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RESUMEN

El aumento del uso de pesticidas en la agricultura dentro de los Gltimos afios, da una alerta
por sus efectos en la salud de la poblacion y la contaminacion del medio ambiente, por lo
que se busca crear métodos mas efectivos para su deteccion. Este trabajo investiga el uso
de la levadura Saccharomyces cerevisiae como posible biosensor para identificar la
presencia de estos compuestos. Se eligio el gen YLR346C, conocido por su reaccion al
estrés, y se analizo su expresion de fluorescencia en presencia del pesticida pirimetanil,
para esto fueron usados varios métodos de biologia molecular. Se disefiaron vectores de
expresion in silico y posteriormente se lo realizo in vivo para observar la actividad del
gen YLR346C en respuesta al pesticida. Los ensayos realizados mostraron una relacion
entre la concentracion de pirimetanil y la expresion del gen, y también se encontro6 que el
tiempo de exposicion influye en la respuesta de expresion. Los resultados iniciales
muestran que este gen podria utilizarse como un posible biosensor que detecte pesticidas.
Es necesario realizar mas estudios para optimizar y corroborar las condiciones de

deteccidn y examinar la sensibilidad del biosensor frente a otros pesticidas.

Palabras clave: Biosensores, Clonacion de ADN, Fluorescencia, Pesticidas,

Saccharomyces cerevisiae.



ABSTRACT

The increase use of pesticides in agriculture in recent years raises concerns due to their
effects on public health and environmental contamination, prompting the search for more
effective detection methods. This study investigates the use of Saccharomyces cerevisiae
yeast as a potential biosensor to identify the presence of these compounds. The YLR346C
gene, known for its stress response, was select, and its fluorescence expression was
analyzed in the presence of the pesticide pyrimethanil, using various molecular biology
techniques. Expression vectors were designed in silico and later implemented in vivo to
observe YLR346C gene activity in response to the pesticide. The tests conducted showed
a correlation between pyrimethanil concentration and gene expression, and it was also
found that exposure time influences expression response. Initial results suggest that this
gene could be used as a potential biosensor for pesticide detection. Further studies are
needed to optimize and verify detection conditions and assess the biosensor’s sensitivity

to other pesticides.

Key words: Biosensors, DNA cloning, Fluorescence, Pesticides, Saccharomyces

cerevisiae.
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Introduccion

Los pesticidas son ampliamente utilizados en la agricultura moderna haciendo frente a los
requerimientos de la creciente poblacion. No son solamente empleados en la agricultura
sino para controlar plagas en entornos domésticos, jardineria, etc. Sin embargo, su alta
toxicidad presenta riesgos para la salud humana y el medio ambiente. Los trabajadores
agricolas y moradores cercanos a estas zonas estan expuestos a estos productos, los cuales
pueden provocar enfermedades graves como, diabetes, trastornos reproductivos,
disfuncion neuroldgica, cancer y enfermedades respiratorias (Rani et al., 2021). De
acuerdo con la organizacion de las naciones unidas para la alimentacion y la salud (FAO),
un plaguicida o pesticida es cualquier sustancia destinada a prevenir, destruir, atraer,
repeler o controlar plagas, incluyendo especies no deseadas de plantas o animales, durante
la produccion, almacenamiento, transporte, distribucion y procesamiento de alimentos,

productos agricolas o alimentos para animales (FAO-WHO, 2024).

Existen diversos tipos de pesticidas, como los organoclorados (OC), organofosforados
(OP), carbamatos (CB), piretroides, clorofenoxis, triazinas y ftalimidas. Estos
compuestos y sus residuos tienen una alta probabilidad de exposicion al medio ambiente
y tienden a persistir en él (Lee & Choi, 2020).Segun la Organizacién mundial de la salud
(OMS) la toxicidad de los pesticidas varia segun su funcion y otros factores; por ejemplo,
los herbicidas suelen ser menos toxicos que los insecticidas. La intoxicacion puede ocurrir
por ingestion, inhalacién o contacto directo con la piel. Los pesticidas son una de las
principales causas de envenenamiento, ya que son tdxicos y se dispersan en el medio
ambiente. Por ello, su produccion, distribucion y uso deben ser rigurosamente regulados
y controlados (WHO, 2024). La direccion Nacional de Vigilancia Epidemioldgica y el
Ministerio de Salud Pablica del Ecuador han reportado que, hasta la fecha, en el afio de
2024 se han registrado 235 casos de intoxicacion por plaguicidas. De estos casos, el 52,34
% se deben a herbicidas y funguicidas, mientras que el 28,94 % estan vinculados a
organofosforados y carbamatos. Los hombres son los mas afectados, constituyendo el 71
% de los casos, con mayor prevalencia en el grupo etario de 20 a 49 afios. La provincia
de Manabi lidera en nimero de casos con 62, seguida por Guayas y Orellana, con 31y 30

casos, respectivamente (Ministerio de Salud Publica, 2024).

El pirimetanil es un fungicida fenilaminopirimidina ampliamente usado en monocultivos,

considerado de bajo riesgo para la salud humana por su baja solubilidad en agua y



resistencia a la degradacion fotolitica e hidrolitica en entornos acuaticos. Este actla
bloqueando la produccion de metionina y la liberacion de enzimas necesarias para que
los hongos infecten las plantas (PortalTecnoagricola, 2024). Se encuentran en
concentraciones de 0,06 pg/L a 90 ug/L en aguas superficiales cercanas a campos
agricolas. En el suelo, su interaccion con el carbono organico afecta su movilidad y
persistencia, con vidas medias de degradacion de hasta 80 dias en sistemas sedimento—
agua y variando entre 57 y 72 dias en ambientes calidos y frios, respectivamente (Chen
et al., 2024). Este fungicida es uno de los mas utilizados, en especial contra el moho gris
en cultivos como manzanas, fresas y pepinos. La Agencia de Proteccion Ambiental (EPA)
ha encontrado residuos en varias frutas y verduras, regulados por limites maximos de
residuos (LMR). La Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESA)
establece una ingesta diaria aceptable de 0,17 mg/kg de peso corporal. La sobreexposicién
puede ser letal, por lo que es crucial mejorar métodos de deteccion sensibles y rapidos
para proteger la salud publica, aunque las técnicas actuales son costosas y tienen

limitaciones para la deteccion in situ (Supchocksoonthorn et al., 2021).

A nivel global, las Américas lideraron la importacién de pesticidas en 2020, con 1,1
millones de toneladas por un valor de 6,9 mil millones de ddlares. En ese afio, la
importacion de desinfectantes aumento un 160 % en comparacién con el afio anterior. La
regién aplicé mas de 1 millon de toneladas de pesticidas anualmente en agricultura, con
la tasa mas alta de aplicacidn por hectarea (2,83 kg) y por persona (1,17 kg). En la tltima
década el uso de herbicidas, fungicidas e insecticidas crecio considerablemente, pasando
de 362 a 852 kilotoneladas, de 93 a 177 kilotoneladas y de 159 a 181 kilotoneladas

respectivamente, en comparacion con afos anteriores (FAO, 2022).

