinate; succinate enters the mitochondria for subsequent reactions (Chew et al., 2019).
Félix et al. (2023) recently demonstrated that glyoxylate is significantly regulated during the
ripening of coconut fruits, following an inverted bell curve, in agreement with the regulation
of glycolysis. Glyoxylate and dicarboxylate metabolisms are also related to abiotic stress,
providing a balance in metabolic changes to improve tolerance to drought stress (Li et al.,
2020). The metabolism of ascorbate and aldarate was found here to be one of the most

over-accumulated, suggesting an important role of this metabolism in the detoxification of
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glyoxal and methylglyoxal in coconut, to overcome the oxidative stress imposed by highly
active glycolysis.

Organic acids are involved in various metabolic pathways such as the synthesis of amino
acids, auxins, gibberellins, salicylic acid, fatty acids, phenolic compounds and cell wall
compounds (Walker et al., 2018). The high concentration of aconitic acid, malic acid and
succinic acid, and the low concentration of sugars in coconut water from immature fruits are
determinants of its flavor (Limbad et al., 2023). Unexpectedly, a high accumulation of some
ions related to organic acids in coconut water was also observed in mature fruit, and this
may be related to metabolic activity in the tricarboxylic acid cycle, as well as
gluconeogenesis and amino acid interconversion, prior to embryo germination and
haustorium development (Zhang et al., 2020).

The metabolism of alanine, aspartate and glutamate is a short catabolic pathway, where
alanine is converted to pyruvate (Hildebrandt et al., 2015). This metabolic pathway is
intricately connected to various biochemical processes, and also influences cellular energy
balance and signal transduction (Han et al., 2021). In the mitochondria, different multi-
enzyme complexes are involved in various metabolic branches, such as for the synthesis of
isoleucine, methionine or threonine, which are important nutrients and precursors for the
synthesis of essential amino acids (Zhang et al., 2019).

Other metabolic pathways that may play critical roles in the biochemical transformation of
coconut fruit during ripening are: sphingolipid metabolism, anthocyanin biosynthesis,
flavone and flavonol biosynthesis, riboflavin metabolism and amino sugar and nucleotide
sugar metabolism. (A) Sphingolipid metabolism: Coconut liquid endosperm is described as
a fat-free drink, however, in immature and intermediate stages of the green dwarf coconut
water, the presence of sphingolipids was detected. They are likely to be involved in the
transition from the immature to the intermediate stage, since these lipids are key elements
in many cellular processes, including cell signaling, membrane structure, and apoptosis (Liu
et al., 2021) and fruit maturity processes (Luttgeharm et al., 2015). Likewise, Fonseca et al.
(2009) and Cunha et al. (2020) reported in green dwarf coconut water the presence of long-
chain fatty acids such as palmitic, myristic and stearic acids. In line with these reports, the
biosynthesis of fatty acids was found to be up-regulated in our study. Fatty acids play critical
roles in energy storage and membrane structure. Over-representation of this pathway is
congruent with the need for lipid-building blocks during fruit growth and maturation (Serra et
al., 2019). Another lipid metabolism that was found to be important was steroid biosynthesis.

Steroids contribute to the synthesis of hormones, structural components of membranes, and
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signaling molecules. Changes in steroid biosynthesis are related with a shift in hormonal
regulation (Rogowska et al., 2022), which is expected during fruit development. The content
of these lipids, although important for fruit physiology, may be lower in coconut water
compared with oily fruits, classifying this drink as a low-caloric product, suitable for
hyperglycaemic, hyperlipidimic and nephropathy patients (Alatawi and Alshubaily, 2021). (B)
Anthocyanin biosynthesis: anthocyanins are pigments responsible for the red, purple and
blue colors in many fruits, flowers, and leaves (Zhang et al., 2014), and they have been
previously reported in coconut water (Karouw et al., 2020; Wei et al., 2022). For this reason,
coconut water is considered to be useful for human health, against cancer and heart
diseases. The coconut kernel may contain 10 times more anthocyanin compared with
coconut water (Karouw et al 2020), and the over-accumulation of these products contribute
to the change of color in the exocarp during fruit maturation. (C) Flavone and flavonol
biosynthesis: Flavonoids are a group of plant secondary metabolites involved in
pigmentation, UV protection, defense against pathogens, and as signaling molecules (Liu et
al., 2021). Changes in flavonoid biosynthesis during fruit ripening can affect fruit color and
nutritional quality. Flavonoids are important antioxidants against reactive oxygen species
(ROS), oxidases (e.g., xanthine oxidase [XO], and phosphoinositide 3-kinase [PI3K]), and
they also activate antioxidant enzymes (Shen et al., 2022). (D) Riboflavin metabolism:
Riboflavin (vitamin B2) is a vital coenzyme involved in various redox reactions and energy
metabolism. It is essential for plant growth, development, and stress response (Tian et al.,
2022); therefore, regulation of riboflavin metabolism is consistent with the expected
biochemistry of coconut ripening. (E) Amino sugar and nucleotide sugar metabolism: these
pathways are crucial for the synthesis of glycoproteins, glycolipids, and other important
cellular components. Changes in these pathways can influence cell wall composition and
other aspects of fruit development (Guo et al., 2022).

The identification of all these metabolisms have been related with other oilseeds such as
cashew nut (Anacardium occidentale L.) (Zhao et al., 2023) and sesame (Sesamum indicum
L.) (Dossou et al., 2021), showing similar metabolic profiles associated with simple and
complex sugars, organo-oxygenated compounds, flavonoids and phenolic compounds,
amino acids, nucleosides, nucleotides and organic acids during maturation. These
compounds are an important fraction of the nutrients in most oilseeds, and they are directly
associated with appearance, texture and flavor (Arrutia et al., 2020).

Although the liquid endosperm metabolomes of yellow dwarf and orange dwarf cultivars

were previously reported, here we present, for the first time, information on the liquid
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endosperm metabolome of the Yucatan green dwarf; these three dwarf cultivars are the
predominant cultivars used to obtain coconut water worldwide. Differences in sample
preparation and analytical platforms make metabolomics results complementary (Zhou et
al., 2022; Ribbenstedt et al., 2018); therefore, the information obtained for Yucatan green
dwarf coconut expands the knowledge of the metabolome of dwarf coconut cultivars.

The metabolome of the Yucatan green dwarf coconut is highly conserved with metabolomes
reported for COD and MYD dwarf varieties from India, with respect to sugars, organic acids,
and amino acid accumulation (Kumar et al 2021), and is consistent with the recently reported
proteomics study for green dwarf coconut (Felix et al., 2023), although some discrepancies

were also noted.
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COMPARACION DE LAS RUTAS METABOLICAS ENRIQUECIDAS DURANTE
LA MADURACION DEL ENDOSPERMO LiQUIDO Y SOLIDO DE COCOS
NUCIFERA L. EN DOS VARIEDADES CONTRASTANTES: ALTO DEL PACIFICO
MEXICANO Y ENANO VERDE DE YUCATAN

3.1 INTRODUCCION

Existe una regulacion compleja y dinamica que involucra multiples niveles de regulacion
biolégica, molecular y bioquimica en la maduracion de frutos y semillas. Estos procesos no
solo aseguran la acumulacién de reservas energéticas esenciales para el desarrollo del
embrién y la germinacién, sino que también se optimizan las propiedades fisiolégicas y
estructurales del fruto para su dispersiéon (Bareke et al., 2018). En C. nucifera L., la
maduracion del endospermo sélido y liquido representa un modelo unico para estudiar las
interacciones moleculares y metabdlicas que ocurren en este proceso. A través de
tecnologias dmicas, como la metabolémica y la protedmica, ha sido posible conocer cuales
son las rutas metabdlicas y los compuestos especificos que podrian repercutir en los
cambios fisioldgicos y fenotipicos en los diferentes estadios de maduracion, proporcionando
una vision integral del desarrollo de los frutos en esta y otras especies (Mazlan et al., 2018).
Se propone que, en el caso del coco, el endospermo liquido y sélido presentan cambios
metabdlicos distintivos que cubren las necesidades especificas de cada tejido en diferentes
etapas de maduracion. Durante el estadio inmaduro, el endospermo liquido actia como un
tejido altamente activo metabdlicamente, promoviendo el crecimiento celular y el
almacenamiento inicial de reservas (Granados-Alegria et al., 2024; Gomez-Tah et al.,
2023). La metabolémica ha sido una herramienta clave para identificar compuestos y rutas
metabdlicas especificas asociadas con procesos fisioldgicos en diversos sistemas
bioldgicos (Tang et al., 2020). Los hallazgos en C. nucifera revelan adaptaciones unicas
que destacan la versatilidad metabdlica de esta especie. Por ejemplo, el enriquecimiento
de rutas metabdlicas relacionadas con el metabolismo del acido araquiddnico en el
endospermo liquido de frutos maduros sugiere un papel activo en la sefializacién hormonal

y la regulacion del desarrollo final del fruto (Ortutu y Aremu, 2017).

51



CAPITULO Il

Los estudios basados en tecnologias dmicas han proporcionado una base solida para
comprender las dinamicas metabdlicas subyacentes a la maduracion, revelando tanto
similitudes como diferencias con otras especies vegetales. Estas investigaciones no sélo
amplian el conocimiento fundamental sobre la biologia del coco, sino que también tienen
implicaciones practicas para el manejo agronémico y el mejoramiento genético de esta
especie de importancia mundial. Este trabajo busca integrar y analizar los resultados
obtenidos, conceptualizandolos en el marco mas amplio de la maduracién de frutos y

semillas desde una perspectiva molecular y bioquimica.
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3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Colecta de material vegetal

Se utilizaron frutos de C. nucifera de las variedades alto del Pacifico mexicano y enano
verde de Yucatan. Los frutos fueron recolectados en una plantacién ubicada en el puerto
de San Crisanto, comisaria de Sinanché, Yucatan, México (21°20'53.5"N, 89°12'08.6"W).
Se recolectaron frutos en tres estadios de maduracién: inmaduro, intermedio y maduro. La
determinacion del estadio de maduracién se realizé siguiendo el método descrito por Islas-
Flores et al. (1998), Perera et al. (2010) y Mahayothee et al. (2016), basado en el conteo
de las inflorescencias de la planta. Este método considera como estadio 0 a la inflorescencia
mas joven y aun cubierta por la espata, cuya aparicion se estima menor a 30 dias. A partir
de ésta, las inflorescencias y los racimos de frutos ubicados en posiciones sucesivas hacia
abajo se designan como estadios 1, 2, 3, y asi sucesivamente, asumiendo que cada estadio
representa un intervalo aproximado de 30 dias. Bajo este criterio, las
inflorescencias/racimos correspondientes a los estadios 6 a 8 se consideraron como
portadoras de frutos inmaduros; los frutos de maduracion intermedia se obtuvieron de las
inflorescencias 9 y 10; y los frutos completamente maduros se recolectaron de las
inflorescencias a partir del estadio 11 en adelante.

