16. Utilizacion de la tecnologia del ADN recombinante
para asegurar la sostenibilidad de los sistemas
alimentarios agricolas relacionados
con el manejo postcosecha

MaARiA-ELENA BAEZ-FLORES*
MARTIN-ERNESTO TiZNADO-HERNANDEZ**

[=]

DOI: https://doi.org/10.52501/cc.360.16
Resumen

Un procedimiento sostenible implica que su aplicacion no va a inducir alte-
raciones en el ambiente de tal forma que las generaciones futuras no puedan
satisfacer sus necesidades de alimentacién como lo hace la generacion
presente. La reduccion de la gran cantidad de pérdidas postcosecha de fru-
tas y hortalizas debido a infecciones por hongos no se debe realizar utili-
zando compuestos quimicos, ya que este acercamiento no es sostenible. En
este sentido, la utilizacidon de la tecnologia del ADN recombinante constitu-
ye una buena alternativa que permite desarrollar protocolos de aplicacién
sostenible. Es importante comentar que relacionar esta tecnologia nica-
mente con la creacion de organismos transgénicos es una visiéon muy pobre
del potencial que tiene. De acuerdo con lo anterior, en el presente capitulo
se sugiere un acercamiento mediante un analisis tedrico para el disefio de un
protocolo que podria permitir reducir la incidencia de infecciones fuingicas.
Este procedimiento parte de hipotesis de que existe un mecanismo molecu-
lar de respuesta a las infecciones fiingicas igual en todos los frutos. Esta
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hipétesis tiene soporte tedrico en la disponibilidad de muchos genomas de
frutas, informacion que ha sido generada mediante las modernas técnicas
de secuenciacion, el desarrollo de computadores de alta capacidad de proce-
samiento y de software de bioinformatica. Esto ha permitido la comparacién
de muchos genomas de frutas que muestran la presencia de genes comunes.
Esto, a su vez, sugiere que muy posiblemente existe el mecanismo universal
mencionado. Mas aun, si consideramos el desarrollo de los nuevos acercamien-
tos experimentales de la tecnologia del ADN recombinante, podemos pen-
sar en la aplicacion practica de este procedimiento para reducir las pérdidas
postcosecha por hongos en cualquiera fruta. Este procedimiento seria ami-
gable con el ambiente y apoyaria el mejoramiento de la calidad de vida de
la poblacidn, el cual es otro de los pilares de la sostenibilidad.

Palabras clave: hongos, pérdidas postcosecha, tecnologia del ADN recombi-
nante, sostenible.

Introduccion

El principio central de la sostenibilidad establece que debemos satisfacer las
necesidades de la presente generacion sin comprometer la capacidad de
las futuras generaciones para lograr lo mismo (Brundtland y Khalid, 1987).
Los tres pilares sobre los que descansa la sostenibilidad son el econdmico,
el social y el ambiental (Felfernig et al., 2023). Mds aun, de estos tres pilares, se
ha sugerido que el ambiental es el mas importante (Haberl et al., 2004), con
lo cual estamos de acuerdo, ya que dependemos completamente de la natu-
raleza para nuestra supervivencia.

Para evitar posibles desviaciones del objetivo principal del presente capi-
tulo, el trabajo se enfocara en la produccién agricola sostenible y la tecnolo-
gia del ADN recombinante (TADR). Esto es debido a que esta tecnologia es
solo uno de los acercamientos posibles a utilizar en la produccion agricola
sostenible como parte de una multitud mas de acciones que se pueden llevar
a cabo para lograr el mismo fin, a saber: un manejo de campo sostenible,
reduccion de los dafios durante la cosecha, mejoramiento de los sistemas de
transporte de los productos, utilizaciéon de un almacenamiento y empaque
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adecuado, proteccion de los productos de la contaminacién por patdge-
nos humanos, utilizacion de vehiculos de monitoreo del campo no tripulados
(Khan et al.,, 2021), optimizacién de la logistica de recoleccion, transporte
y distribucion a los diferentes mercados para su venta (Cakmakgi et al., 2023;
Farooq, 2023), resolucion de las demandas intangibles de mercado (de la
Pefa et al., 2022), analisis de los puntos criticos de control de las cadenas
productivas (Anaya-Dyck et al., 2021), entre otros. Es importante comentar
que ya se ha sugerido a la biotecnologia como una alternativa sostenible
para la industria quimica debido, practicamente, a los mismos argumentos
que se mencionan en el presente trabajo para demostrar que la TADR es
una alternativa sostenible para la produccion agricola. A saber, permite la
reduccion en la contaminacion derivada de los procesos, una mayor obten-
cién de ganancias y la produccion sostenible de productos nuevos y existen-
tes (Gavrilescu y Chisti, 2005).