La necesidad de realizar deteccion de pesticidas de manera rapida y en el lugar de
muestreo ha impulsado el desarrollo de biosensores portatiles. Estos dispositivos
biotecnol6gicos permiten la deteccion in situ de residuos de pesticidas en muestras
ambientales y alimentarias, facilitando el control de calidad y la toma de muestras en
tiempo real (Kalyani et al., 2021). Si bien las técnicas cromatograficas tradicionales
ofrecen alta precision, presentan limitaciones en términos de tiempo de analisis, costo y
complejidad operativa (Kumaran et al., 2022). Los biosensores por su parte aparecen
como una alternativa para la deteccion de pesticidas, estos dispositivos aprovechan

elementos biologicos para reconocer de manera especifica moléculas de pesticidas, lo que



permite su deteccion incluso en bajas concentraciones (Kalyani et al., 2021; Verma &
Bhardwaj, 2015).

Los biosensores son dispositivos compuestos por un receptor bioldgico y un transductor.
El receptor biologico detecta sustancias especificas, mientras que el transductor convierte
esta deteccion en una sefal visible o eléctrica, haciendo la medicion y lectura posibles.
Gracias a su tamafio compacto y bajo costo, los biosensores pueden integrarse en redes
de sensores extensas y representa una alternativa practica frente a los métodos de analisis
tradicionales, que suelen requerir equipos mas complejos (Hahne et al., 2021; Wahid et
al., 2023). Segun la Unidén Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC), un
biosensor es un sistema autdbnomo que proporciona informacion analitica especifica.
Ademas de su alta sensibilidad y especificidad, los biosensores tienen la ventaja de medir
Unicamente los analitos biodisponibles, a diferencia de los sensores analiticos
convencionales (Hahne et al., 2021; Wahid et al., 2023).

Una alternativa de biosensor bastante atractiva por su versatilidad y facil manipulacion es
el uso de levaduras genéticamente modificadas. La biodeteccion por levaduras consigue
identificar contaminantes en su entorno, que pueden encontrarse en el agua, aire, suelo y
pueden ser perjudiciales para los ecosistemas y para la salud humana. La deteccion de
estos contaminantes a tiempo es fundamental para prevenir problemas de toxicidad,
disminucion de la fertilidad y trastornos neuroldgicos. La levadura es efectiva como
herramienta para biosensores por su rapido crecimiento, bajo costo, alta sensibilidad y
adaptabilidad a pruebas en campo. Estas levaduras pueden detectar compuestos quimicos
especificos en su forma biodisponible, lo que las convierte en una opcién valiosa para el
monitoreo ambiental y la deteccién de problemas como la falta de oxigeno en cuerpos de
agua (Jarque et al., 2016).

A diferencia de otros sensores in vitro basados en elementos bioldgicos no viables, los
biosensores de levadura con celulas completas detectan compuestos en su forma
biodisponible sin tratamiento previo. Las levaduras son adecuadas para aplicaciones in
situ y pueden adaptarse a dispositivos portatiles, ya que requieren condiciones de
crecimiento menos exigentes. En el caso de las células de levaduras, usando genes
fluorescentes como el Green Fluorescent Protein (GFP), producen sefiales Opticas
visibles en respuesta a los analitos objetivo (Wahid et al., 2023). La GFP es una

herramienta esencial en la biologia molecular, reconocida por su capacidad de emitir luz



verde bajo exposicion a radiacion UV. Su estructura contiene un croméforo que genera
esta fluorescencia verde, facilitando su uso en el marcado y seguimiento de proteinas,
celulas y organismos vivos. La posibilidad de expresar GFP en diversos tipos celulares y
organismos la convierte en una herramienta versatil y fundamental para la investigacion
cientifica (Ragon et al., 2023).

Dentro del contexto de la investigacion en levaduras, la levadura Saccharomyces
cerevisiae es considerada uno de los organismos modelo eucariotas mas estudiados en
biologia molecular y celular. La cepa BY4742 es de las més utilizadas, debido a la
disponibilidad de multiples herramientas gendmicas y moleculares, como deleciones de
levadura y bibliotecas de genes etiquetados (Rossio et al., 2023). También se destaca
como una variante de S288C disefiada especificamente para eliminar genes marcadores
seleccionables comunes. Esta eliminacion se realiza con el prop6sito de reducir o eliminar
la homologia con genes de vectores frecuentemente utilizados, sin afectar la expresion de
genes vecinos (Saccharomyces Genome Datebase, 2024). A pesar de su amplia aplicacién
en numerosos laboratorios, no se ha realizado una comparacion exhaustiva del proteoma
de BY4742 con otros antecedentes genéticos. Las cepas de levadura empleadas en los
laboratorios suelen ser auxotrdéficas, es decir, presentan mutaciones o deleciones en genes
metabolicos de algunos aminoacidos y bases nitrogenadas, lo que permite seleccionar
células transformadas con ADN exdgeno que contiene copias funcionales de estos genes
(Sherman, 2002). En el caso de S. cerevisiae cepa BY4742, esta presenta deleciones en
los genes histidina (his3), uracilo (ura3), lisina (lys2) y leucina (leu2) (Euroscarf -
BY4742, n.d.).

El gen YLR346C, también conocida como CIS1, es un gen no esencial y se encuentra en
el cromosoma XII, produce una proteina localizada en la mitocondria, su regulacién de
factores de transcripcion esta involucrados en la resistencia a farmacos pleiotrépicos,
como Pdrl y Yrrlp. Aunque la funcion bioldgica especifica de YLR346C aun no se ha
esclarecido, se sabe que los mutantes nulos de este gen presentan sensibilidad al estrés
oxidativo, pero resistencia al &cido acético y lactico. Ademas, YLR346C se asocia con la
resistencia a la citrinina y los knockouts de este gen son particularmente sensibles a este
compuesto. El estudio del gen YLR346C podria proporcionar informacion para entender
cémo responde a diferentes estimulos. Realizar estudios sobre YLR346C permitiria
explorar su posible uso en deteccion de agentes externos como los pesticidas, haciéendolo

un candidato interesante para su analisis como posible biosensor.



Justificacion

La creciente dependencia de pesticidas en la agricultura moderna, tanto para cultivos
agricolas como para control de plagas en entornos domésticos y jardineria, plantea serios
riesgos para la salud humana y el medio ambiente. Estos compuestos, aunque efectivos,
tienen una alta toxicidad que con el tiempo llevan a enfermedades graves como trastornos
reproductivos, disfuncion neuroldgica, cancer, etc. En Ecuador, el uso de pesticidas ha
resultado en un preocupante nimero de casos de intoxicacion, con un gran impacto en la

salud de los trabajadores y comunidades cercanas a las zonas agricolas.

Dada la necesidad de mejorar los métodos de deteccion de pesticidas, surge la idea de
desarrollar soluciones mas eficientes y accesibles. La investigacion propuesta se centra
en el analisis de la expresion del gen YLR346C en respuesta a pesticidas usados en
Ecuador. Este gen, conocido por implicacion en la resistencia a compuestos tdxicos,
podria proporcionar una base para el desarrollo de un biosensor. Aunque su funcién
bioldgica exacta no esta definida se asocia con la resistencia a la citrinina y el estrés

oxidativo, pudiendo asi desempefiarse como detector de contaminantes quimicos.