Este método de clasificacion es mas practico y preciso para determinar la maduracién de
los frutos, pues las diferentes variedades de coco tienen diferentes periodos de maduracion.
Ademas, la seleccion basada en el numero de inflorescencias permite obtener resultados
mas consistentes en términos de maduracion del coco, ya que la mayoria de los productores
de coco no tienen un sistema de registro adecuado para las etapas de maduracion (Hailim
et al., 2023).

Se extrajo el endospermo liquido y sdlido y se prepararon muestras compuestas para
reducir la desviacion estandar. Cada muestra compuesta se elaboré a partir de cuatro frutos
de la misma variedad y con el mismo grado de maduracion. Para cada muestra compuesta
se recuperaron 20 g de endospermo solido (5 g por fruto) y 200 mL de endospermo liquido
(50 mL por fruto).

Las muestras del endospermo liquido fueron colectadas en envases de PET de 500 mL y
el endospermo solido en tubos de centrifuga de 50 mL. Las muestras se almacenaron en

ultracongelacién a - 80 °C, hasta su procesamiento.
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3.2.2 Medicién del volumen y pH

El endospermo liquido se midié de manera individual con una probeta graduada de 500 mL,

posteriormente se midié el pH con un potenciémetro de la marca OHAUS STARTER 5000.

3.2.3 Extraccion de metabolitos del endospermo sélido asistida por ultrasonicacion

Se aplicé la metodologia propuesta por Zhang et al. (2020) con modificaciones. Las
muestras resguardadas a - 80 °C se descongelaron a 24 °C (x 2). El endospermo sdlido se
trituré con nitrégeno liquido, mortero y pistilo. En tubos de microcentrifuga de 2 mL se
afadieron 200 mg de endospermo solido o 200 uL de endospermo liquido, por separado.
Cada muestra se mezclé con 600 uL de acetato de etilo (AcOEt) grado HPLC (Sigma-
Aldrich). Se agit6 ligeramente la mezcla y se colocé en un bafo ultrasénico (Branson 3800)
durante 15 minutos a 25 °C. Posteriormente la muestra se centrifugd a 10,500x g durante
10 min a 24 °C (x 2). El sobrenadante se recupero transfiriéndolo en un tubo nuevo, esta
fraccién se coloco en el concentrador CentriVap (LABCONCO) por 4.5 h a 35 °C a presion
reducida.

El resultado del paso anterior se almacend a -80 °C por 12 h, previo al paso de liofilizacién.
Las muestras congeladas se liofilizaron por 48 h. Por cada muestra se realizaron 40
repeticiones con el fin de recuperar 50 mg de extracto seco total para una réplica técnica (4
por muestra).

El extracto seco se recupero y se depositaron 50 mg de la muestra en cuatro tubos de 1.5
mL estériles. Las muestras fueron enviadas para su analisis al laboratorio de metabolémica
de la Red de Estudios Moleculares Avanzados del Instituto de Ecologia (INECOL. A. C.,
Xalapa, Veracruz, México). Al llegar a su destino se resuspendieron con metanol acidificado
con acido formico al 0.1% grado HPLC y se filtraron para el analisis del perfilado
metabolémico mediante UPLC-MS-QTOF. Se utilizaron dos modos de ionizaciéon con
electrospray: positivo y negativo (ESI+ y ESI-). El rango de busqueda de masas por MS fue
de 50-1200 Da.
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3.2.4 Extraccion de metabolitos del endospermo liquido por particion liquido-liquido

Se liofilizdé el endospermo liquido de los frutos en diferente estadio de maduracion para
reducir el volumen; se realizaron tres particiones liquido-liquido con acetato de etilo. Las
fracciones obtenidas en cada particion se reunieron en un matraz de 500 mL y se afadi6 5
g de sulfato de sodio anhidro (Na>SO4), posteriormente se filtré con papel filtro Whatman
No. 1. El exceso de disolvente se elimind a presion reducida hasta obtener ~ 5 mL de
extracto; de este extracto se tomaron alicuotas de 1 mL y se transfirieron a tubos de 1.5 mL
y se colocaron en el concentrador CentriVap (LABCONCO) por 2.5 h a 35 °C a presion
reducida para facilitar la recuperacion del extracto seco. El extracto seco se recuperd y se
depositaron 50 mg de la muestra en cuatro tubos de 1.5 mL estériles. Las muestras se
enviaron para su analisis al laboratorio de metabolémica de la Red de Estudios Moleculares

Avanzados del Instituto de Ecologia (INECOL. A. C., Xalapa, Veracruz, México).

3.2.5 Analisis metabolémico por UPLC-ESI-MS-QTOF

Se utilizé un sistema cromatografico UPLC Clase | acoplado a un espectrometro de masas
Synapt G2Si-HDMi (Waters™, Milford, MA, EE. UU.). La cromatografia se realizé en una
columna Acquity BEH (1.7 um, 2.1 x 50 mm), con temperaturas de columna y muestra de
40 °Cy 15 °C, respectivamente. Las fases moviles fueron agua (A) y acetonitrilo (B), ambas
con 0.1% de acido férmico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). La condicion de
gradiente de la fase movil fue de 0-20 min gradiente lineal 1-99% B, 20-24 min 99% B
isocratico, 24-25 min gradiente lineal 90-1% B (tiempo total de ejecucion 30 min); se
inyectaron 5 pL de extracto y el caudal fue de 0.3 mL/min. El analisis espectrométrico de
masas se realizé con una fuente de ionizacién por electrospray (ESI) en modo negativo y
positivo con un capilar, cono de muestreo y voltajes de compensacién de fuente de 3000,
40y 80 V, respectivamente. La temperatura de la fuente fue de 120 °C y la temperatura de
desolvatacion fue de 20 °C. El flujo de gas de desolvatacién fue de 600 L/h y la presion del
nebulizador fue de 6.5 Bar. Se utilizé leucina-encefalina como masa de control (556.2771,
[M+H]+; 554.2615, [M-H]-). Las condiciones utilizadas para el andlisis MS estuvieron en el
rango de masas de 50 a 1200 Da; funcién 1 CE de 6 V; funcién 2 CER de 10 a 30 V; tiempo
de barrido 0.5 s.
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3.2.6 Analisis de datos

Los datos fueron adquiridos y procesados con el software MassLynx (version 4.1, Waters,
Milford, MA, EE. UU.) y MarkerLynx (version 4.1, Waters, Milford, MA, EE. UU.). Los tiempos
de retencién y las masas protonadas se generaron en un umbral de ruido de 1000 cuentas
y se aplico suavizado de picos. Las matrices de datos sin procesar se exportaron a tablas
de Excel (Microsoft Software) para el analisis estadistico; la plataforma MetaboAnalyst (V.
6.0; (Pang, 2024), a través de sus diferentes modulos. Utilizando el médulo de analisis
estadistico, se utilizaron métodos multivariados para comparar los resultados por muestra
analizada. Se realiz6 un andlisis de componentes principales (PCA) para determinar la
similitud de las muestras en funcion de su composicién quimica y se realizaron analisis de
cambios (Log2 fold change) para identificar en cada conjunto las sefiales m/z diferenciales,
se combinaron ambos modos de ionizacion. Las sefales de caracteristicas
espectrométricas [tiempo de retencién-masa/carga (rt-m/z)] se identificaron tentativamente
utilizando el médulo de analisis funcional y se analizaron utilizando el médulo de analisis de
rutas y los modulos de analisis de vias considerando el metaboloma de Arabidopsis como
referencia. Para el procesamiento y visualizacién de los datos metaboldmicos se emplearon
métodos multivariantes, como el método no supervisado de analisis de componentes
principales (PCA), y se construyd un diagrama de volcanes (método univariante) para
identificar variables potencialmente discriminantes. El PCA, el diagrama de volcanes, el
mapa de calor y el clustering jerarquico (HCA) se generaron con el Analisis Estadistico de
MetaboAnalyst. El diagrama de Venn se generé con la Plataforma Venny (V. 2.1;
https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html).

Para sustentar la interpretacion se consultaron bases de datos de acceso abierto, con el fin
de comparar los patrones de fragmentacion obtenidos con los ya reportados. Por mencionar
algunas bases contempladas: MassBank (Horai et al., 2010); FOODB (Delgado et al., 2021)
y COCONUT COlleCtion of Open Natural ProdUcTs (Sorokina et al., 2021), entre otras.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Obtencion de material vegetal y preparacion de las muestras

La colecta de frutos de C. nucifera se realiz6 en la plantacion “Guadalupe”, ubicada en San
Crisanto, Sinanché, Yucatan, México. Esta plantaciéon contiene individuos de las variedades
alto del Pacifico mexicano y enano verde local. Se considerd la inflorescencia con espata
sin abrir como el estadio cero (Figura 3.1 A). A partir de la inflorescencia cero (estadio cero)

se estimaron los meses de maduracion de las inflorescencias y racimos anteriores.

Figura 3.1. Inflorescencias y racimos de frutos de Cocos nucifera L. A) Inflorescencia sin abrir
cubierta con espata (estadio 0). B) Inflorescencia con frutos en el estadio 4. C) Racimo de frutos
inmaduros del estadio 6. D) racimo con frutos intermedios del estadio 8.
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Posterior a la colecta, se agruparon los frutos de coco segun la variedad y el grado de
maduracién (Figura 3.2), y fue posible hacer una diferenciacién entre variedades y estadios
de maduracion, por ejemplo, los frutos de la variedad enano verde de Yucatan son mas
pequenos y ovales, comparados con la variedad alta de Pacifico Mexicano que son
ligeramente mas grandes y circulares. Respecto a la maduracién, se pueden distinguir
cambios en la coloracién del exocarpio para cada estadio de maduracion (Figura 3.3). Se
tomaron cuatro frutos con el mismo grado de maduracion, provenientes de al menos dos

diferentes plantas de la misma variedad.

Figura 3.2. Agrupamiento de frutos de acuerdo a la variedad y el grado de maduracién para la
preparacion de muestras compuestas.
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Figura 3.3. Frutos de Cocos nucifera L. inmaduros, intermedios y maduros. a) Frutos de la variedad
enano verde. b) Frutos de la variedad alto del Pacifico mexicano.

Las palmeras de la plantacién tenian una clave que permitié identificar a los individuos de

las variedades enano verde y alto del pacifico. En el Cuadro 3.1 se presentan las claves de

las palmeras de las que se colectaron los frutos para la preparacién de las muestras

compuestas. En paréntesis se indica el estadio de la maduracién del fruto. Inmaduro (6-8),

intermedio (9 y 10) y maduro (a partir de la inflorescencia 11).

Cuadro 3.1. Claves de las palmeras y estadios de maduracion de los frutos seleccionados para

formar las muestras compuestas.