Métodos

Considerando el amplio espectro de acercamientos que se pueden utilizar
mediante la TADR en la produccién agricola, el enfoque sera en el control
de las pérdidas postcosecha debido a las infecciones por hongos, que es
una de las causas mas importantes. Mas atin, no se considerara la posibilidad
de utilizar a los organismos genéticamente modificados para no incluir en
la discusion el debate acerca de la compatibilidad entre la biotecnologia y la
agricultura sostenible (Ervin et al., 2010). Los autores de este capitulo con-
sideran que la TADR y la agricultura sostenible si son compatibles y que los
argumentos que se discuten al respecto relacionados con la TADR emergen
de un conocimiento mas bien pobre del potencial de esta tecnologia.

En nuestro grupo de trabajo, hemos estado utilizando las herramientas
derivadas de la tecnologia del ADN recombinante para elucidar el mecanis-
mo molecular de respuesta de los hongos a los fungicidas naturales. Asimismo,
hemos realizado trabajos para elucidar el mecanismo de activacién de la
respuesta de defensa de los frutos a la presencia de mezclas complejas de
la pared celular de los hongos o a moléculas especificas como lo es la quitina
fungica. Se espera que el conocimiento generado permita la creacién de me-
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todologias de control de infecciones por hongos mediante un disefio dirigi-
do inteligentemente en contraste con la realizacién de experimentos reali-
zados a prueba y error que no permiten crear procedimientos 6ptimos, ya
que los resultados varian de un experimento a otro.

De acuerdo con lo anterior, el presente capitulo tiene como objetivo
demostrar como la tecnologia del ADN recombinante puede apoyar para
alcanzar una produccioén agricola sostenible.

Impacto de las pérdidas postcosecha
en la economia y la seguridad alimentaria

En todo el mundo, desde la cosecha a la distribucion, se pierde un 14% de
los alimentos, lo que equivale a un valor estimado de 400 000 millones
de dolares (Fa0, 2019). En México especificamente, se desperdicia el 54% de
aguacate, 32% de cebolla, 28.8% de tomate, 41% de meldn, 54.5% de mango
y 49% de manzana. Si se lograra recuperar estas pérdidas, se podria alimen-
tar a 7.4 millones de personas en situacion de pobreza durante un afio con
3.5 kilogramos de papa, 2.6 kilogramos de cebolla y 5 kilogramos de toma-
te. (Secretaria del Bienestar, 2020). En 2023, la produccién agricola total de
plantas perennes en México alcanzé un valor nacional de mas de 921 millo-
nes de pesos, lo que da una idea de la pérdida econémica que implican los
porcentajes de pérdidas mencionados anteriormente (Servicio de Informa-
cién Agroalimentaria y Pesquera, 2023).

La tecnologia del ADN recombinante (TADR)

La tecnologia del ADN recombinante es un método que permite combinar
material genético de diferentes fuentes para crear secuencias de ADN que
no se encuentran naturalmente en el genoma, de alli proviene el nombre de
recombinante. Las secuencias de ADN recombinado se pueden colocar en
vehiculos genéticos llamados vectores, que transportan el ADN hacia el
lugar adecuado de la célula huésped donde puede ser copiado o expresado
(National Human Genome Research Institute, 2024). Las proteinas que se
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producen asi se conocen como proteinas recombinantes o de origen hete-
rélogo (Bermudez, 2022). Esto es posible gracias al uso de enzimas que
pueden cortar y unir secuencias de ADN, lo que permite la insercion de los
genes de interés en organismos para su expresion y produccion de proteinas
(National Human Genome Research Institute, 2024). Actualmente, el ADN
recombinante tiene multiples aplicaciones, especialmente en medicina y en
biotecnologia agricola. En medicina, se producen muchas proteinas
recombinantes terapéuticas, cuya administraciéon puede corregir un gen
defectuoso o la deficiencia causada por el hecho de que dicho gen no se ex-
prese. Ejemplos de esto son el factor VIII recombinante, un factor de
coagulacion sanguinea deficiente en pacientes con algunas formas de hemo-
filia, y la insulina recombinante que se utiliza para tratar algunas formas de
diabetes.

También existen proteinas recombinantes como el activador de plasmino-
geno tisular, que se utiliza para tratar accidentes cerebrovasculares, una
emergencia médica que, sin este tratamiento, seria mortal para los pacientes.
Por otra parte, existen las vacunas de subunidades recombinantes como la
vacuna contra la hepatitis B, que utilizan una proteina purificada para gene-
rar inmunidad contra agentes infecciosos en las personas, sin exponerlas al
agente infeccioso completo. Por otra parte, en la agricultura, la TADR se
emplea para mejorar los cultivos, particularmente en aspectos como la resis-
tencia a plagas y enfermedades, la tolerancia a condiciones ambientales
adversas y también para mejorar la calidad nutricional de los alimentos
(Bermudez, 2022).