Los biosensores basados en levaduras presentan una solucion prometedora. Como sefiala
Ehtisham Wahid et al. (2023), se han desarrollado varios biosensores de levadura en
etapas avanzadas de investigacién que muestran un gran potencial para aplicaciones
practicas. Entre estos, se destacan dispositivos como Yestrosens, un biosensor portatil
para detectar sustancias quimicas disruptivas endocrinas, y un sistema para vigilancia de
patégenos in situ que utiliza células de levadura para generar una respuesta visual
mediante licopeno. Otro ejemplo es el Estramonitor, el cual ha demostrado eficacia en la
deteccion de actividad estrogénica en aguas residuales, incluso en condiciones
ambientales adversas (Wahid et al., 2023).

El desarrollo de un biosensor basado en YLR346C permitiria una deteccion rapida y
sensible de pesticidas en altas dosis, tanto en alimentos como en ambientes agricolas. Este
biosensor no solo ofreceria una solucién practica y econémica en comparacion con otros
métodos de andlisis tradicionales, sino que también podria facilitar el monitoreo en
tiempo real. La implementacion de esta tecnologia contribuiria significativamente a la

proteccion de la salud publica y al fortalecimiento de practicas agricolas sostenibles.



Se considera que el impacto de este estudio es de gran potencial, ya que propone una
herramienta innovadora para enfrentar un desafio critico en la seguridad alimentaria y
ambiental. Detectar de manera temprana y precisa la presencia de pesticidas ayudara a
mitigar los riesgos asociados con su exposicion, protegiendo tanto a consumidores como
a los ecosistemas. Ademas, comprender mejor la funcion del gen YLR346C y su respuesta
a los pesticidas puede abrir nuevas vias para el desarrollo de tecnologias de deteccion
basadas en biotecnologia, mejorando asi nuestra capacidad para gestionar y reducir el

impacto de contaminantes en cultivos y alimentos.
Hipotesis
El gen YLR346C de Saccharomyces cerevisiae se expresa en respuesta a la presencia del

pesticida pirimetanil, lo que permite su uso como base para el desarrollo de un biosensor
capaz de detectar este pesticida en muestras ambientales.

Objetivos
Objetivo general:

Disefiar un biosensor basado en el promotor YLR346C de S. cerevisiae para deteccion de

pesticidas cominmente utilizados en la agricultura ecuatoriana.
Objetivos especificos:

e Clonar el promotor YLR346C controlando la expresion de GFP en un plasmido

de la levadura S. cerevisiae.

e Estimar el crecimiento de los cultivos de 35-pYLR346C a diferentes

concentraciones de pirimetanil mediante la medicion de densidad éptica (DO).

e Determinar la actividad del gen YLR346C en la levadura expuesta al pesticida

pirimetanil mediante ensayos de fluorescencia.

e Evaluar la respuesta del promotor YLR346C frente a diferentes concentraciones

de pirimetanil.

e Analizar los datos obtenidos de la expresion génica, identificando patrones de

respuesta.



Materiales y métodos

Los materiales y equipos utilizados para este estudio fueron puestos a nuestra disposicién
por parte de los laboratorios de la Escuela de Ciencias Bioldgicas e Ingenieria de la
Universidad de Investigacion Experimental Yachay Tech. Los reactivos, kits de
extraccion y purificacion empleados se adquirieron de distintas casas comerciales
(HiMedia ®, Qiagen ®, Sigma-Aldrich ® Merck ®, Thermo Fisher Scientific ™). El
pesticida “Lombardo” con principio activo de pirimetanil utilizado para el estudio, fue
comprado en un distribuidor autorizado de productos agricolas en Urcuqui, provincia de

Imbabura.

Tabla 1: Marca y modelo de los equipos utilizados a lo largo de este estudio.

Equipos Marca Modelo
Veriti™ 96-
Termociclador Applied Biosystems ™ Well Thermal
Cycler
Centrifuga Thermo Fisher Scientific ™ SL40R
Céamara de electroforesis BIO-RAD ® Wide Mini-Sub
Cell GT
Agitador orbital Thermo Fisher Scientific ™  SHKE4450
Microscopio de fluorescencia Leica® DM40008
LED
Cabina de flujo laminar Telstar ® AV-30/70
. . IMP180
™
Incubadoras Thermo Fisher Scientific HERATHERM
Termoblock Thermo Fisher Scientific ™

Espectrofotometro de micro volumen  Thermo Fisher Scientific ™ Nanodrop One

Gene Pulser
Electroporador BIO-RAD ® XCell Total
System
Vortex Heathrow Scientific ® Vortexer ™
Micropipetas Thermo Scientific ™ FINNPFIE ETTE

Plasmidos y Cepas

El vector plasmidico pUG35, con una longitud de 6231 pb, fue seleccionado por ser un

vector especializado en la clonacion y expresion de genes bacterianos que incluyen



resistencia a ampicilina y un promotor MET17. Se eligio el vector puG34 como control
positivo, ya que permite comprobar el correcto funcionamiento del sistema de expresion
de GFP. Este vector tiene una longitud de 6297 pb he incluye un gen de resistencia a
ampicilina 'y el promotor MET17.

La cepa BY4742, derivada de S. cerevisiae, escogida como control negativo, es una de
las mas utilizadas y esta disefiada para eliminar genes marcadores sin afectar la expresion
de genes vecinos, es auxotrofica y presenta deleciones en los genes HIS3, URA3, LYS2 y
LEU2, estas deleciones favorecen el uso de vectores plasmidicos (BY4742 | SGD, n.d.).
El genotipo de BY4742 es MATa his3A1 leu2A0 lys2A40 ura340 (Mark & Salzburg, 2022).

Eschericha coli DHSa, cepa bacteriana elegida por ser células capaces de maximizar la
eficiencia de la transformacién y producir ADN plasmidico de alta calidad (Anton &
Raleigh, 2016).

Tabla 2: Plasmidos y cepas usados en el estudio.

Plasmido Genotipo Referencia
pUG35 URA3, CEN/ARS, PMET25::yEGFP3 (Niedelrggg)' etal.
pUG34 HIS3, CEN/ARS, PMET25::yEGFP3 (NiEdelrggg)' etal.,
BY4742 MATahis3 Alleu2 AOura3 A EUROSCARF

F~ p80lacZAM15A(lacZY A-

argF)u169 recAl endAl hsdR17(rk,

DH5a (Casali & Preston,

mk*) phoA supE44 A thi-1 gyrA96 relAl 2003)
35- pUG35, pYLR346C:.yEGFP3 .
DYLR346 Este estudio

Medios de Cultivo

Para el crecimiento de E. coli, se elabor6 medio liquido y agar estéril de Luria Bertani
(LB) el cual estd compuesto por peptona de caseina y extracto de levadura. Esto
proporciona al medio los nutrientes necesarios para un desarrollo éptimo de los

microorganismos, al medio LB se agreg6 ampicilina (AMP).