Enano verde

Alto del Pacifico

Muestra de inmaduros

Muestra de inmaduros

G2-117 (7) J2-66 (6) R1-280521 (7) R1-280521 (7)
J1-81 (7) G2-117 (7) N1-103 (7) N1-103 (7)
Muestra de intermedios Muestra de intermedios
G2-177 (10) J2-66 (9) R1-280521 (9) R1-280521 (9)
J1-81(9) G2-117 (9) N1-103 (9) N1-103 (9)
Muestra de maduros Muestra de maduros

M2-65 (13) M2-65 (14) C2-35 (12) N1-103 (12)
G2-117 (12) M2-65 (12) M3-88 (12) N1-103 (13)

Se realiz6 la extraccidn con acetato de etilo; lo obtenido se liofilizé y se prepard para ser
enviado al servicio de andlisis de UPLC-MS-QTOF.
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3.3.2 Medicién de parametros fisicoquimicos

En los parametros fisicoquimicos se observaron diferencias significativas entre los distintos
estadios de maduraciéon analizados, aunque los valores fueron similares entre ambas
variedades. Se analizaron 15 frutos de la variedad enano verde de Yucatan y 15 frutos de
la variedad alto del Pacifico mexicano; a partir del endospermo liquido de cada fruto se
obtuvieron los valores correspondientes y se realizé el analisis estadistico. En ambas
variedades, el volumen del endospermo liquido disminuyé de forma gradual conforme
avanzo la maduracién (Figuras 3.4 A 'y 3.4 C). En promedio, los frutos inmaduros de la
variedad enano verde de Yucatan presentaron un volumen de 300.3 mL, los intermedios
164 mL y los maduros 95.2 mL. Por su parte, la variedad alta del Pacifico mexicano mostré
un volumen promedio de 260 mL en los frutos inmaduros, 200 mL en los intermedios y 140
mL en los maduros. El pH del endospermo liquido también mostré una tendencia al alza
conforme avanzé la maduracién en ambas variedades (Figuras 3.4 B y 3.4 D). En la
variedad enano verde de Yucatan, el pH promedio fue de 4.87 en frutos inmaduros, 5.38 en
intermedios y 5.94 en maduros. En la variedad alta del Pacifico mexicano, los valores fueron

de 4.79, 5.22 y 6.03 para los estadios inmaduro, intermedio y maduro, respectivamente.
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Figura 3.4. Grafico de barras de los parametros fisicoquimicos medidos. A) Volumen del
endospermo liquido extraido de los frutos de la variedad enano verde de Yucatan. B) Valores de pH
del endospermo liquido extraido de los frutos de la variedad enano verde de Yucatan. C) Volumen
del endospermo liquido extraido de los frutos de la variedad alto del Pacifico mexicano. D) Valores
de pH del endospermo liquido extraido de los frutos de la variedad alto del Pacifico mexicano.

3.3.3 Analisis metabolémico no dirigido

Se analizaron las muestras por variedad y tipo de endospermo en frutos inmaduros,
intermedios y maduros a partir de cuatro réplicas bioldgicas (muestras agrupadas),
mediante UPLC-HRMS. En el analisis de espectrometria de masas se detectaron 1574
sefiales idnicas (m/z), la intensidad de estas sefiales se transformé (Log10) y se normalizé
mediante la escala de Pareto. Los analisis de componentes principales (PCA) se realizaron
combinando el conjunto de datos de ambos modos de ionizacién (ESI+ y ESI-) comparando
la variedad y el tipo de endospermo. Los componentes principales (CP) explicaron el 88.7%
y el 91.6% de la varianza total en los PCA del endospermo sdlido y liquido de la variedad

alta, respectivamente (Figura 3.5 Ay B). En la variedad enano verde se explic el 87.2%
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de la varianza total en el endospermo solido y el 90.3 en el endospermo liquido (Figura 3.5
CyD). Los resultados mostraron agrupamientos especificos correspondientes a cada etapa
de maduracion de acuerdo a la variedad y tipo de endospermo analizado, esto indicé que

los perfiles quimicos son particulares en cada muestra analizada.
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Figura 3.5. Analisis de componentes principales (PCA) de iones detectados por UPLC-MS-QTOF.
A) PCA del endospermo solido de la variedad alto del Pacifico mexicano. B) PCA del endospermo
liquido de la variedad alto del Pacifico mexicano. C) PCA del endospermo sélido de la variedad
enano verde. D) PCA del endospermo liquido de la variedad enano verde.

Se realizaron diagramas de Venn para representar el numero de senales m/z
estadisticamente significativas compartidas o no compartidas entre las etapas de
maduracion de cada variedad. El metaboloma central (core metabolome) entre variedades

consta de 165 sefales (27%) (Figura 3.6 A). Las etapas intermedias del endospermo liquido
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de ambas variedades mostraron el mayor numero de sefales, mientras que las maduras

mostraron el menor.

A Enano verde Alto Pacifico

B ASInmaduro ASintermedio Cc ALInmaduro ALIntermedio

ASMaduro ALMaduro

D ESInmaduro ESIntermedio E ELInmaduro ELIntermedio

ESMaduro ELMaduro

Figura 3.6. Diagramas de Venn con el metaboloma central entre variedades y tipos de endospermo.
A) Diagrama de Venn del metaboloma central entre las dos variedades combinando los tipos de
endospermo. B) Diagrama de Venn con sefiales compartidas y Unicas en el endospermo sélido de
la variedad alto del Pacifico Mexicano. C) Diagrama de Venn con sefiales compartidas y Unicas en
el endospermo liquido de la variedad alta. D) Diagrama de Venn con sefales compartidas y Unicas
en el endospermo sélido de la variedad enano verde de Yucatan. e) Diagrama de Venn con sefales
compartidas y unicas en el endospermo liquido de la variedad enano verde de Yucatan.

En la variedad alto del Pacifico mexicano, la etapa intermedia del endospermo liquido fue
la que tuvo el mayor numero de sefiales (233) (Figura 3. 6 C), mientras que el menor nimero

de senales se identifico en la etapa madura del endospermo soélido (6) (Figura 3.6 B). En la
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variedad enano verde de Yucatan, se observd mayor numero de sefales en la etapa
intermedia de endospermo liquido (93) (Figura 3.6 E) y el menor nimero en la etapa madura
(2) (Figura 3.6 D).

Se analizé, por variedad y el tipo de endospermo, la tendencia de acumulacion de senales
durante la maduracién del coco segun el log2-fold change (log2FC). En la variedad alto del
Pacifico mexicano, al comparar el endospermo sélido de frutos inmaduros e intermedios se
identificaron ocho sefales sobreacumuladas (Figura 3.7 A), y entre frutos intermedios y
maduros se detectaron nueve senales sobreacumuladas (Figura 3.7 B). En el endospermo
liquido, la comparacion entre frutos inmaduros e intermedios reveld 187 sefales
sobreacumuladas (Figura 3.7 C), mientras que entre frutos intermedios y maduros se

encontraron 16 sefiales sobreacumuladas (Figura 3.7 D).
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Figura 3.7. Diagramas de dispersion tipo volcan de la variedad alto del Pacifico mexicano. A)
Comparaciéon entre el endospermo sodlido intermedio/inmaduro. B) Comparacion entre el
endospermo solido maduro/ intermedio. C) Comparacion entre el endospermo liquido
intermedio/inmaduro. D) Comparacién entre el endospermo liquido maduro/ intermedio.

En la variedad enano verde de Yucatan, la comparacion del endospermo sélido entre frutos
inmaduros e intermedios reveld nueve senales sobreacumuladas (Figura 3.8 A), mientras

que entre frutos intermedios y maduros se observé una unica sefal sobreacumulada (Figura
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3.8 B). Por otro lado, en el endospermo liquido de esta variedad, la comparacion entre frutos
inmaduros e intermedios mostré 102 sefales sobreacumuladas (Figura 3.8 C), mientras
que entre frutos intermedios y maduros se detectaron 35 sefales sobreacumuladas (Figura
3.8 D).
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Figura 3.8. Diagramas de dispersion tipo volcan de la variedad enano verde de Yucatan. A)
Comparacion entre el endospermo solido intermedio/inmaduro. B) Comparacion entre el
endospermo solido maduro/ intermedio. C) Comparacion entre el endospermo liquido
intermedio/inmaduro. D) Comparacion entre el endospermo liquido maduro/ intermedio.
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Con base en las intensidades i6nicas diferenciales identificadas en cada etapa de
maduracién, se realizé un analisis de enriquecimiento de rutas metabdlicas utilizando los
algoritmos Mummichog y GSEA de la plataforma MetaboAnalyst 6.0. Este enfoque permitid
explorar los cambios metabdlicos asociados con el desarrollo del coco en la variedad alto
del Pacifico mexicano y enano verde de Yucatan, tanto en el endospermo sélido como en
el liquido, proporcionando una visidon amplia de los procesos bioquimicos involucrados en
la maduracién.

En el endospermo sélido de los frutos de la variedad alto del Pacifico Mexicano, la
comparacion entre frutos inmaduros e intermedios reveldé 14 rutas metabdlicas
enriquecidas, entre las cuales destacan la biosintesis de flavonoides, esteroides y las rutas
relacionadas con los aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina y triptéfano) (Figura
3.9). Estas rutas sugieren una activa sintesis de compuestos secundarios y precursores
hormonales durante las primeras etapas de maduraciéon. Las sefales mas relevantes en
esta comparacion incluyen el acido clorogénico, la epicatequina y el difosfato de farnesilo.
El 4cido clorogénico y la epicatequina, ambos compuestos fendlicos, estan asociados con
sefnalizacién celular y la defensa antioxidante, mientras que el difosfato de farnesilo es un
precursor clave en la biosintesis de esteroides y terpenoides, lo que sugiere un papel en la

regulacién del crecimiento y desarrollo del fruto.
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Figura 3.9. Analisis de enriquecimiento de rutas en la variedad alto del Pacifico mexicano.
Comparacién de rutas metabdlicas entre el endospermo sélido intermedio/inmaduro.
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Por otro lado, en la comparacién entre frutos intermedios y maduros, se observaron 12 rutas
metabdlicas enriquecidas, entre las que resaltan el metabolismo de fenilalanina, tirosina, la
biosintesis de acidos grasos y el metabolismo de aminoazucares y nucleétidos (Figura
3.10). Estas rutas indican un cambio hacia procesos relacionados con la acumulacién de
reservas energéticas y la sintesis de componentes estructurales en etapas avanzadas de
maduracién. Las sefiales mas reguladas en esta comparacién incluyen el acido laurico, un
acido graso de cadena media abundante en el coco, y la diacetilquitobiosa, un compuesto
relacionado con el metabolismo de carbohidratos. La presencia de acido laurico sugiere una
acumulacion de lipidos en el endospermo soélido, mientras que la diacetilquitobiosa podria