Considerando la preocupacion internacional por el posible impacto
ambiental, las implicaciones en la salud del ser humano, la biodiversidad y
los ecosistemas, asi como los efectos socioecondmicos del uso de la TADR
en la agricultura y la produccidn de alimentos (Dixit et al., 2023), aqui se
abordan aplicaciones de la TADR en el control de enfermedades fiingicas
en frutas y hortalizas que no impliquen una alteracion genética de las plan-
tas. Es decir, se revisan trabajos en los que se usa la TADR sin introducir
ningun tipo de material genético al genoma de las plantas por lo que no se
hara referencia a trabajos con plantas transgénicas. Para este fin, nos referi-
remos a la TADR como el proceso general cuya piedra angular es la clona-
ciéon del ADN. Es importante sefialar que aqui no nos referimos al proceso
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de multiplicacién o clonacién de un organismo completo, como el reportado
en camellos (Wani et al., 2010), sino al procedimiento mas simple que, de
manera general, consiste en 5 pasos: (1) aislamiento de una pequefa secuen-
cia de ADN que codifica para una proteina de interés, (2) unioén a otra
molécula que sera el ADN portador o vehiculo que se conoce como vector
de clonacion para replicar el ADN recombinante cientos de veces. Por lo
general, se utilizan para esto moléculas de ADN circular de origen bacte-
riano llamadas “plasmidos” que se replican de forma auténoma en la célula
donde se introducen, la cual se conoce como célula hospedera. Otros vecto-
res de clonacion utilizados son los que estan constituidos por ADN prove-
niente de virus. En ambos casos, para unir la secuencia de interés con el
ADN del vector, se utiliza una enzima denominada “ligasa”. Una vez unida
la secuencia de interés y el vector, este material genético resultante se de-
nomina “ADN recombinante’, ya que contiene ADN de diferentes especies.
(3) El ADN recombinante se introducira al interior de la célula hospedera
mediante diferentes técnicas dependiendo del tipo de tejido, constructo,
equipamiento, entre otros. El objetivo es lograr que el ADN recombinante
pueda ingresar al interior de la célula y usar la maquinaria celular para repli-
carse. (4) Seleccion o identificacion de las células que se transformaron con
el ADN recombinante. Esta identificacion es posible porque los vectores de
clonacion contienen genes de resistencia a antibioticos que nos permiten
identificar las células transformadas. Esto significa que, al poseer un gen de
resistencia a un antibiético especifico que se introdujo con el ADN recombi-
nante, las bacterias que se hayan transformado seran capaces de crecer en
un medio que contenga ese antibi6tico, mientras que las que no contienen el
plasmido recombinante, no creceran en el medio con antibiético (Domin-
guez et al., 2017).

Una vez descrito y explicado, debemos destacar que, con herramientas
como la clonacioén en el sentido simple, la TADR ha revolucionado la biotec-
nologia y la agricultura, permitiendo el desarrollo de estrategias innovado-
ras para el control de enfermedades en frutas y hortalizas. Entre estas me-
todologias estan el uso de sistemas de expresion heterélogos, de ARN de
interferencia o RNAI, por sus siglas en inglés, CRISPR-Cas 9 que significa
en inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats-asso-
ciated Cas nucleasa 9y, en espafiol, Repeticiones Palindrémicas Cortas Agru-
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padas y Regularmente Interespaciadas asociadas a la nucleasa 9. También
se usa una combinacién de CRISPR-Cas y RNAi.

Mediante técnicas de la TADR se producen enzimas antifiingicas en
sistemas de expresion heterélogos, lo que representa una estrategia promete-
dora para el control de enfermedades fiingicas en frutas y hortalizas post-
cosecha. Estas enzimas pueden inhibir el crecimiento de patégenos fuingicos
y reducir las pérdidas postcosecha sin la necesidad de modificar genética-
mente las plantas. En un estudio con Aureobasidium pullulansy Pichia pas-
toris, el gen de la serina proteasa alcalina ALP5 fue clonado y expresado en
la cepa KM71 de P. pastoris. La proteasa recombinante mostré actividad
antifungica contra diversos patdgenos in vitro e in vivo cuando se utilizé en
manzanas. La mayor eficacia se observé contra M. fructicolay B. cinerea. La
presencia de proteasa causo protuberancias en las hifas de B. cinerea. La pro-
teasa recombinante expresada en P. pastoris fue mas activa contra los pato-
genos in vitro que la misma enzima expresada en E. coli en estudios previos.
Cuando se evalud la eficacia de ALP5 para el control de los patdgenos in
vivo en manzanas cultivar golden delicious, la proteasa fue mas eficiente en el
control de M. fructicola, B. cinerea'y P. expansum que en el caso de A. alter-
nata. Sin embargo, el grado de actividad dependié de la concentracion de
la enzima y del tiempo de almacenamiento de la fruta. Los autores conclu-
yeron que la serina proteasa alcalina podria utilizarse como un tratamiento
postcosecha con actividad antimicrobiana para frutas con una vida de ana-
quel corta (Banani et al., 2014).