Tabla 3: Componentes y concentraciones para realizar medio LB.

Concentracion
Componente

(9/L)
Extracto de levadura 590
Triptona 10g
Cloruro de Sodio 5
(NaCl) g
Agar (solo para medio
solido) 159
Agua destilada 1000 mL

La tabla 4 describe los componentes y concentraciones necesarios para la preparacion de
medio rico YPD para cultivo de levadura.

Tabla 4: Componentes y composicion de medio rico YPD para cultivo de levadura.

Componente Composicion
Extracto de levadura 109
Peptona 209
Dextrosa 209
Agar-Agar (solo para medio solido) 159
Agua destilada 1000 mL

Tomado de (Sherman, 2002)

Para la preparacion del medio minimo YNB y la concentracion de amino&cidos, se

siguieron las indicaciones de (Sherman, 2002).

Tabla 5: Medio minimo de YNB Dextrosa.

Componente Composicion
Base nitrogenada de levadura sin aminoacidos 6,7 ¢
Dextrosa 209
Agar - agar 209
Agua destilada 1000 mL

Tomado de (Sherman, 2002)



Tabla 6: Concentraciones de aminoacidos.

Componente Concentracion Final (mg/L) Stock (mg/mL)

L-Lysine 30 10
L-Histidina 20 10
L-Leucina 60 10
Uracilo 20 2

Tomado de (Sherman, 2002)

Softwares de analisis de secuencia

Para el analisis in silico se usaron las plataformas Benchling y SnapGene Viewer, aqui se
disefiaron y validaron los esquemas de modificacion en el vector pUG35, se retir0
virtualmente la secuencia del promotor MET17 para posteriormente remplazarla por el
promotor escogido, YLR346C se identificaron los sitios de restriccion adecuados para la
delecion e insercion del nuevo fragmento. Ademas, se identificaron y disefiaron los

primers especificos del promotor para la amplificacion de la region objetivo.

La plataforma en linea Benchling (https://www.benchling.com/) es una herramienta

integral basada en la nube, especializada en biologia molecular e investigacion cientifica
biotecnolégica. Ofrece una serie de herramientas que facilitan el disefio, la gestion y el
andlisis de datos experimentales. Entre sus principales caracteristicas y funcionalidades
se incluyen: la gestion de secuencias genéticas, permitiendo a los investigadores
visualizar, anotar y manipular secuencias de ADN, ARN y proteinas con gran precision;
el disefio de experimentos, como la creacion de primers y plasmidos; y la documentacion

y andlisis de datos experimentales.

SnapGene Viewer (https://www.snapgene.com/) es un software usado cominmente para

planificar, hacer simulaciones y documentacion de experimentos de biologia molecular,
especialmente clonacién de ADN. Permite visualizar y manipular secuencias de ADN de

manera in silico haciendo que se detecte cualquier error antes de hacerlo in vivo.
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Clonacioén

Se realizaron las técnicas de clonacion molecular segun los protocolos descritos en
(Sambrook & Green, 2012). Se amplificaron por PCR los fragmentos de ADN de interés,
los cuales fueron posteriormente digeridos con las enzimas de restriccion Sacl y Sall. Los
fragmentos resultantes se purificaron mediante electroforesis en gel de agarosaal 1 % y

se ligaron a los vectores previamente linealizados, incubando la reaccion a 16 ° C.

La amplificacion del promotor YL346¢ se realizé con los primers 5’Sacl-pYLR346 y
3’Sall-pYLR346, disefiados en este estudio para flanquear la regién de interés.

5'Sacl-pYLR346
5’CAAAAGCTGGAGCTCGCAGTTAATGATTAATTGCATTGTTTTCC-3’

3'Sall-pYLR346C

5’CATGTCGAGGTCGACTATTAAAGGTGATAAATAATCCTTTGTTATTTGTGC
CCC-3°

Electroporacion de E. coli DH5a

El proceso de electroporacién de bacterias se baso en el protocolo presente en el manual
de instruccién BIO RAD ® (BIO RAD, 2024). Se usé E. coli DH5a, que son células
capaces de maximizar la eficiencia de la transformacién y produce ADN plasmidico de
alta calidad porque carece de la endonucleasa | no especifica (endAl) (Anton & Raleigh,
2016). Ademas, mantiene los plasmidos de forma estable gracias a su bajo nivel de
recombinacion homéloga (recAl). También es eficiente para transformar ADN no
metilado debido a la interrupcion de la endonucleasa EcoKI (Anton & Raleigh, 2016). Se
siembran las células transformadas en placas LB+AMP y se deja toda la noche a 37 ° C,

los componentes usados para el medio LB se describen en la tabla 3.

Extraccién y Purificacién de ADN plasmidico

Se aislo ADN plasmidico de colonias de E. Coli DH5a utilizando el kit comercial GeneJet
Plasmid Miniprep de Thermo Scientific ™, siguiendo las indicaciones del fabricante
(Thermo Scientific, 2024). La calidad y concentracion del ADN obtenido se verificaron

mediante espectrofotometria.
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Para linealizar el plasmido YLR346C, se realizd una digestion enzimatica con las enzimas
EcoRV y Sacl. De igual manera, el vector pUG34 fue digerido con las enzimas EcoRI y
Sacl. En ambos casos, las reacciones de digestion se llevaron a cabo en un volumen final
de 20 ul, cantidades descritas en la tabla 7. Este mix se puso en diferentes tubos eppendorf

correctamente etiquetados y se los llevo al termociclador a 37 ° C durante 1 a 2 horas.

Tabla 7: Componentes y concentraciones de corte con enzimas.

Componente  Volumen (uL) Concentracion Final

H-0 134 -
Buffer 10x 2.0 1x (final)
Enzimas x 2 0.2(c/u) 10 U/uL
RNasa A 0.2 1 po/uL
ADN plasmidico 4.0 0.5-1 pg/uL

Electroforesis en gel de Agarosa del plasmido YLR346C

La electroforesis se realizd para comprobar que el plasmido fuese el correcto. Los
fragmentos de ADN obtenidos tras la digestion enzimatica se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1 %, intercalante bromuro de etidio. Se prepararon 500
mL de 10x Tris-Acetato-EDTA (TAE), comprendiendo 24 g de Tris base, 5,75 mL de
4cido acético, 1,86 g de Acido EtilenDiaminoTetraAcético (EDTA) disodico y 500 mL
de agua estéril, y se ajustd su pH a 8. Todo esto se diluyo a 1x — 10 mL de TAE en 100
mL de agua. Para el gel se prepararon 100 mL, compuesto de 1 g de agarosa y 100 mL de
buffer TAE 1x. Se calentd en el microondas, ya tibio se afiadieron 5 ul de Bromuro de
etidio. Se cargaron en el gel de electroforesis 8 ul de muestra con 1,2 pl de buffer de

carga, y un ladder de 1 kb.