estar asociada con la modificacion de polisacaridos durante la maduracion.
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Figura 3.10. Analisis de enriquecimiento de rutas en la variedad alto del Pacifico mexicano.
Comparacion de rutas metabdlicas entre el endospermo solido maduro/intermedio.
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En el endospermo liquido, la comparacion entre frutos inmaduros e intermedios mostré 34

rutas metabdlicas enriquecidas, entre las que destacan el metabolismo de fenilalanina, la

biosintesis de diterpenoides, antocianinas, el metabolismo del acido araquidénico y la

biosintesis de cutina, suberina y cera (Figura 3.11). Estas rutas sugieren una intensa

actividad metabdlica dirigida hacia la sintesis de compuestos de defensa, pigmentos y

componentes estructurales de la pared celular. Las sefales mas relevantes incluyen el

diacido de giberelina A44, relacionado con la regulacién del crecimiento, y la astaxantina,

un carotenoide con importante actividad antioxidante. Los compuestos identificados

sugieren un papel importante en la regulacion del desarrollo del fruto y la proteccion contra

el estrés oxidativo.
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Figura 3.11. Andlisis de enriquecimiento de rutas en la variedad alto del Pacifico mexicano.
Comparacién de rutas metabdlicas entre el endospermo liquido intermedio/inmaduro.
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En la comparacion entre frutos intermedios y maduros en el endospermo liquido, se
identificaron 30 rutas metabdlicas enriquecidas, entre las que resaltan el metabolismo de
fenilalanina, la biosintesis de alcaloides inddlicos y la biosintesis de flavonoides (Figura
3.12). Estas rutas indican una continuidad en la sintesis de metabolitos secundarios,
posiblemente relacionados con la defensa y la acumulacion de compuestos bioactivos en
el endospermo liquido. Las sefales mas reguladas incluyen la brucina, un alcaloide indélico,
y el 4-coumaroilshikimato, un intermediario en la biosintesis de fenilpropanoides. La
presencia de estos compuestos sugiere una activacién de rutas de defensa y la

acumulacion de metabolitos especializados en etapas avanzadas de maduracion.

Biosynthesis of various plag secondary metabolites

0.6

radi.vec
® 10
® 15
® 20
0.4 . 25

Phenylalanine metabolismi

-log10(p)

g

0.4

-log10(p)

0.2

0.2 Anthocyanin biosynthesis

Phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis Isoquinoline alkaloid biosynthesis 0.0

0.0

0 2 4 6
Enrichment Factor

Figura 3.12. Analisis de enriquecimiento de rutas en la variedad alto del Pacifico mexicano.
Comparacién de rutas metabdlicas entre el endospermo liquido maduro/intermedio.
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En la variedad enano verde de Yucatan, el analisis del endospermo sdlido revelé cambios
metabdlicos significativos durante las diferentes etapas de maduracion. Al comparar frutos
inmaduros con intermedios, se observaron dos rutas metabdlicas enriquecidas: la
biosintesis de diterpenoides y la biosintesis de carotenoides (Figura 3.13). Estas rutas
sugieren que, en las primeras etapas de maduracion, el fruto estda acumulando compuestos
relacionados con la defensa y la proteccién contra el estrés oxidativo. Los diterpenoides,
por ejemplo, son metabolitos secundarios conocidos por su papel en la defensa vegetal,
mientras que los carotenoides, como la zeaxantina y la astaxantina, actian como pigmentos
y antioxidantes, protegiendo al fruto del dafo causado por la luz y otros factores

ambientales.
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Figura 3.13. Analisis de enriquecimiento de rutas en la variedad enano verde de Yucatan.
Comparacion de rutas metabolicas entre el endospermo solido intermedio/inmaduro.
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Al comparar frutos intermedios con maduros, se identificaron cinco rutas metabdlicas
enriquecidas, entre las cuales destacan la biosintesis de acidos grasos, la biosintesis de
diterpenoides y el metabolismo del acido araquidénico (Figura 3.14). Estas rutas indican un
cambio hacia la acumulacioén de reservas energéticas y la transformacion de lipidos, lo que
podria estar relacionado con la preparaciéon del fruto para la dispersion de semillas. Las
senales tentativas identificadas en estas rutas incluyen el acido laurico, un acido graso de
cadena media abundante en el coco, la acetil coenzima A, un intermediario clave en el
metabolismo de lipidos, y el diacido de giberelina A44, un metabolito relacionado con las
hormonas vegetales que regulan el crecimiento. La presencia de estas sefiales sugiere que,
en etapas avanzadas de maduracion, en el endospermo solido se estan transformando

lipidos y otros compuestos esenciales para el desarrollo del fruto y su futura germinacion.
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Figura 3.14. Andlisis de enriquecimiento de rutas en la variedad enano verde de Yucatan.
Comparacién de rutas metabdlicas entre el endospermo sélido maduro/intermedio.
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En el endospermo liquido de esta variedad, la comparacién entre frutos inmaduros e
intermedios mostrdé seis rutas metabdlicas enriquecidas, entre las que destacan la
biosintesis de diterpenoides, la biosintesis de &acidos grasos y la biosintesis de
brasinoesteroides (Figura 3.15). Estas rutas reflejan una intensa actividad metabdlica
dirigida hacia la sintesis de compuestos de defensa y reguladores del crecimiento. Los
brasinoesteroides, por ejemplo, son hormonas vegetales que juegan un papel crucial en el
desarrollo del fruto y la respuesta al estrés. La presencia de estas rutas sugiere que el
endospermo liquido esta activamente involucrado en la proteccion y el desarrollo del fruto

durante las etapas iniciales de maduracion.
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Figura 3.15. Andlisis de enriquecimiento de rutas en la variedad enano verde de Yucatan.
Comparacién de rutas metabolicas entre el endospermo liquido intermedio/inmaduro.

Finalmente, en la comparacién entre frutos intermedios y maduros en el endospermo

liquido, se encontraron cinco rutas metabdlicas enriquecidas, similares a las observadas en
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la comparacion anterior, lo que indica una continuidad en los procesos metabdlicos (Figura
3.16). Entre las sefales identificadas destacan la zeaxantina y la astaxantina, ambos
carotenoides con importante actividad antioxidante. Estos compuestos sugieren que,
incluso en etapas avanzadas de maduracién, el endospermo liquido mantiene una fuerte
actividad antioxidante, posiblemente para proteger al fruto de los efectos del estrés

oxidativo y garantizar su viabilidad hasta la dispersién de semillas.
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Figura 3.16. Anadlisis de enriquecimiento de rutas en la variedad enano verde de Yucatan.
Comparacién de rutas metabdlicas entre el endospermo liquido maduro/intermedio.
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En la identificacién de posibles compuestos se analizaron las sefales que tuvieron mayor
impacto sobre las rutas que fueron reguladas. En el Cuadro 3.2 se presentan los

compuestos con la descripcion de sus caracteristicas quimicas e informacion estadistica.
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Cuadro 3.2. Identificacion de iones y caracteristicas.
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# m/Z tr Formula eppm Compuesto Aducto MSI .KEGG Ruta metabdlica relacionada
molecular iD
1 283.2633 13.8 C16H1607 5'7655 4-Coumaroylshikimato M-H[-] 2 C02947
2 559.1305 18.2 C16H160s 3'7845 Acido 5-O-cafeoilshikimico M-HI[-] 2 C10434
3 10E- - Biosintesis de flavonoides
3 515.0801 19.2 C16H1809 0'7 Acido clorogénico M-H[-] 2 C00852
4 149.0965 14.9 CisH1406 3'721 - Epicatequina M-H[-] 2 C09727
5 583.1628 3.68 Ci5H2807P2 8'7225 Difosfato de farnesilo M-H[-] 2 C00448
5 40E- Biosintesis de esteroides
6 473.3611 19.7 C29H4s0 0'7 14-a-Metilfecosterol M-H[-] 2 C15776
5.45E- i o,
7 633.1495 19.7 CoHsO3 07 Acido fenilpirdvico M+H[+] 2 C00166 Biosintesis de diversos metabolitos
8 7471924 153 CoHsO2 8'778'5' Acido transcinamico M+H[+] 2 Cooagz Secundarios
9 4531673 112 CiHuO2 T2TE Acido laurico '\H"[ ';'20' 2 C02679
10 4731037 19.2 CosHseN7O1oP3S 3'7555 Malonil coenzima A M[ ';'20' 2 C00083 Biosintesis de acidos grasos
11 815.334  18.3 C23H3sN7O17P3S 8'7795 Acetil coenzima A M[__TZO' 2 C00024
1.13E- . g M-H20-
12 406.3282 18.3 C1sH28N2011 06 Diacetilquitobiosa HI-] 2 C01674 Metabolismo de amino azticares y
13 3112005 14.9 CeH1s0P (1)'6205 Galactosa-1-fosfato M+H[+] 2  C0p44p nuclectidos
14 551.355 14.9 C21H21012 2)6275 Mirtilina M+H[+] 2 C12138
1 56E- Biosintesis de antocianinas
15 299.2005 14.9 CasH3701s 06 Cianidina M+H[+] 2 C12096
16 518.3446 18.9 CigHaiO4 V90E- 9.10-Epoxi-18-hidroxiestearato  M-H[] 2 Clgezo Diosintesisde cutina, suberinay
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17 781.5442 19.5 CasHs6N4Os (1)'661 E- 3',4'-Anhidrovinblastina M-HI[-] C11641
18 717.1995 19.6 C20H2806 36275 Di4cido de giberelina A44 M-H[-] C06095 Biosintesis de diterpenoides
19 543.183 18.8 C20H3004 géng' Acido 7B-dihidroxikaurenoico M-H[-] C11876
20 7592102 153 CaoHs20s o705 Adonirubina M-H[] C15967

3 34E- Biosintesis de carotenoides
21 485.1136 13.8 CaoHs5204 Oé Astaxantina M-HI[-] C08580
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DISCUSION

Durante la maduracion de los frutos y semillas se produce una serie dinamica y compleja
de procesos metabdlicos que se reflejan en la produccién de metabolitos (Li et al., 2020).
Los metabolitos primarios y secundarios son los productos finales resultantes de diferentes
mecanismos de regulacién celular, su clasificacion y acumulacion dependen de los
procesos fisioldgicos de los sistemas bioldgicos, que pueden ser regulados por cambios
genéticos del desarrollo o por estimulos externos, como las condiciones de estrés (Murthy
etal., 2014; Umer et al., 2020). En el desarrollo de la mayoria de las semillas, los nutrientes
como aminoacidos, proteinas solubles, lipidos, azucares solubles y almidon son
transportados al endospermo y almacenados como componentes nutricionales
(Venskutonis y Kraujalis, 2013).