Otra metodologia basada en TADR es la tecnologia del RNA de inter-
ferencia o RNAj], una herramienta de silenciamiento postranscripcional de
genes. El RNAI se esta utilizando para controlar los hongos fitopatdgenos
mediante la alteracion de genes esenciales de los patégenos fiingicos que
son indispensables, ya sea para la infeccion o en el ciclo de vida del hongo
patogeno. Este proceso implica la administracion de pequefios RNA interfe-
rentes (RNA1), conocidos como pequenios RNAi, que pueden silenciar estos
genes criticos, limitando o evitando el crecimiento de los patégenos fiingi-
cos. El RNAI se puede aplicar mediante la administracion exdgena de mo-
léculas de RNA bicatenario a las plantas, que van a inducir el ARNi brindan-
do proteccién contra los hongos patdgenos. El método de administracion
exdgena evita la modificacion de los genomas de los cultivos y se puede
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utilizar contra una amplia gama de patdgenos microbianos. Este enfoque
se considera una alternativa amigable con el medio ambiente en compa-
racion con los métodos convencionales de control de patdgenos de plantas,
como el uso de plaguicidas (Gebremichael et al., 2021).

Con el fin de investigar el potencial del método basado en RNAI para el
control de infecciones fungicas, se disefid una estrategia con base en ARN
largos no codificantes de doble cadena (dsRNA) en el patosistema cebada-
Fusarium graminearum (Koch et al., 2016). Se aplicé una solucién de dsRNA
directamente en forma de aerosol a las hojas de cebada separadas de la
planta y, también, para la evaluacion semi-sistémica, se aplico en forma de
aerosol sdlo en una pequefia parte de las hojas, protegiendo el resto de éstas
con plastico para evitar la exposicion de toda la hoja al aerosol que contenia
el dsRNA. Posteriormente, las hojas fueron inoculadas con una suspension
de conidios del hongo Fusarium graminearum. Asimismo, se rociaron plan-
tulas de cebada de una semana de edad con la solucién de dsRNA vy, tres
semanas después, se inocularon con conidios del hongo. Los autores de este
estudio observaron que el dsRNA controld las infecciones fiingicas tanto en
el tejido foliar directamente rociado como en el sistémico. Ademas, en las
hojas, el dsRNA inhibid el crecimiento del hongo fungico, no sélo en las par-
tes directamente rociadas, sino también en las no rociadas. Otro hallazgo
fue que las plantulas absorbieron el dsRNA y lo condujeron a través de su
sistema vascular a los sitios de infeccién fungica. En esta aproximacion, al
estar en contacto el dSRNA con el hongo, el dsSRNA es procesado por la ma-
quinaria de interferencia de ARN fungica. Para ello, el complejo fungico
llamado DICER-LIKE 1 (FgDCL-1) desempefa un papel crucial. FgDCL-1
procesa el dsSRNA en pequeiios RNA interferentes o siRNAs, por su acréni-
mo en inglés, en las células de Fusarium graminearum. Este procesamiento
de dsRNA a siRNAs por FgDCL-1 es un pre-requisito para que el mecanis-
mo de interferencia del siRNA pueda ocurrir. En este trabajo, los siRNAs
estaban dirigidos hacia los genes CYP51A, CYP51B y CYP51C, lo que con-
dujo a la inactivacion de estos. Al estar estos genes involucrados en la biosin-
tesis del ergosterol, un componente vital de la pared celular del hongo, los
siRNA, inhibieron el crecimiento del hongo (Koch et al., 2016).

El sistema CRISPR-Cas9, basado en TADR, ha significado un gran
avance en el desarrollo de plantas resistentes a través de la mutagénesis
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dirigida. Se realiz6 la edicion del gen S mediante CRISPR-Cas9 para generar
plantas de arroz resistentes a nematodos fitoparasitos sin la presencia de
transgenes (Huang et al., 2023). Estos autores indujeron especificamente la
mutagénesis del gen de susceptibilidad OsHPP04 en el arroz, lo que dio
lugar a mutantes homocigotos genéticamente estables con mayor resistencia
al nematodo agallador del arroz (Meloidogyne graminicola). El estudio ob-
tuvo con éxito mutantes de arroz homocigoético libres de transgenes que
mostraron una mayor resistencia a M. graminicola en comparacion con el
arroz de tipo silvestre. Los mutantes obtenidos, al estar libres de elementos
transgénicos, permiten evitar en gran parte las preocupaciones sobre el uso
de organismos genéticamente modificados (Huang et al., 2023).