Electroporacion de Levaduras

Para las celulas competentes se utilizé la levadura de S. cerevisiae cepa BY4742. Se
cultivé en medio rico YPD a 30 ° C con agitacion orbital a 135 rpm, siguiendo las

proporciones descritas en la tabla 4, y se prosiguio6 con la electroporacion.
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El proceso de electroporacion de levaduras S. cerevisiae se basé en el protocolo de BIO
RAD ®, anexo 2, seccion 7. Se inocul6 una colonia en 10 mL de medio YNB con glucosa,
complementado con los aminoacidos histidina (his), leucina (leu), lisina (lys) y bases
nitrogenadas y se incub6 a 30 ° C y 160 rpm durante toda la noche para obtener un cultivo
de alta densidad. Posteriormente, la concentracién celular se ajusté de acuerdo con las
recomendaciones del protocolo de electroporacion (BIO RAD, 2024). Tras la
electroporacion, se sembraron las levaduras en placas con medio YNB solido como se
describe en la tabla 5. Se le afiadié glucosa y los aminoacidos especificados en la tabla 6
para la cepa BY4742.

Exposicion a pesticidas a diferentes concentraciones y curvas de crecimiento

Se cultivaron las células en YNB toda la noche. Al dia siguiente se efectud la medicién
en el Nanodrop ®, se hizo una dilucion y se verificé que la Densidad Optica (DO) a 600
nm se encontrase en 0,2 nm. Obtenida dicha medida, a partir de las 2 horas se midio
nuevamente, hasta obtener una DOsoo de 0,4 nm la cual nos indico que las células estaban
en crecimiento logaritmico. Con esto se agreg6 el pesticida a diferentes concentraciones.
Se establecié un control sin pesticida (C-), y cinco concentraciones de pirimetanil que
fueron: C5, C10, C15, C20 y C110 mg/mL, cada concentracién tenia 4 ul, 8 ul, 12 pl, 16
ul y 88 pl del pesticida respectivamente.

Durante 10 horas se realizaron mediciones cada 2 horas, se tomd una medida en el
Nanodrop ®, estableciendo la primera medicidn después de la exposicion al pesticida.
Las DOsoo Obtenidas de cada concentracion y del control permitieron establecer las curvas
de crecimiento. Las graficas y calculos correspondientes se efectuaron en el programa

Microsoft Excel.

Fijacion de placas para observacion en el microscopio

La fijacion de las placas se efectud después de la exposicion con pirimetanil. Se
colectaron todas las células y se centrifugaron a 6073 rpm por 5 minutos, se descarto el
medio y se resuspendio con agua. Se volvio a centrifugar y se descarto el agua. Luego se
resuspendio las células en 30 pl de solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y 70 pl
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de metanol (MetOH) helado por 15 minutos. Finalmente, se centrifugd a 2000 rpm por

un minuto, se descart6 el medio y se lavé con PBS.

Se colocaron 1,5 pl de cada concentracion de las muestras obtenidas durante la fijacion
para placas, correspondiente a cada hora de recoleccion, sobre portaobjetos debidamente
etiquetados para observar la presencia de fluorescencia en las levaduras mediante
microscopia. Se tomaron fotografias de tres cuadrantes diferentes, pero dentro del mismo
recuadro. Estas imagenes se llevaron al programa Fiji (ImageJ) donde se realizd una
eliminacién del ruido, con el fin de facilitar el anélisis de las imégenes, ya que esto podia
interferir con la identificacion y cuantificacion de las levaduras, reduciendo errores en el

procesamiento.

Fiji (https://imagej.net/software/fiji/) es una extension de ImageJ, un software de

procesamiento y analisis de imagenes, utilizado en investigacion cientifica. Fiji incluye
varios plugins y herramientas adicionales que no se encuentran en la version estandar de

ImagelJ.

Analisis Estadistico en RStudio

El software RStudio (https://posit.co/) es un entorno de desarrollo integrado para el

lenguaje de programacion R. Esta disefiado para hacer mas facil la programacion y
proporciona herramientas para visualizar, analizar y documentar datos estadisticos y

cientificos.

Para evaluar los efectos de las diferentes concentraciones de pesticida en los diferentes
tiempos sobre las muestras de levadura, se empled un andlisis de varianza (ANOVA)
seguido de una prueba de post-hoc de Dunnett en RStudio.

Se realizo la preparacion de datos para tener un formato adecuado para el andlisis, con las
concentraciones de pesticida (Control, C5, C10, C15, C20, C110) como variables
independientes y las medidas obtenidas en diferentes tiempos (Tiempo 0, Tiempo 2,

Tiempo 4, Tiempo 6, Tiempo 8 y Tiempo 10) como variables dependientes.

Se importaron los datos de Microsoft Excel a RStudio para proceder a realizar el ANOVA
y asi determinar si habia diferencias significativas en las medidas entre las diferentes
concentraciones de pesticida. Se uso la prueba Post-hoc de Dunnett para identificar qué

concentraciones diferian del grupo control.
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Resultados

Ante la necesidad de mejorar los métodos de deteccion de pesticidas, surgio la propuesta
de desarrollar soluciones més eficaces y accesibles. A través de técnicas de biologia
molecular se clond el promotor del gen YLR346C junto a un gen reportero para el

desarrollo de un biosensor.

Primeramente, para seleccionar el plasmido de interés se tom6 como guia (Gil, et al.
2014), en donde expone que YLR346C es un gen con alta respuesta al estrés por lo que

tiene una reaccion sensible a la exposicion de pesticidas como pirimetanil.

Analisis Bioinformatico del vector plasmidico pUG35 y vector recombinante 35-
YLR346C

Dentro del analisis in silico se uso el vector plasmidico pUG35, con una longitud de 6231
pb, un vector especializado en la clonacion y expresion de genes bacterianos que incluye
resistencia a ampicilina y un promotor MET17. En el anélisis, se realizé una delecion del
promotor MET17 y se insertd el gen YLR346C en el sitio de delecion.

En la figura 1 se muestra el mapa de restriccion del vector original pUG35 (A) y del
vector recombinante 35-YLR346C (B). Como se puede observar, la principal diferencia
entre los mapas es en la region del promotor. En el mapa de la figura 1 (B) el promotor
MET17 ha sido reemplazado por el promotor YLR346C. Esta modificacion se llevo a
cabo mediante digestion con las enzimas de restriccion Sacl y Sall, seguida de la ligacion
del fragmento de ADN que contiene el promotor YLR346C.
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N/AR URAZ prormoter, PFol,Ndel

BbsI Bsgl,PstI, SbfI, +2
i XemI, EcoRV, +1
AmpR, Sspl BbsI, Scal, +4
Begl, BsaHI Stul
Scal
AlwNI
Pvul +2
Fspl Nsil,+1
+2 Sspl
AhdI -2
+2
-1
Nael
-4
AlwNI +3
BseYl +5
BciVI +1
BsrGL,+1
8saxl Mfel
Pwvull Hpal
I3 promoter, +6 Bael, Ndel
MET17 promoter,=12 MscI

KS primer SK primer, +16

Figura 1 (A): Mapa del vector pUG35 con un tamafio de 6231 pb, realizado in silico
mediante el programa bioinformatico Benchling. Marcado en color morado se encuentra
el promotor MET17.