A pesar de la complejidad del desarrollo y maduracién de los frutos, estos se clasifican en
climatéricos y no climatéricos (Chen et al., 2018). Cocos nucifera es un fruto no climatérico
que en su desarrollo temprano presenta endospermo liquido (agua de coco),
posteriormente comienza la formacién gradual del endospermo solido (pulpa) que puede
alcanzar hasta el 30 % del volumen total del endospermo, siendo el unico fruto con
endospermo liquido y sélido bien diferenciado en los estadios intermedio y maduro (Angeles
et al., 2018). En la mediciéon de parametros fisiolégicos del endospermo liquido de C.
nucifera se observaron cambios entre cada estadio de maduracién, indicando actividad
fisiolégica y metabdlica dinamica. En el estadio inmaduro, el promedio del volumen del
endospermo liquido fue de 300 mL, el cual disminuy6 gradualmente hasta la etapa madura.
Estos cambios en el volumen de agua concuerdan con lo reportado por Appaiah et al.
(2014), quienes midieron el volumen del endospermo liquido de frutos obtenidos en el
mercado local de Mysore, India. La disminucion del volumen se debe a que a partir del
estadio intermedio comienza la transformacién del endospermo liquido a endospermo
sélido (Kumar et al., 2021), en la que ocurre deposicion intracelular de lipidos en la
superficie interna del endocarpio (Angeles et al., 2018) y la remodelacién de la pared celular
(Zhu et al., 2017). El pH del endospermo liquido aumenté a medida que el coco maduro,
los valores fueron similares a lo reportado por Mahayothee et al. (2016), lo que podria
correlacionarse con la disminucion de los acidos organicos a lo largo de la maduracion,

principalmente el acido ascérbico y el acido malico (Ding et al., 2018). Otra posibilidad es
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la interconversién de aminoacidos para la sintesis de fitohormonas y proteinas de reserva
(Famiani et al., 2005).

La espectrometria de masas es una técnica analitica que utiliza dos modos de exploracion
y de generacién de iones: ionizacién positiva y negativa (De Hoffmann y Stroobant, 2007).
Cuando la muestra se ioniza por la fuente ESI, se generan al mismo tiempo iones cargados
positivamente (M+H, M+Na, M+NHg4, etc.) y negativamente (M-H, M+CI, M+CH3COO, etc.);
esto dependera de la naturaleza quimica de las moléculas, pues algunas pueden ionizarse
positivamente, negativamente o con ambas maneras (Zhang et al., 2020).

La metabolémica no dirigida permite realizar analisis funcionales de rutas metabdlicas con
base en las anotaciones de sefales idnicas que corresponden a metabolitos detectados en
un tiempo de retencion especifico; la informacion de la acumulacion diferencial se puede
usar para tratar de explicar los complejos procesos biolégicos como la biosintesis de
biomasa vegetal durante el desarrollo de la maduracién de los frutos (Li et al., 2017). En el
presente estudio metaboldmico no dirigido se generaron matrices de datos que
naturalmente son muy extensas y complejas; por esta razon fue necesario reducir la
dimensionalidad de los datos en funcién del numero de variables aleatorias para interpretar
y comprender éptimamente la informacién generada (Vaswani y Narayanamurthy, 2018).
Los analisis multivariados no supervisados como el analisis de componentes principales
(PCA), son usados para condensar matrices de datos de muestras complejas y con ello
explorar las variaciones y relaciones entre muestras o tratamientos (Cunha et al., 2021;
Sucupira et al., 2017). En este estudio, los PCA agruparon las muestras segun el estado
de maduracion (inmadura, intermedia o madura) lo que fundamenta una aceptable
clasificacién de los frutos de acuerdo a su grado de maduracién y apoya la reproducibilidad
de los protocolos de extraccion y los analisis LC-MS desarrollados (Kumar et al., 2021).

La integracion de datos metabolomicos y protedbmicos permite comprender con mayor
profundidad los mecanismos subyacentes en la maduracién del endospermo de C. nucifera
y como las diferencias genotipicas y ecoldgicas influyen en los perfiles metabdlicos. La
comparacion entre dos variedades de coco, alto del Pacifico mexicano y enano verde de
Yucatan, revela un panorama complejo y dinamico de la regulacion metabdlica, que incluye
no sélo el metabolismo primario sino también rutas secundarias asociadas con la
adaptacion, el almacenamiento energético y la defensa frente a factores de estrés.

En el analisis de las rutas metabdlicas en la variedad alto del Pacifico mexicano se observo
que la maduracién del endospermo sélido implica un enriquecimiento de rutas relacionadas

con la biosintesis de flavonoides, esteroides y aminoacidos aromaticos en etapas
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tempranas. La presencia de estas rutas coincide con estudios previos que han destacado
el papel de los metabolitos secundarios, como los flavonoides y los compuestos fendlicos,
en la proteccion antioxidante y la sefalizacién molecular durante el desarrollo de tejidos
(Zhang et al., 2018; Li et al., 2021). La biosintesis de esteroides puede estar asociada con
el ajuste de la homeostasis hormonal, especialmente con brassinosteroides y otros
reguladores clave que controlan el crecimiento celular y la acumulacion de biomasa, como
se ha observado en otros cultivos tropicales (Nayyar et al., 2017).

En etapas posteriores al desarrollo temprano, dominan las rutas metabdlicas relacionadas
con acidos grasos y aminoazucares, destacando la transicién hacia la acumulacion de
reservas energéticas y estructurales. Los acidos grasos, esenciales para la sintesis de
triacilgliceroles (TAGs) y lipidos de membrana, son elementos clave del endospermo de
coco, como lo demuestran estudios protedmicos previos en los que se identificaron
proteinas clave relacionadas con el metabolismo lipidico, como la acetil-CoA carboxilasa y
la sintasa de acidos grasos (Pefialoza et al., 2019). Esta acumulacion de lipidos tiene una
relevancia bioldgica directa para el desarrollo del embridn y la germinacién, dado que es la
reserva de energia y provee compuestos estructurales para las primeras etapas del
desarrollo postembrionario.

El endospermo liquido de la variedad alto del Pacifico presenté mayor diversidad de rutas
metabdlicas enriquecidas, lo que podria reflejar una estrategia adaptativa para proteger
este tejido mas expuesto a factores externos, como el ataque de patégenos y respuesta
ante cambios ambientales. La presencia de rutas relacionadas con diterpenoides,
antocianinas y el metabolismo del acido araquiddnico es particularmente relevante. Los
diterpenoides, ampliamente estudiados por su actividad antifungica y antimicrobiana (Wang
et al., 2020), podrian desempefiar un papel en la proteccion del endospermo liquido frente
a infecciones durante las etapas tempranas de desarrollo. Por otro lado, el acido
araquidonico, conocido por su papel en la sefializacion celular y la respuesta a estrés,
podria estar involucrado en mecanismos de defensa y en la modulacion del metabolismo
lipidico.

La variedad enano verde de Yucatdn mostré un patrén metabdlico mas restringido en
comparacion con la variedad alto del Pacifico, lo que puede estar relacionado con
diferencias genéticas entre ambas variedades, como se ha reportado en estudios
gendmicos que comparan cultivares altos y enanos (Yang et al., 2021). En el endospermo
sélido, las rutas metabdlicas asociadas con diterpenoides y carotenoides en etapas

tempranas sugieren que éstos se destinan para la proteccion antioxidante, mientras que,
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en etapas avanzadas, la acumulacion de acidos grasos y compuestos lipidicos indica una
estrategia similar de almacenamiento energético. Cabe destacar que los carotenoides,
ademas de su papel antioxidante, pueden estar implicados en la sefalizacién molecular
durante la maduracién del fruto, regulando procesos clave como la expresion de genes
asociados con el desarrollo (Yuan et al., 2015).

En el endospermo liquido, el enriquecimiento de rutas relacionadas con brasinoesteroides
y diterpenoides es congruente con la importancia de las fitohormonas y metabolitos
secundarios en la regulacion del desarrollo del tejido. Los brasinoesteroides, en particular,
han sido identificados como moduladores esenciales del metabolismo energético y del
crecimiento celular en etapas criticas de desarrollo (Vriet et al., 2015).

Desde un punto de vista fisioldgico, la acumulacién de metabolitos secundarios, lipidos y
compuestos antioxidantes asegura no solo la proteccién del embrién, sino también la
provision de energia y compuestos estructurales para el desarrollo inicial de la planta. Estas
dindmicas metabdlicas tienen implicaciones importantes para la agricultura, ya que
comprenderlas puede facilitar el disefio de estrategias para mejorar la calidad de los frutos
y su resistencia a factores de estrés.

En conjunto, estos hallazgos demuestran el valor de los enfoques metabolémicos para el
estudio integral del desarrollo de C. nucifera, permitiendo: (1) la identificacion de
metabolitos marcadores asociados al tipo de tejido, estadio de madurez y origen varietal, y
(2) la inferencia de sus funciones biolégicas y rutas metabdlicas subyacentes. Los
resultados obtenidos proporcionan una base sélida para futuras investigaciones orientadas
a: (a) el aprovechamiento biotecnoldgico del endospermo en diferentes estados de
maduracion, particularmente para la produccién de compuestos bioactivos con aplicaciones
farmacéuticas; (b) la optimizacion de cultivares comerciales mediante el mejoramiento de
la eficiencia en acumulacion de reservas; y (c) la elucidacion de los mecanismos celulares

que regulan la diferenciacion y actividad metabdlica durante el desarrollo del fruto.
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CAPITULO IV

PERFIL DE COMPUESTOS FENOLICOS DEL ENDOSPERMO LIiQUIDO Y SOLIDO DE
COCOS NUCIFERA L. EN TRES ESTADIOS DE MADURACION DE LAS VARIEDADES
ALTO DEL PACIFICO MEXICANO Y ENANO VERDE DE YUCATAN

4.1 INTRODUCCION

Los compuestos fendlicos desempenan un papel crucial en la maduracion de frutos y
semillas, donde su acumulacion, transformacion y degradacion responden a diversas
funciones biologicas que van desde la proteccién antioxidante hasta la regulacion del
metabolismo secundario. Estos compuestos, que incluyen fenoles simples, flavonoides y
acidos hidroxicinamicos, son ampliamente reconocidos por su capacidad para contrarrestar
el dafo oxidativo, estabilizar membranas celulares y activar mecanismos de defensa frente
a patégenos y condiciones ambientales adversas (Lattanzio et al., 2006).

Durante la maduracién de los frutos, los fenoles contribuyen a la formacion de barreras
quimicas y estructurales que protegen los tejidos vegetales. Por ejemplo, los acidos
hidroxicinamicos, como el acido ferulico, desempefian un papel en el entrecruzamiento de
componentes de la pared celular, lo que refuerza la resistencia mecanica del fruto
(Paradossi et al., 1999). Asimismo, el acido clorogénico actua como un antioxidante que
protege al tejido vegetal de especies reactivas de oxigeno generadas durante procesos
metabdlicos criticos (Clifford, 2000).