Los isotiocianatos son fungicidas naturales muy potentes producidos
como defensa por diferentes especies de plantas pertenecientes a las Brésicas.
En nuestro grupo de trabajo, demostramos la efectividad de estos compues-
tos para controlar las infecciones por hongos (Troncoso-Rojas et al., 2005;
Troncoso et al., 2005). Demostramos que los hongos son capaces de adaptar-
se a altas concentraciones de los isotiocianatos y que esa adaptacion implica
la induccién de mutaciones en diferentes partes del genoma (Troncoso-Rojas
etal,, 2013). Con base en esto, decidimos evaluar la respuesta molecular de
los hongos a la presencia de isotiocianatos utilizando el sistema Alternaria
alternata:2-propenil isotiocianato, con lo cual logramos dilucidar, al menos
parcialmente, la respuesta de adaptacidon de los hongos a estos compues-
tos (Baez-Flores et al.,, 2011; Garcia-Coronado et al., 2015). De acuerdo con
estos resultados, es posible pensar en disefiar un tratamiento combinando los
isotiocianatos con inhibidores de alguna de las proteinas de defensa identi-
ficadas que utiliza el hongo con el fin de disefiar un tratamiento mas efectivo.

En otra serie de experimentos, demostramos, como primer acercamien-
to, la efectividad de una mezcla compleja de componentes de la pared celular
de los hongos para activar el sistema de defensa de los frutos y demostramos,
en parte, el mecanismo molecular de respuesta de las frutas (Sanchez-Es-
trada et al., 2009).

Posteriormente, realizamos estudios para poder dilucidar el mecanismo
molecular de las frutas utilizando uno de los componentes aislados de la
pared celular del hongo Alternaria alternata, que es la quitina (Henry-Garcia
et al,, 2018). El acercamiento experimental utilizado fue la secuenciacién
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masiva de la siguiente generacion y el sistema tomate-Alternaria alternata
(Henry-Garcia et al., 2023). Se espera que el conocimiento del mecanismo
molecular de respuesta de las frutas nos permita disefiar metodologias mas
eficientes para el control de infecciones fiingicas en frutos en un futuro.

Consideraciones sobre las tecnologias
basadas en TADR

Aunque la tecnologia del ARNi es prometedora para el control de hongos
fitopatogenos, aun existen algunos aspectos por analizar en detalle, como
los posibles efectos en genes que no son el objetivo, los cambios epigenéticos
que pudieran resultar y algunas consideraciones de bioseguridad. En con-
junto, estas consideraciones y su investigacion son cruciales para una im-
plementacion exitosa de la tecnologia del RNAi con el fin de lograr la protec-
ci6n sostenible de los cultivos y el desarrollo potencial de productos basados
en ARNI para uso comercial (Gebremichael et al., 2021).

El uso combinado de las tecnologias de ARNi y CRISPR-Cas9 en las
plantas es muy prometedor para mejorar la resistencia a diversos estreses y
mejorar el rendimiento de los cultivos. El RNAi es un enfoque de regulacion
génica que permite reducir su expresion mediante la interferencia de mo-
léculas de RNA, sin afectar a la expresion de otros genes. Un ejemplo concre-
to de esto es el papel fundamental del uso de la tecnologia de ARNi en el
desarrollo de frutos sin semillas a través de la desregulacion de genes especi-
ficos involucrados en la formacién de semillas, lo que conduce a la parteno-
carpia y a la mejora de la calidad de la fruta. Por otro lado, CRISPR-Cas9 es
un sistema de nucleasas de sitio especifico que permite la modificacion
precisa y dirigida de secuencias gendmicas (Rajput et al., 2021). Para estos
autores, muchos estudios han demostrado el potencial de los enfoques ba-
sados en RNAi y CRISPR/Cas9 en la mejora de los cultivos. Para ellos, la
exploracion que se ha hecho del RNAi en la modificacion de la expresion
génica con el fin de mejorar la calidad de los rasgos y desarrollar cultivos
tolerantes al estrés y resistentes a las enfermedades, sin necesidad de transge-
nes, es un avance de gran valor en la agricultura. Asimismo, consideran que
CRISPR/Cas9 es una poderosa herramienta para la edicion genoémica diri-
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gida a cultivos, permitiendo la modificacién de multiples genes simultanea-
mente y facilitando el desarrollo de cultivares libres de transgenes.

En conclusidn, el uso combinado de las tecnologias basadas en TADR,
como la expresion heter6loga de genes, el ARNi y CRISPR-Cas9 tienen un
gran potencial para mejorar la resistencia de las plantas frente a diversos
estreses, aumentar el rendimiento de los cultivos y, de esta formal asegurar
la sostenibilidad agricola.