CEN/ARS URA3 promoter, Pfol,Ndel
BsaAI PmlI, Swal, +2 BsgI PstI, Sbfl,+3
AmpR, +3 EcoRV,BstBI, +3
Bcgl,BsaHI, Xmnl BsmIl
Scal URA3, PspOMI, +2
Pvul ALwNI
AmpR Bpul@I, +3
NmeAIII, +1 Sspl
Bgll
Ahdl f1 ori,+4
NgoMIV
Nael
AlwNI BgllI, Fspl,+2
ori M13 fwd, +5
BciVI,BseYI +3
BsaxIl BsrGIL,PF1IMI
Pvull Mfel Hpal
KS primer,+10 Bael

yeGFP Ndel MscI, BstXI

Figura 1 (B): Mapa del vector con la insercién del promotor 35-pYLR346C con un
tamafio de 5915 pb. Mapa realizado en el programa bioinformatico Benchling. Se observa
seleccionado en color morado la insercion del promotor YLR346C.

16



Clonacion del Promotor YLR346C en el vector pUG35

Se amplificd un fragmento de 153pb correspondiente al promotor YLR346C mediante

PCR, utilizando ADN gendmico de S. cerevisiae como molde. Los primers disefiados

especificamente para esta region incluian sitios de restriccion Sacl en el extremo 5’ y Sall

en el extremo 3°, permitiendo la posterior clonacion en el vector.

Amplificacion del fragmento clonado de YLR346C

La amplificacion se realizd mediante las condiciones estandarizadas de PCR expuestas

en la tabla 8, y el amplicon obtenido se puede visualizar en la figura 2.

Tabla 8: Condiciones de PCR estandarizadas para amplificar el fragmento clonado de

YLR346C
Temperatura  Tiempo  Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 1 minuto 1
Desnaturalizacion 95°C 30 segundos 25
Alineacién de primers 52°C 1 minuto 25
Extension 72°C 30 segundos 25
Extension final 72°C 4 minutos 1
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1000 pb

500 pb 5

Figura 2: Amplificacion por PCR del promotor YLR346C. Columna 1: Marcador de
peso 1kb (Thermo Fisher ™). Columna 2: Banda de amplificacién promotora YLR346C.
Gel de agarosa al 1 %, intercalante bromuro de etidio

El vector pUG35 fue digerido con las mismas enzimas (Sacl y Sall), lo que libero el
promotor MET17 y generd extremos compatibles para la insercién del promotor
YLR346C.

"MET17

Figura 3: Gel de confirmacion previo a purificacion de fragmentos de ADN. Gel de
agarosa al 1 % intercalante bromuro de etidio. Carril 1: Marcador 1 kb, carril 2: PCR
digerido con enzimas Sacl y Sall, carril 3: pUG35 digerido con enzimas Sacl y Sall
liberando el promotor que se quiere eliminar.
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Posteriormente, se realizd una reaccion de ligacion entre el vector linealizado y el
fragmento amplificado por PCR, ambos cortados con las enzimas Sacl y Sall. Con esta
ligacion se obtuvo el plasmido recombinado 35-YLR346C, que permite la expresion de
GFP bajo el control del promotor YLR346C.

Screening de clones correctos de ligacion

La figura 4 presenta los resultados de la electroforesis del screening correspondiente a la
ligacion 35-YLR346C. La digestion con las enzimas de restriccion fue realizada junto
con el control positivo pUG34, este andlisis confirmd que clones estaban correctos.

El analisis de restriccion de 35-YLR346C (5915 pb) con las enzimas Sacl y EcoRV,
genero fragmentos de 3393 pb y 2522 pb, mientras que el control positivo pUG34 (6297
pb) fue digerido con Sacl y EcoRlI, produciendo fragmentos de 1142 pb y 5124 pb.

Figura 4: Registro fotografico de electroforesis del ADN plasmidico y cortes con
enzimas. Se muestra en el carril 1 el marcador de peso de 1 kb de Thermo Fisher Scientific
™ carril 2 y 3: ADN plasmidico del vector 35-YLR346C, carril 4 y 5: corte enzimético
de 35-YLR346C con las enzimas Sacl y EcoR1, carril 7: ADN plasmidico del vector
pUG34-control, carril 8: corte enzimatico del vector pUG34-control con las enzimas
EcoRV y Sacl. Gel de agarosa al 1 %, intercalante bromuro de etidio.
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Secuenciacion del promotor 35-YLR346C

La figura 5 indica la secuencia obtenida mediante el método de secuenciacion de Sanger,
en color violeta se presenta el promotor de interés YLR346C. En color verde se encuentra
la secuencia de GFP, en color rojo y azul se observan las secuencias de reconocimiento
de las enzimas Sacl y Sall. Cabe mencionar que el promotor YLR346C fue determinado

por la plataforma de promotores eucariontes (EPD - YLR346C_1 Viewer, n.d.).

CEGGECTERCCEECGECAATTAACCCTCACTARAAGGGACAAAAGCTS

m GETCGAGTCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTAC
ATTCACGCCCTCCCCCCACATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTA

TTTATTIT T T TATAGTTATGTTAGTAT TAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTITITITCTGTACAGAC
GCGTETACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAAAAAGGTTTTGEEACGCTCGAAGGCTTITAATT
TGCGGCCGGTACCC

Figura 5: El secuenciamiento del constructo 35-YLR346C confirmo la ligacion correcta.
Puede observarse en rojo y azul los sitios de restriccion correspondientes a las enzimas
Sacl y Sall, respectivamente. En rosado se sefiala el fragmento del promotor YLR346C
clonado. El cuadrado gris indica el codon de inicio (ATG) de la GFP, cuya secuencia
codificadora completa esta resaltada en verde y el coddn de terminacion (TAA) esta
resaltado dentro de un recuadro. La regién subrayada representa la secuencia terminadora.

Curvas de Crecimiento de levaduras expuestas a pesticida

Las figuras 6, 7 y 8 presentan las curvas de crecimiento obtenidas a partir de tres replicas
experimentales, las cuales muestran el efecto de distintas concentraciones de pesticida

sobre las levaduras durante diferentes tiempos de exposicion.

Los diferentes graficos de curvas de crecimiento muestran que tanto el tiempo como las
distintas concentraciones de pesticida influyen en el crecimiento de las levaduras. Las
levaduras expuestas a mayores concentraciones de pesticida (C20 y C110) tienen un
crecimiento més lento en comparacion con el control. Aunque las concentraciones mas

altas ralentizan el crecimiento de las levaduras, se observa que siguen creciendo, aunque
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a un ritmo mas lento. Por otro lado, las levaduras del control y aquellas expuestas a la
concentracion C10 tienen un crecimiento similar, lo que sugiere que esta concentracion

no afecta en gran medida su desarrollo durante el tiempo de observacion.
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Figura 6: Curva de crecimiento del cultivo de levaduras expuestas al pesticida pirimetanil
a diferente concentracion y tiempo, dia 1.
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Figura 7: Curva de crecimiento de levaduras expuestas a pesticida pirimetanil con
diferente concentracién y tiempo, dia 2.
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Figura 8: Curvas de crecimiento de levaduras expuestas a pesticida pirimetanil con
diferente concentracién y tiempo, dia 3.