Los flavonoides, como la catequina y la epicatequina, son otros fenoles relevantes cuya
concentracion suele disminuir conforme el fruto madura. Esto sugiere una reduccién
progresiva de lo requerido en la proteccion antioxidante, debido a que en las primeras
etapas del desarrollo el metabolismo del fruto es mas activo y, por tanto, genera mas
radicales libres (Prior y Gu, 2005). Ademas de su rol antioxidante, estos compuestos
también contribuyen al color y sabor del fruto, lo que tiene implicaciones tanto para la
ecologia de la dispersion como para la aceptabilidad del fruto en el consumo humano (Gu
et al., 2003).

En el contexto de las semillas, los compuestos fendlicos también desempefan funciones
cruciales en la proteccion contra el deterioro y en la regulacién del estado latente. Los

acidos protocatéquico y sinapico, por ejemplo, han sido implicados en la proteccion
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antioxidante de tejidos en desarrollo y en la modulacion de procesos fisioldgicos asociados
a la germinacion (Scalbert et al.,, 2005). En algunas especies, la acumulacién de
procianidinas en las semillas contribuye a la formacién de una capa protectora que limita la
entrada de agua y oxigeno, retrasando asi el inicio de la germinacion (Dixon y Paiva, 1995).
La regulacién de la biosintesis de compuestos fendlicos durante la maduracion esta
influenciada por factores genéticos y ambientales. En particular, la fenilalanina, un
aminoacido aromatico precursor en la ruta de los fenilpropanoides, clave para la sintesis de
fenoles estructurales y antioxidantes, se ve afectada por la expresién diferencial de enzimas
como la fenilalanina amonio liasa (PAL), cuya actividad varia segun el estadio de
maduracioén, el tejido especifico y las condiciones ambientales, modulando asi la cantidad
y el tipo de compuestos fendlicos que se acumulan en el fruto (Vogt, 2010). En este sentido,
la concentracién de cada grupo de compuestos varia significativamente durante las etapas
de desarrollo del fruto, reflejando cambios en la actividad biosintética y en la demanda
metabdlica del tejido en crecimiento (Lopes et al., 2019).

En general, los compuestos fendlicos no solo son determinantes para la proteccién y
estabilidad de los frutos y semillas, sino que también tienen implicaciones ecoldgicas y
agronomicas. Su estudio permite entender de mejor forma los mecanismos de defensa
vegetal, mejorar la calidad nutracéutica de los productos agricolas y desarrollar estrategias

para optimizar su produccion y conservacion (Lattanzio et al., 2006; Scalbert et al., 2005).
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4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Analisis del perfil de compuestos fendélicos por UPLC-MS/MS

Los extractos obtenidos del endospermo sélido y liquido en los tres estadios de maduracion
de las dos variedades fueron analizados mediante cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas en tandem (UPLC-MS/MS) utilizando un sistema Agilent 1290,
equipado con un espectrémetro de masas QqQ (modelo 6460, Agilent Technologies, Santa
Clara, California, EE. UU.). Para la identificacion y cuantificacion de hasta 60 compuestos,
se empled un método de monitoreo dinamico de reacciones multiples (dAMRM) (Juarez-
Trujillo et al., 2018).

Para el sistema UPLC-MS/MS se usé una columna ZORBAX SB-C18 (1.8 um, 2.1 x 50
mm; Agilent Technologies, Santa Clara, California, EE. UU.). Las temperaturas para la
columna y las muestras fueron establecidas en 40 y 15 °C, respectivamente. La fase movil
estuvo compuesta por agua (fase A) y acetonitrilo (fase B), ambos con 0.1% de acido
férmico. El perfil del gradiente incluyd las siguientes etapas: inicio con 1% de fase B (0 min),
gradiente lineal de 1% a 40% B entre 0.1 y 40 minutos, seguido por un incremento a 90%
B en el periodo de 40.1 a 42 minutos. Posteriormente, se mantuvo isocratico al 90% de fase
B durante dos minutos (42.1 a 44 min) antes de descender gradualmente al 1% en dos
minutos (44.1 a 46 min), concluyendo con un mantenimiento isocratico al 1% de fase B
durante el minuto final. El tiempo total de ejecucion fue de 47 minutos, con un caudal de 0.3
mL/min y un volumen de inyeccion de 5 L.

La fuente de ionizacion por electropulverizacién (ESI) operé en modos positivo y negativo.
Las condiciones incluyeron una temperatura de desolvatacion de 300 °C, flujo de gas del
cono de 5 mL/min, presion del nebulizador de 45 psi, temperatura del gas de revestimiento
de 250 °C, y flujo de gas de revestimiento de 11 mL/min. Los voltajes del capilar fueron de
3,500 V, mientras que el de la boquilla fue de 500 V, tanto en modo positivo como negativo.
El voltaje del fragmentador se fijé en 100 V y el del acelerador de celda en 7 V para todos
los compuestos.

La identificacion de los compuestos se realizé mediante la coelucion con estandares
auténticos bajo las mismas condiciones analiticas descritas. Para cuantificar cada
compuesto fendlico, se generaron curvas de calibraciéon en un rango de concentraciéon de

1 a 19 uM, considerando valores de r? = 0.97 para asegurar la linealidad del método. Los
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datos se procesaron utilizando el software MassHunter Workstation v. B.06.00 (Agilent
Technologies, Santa Clara, California, EE. UU.). Los resultados se expresaron como ug/g

de muestra (peso seco del extracto).

4.3. RESULTADOS

En los Cuadros 4.1 y 4.2 se presentan las concentraciones estimadas de los compuestos
fendlicos presentes en dos variedades de coco: alto del Pacifico mexicano y enano verde
de Yucatan, respectivamente, durante tres etapas de maduracién: inmaduro, intermedio y
maduro. Los compuestos fendlicos se cuantificaron tanto en el endospermo sélido como en
el endospermo liquido, lo que permite analizar los cambios metabdlicos asociados con el
desarrollo del fruto.

En la variedad Alto del Pacifico mexicano, el endospermo solido muestra una disminucién
general en la concentracién de compuestos fendlicos a medida que el fruto madura. Por
ejemplo, la (+)-catequina disminuye drasticamente desde 23.538 ug/g en la etapa inmadura
hasta 0.8519 pg/g en la madura, y la (-)-epicatequina sigue un patrén similar, reduciéndose
de 5.9502 a 0.3758 ug/g. Esta tendencia sugiere que estos flavonoides, conocidos por su
actividad antioxidante, son mas abundantes en las etapas tempranas, donde protegen al
fruto del estrés oxidativo y los dafios ambientales. En el endospermo liquido, se observa un
comportamiento similar, en compuestos como el acido protocatéquico y la (+)-catequina
alcanzando concentraciones maximas en la etapa inmadura (135.535 y 2694.2 ug/qg,
respectivamente) y disminuyendo significativamente en la madura (8.6474 y 97.906 ug/g).
Estos resultados son consistentes, pues el endospermo liquido actia como un reservorio
de metabolitos secundarios durante las primeras etapas de desarrollo, pero su
concentracion disminuye a medida que el fruto madura.

En la variedad enano verde de Yucatan, se observaron patrones similares, aunque en
concentraciones generalmente mas bajas que en la variedad alto del Pacifico. En el
endospermo sélido, la (+)-catequina disminuye de 10.4892 ug/g en la etapa inmadura a
0.2336 pg/g en la madura, y la (-)-epicatequina sigue una tendencia comparable,
reduciéndose de 2.4243 a 0.2134 pg/g. En el endospermo liquido, compuestos como el
acido protocatéquico y la (+)-catequina también muestran una disminucion significativa con
la maduracion, lo que refuerza la idea de que estos compuestos son cruciales en las etapas

tempranas, pero menos necesarios en las etapas avanzadas. La procianidina B2, por
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ejemplo, disminuye de 230.1 en la etapa inmadura a 1.7203 ug/g en la madura, lo que

sugiere una degradacion o transformacién de este compuesto durante la maduracion.
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Cuadro 4.1. Compuestos fendlicos presentes en los extractos del endospermo liquido y sdlido de la variedad alto del Pacifico mexicano en tres
estadios de maduracion. Los valores se expresan en pg/g, “-“ no detectado.

Alto del Pacifico mexicano

Endospermo soélido Endospermo liquido

Inmaduro Intermedio Maduro Inmaduro Intermedio Maduro
Fenilalanina 0.0361 - - 8.5695 14.5778 5.6095
Acido galico - - - 1.9327 4.6338 0.1858
Acido protocatéquico - - - 135.535 53.1 8.6474
(+)-Catequina 23.538 1.7469 0.8519 2694.2 687.53 97.906
Acido vainilico 0.5564 - - 543.5 129.779 49.067
Procianidina B2 2.0895 - - 168.096 99.195 5.611
(-)-Epicatequina 5.9502 0.0617 0.3758 629.89 189.014 51.401
Vainillina 0.2115 0.1304 0.233 8.9154 17.7134 9.3376
Acido 4-cumarico 0.4243 - - 2.4187 1.664 1.0919
Acido ferulico 1.6183 0.1299 0.1692 383.7 86.882 54.238
Acido sinapico 4.242 4.9328 1.1812 134.802 37.842 24.09
Acido salicilico - - - 15.8846 4.3471 3.1893
Kaempferol-3-O-glucésido - - - 0.9217 0.2543 0.1345
Secoisolariciresinol - - - 9.8737 4.2935 7.4496
Acido transcinamico - - - 1.8333 2.0817 16.3569
Apigenina 0.274 0.0912 - - -
Acido clorogénico - - - 2.2347 1.6844 0.0185
Acido cafeico - - - 10.8294 8.1437 9.68

87



CAPITULO IV

Cuadro 4.2. Compuestos fendlicos presentes en los extractos del endospermo liquido y sélido de la variedad enano verde de Yucatan en tres
estadios de maduracion. Los valores se expresan en ug/g, “-“ no detectado.