La tecnologia del ADN recombinante
y un sistema agricola sostenible

El principio central de la sostenibilidad establece que debemos de poder
satisfacer nuestras necesidades sin comprometer la capacidad de las futuras
generaciones para hacer lo mismo. Los tres principios sobre los que se sos-
tiene el principio de sostenibilidad son el ambiental, el social y el econémico.
De acuerdo con lo mencionado, la agricultura sostenible es una alternativa
ala agricultura convencional, ya que integra las ciencias bioldgicas, econo-
micas y sociales por lo que es claramente compatible con los principios de
sostenibilidad, es de un uso mas seguro y, por lo tanto, no impacta negativa-
mente al ambiente (Lichtfouse et al., 2009).

Las pérdidas postcosecha de frutas a escala global se encuentran en un
rango de 25 a 50% y se deben a varios factores entre lo que se pueden men-
cionar los daflos mecdnicos durante la cosecha y transporte, el almacena-
miento en condiciones suboptimas, el empaque mal disefiado, la pérdida
de agua, el estado fisioldgico de maduracidn, la senescencia, desérdenes
fisiolégicos y el ataque de hongos (Bancal y Ray, 2022; Kitinoja et al., 2011).
De estos tltimos factores, la infeccion fiingica es el factor mds importante,
ya que es el mas dificil de controlar y, adicionalmente, provoca contamina-
cion por toxinas, lo cual es peligroso para la salud humana (Barkai-Golan
y Paster, 2008; Klapec et al., 2022).

Tradicionalmente, se han utilizado compuestos quimicos para el control
de infecciones fiingicas postcosecha como parte de la agricultura conven-
cional. Sin embargo, esto provoca contaminacion tanto en el ambiente como
en los alimentos, asi como el desarrollo de cepas resistentes que ya no pue-
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den ser controladas por los compuestos quimicos (Sanchez-Torres, 2021).
También implica potenciales efectos negativos en la salud de los consumido-
res debido a los residuos quimicos. Se han desarrollado varias tecnologias
alternativas para el control de hongos en postcosecha que se pueden clasi-
ficar en bioldgicas, quimicas y fisicas (Oyom et al., 2022; You et al., 2023).
Sin embargo, la efectividad de estas tecnologias varia dependiendo de la
especie, las condiciones climaticas precosecha, el periodo de tiempo del ci-
clo agricola durante el cual se realizé la cosecha y el estado fisiologico del
fruto al momento de la cosecha. Lo anterior provoca que el resultado de la
aplicacién de los tratamientos sea muy azaroso e ineficiente con lo que
no se logra alcanzar las condiciones 6ptimas para controlar las infecciones
fungicas.

Esto trae como consecuencia que los peligros relacionados a las infec-
ciones fungicas nunca se logran reducir lo suficiente como para alcanzar la
inocuidad alimentaria y la reduccion de las pérdidas postcosecha. Debido
a esto, se ha sugerido la necesidad de nuevas tecnologias (You et al., 2023).

Una alternativa viable es la TADR, ya que tiene el potencial de elucidar
los mecanismos moleculares de defensa de los frutos en respuesta al ataque
de hongos (Garcia et al., 2023; Wang et al., 2024). Esta tecnologia forma
parte del manejo integrado de plagas, que se ha sugerido como una practica
novedosa para desarrollar la agricultura sostenible (Muhie, 2022). Aun
cuando claramente se requiere de experimentacidon para demostrarlo, es
muy probable que exista un mecanismo universal de defensa de las diferen-
tes especies de frutas en respuesta al ataque de hongos. De acuerdo con lo
mencionado, en la actualidad nuestro grupo de trabajo se encuentra gene-
rando evidencias cientificas que sustentan la hipétesis que formulamos hace
algunos afios y que sostiene la existencia de un mecanismo universal de
biosintesis de cuticula en frutas (Valenzuela-Avilés et al., 2023). Asimismo,
un estudio de los elementos de respuesta de los factores de transcripcion de
plantas encontrd una alta conservacion en especies con mas de 125 millones
de afios de divergencia (Baumgart et al.,, 2024).

La demostracion de un mecanismo molecular universal de respuesta de
las frutas permitiria disefiar una estrategia 6ptima, inteligentemente dirigida
y amigable con el ambiente con el fin de aumentar la resistencia de los fru-
tos al ataque de hongos. Mas aun, la estrategia en teoria funciona en todas
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las especies de frutas, lo cual la convierte en un acercamiento 6ptimo, efec-
tivo y de utilizacién sostenible. De acuerdo con esto, esta estrategia permi-
tira desarrollar la agricultura sostenible, ya que aumentaria la exportacién
de frutas, lo cual impacta de forma positiva a la economia y potenciaria la
actividad agricola mejorando el ingreso de los trabajadores. Asimismo, esto
impacta positivamente al componente social al reducir los efectos negativos
provocados por la utilizacién de quimicos, lo cual tendria un impacto posi-
tivo en el ambiente y en la sociedad.