Andlisis de intensidad de GFP

En las figuras 9, 10 y 11 se muestra los cambios de la intensidad de GFP a lo largo del
tiempo, bajo diferentes concentraciones de pesticida. La intensidad del GFP es usado
como un indicador bioldgico para evaluar los efectos del pesticida sobre la expresion del
gen YLR346C.

En la figura 9, que presenta tres graficos de barras (A, B y C), se observa como varia la
intensidad de la fluorescencia a diferentes concentraciones de pesticida y tiempos. En el
grafico A (0 horas), se muestra una ligera variacion de fluorescencia en las
concentraciones C5 y C15. En el grafico B (2 horas), se aprecia que el control muestra un
aumento en la fluorescencia comparado con las muestras expuestas a pesticida. Sin
embargo, en el grafico C (4 horas), la fluorescencia del control disminuye, mientras que
las muestras con pesticida, especialmente las concentraciones mas altas, presentan un
aumento. Esto podria indicar que, en las primeras horas de exposicién, las células estan
intentando adaptarse al medio, lo que provoca una diferencia en la intensidad de
fluorescencia. En cuanto a la barra de error elevada para la concentracion C110 en las 4
horas, esto podria sugerir dos posibles problemas: muerte celular debido a la alta

concentracion de pesticida o una alta DO que podria generar lecturas poco confiables.
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La figura 10 presenta tres graficos (A, B y C) correspondientes a 6 horas, 8 horas y 10
horas. En estos gréficos se observa que el control no supera a las muestras con pesticida
y mostrando una intensidad mas elevada en las concentraciones més altas conforme pasa
el tiempo. Cabe recalcar que en la mayoria de estos resultados sobresale la concentracién
C15.

En la figura 11, se presentan dos graficos (A y B) correspondientes a las 4 horas y 6 horas.
En ambos gréficos, se observa que las concentraciones muestran valores similares, lo que

podria ser resultado de una variacion o error en el ensayo realizado el dia 3.
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Figura 9: Gréaficos de Intensidad de GFP en funcion del tiempo y concentracidn de pesticida, dia 1.
B, intensidad de GFP a 2 horas; gréafico C, intensidad de GFP a 4 horas.
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Microscopia de Fluorescencia de 35-YLR346C

En los resultados obtenidos de la observacion de placas fijadas se obtuvieron varias
fotografias de microscopia en diferentes campos de las placas, a diferentes

concentraciones y tiempos.

En la figura 12 (A), se observan las células expuestas a diferentes concentraciones en el
tiempo cero. Como se muestra, el control no presenta fluorescencia, mientras que a las
concentraciones C15 y C110 se registra un mayor indice de fluorescencia, a pesar del
corto tiempo de exposicion. Esto puede deberse, como se ha mencionado antes, a que las

células estan intentando adaptarse al medio.

En la figura 12 (B), correspondiente a las dos horas, el control sigue sin mostrar
fluorescencia, lo cual es coherente, ya que no contiene pesticida. Sin embargo, en la
concentracion C110, se observa una menor expresion por lo que se necesitaria

experimentos futuros para confirmar los datos.

En la figura 13 (A) se muestran los cultivos expuestos a distintas concentraciones a las
cuatro horas. En este punto, todas las concentraciones presentan fluorescencia, con una
mayor intensidad en la C110. Al observar varios campos, notamos que, aunque la
fluorescencia es visible, solo un namero reducido de células la presentan. En la figura 13
(B), correspondiente a las seis horas de exposicion, las células parecen estar adaptadas al

medio, ya que en su mayoria se presenta fluorescencia.

En la figura 14 (A), a las 8 horas de exposicidn, se presenta un aumento gradual de la
intensidad de fluorescencia a medida que aumenta la concentracion del pesticida siendo
mas evidente desde la C10 a la C110. Finalmente, en la figura 14 (B), a las 10 horas, se
observa que se mantiene la expresién de GFP inducida por la exposicion al pesticida,
aungue se detecta una ligera disminucion en la intensidad en comparacion con el tiempo
de 8 horas. Este efecto podria estar influenciado por el aumento del fondo de fluorescencia
verde, probablemente debido a la configuracién del microscopio, como la ganancia y el
tiempo de exposicion, que pueden generar una sefial de fondo maés intensa e interferir con
la deteccion del GFP. Se podria decir que, las horas en las que se registrd6 una mayor
intensidad de fluorescencia fueron entre las 4 y 8 horas. Durante este periodo, el control
presento una leve fluorescencia, lo que podria deberse al estrés provocado por el tiempo
de exposicion y la disminucion de nutrientes hacia el final del experimento. Esto puede

provocar cierta fluorescencia, aunque en menor nivel que las células expuestas a
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pirimetanil. En particular, las concentraciones C15 y C110 mostraron una intensidad alta
de fluorescencia, lo que podria indicar que las células estan activando respuestas de estrés
ante estas concentraciones mas elevadas. Esto sugiere que la concentracion de respuesta
para la activacion del promotor YLR346C podria estar entre estas concentraciones.
Después de las 10 horas y con una DOsoo superior a 2, se ve una disminuciéon en el
crecimiento de las células. Una densidad dptica tan alta indica que el mayor porcentaje

de las células han alcanzado la fase estacionaria o estan entrando en la fase de muerte.

La fluorescencia observada podria estar relacionada con la expresion del gen reportero
GFP, controlado por el promotor YLR346C, que se activa en respuesta a la presencia de
pirimetanil. Las células observadas reaccionan incrementando la produccion de proteinas

fluorescente GFP.
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Figura 12: Microscopia: (A) Fotografias de las células a diferentes concentraciones de
exposicion al pesticida tomadas a las 0 horas. (B) Fotografias de las células a diferentes

concentraciones de pesticida capturas a las 2 horas.
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Figura 13: Microscopia: (A) Fotografias de las células a diferentes concentraciones de
exposicion al pesticida tomadas a las 4 horas. (B) Fotografias de las células a diferentes

concentraciones de pesticida capturas a las 6 horas.
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Figura 14: Microscopia: (A) Fotografias de las células a diferentes concentraciones de
exposicion al pesticida tomadas a las 8 horas. (B) Fotografias de las células a diferentes
concentraciones de pesticida capturas a las 10 horas.

Andlisis Estadistico

Todos los experimentos se realizaron de forma independiente, tres veces. Los datos se
analizaron mediante analisis de varianza de dos vias (ANOVA) y test de Dunnett. El nivel

de significancia estadistica se establecié en p < 0,05.

ANOVA de dos vias para evaluar el efecto de concentracion de pesticida y tiempo

de exposicion.