Enano verde de Yucatan

Endospermo sdlido

Endospermo liquido

Inmaduro  Intermedio  Maduro Inmaduro Intermedio  Maduro
Fenilalanina 0.1545 0.016 0.0169 27.558 12.7449 0.0825
Acido galico - - - 0.598 0.9454 -
Acido protocatéquico - - - 8.8136 18.8425 5.6364
(+)-Catequina 10.4892 0.6506 0.2336 1379.36 561.68 48.794
Acido vainilico 73.035 73.72 31.334 0.6763 0.2161 -
Procianidina B2 0.7274 - - 230.1 89.652 1.7203
(-)-Epicatequina 2.4243 0.0126 0.2134 336.76 158.753 12.9217
Vainillina 0.3005 0.4098 0.3031 10.4486 9.0704 8.1163
Acido 4-cumarico - - - 0.6365 1.0543 2.4347
Acido ferulico 0.7964 0.6213 0.2308 72.741 110.909 50.197
Acido sinapico 3.5239 1.0719 0.1232 6.2101 14.38 5.9366
Acido salicilico - - - 0.9354 2.6456 1.7001
Kaempferol-3-O-glucésido 0.9217 0.2543 0.1345 0.0524 0.2058 -
Secoisolariciresinol - - - 3.1287 7.0133 16.6221
Acido transcinamico - - - 0.7827 2.6128 1.4332
Apigenina - - - - - -
Acido clorogénico - - - 9.7976 3.9279 -
Acido cafeico - - - 4.4143 7.8726 6.6144
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4.4 DISCUSION

Los resultados presentados en los Cuadros 4.1 y 4.2 muestran las concentraciones de
compuestos fendlicos en dos variedades de coco (Alto del Pacifico mexicano y enano verde
de Yucatan) durante tres etapas de maduracion (inmaduro, intermedio y maduro), tanto en
el endospermo soélido como en el endospermo liquido. Los compuestos fendlicos, como la
(+)-catequina, (-)-epicatequina, acido protocatéquico y acido ferulico, son mas abundantes
en las etapas tempranas de desarrollo, lo que sugiere que desempefian un papel crucial en
la proteccion del fruto contra el estrés oxidativo y los dafios ambientales. Esta tendencia es
consistente con lo reportado en otras especies vegetales, como Vitis vinifera (uva) y
Camellia sinensis (té), donde los flavonoides y acidos fendlicos son mas abundantes en
etapas tempranas, protegiendo al fruto de patégenos y radicales libres (Agati et al., 2012;
Dixon y Pasinetti, 2010). A medida que el fruto madura, se observo una disminucion general
en la concentracién de estos compuestos, lo que sugiere una transicion metabdlica desde
la proteccion antioxidante hacia la acumulacion de reservas energéticas, como lipidos y
carbohidratos, en el endospermo sodlido. Este patron es similar al observado en Solanum
lycopersicum y en semillas oleaginosas como Glycine max, donde la maduracion implica
una reduccion en la sintesis de metabolitos secundarios y un aumento en la acumulacion
de reservas (Klee y Giovannoni, 2011; Baud y Lepiniec, 2010).

Las diferencias entre el endospermo sélido y el endospermo liquido son notables. En el
liquido, las concentraciones de compuestos fendlicos son mas altas en etapas tempranas,
lo que demuestra que este tejido actua como un reservorio de antioxidantes durante el
desarrollo inicial. Por ejemplo, en la variedad alto del Pacifico, el acido protocatéquico y la
(+)-catequina alcanzan concentraciones maximas en la etapa inmadura (135.535 y 2694.2
Mg/g, respectivamente) y disminuyen drasticamente en la madura. En contraste, en el
endospermo solido, las concentraciones son mas bajas y disminuyen mas rapidamente, lo
que podria estar relacionado con la acumulacion de lipidos y carbohidratos, esenciales para
la germinacién y el desarrollo de la semilla (Dayrit, 2015). Estas diferencias resaltan la
complejidad metabdlica del coco y su adaptacion a diferentes funciones durante el
desarrollo del fruto.

Ademas, se observan diferencias significativas entre las dos variedades de coco. La
variedad Alto del Pacifico presenta concentraciones mas altas de compuestos fendlicos en
comparacion con la variedad enano verde de Yucatan, especialmente en el endospermo

liquido. Esto podria deberse a factores genéticos o adaptaciones especificas a las

89



CAPITULO V

condiciones ambientales. Por ejemplo, la mayor acumulacion de antioxidantes en la
variedad Alto del Pacifico podria conferirle mayor resistencia al estrés oxidativo y al ataque
de patdgenos, lo que es consistente con estudios en otras especies donde las variedades
con mayor contenido de antioxidantes muestran una mayor tolerancia a condiciones
adversas (Nisar et al., 2015). A pesar de estas diferencias, ambas variedades comparten
un patron similar de disminucion de compuestos fendlicos con la maduracion, lo que sugiere
que los mecanismos metabdlicos subyacentes son conservados.

En resumen, los resultados indican que los compuestos fendlicos desempefian un papel
crucial en las etapas tempranas de desarrollo del coco, protegiendo al fruto del estrés
oxidativo y los dafios ambientales. A medida que el fruto madura, la concentracién de estos
compuestos disminuye, lo que sugiere una transiciéon hacia la acumulacion de reservas
energéticas y la preparacién para la dispersion de semillas. Las diferencias entre las
concentraciones estimadas en las variedades y los tejidos (sélido vs. liquido) resaltan
nuevamente la complejidad metabdlica del coco y su adaptacion a diferentes condiciones
ambientales. Estos hallazgos tienen implicaciones para la seleccion de variedades con
mayor contenido de antioxidantes y para futuros estudios sobre la regulacién de estos

procesos metabalicos.
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CAPITULO V. DISCUSION GENERAL, CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1 DISCUSION GENERAL

El analisis metaboldmico del endospermo sélido y liquido de cocos de las variedades enano
verde de Yucatan (EVY) y alto del Pacifico mexicano (APM), en diferentes etapas de
maduracién, permitié identificar patrones de regulacion metabdlica que reflejan tanto la
naturaleza del tejido como los procesos fisioldgicos relacionados con el desarrollo del fruto.
En este estudio se generaron dos metabolomas complementarios del endospermo liquido
de coco, uno a partir de la extraccion con metanol y otro con acetato de etilo, lo que permitié
explorar diferentes familias quimicas presentes en los tejidos en distintos estados de
maduracion. Aunque no se utilizaron mezclas de disolventes para la extraccion, esta
eleccion metodoldgica es valida dentro del enfoque exploratorio de este trabajo y responde
a los objetivos planteados, que buscan caracterizar de forma comparativa el perfil
metabolémico del endospermo en dos variedades contrastantes de Cocos nucifera a lo
largo de su desarrollo (Creydt y Fischer, 2017).

El uso de disolventes con polaridades contrastantes, como el metanol (polaridad relativa:
0.762) y el acetato de etilo (0.228), permitié una separacion selectiva de metabolitos con
base en su afinidad polar, de acuerdo al principio de particién diferencial ampliamente
documentado en estudios metabolémicos (Yang et al., 2022; Creydt y Fischer, 2017). El
metanol, debido a su alta polaridad (constante dieléctrica € = 32.7), favorecio la extraccion
de compuestos altamente polares, como azucares simples, aminoacidos libres y acidos
organicos de cadena corta, detectando 591 sefiales ionicas. Por su parte, el acetato de etilo
(¢ =6.02), con mayor afinidad por moléculas menos polares, permitié recuperar una fraccién
quimica mas diversa, con un total de 1,574 sefiales vinculadas principalmente a lipidos
neutros, esteroides y compuestos fendlicos de naturaleza lipofilica.

Esta estrategia no solo permitid recuperar fracciones quimicas diferenciadas, sino que
también arrojo una proporcion sefal/disolvente de 2.7:1 a favor del acetato de etilo,
consistente con hallazgos en tejidos vegetales ricos en lipidos como Elaeis guineensis. La
diversidad obtenida supera los 834 metabolitos previamente reportados en el endospermo
de Elaeis guineensis (Tahir et al., 2022), lo que subraya la relevancia de adaptar el sistema
de extraccion a la naturaleza bioquimica del tejido, especialmente en matrices recalcitrantes
como el endospermo de coco. Sin embargo, la no deteccidén de ciertos compuestos como
acidos grasos y alcaloides volatiles, en ambos disolventes, refleja las limitaciones de los

sistemas de extraccion unipolares y apunta a la necesidad de incorporar en estudios futuros
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mezclas ternarias (por ejemplo, metanol:acetato de etilo:agua, 4:4:2), ademas de la
inclusion de métodos asistidos por ultrasonido o microondas para lograr una mejor
cobertura quimica (Gika et al., 2014).

La integracion de resultados obtenidos mediante analisis dirigidos y no dirigidos por
espectrometria de masas de alta resolucién reveld diferencias significativas en la
composicién y abundancia relativa de metabolitos primarios y secundarios, cuyas
distribuciones se ven moduladas por el tipo de endospermo, el estadio de maduracion y, en
menor medida, por la variedad. Estos patrones reflejan procesos fisiologicos diferenciados
y fueron respaldados por el analisis funcional de rutas metabdlicas mediante MetaboAnalyst
6.0 (Xia et al., 2009; Pang et al., 2021), que evidencié una representacion estadisticamente
significativa de rutas como el ciclo del acido citrico (TCA), la biosintesis de aminoacidos
esenciales y el metabolismo de acidos grasos, especialmente durante etapas de transicién
de maduracion.

Una de las observaciones mas consistentes fue la clara diferenciacion metabdlica entre el
endospermo liquido y el sélido. El analisis de componentes principales (PCA) reveld
agrupamientos definidos por tipo de tejido, independientemente de la variedad. El
endospermo liquido estuvo enriquecido con metabolitos solubles como azucares simples,
aminodacidos y acidos organicos, mientras que el sélido presentd un perfil dominado por
lipidos estructurales, compuestos fendlicos y metabolitos de alto peso molecular, en
concordancia con su papel como tejido de almacenamiento (Prades et al., 2012; Yong et
al., 2009). Esta diferenciacion funcional también se evidenci6 en el andlisis de
enriquecimiento de rutas metabdlicas: en el endospermo liquido predomind la
glucdlisis/gluconeogénesis y la biosintesis de aminoacidos de cadena ramificada, mientras
que en el solido destacaron rutas asociadas con la biosintesis de acidos grasos vy
compuestos fendlicos.

Respecto a la maduracién, se identificaron cambios dinamicos en la acumulacién de
metabolitos y regulacidn de rutas. En etapas tempranas del endospermo liquido se observo
mayor actividad de rutas energéticas, coherente con su papel de soporte metabdlico al
embrién en desarrollo (Foale, 2003; Perera et al., 2010). En fases tardias, especialmente
en el endospermo sélido, se intensificaron las rutas anabdlicas de almacenamiento, como
la sintesis de triacilglicéridos y de acidos grasos de cadena larga, reflejando una transicion
funcional hacia la acumulacion de reservas. En APM se destacd un mayor enriquecimiento

en rutas como la biosintesis de fenilpropanoides y flavonoides, lo que sugiere una estrategia
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adaptativa frente a condiciones ambientales adversas como alta radiacién y salinidad
edafica (Batugal et al., 2009; Baudouin y Lebrun, 2009).

Estas diferencias tienen una base celular y funcional clara, pues reflejan los roles y
funcionales divergentes de cada tipo endospermo. El endospermo liquido, en etapas
tempranas, constituye un entorno altamente dinamico, fluido y metabdélicamente activo que
nutre al embrion en desarrollo. En esta fase, se ha propuesto que las células del
endospermo liquido presentan caracteristicas sincitiales, es decir, contienen multiples
nucleos dentro de una misma masa citoplasmatica sin divisiones celulares completas
(Batygina y Vinogradova, 2007). Esta organizacion podria ser la responsable de la alta
eficiencia en la sintesis y distribucion de metabolitos, lo cual puede explicar la presencia de
compuestos altamente solubles y bioquimicamente activos, como &acidos organicos,
nucleésidos, y ciertos aminoacidos esenciales.