Mecanismo molecular de respuesta
de las frutas a la infeccion fungica

Mediante las modernas técnicas de secuenciacion masiva es posible conocer
la mayoria de los genes que se encuentran activos en respuesta a una infeccion
fungica. Esta posibilidad permite tener un panorama global de la bioquimi-
ca'y los cambios en la regulacion genética que ocurren en el nucleo.

Por medio de estas técnicas se ha obtenido el transcriptoma del patosis-
tema de varias especies de frutos y hongos. De acuerdo con esto, se ha pu-
blicado el andlisis de la interaccion del tomate y el hongo Colletotrichum
gloeosporioides (Alkan et al., 2015), la uvay el hongo Talaromyces rugulosus
(Xu et al,, 2021), la pera y el hongo Alternaria alternata (Kan et al., 2017),
la fresa y el hongo Botrytis cinerea (Haile et al., 2019), el aguacate y el hon-
go Colletotrichum gloeosporioides (Djami-Tchatchou et al., 2012), el tomate
y el componente quitina de la pared del hongo Alternaria alternata (Garcia
et al., 2023). Existen mas estudios, sin embargo, es muy claro que en todos
se encontrd el mismo mecanismo de defensa del fruto, con algunas varia-
ciones, por lo que no se citaran.

Debido a que este capitulo no esta destinado a ser leido por un publico
experto en el area, los mecanismos moleculares complejos de defensa no
seran descritos, y en su lugar se describiran de forma sencilla los hallazgos
mas recientes de la TADR.

El mecanismo molecular de la interaccidn fruta-hongo es muy com-
plejo y se ha encontrado que la respuesta del fruto incluye genes que parti-
cipan en diferentes respuestas como en el reconocimiento del patégeno y el
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envio de la sefial al nucleo, la biosintesis de componentes cuticulares, la bio-
sintesis de fitoalexinas, glicoalcaloides y lignina, relacionados a la patogéne-
sis, los genes de la pared celular, la generacion de especies reactivas de oxi-
geno, los genes activados por fitohormonas, la activacién de factores de
transcripcion, entre otros. Ademas, se han identificado elementos genéticos
no codificantes como RNA de cadena larga que participan en la regulaciéon
de los genes involucrados en la defensa.

Los andlisis de la respuesta molecular de frutos al ataque de hongos
mediante la TADR claramente sugieren la existencia de un mecanismo co-
mun en las diferentes especies de frutas. En este contexto, seria factible
pensar en la identificacién de los elementos criticos del fenémeno y, con
esta informacion, disefiar un protocolo mediante el cual sea posible alterar
la respuesta para inducir un aumento en la resistencia del fruto al ataque de
hongos. Esto provocaria menores pérdidas postcosecha, reduciria la conta-
minacién por compuestos quimicos y micotoxinas, aumentaria la entrada
de divisas al pais por concepto de exportaciones y una mayor generacion de
jornales, con lo que se impactaria en los tres pilares del desarrollo sustenta-
ble mencionados anteriormente.

Acercamiento metodolégico para apoyar
a la sostenibilidad de los sistemas agricolas

En la actualidad no existen acercamientos comerciales desarrollados con
base en la TADR, con excepcion de las plantas transgénicas, lo cual se esta
tratando de obviar en este capitulo, como ya se menciond. Sin embargo,
existen aplicaciones que se utilizan desde hace tiempo, como la utilizacion
de marcadores moleculares como apoyo a los programas de mejoramiento
genético basados en la segregacion mendeliana. Estos marcadores hacen
posible acelerar el desarrollo de variedades con caracteristicas fenotipicas
mejoradas como una mejor resistencia al ataque de patogenos o a diferentes
estreses, entre otros.

A continuacion, se describe un posible acercamiento metodoldgico para
utilizar la tecnologia del ADN recombinante y apoyar a la sostenibilidad de
los sistemas agroindustriales. Inicialmente, se requiere realizar una base
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de datos con los genes que se han encontrado que participan en el mecanis-
mo de defensa al ataque de hongos en los diferentes transcriptomas de la
interaccion fruta-hongo disponibles. Con la creacién de esta base de datos,
se realizara la busqueda de estos genes en los genomas disponibles de las
diferentes especies de frutas mediante herramientas de bioinformatica. Es
muy probable que se identifique la presencia de los genes en las diferentes
especies. En el caso de estos genes, no se tendra las evidencias experimenta-
les de su activacion durante el ataque de hongos, sin embargo, su presencia
en el genoma claramente sugiere su funcion fisiologica. Asimismo, la identi-
ficacion de genes comunes en diferentes especies permitira especular, con
bases mas solidas, acerca de la presencia de un mecanismo universal de
respuesta al ataque de patdgenos.

Posteriormente, se realizara el analisis de 1000 pares de bases de las
regiones reguladoras, empezando desde el sitio de inicio de traduccién de
la proteina, con el fin de identificar la presencia de elementos de respuesta
al ataque de patégenos. Este acercamiento permitira generar evidencias in
silico de que estos genes participan en la respuesta molecular al ataque de
patogenos.

Ademas, permitira identificar los diferentes factores de transcripcion
que participan en el mecanismo molecular de respuesta. Es importante iden-
tificar estos genes, ya que su funcion es la activacion de grupos de genes de
respuesta. De acuerdo con esto, es posible, en teoria, identificar al controla-
dor principal del mecanismo de respuesta.

Es importante comentar que no podemos visualizar un acercamiento
para el control del mecanismo molecular de respuesta a hongos en frutos
sin la utilizacién de las técnicas modernas de edicién genémica o la introduc-
cién de elementos genéticos, lo cual no se considera adecuado debido a la
gran controversia que existe alrededor de los organismos transgénicos. Sin
embargo, la informacién que se generaria mediante el acercamiento meto-
doldgico mencionado podria ser utilizado para la creaciéon de marcadores
moleculares que asistan programas de mejoramiento genético, utilizando
como primer acercamiento al tomate, con el fin de evaluar la eficacia de
dicho acercamiento. Existe la posibilidad de utilizar inhibidores suicidas
(Hajizadeh et al., 2022), pero podria tener consecuencias negativas, consi-
derando la cercania filogenética de los frutos y los humanos.
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Conclusiones

La utilizacién de la TADR es relativamente costosa y los reactivos, materiales
y equipos que se necesitan no se producen en México. Sin embargo, es im-
portante comentar que México ha invertido mucho tiempo y dinero en la
formacién de recursos humanos altamente especializados que se han entre-
nado en el extranjero, incluyendo al autor por correspondencia de este ca-
pitulo. Asimismo, se ha invertido en la creacion de diferentes centros de
investigacién que cuenten con instalaciones adecuadas para realizar acer-
camientos experimentales con la tecnologia del ADN recombinante. De
acuerdo con lo anterior, existe el personal capacitado, el equipamiento y las
instalaciones para que se puedan llevar a cabo acercamientos experimenta-
les utilizando la TADR de forma inteligente y bien dirigida. Con base en
esto, se puede argumentar que si es posible desarrollar experimentaciéon
en México utilizando la TADR para apoyar la sostenibilidad de los sistemas
agricolas. Una vez desarrolladas las herramientas necesarias, no seria un
problema llevar a cabo su aplicacion en las diferentes regiones del pais.

Relacionar a la tecnologia del ADN recombinante inicamente con la
creacién de transgénicos implica una visiéon muy limitada de sus capacida-
des. En este contexto, las plantas transgénicas son, en parte, una herramien-
ta para demostrar la funcién de las proteinas codificadas por los diferentes
genes y, en este sentido, su rechazo es mas bien de origen ideologico. Por
otro lado, esta tecnologia ha sido utilizada para la generacién de medicinas
con mayor seguridad y bajo costo, como la insulina, Ia hormona del crecimien-
to, los factores de la coagulacion para los hemofilicos, las vacunas para el
COVID que contienen virus recombinantes, entre otros. Asimismo, ha sido
muy importante para la obtencién de diferentes genomas incluyendo el del
humano, lo cual tiene muchas aplicaciones potenciales. Asimismo, en la
actualidad se esta realizando la secuenciacién de todos los genomas de virus,
lo que va a permitir que podamos enfrentar la siguiente pandemia viral de
forma mas exitosa (Liachko, 2024).

La disponibilidad de varios genomas de plantas permite investigar la
presencia de un mecanismo universal de respuesta a infecciones fungicas,
como se sugiere en el presente capitulo. Por otro lado, esta tecnologia ofrece
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la posibilidad de disefiar un protocolo para mejorar la resistencia de los
frutos al ataque de hongos sin la utilizacién de compuestos quimicos, lo cual
puede causar un impacto positivo en los tres pilares de la sostenibilidad,
contribuyendo asi a un bienestar social que permanecera sostenido en el
tiempo. Esto, a su vez, puede inducir mejoras en muchos aspectos de la po-
blacién como la educacion, la salud, la esperanza de vida, el desarrollo de
proyectos comunitarios, la mejora en las politicas publicas y mas disponibi-
lidad de trabajos mejor remunerados.
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