Las diferencias metaboldmicas observadas entre variedades tambien podrian estar
estrechamente ligadas a las divergencias entre la arquitectura genética de cada una, lo que
podria explicar su capacidad de adaptacién en diversos ambientes. En particular, la
variedad APM, originaria de zonas costeras del Pacifico, mostré una regulacion mas activa
de rutas vinculadas al estrés oxidativo y la biosintesis de compuestos fendlicos, lo cual
podria conferirle una ventaja adaptativa en ecosistemas con alta exposicién solar, salinidad
edafica y limitacién hidrica. Este tipo de plasticidad bioquimica, observada también en otras
especies vegetales, lo que sugiere que el metaboloma puede servir como un marcador
funcional del potencial adaptativo de diferentes genotipos en programas de seleccion o
mejoramiento enfocados en tolerancia a estrés abiotico. Por ejemplo, estudios en Oryza
sativa han demostrado que la diversidad en perfiles metabolémicos entre variedades
tolerantes y susceptibles al estrés salino esta estrechamente relacionada con mecanismos
genéticos de osmorregulacion, detoxificacion y produccion de osmoprotectores como
prolina y azucares solubles (Kusano et al., 2015).

En el caso del coco, la integracion del metaboloma con datos gendmicos constituye una
estrategia viable para identificar variedades con mayor aptitud para prosperar en ambientes
costeros sujetos a condiciones extremas. El reciente ensamblaje del genoma del coco (Xiao
et al., 2021), representa un avance significativo en la comprensién de los factores genéticos
que subyacen a la diversidad morfolégica, fisiolégica y adaptativa de esta especie. En dicho
estudio, se compararon dos variedades contrastantes: una variedad alta, adaptada a
condiciones costeras exigentes, y una variedad enana, seleccionada por sus caracteristicas

agronomicas como la precocidad y menor porte. La comparacion reveld diferencias
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sustanciales en la arquitectura gendmica, particularmente en genes implicados en la
senalizacion hormonal, el desarrollo reproductivo, la tolerancia al estrés salino y el
metabolismo secundario. Una de las observaciones mas destacadas fue la mutacién en el
gen que codifica para la giberelina 2-oxidasa (GA2o0x) en la variedad enana, la cual
promueve la inactivacion de giberelinas bioactivas. Esta mutacién esta directamente
asociada con el fenotipo enano y se alinea con otros casos reportados en especies como
arroz y maiz, donde la pérdida de funcién en GA2o0x produce plantas de menor tamafo y
floraciéon temprana (Sakamoto et al., 2004; Zhang et al., 2020). Esta modificacion hormonal
tiene implicaciones metabolémicas importantes, ya que una menor concentracién de
giberelinas puede modificar el balance de carbono y nitrégeno, favoreciendo la acumulacién
de ciertos aminoacidos y compuestos fendlicos como estrategia de defensa (Schafer et al.,
2015).

Ademas, el estudio genémico identificd la duplicacion de genes involucrados en rutas de
sefnalizacién de estrés salino en la variedad alta. Entre ellos se destacan genes codificantes
para receptores de acido abscisico (PYR/PYL/RCAR), canales de transporte de iones como
HKT1 y NHX1, y componentes de la sefalizacién por calcio (CIPKs y CBLs), los cuales
permiten una regulacion mas precisa del balance osmético y la homeostasis idnica bajo
condiciones salinas (Zhu, 2016). Esta expansion génica se correlaciona con los hallazgos
metaboldémicos del presente estudio, en el que la variedad APM mostré una mayor
representaciéon de rutas metabdlicas asociadas con el metabolismo de compuestos
fendlicos, acidos organicos de cadena larga y lipidos estructurales. Estas rutas son
ampliamente reconocidas por su papel en la proteccion antioxidante, estabilizacion de
membranas y mitigacion del dafo oxidativo en condiciones de estrés abidtico (Obata y
Fernie, 2012; Arbona et al., 2013). La biosintesis de fenilpropanoides y flavonoides, por
ejemplo, mostr6 una mayor intensidad en APM, lo cual puede estar directamente
influenciado por la regulacién génica diferencial de enzimas como la fenilalanina amonio-
liasa (PAL) y chalcona sintasa (CHS), cuya expresién ha sido reportada como inducible por
salinidad y luz UV en especies adaptadas a climas costeros (Dixon y Paiva, 1995;
Nakabayashi et al., 2014).

Asimismo, el genoma de la variedad enana mostré una regulacion diferencial de genes
asociados a la maduracion reproductiva y al metabolismo del almidén, lo cual puede
explicar el enriquecimiento observado en el endospermo liquido de EVY para rutas como la
glucdlisis/gluconeogénesis y el metabolismo de aminoacidos de cadena ramificada. Esto

sugiere una estrategia metabdlica orientada a un desarrollo mas rapido del embrién, en
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consonancia con una maduracion acelerada y ciclos reproductivos mas cortos. La
coordinacién entre estos aspectos genémicos y metaboldémicos refuerza la hipétesis de que
la especializacion adaptativa de las variedades de coco se manifiesta tanto en su regulacién
genética como en su firma quimica, especialmente en tejidos clave como el endospermo.

En conjunto, estos hallazgos refuerzan la utilidad del enfoque multiémico para comprender
la base molecular de la adaptacion en Cocos nucifera, aunado al estudio de los procesos
de maduracién del fruto. La integracion de informacion gendémica y metaboldmica permitiria
revelar asociaciones funcionales entre variacion genética y acumulaciéon de metabolitos,
aportando herramientas para la seleccion de variedades resilientes en programas de
mejoramiento genético (Fernie y Tohge, 2017; Kusano et al.,, 2015). Asi, el peffil
metabolémico de variedades de coco no solo refleja procesos fisioldgicos del desarrollo,
sino también trayectorias evolutivas divergentes influenciadas por presiones ambientales y

seleccion artificial.
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5.2 CONCLUSIONES

El andlisis metabolomico de los frutos de Cocos nucifera L. evidencié diferencias
significativas en las rutas metabdlicas entre las variedades alto del Pacifico mexicano
(APM) y enano verde de Yucatan (EVY), asi como entre los tejidos de endospermo liquido
y solido. En ambas variedades se observaron cambios metabdlicos clave a lo largo del
proceso de maduracion, aunque con trayectorias bioquimicas distintas. La variedad APM
mostré una mayor diversidad de rutas enriquecidas, destacando la biosintesis de
flavonoides, esteroides y aminoacidos aromaticos en etapas tempranas, y el metabolismo
de lipidos y carbohidratos en fases avanzadas. En contraste, EVY present6 un enfoque mas
especifico hacia la biosintesis de diterpenoides y carotenoides, con posibles implicaciones
en la proteccion antioxidante y en una estrategia de maduracién acelerada.

Ambas variedades coincidieron en la activacion de rutas relacionadas con la defensa, como
el metabolismo del acido araquiddnico y la acumulacién de reservas energéticas, sugiriendo
adaptaciones metabdlicas compartidas para garantizar el desarrollo del fruto. No obstante,
es importante considerar que las diferencias en la complejidad, especificidad y abundancia
relativa de los metabolitos podrian estar influenciados por la divergencia genética y
fisiolégica entre ambas variedades, posiblemente como resultado de su historia evolutiva y
procesos de domesticacion.

Los resultados refuerzan la comprension de que la transformaciéon del endospermo liquido
a solido es un proceso altamente dinamico, que involucra la deposicion intracelular de
lipidos, la remodelacion de la pared celular y una reprogramacion de rutas metabdlicas
primarias y secundarias. Ademas, la variedad APM mostré una mayor capacidad para la
acumulacion de compuestos fendlicos, especialmente en el endospermo liquido, lo cual
podria representar una ventaja adaptativa relacionada con su mayor exposicidon a
condiciones ambientales adversas. En general, la disminucion de estos compuestos con la
maduracion sugiere una transicion metabdlica desde funciones protectoras hacia la
acumulacion de reservas.

Este enfoque integrado resalta el papel esencial de las rutas reguladas y los metabolitos
primarios y secundarios en el desarrollo y proteccion del fruto, y demuestra el valor de la
metaboldmica, complementada con otras técnicas Omicas, para desentrafar los
mecanismos moleculares subyacentes al desarrollo de frutos no climatéricos como el coco.

Asimismo, al integrar informacion gendmica, se refuerzan las correlaciones entre
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variaciones genomicas y la regulacion de rutas metabdlicas, lo cual, amplia nuestra

comprension de la base molecular de la diversidad fenotipica en C. nucifera.
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5.3 PERSPECTIVAS

Integracion multidmica funcional: La combinacion de datos gendmicos,
transcriptomicos, protedmicos y metabolomicos permitira identificar genes vy
proteinas reguladores clave en rutas metabdlicas involucradas en la maduracion del
endospermo, aportando una visién holistica de los mecanismos moleculares

implicados.

Mejoramiento genético y conservacién: La identificacion de metabolitos
diferenciales de interés (como flavonoides, diterpenoides y lipidos especificos)
puede incorporarse en programas de seleccidén varietal orientados a mejorar la
resiliencia al estrés abidtico y la calidad nutracéutica del fruto, contribuyendo al

manejo sostenible y la conservacién de los recursos genéticos del coco.

Evaluacién ambiental y geografica: Explorar como las condiciones ambientales
locales influyen en los perfiles metabdlicos en otras variedades cultivadas
internacionalmente permitira identificar factores criticos para la adaptacion y ofrecer

herramientas para el manejo agrondmico en diferentes contextos agroecolégicos.

Transicion germinativa: Investigar la movilizacién de reservas del endospermo
durante la germinacion proporcionara una comprensibn mas completa del
metabolismo integral del fruto, ademas de establecer vinculos funcionales entre

etapas reproductivas y postreproductivas.

Innovacion biotecnoldgica: Los metabolitos identificados poseen alto potencial para
aplicaciones en los sectores nutracéutico, cosmético y agricola, y podrian ser
explotados mediante estrategias de bioprospeccion, fermentacion dirigida o sintesis

biosustentable.

Estandarizaciéon del estado de maduracion: El desarrollo de biomarcadores
metabdlicos especificos para la clasificacion de la madurez en campo puede

optimizar la cosecha, el procesamiento y la valorizacién industrial del coco.
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En conjunto, estos hallazgos y proyecciones destacan la relevancia de continuar
investigando el metabolismo del coco desde una perspectiva integrativa, tanto para
profundizar en su biologia como para potenciar su aprovechamiento sostenible en contextos

locales y globales.
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