El analisis de varianza de dos vias mostro que tanto la concentracion del pesticida (F =
3,84, Pr =0,00306) como el tiempo de exposicion (F = 12,622, Pr=1,17 x 10°) tuvieron

un efecto significativo sobre la expresion de YLR346C. Esto indica que a medida que

30



aumenta la concentracion del pesticida o el tiempo de exposicién, se observa un
incremento en la expresion de este gen, lo que sugiere un aumento en el estrés celular.
Ademas, se observa una interaccion entre ambos factores (F = 1,85, Pr = 0,02223),
indicando que la respuesta de YLR346C al pesticida depende tanto de la concentracién

como del tiempo de exposicion.

Tabla 9: Resultados de ANOVA realizados en RStudio.

F value Pr(>F)
Concentracion 3,84 0,00306 ol
Tiempo 12,622 1,17 x 10 ***

Concentracion: Tiempo 1,785 0,02223 *

Signif.cDOes: 0 “***°;0.001 “**’; 0.01 **’;0.05.>; 0.1 “ * 1

Test de Dunnett

En el andlisis de Dunnett realizado en RStudio se comparan los diferentes grupos de
tiempo y concentracion respectivamente con un tiempo 0 y un grupo control. Las
columnas “diff” representan las diferencias de medias entre cada grupo y el control, y las

columnas “pval” representan los valores p ajustados.

En efecto de Tiempo se observaron diferencias entre el tiempo TO y los tiempos T4y T8,
sugiriendo que la expresién del gen cambia a partir de cierto tiempo de exposicién. No se
encuentran diferencias entre TO y T2, lo que indica que, en las primeras etapas de la

exposicion, la expresion del gen no se ve afectada de manera significativa.

En el caso de la concentracion se vio una diferencia entre el control y la concentracion
C15, esto nos podria indicar que la concentracion C15 tiene un efecto significativo sobre
la expresion del gen. No se observan diferencias que sean significativas en el resto de

concentraciones.
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Tabla 10: Resultados de los andlisis en RStudio, Test de Dunnett comparando Tiempo
y Concentracion.

Tiempo diff pval
TO-T2 -3,830556  0,9226
TO-T4 20,241389  0,00018 Fxx
TO-T6 19,417713  0,00043 ol
TO-T8 24,212407  0,00013 ol
TO-T10 18,510185  0,00442 *x
Concentracion diff pval

Control -C5  5,967083 0,6945
Control - C10  6,74125 0,5898
Control - C15  17,749444  0,0054 *x
Control - C20  4,200736 0,8971
Control -C110  8,577778 0,3601
Signif.cDOes: 0 “***’;0.001 “**’; 0.01 “**; 0.05°.>;0.1 * 1

Discusion

Esta investigacion se enfoca en analizar la expresion del gen YLR346C en respuesta al
pirimetanil, uno de los pesticidas comunmente utilizados en Ecuador. Se evalu6 el efecto
de la concentracion del pesticida y el tiempo de exposicion sobre la activacion de este

gen, utilizando GFP como gen reportero. Los resultados muestran un aumento sutil en la

fluorescencia celular a medida que se incrementa la concentracion de pirimetanil.

Durante las primeras horas de exposicion, la fluorescencia fue baja, probablemente
debido a una fase de ajuste celular al estres. Posteriormente, se observa un incremento de
fluorescencia, reflejando la activacion del sistema. Ademas, se identifico que la
concentracion C15 actia como un punto de inflexion, por debajo del cual no se detecta
una respuesta significativa. Cuando la densidad optica supera los DOsoo de 3,0 nm tras un
periodo prolongado, las células alcanzan la fase estacionaria, mostrando pérdida de

viabilidad, lo que afectaria indirectamente la expresion de GFP.

El aumento de fluorescencia indica que el gen YLR346C responde al estrés inducido por
el pirimetanil, activando la expresion de GFP. Este comportamiento sugiere que el
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promotor del gen estd involucrado en mecanismos de defensa celular. La baja
fluorescencia inicial refleja una fase de ajuste celular, mientras que el incremento

posterior se alinea con la activacion de mecanismos especificos en respuesta al estrés.

Los resultados confirman la hipotesis donde se plantea que la exposicion al pirimetanil
activa el promotor YLR346C, incrementando la expresion del gen reportero GFP. La
concentracion del pesticida y el tiempo de exposicion son factores determinantes en esta

respuesta.

(Gil etal., 2014) indican que, en condiciones de estrés, las células de levadura disminuyen
la expresion de genes relacionados con la sintesis de proteinas, el ciclo celular y la
degradacion del ARN, priorizando la supervivencia. Estos hallazgos coinciden con la
observacidn en este estudio de baja fluorescencia inicial atribuida a un ajuste metabolico.
(Mendes et al., 2024) reportan que bajas concentraciones de pesticida no afectan
significativamente el crecimiento de S. cerevisiae, mientras que altas concentraciones y
tiempos prolongados provocan la pérdida de integridad de la membrana plasmaética y
reduccién de la tasa de crecimiento. Esto respalda los resultados sobre el efecto del

pesticida en la viabilidad celular y su influencia en la expresion del GFP.

Adicionalmente, algunos estudios destacan la influencia del estado fisioldgico de las
levaduras en la expresion de genes reporteros. En el estudio de (Laxman et al., 2010)
sefialan que las levaduras en fase estacionaria activan genes relacionados con la
supervivencia y el control de calidad proteica, respuestas que se reducen con el tiempo al
entrar en un estado de inactividad. Esto podria explicar por qué la activacion de la
expresion de gen YLR346C, observada a través del gen reportero GFP, depende no solo
de la concentracion de pesticida, sino también del tiempo de exposicion y del estado
metabolico de las células.

Por otro lado, (Garay et al., 2014) destacan que, durante la fase estacionaria, los genes
relacionados con la resistencia al estrés contribuyen a la longevidad de las levaduras.
Evaluaron la supervivencia en fase estacionaria de poblaciones de levaduras y
descubrieron que el 14 % de las cepas mutantes viables mostraron alteraciones en su
capacidad de supervivencia durante esta fase, recalcando la importancia de los
mecanismos de respuesta al estrés en la adaptacion celular. Estos resultados apoyan la
idea de que la expresion de GFP en este estudio podria estar mediada por vias especificas

activadas bajo condiciones de estrés prolongado.
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Finalmente, el analisis que realizan (Nussbaum et al., 2014) dice que, durante la transicién
de las levaduras hacia la fase estacionaria, su capacidad para responder al estrés oxidativo
disminuye, lo que podria influir en la eficiencia de los reporteros fluorescentes bajo
condiciones de estrés prolongado. Esto complementa la interpretacion de los resultados,
ya que el estado de las levaduras y el tiempo de exposicion son factores importantes para
la activacion del promotor YLR346C y la expresion de GFP.

Estos resultados resaltan la importancia de considerar diversas variables experimentales
en el disefio de biosensores basados en expresion genica para mejorar la precision en la

deteccion de pesticidas.
Conclusion

Se logro evaluar la expresion del promotor YLR346C en S. cerevisiae frente al pesticida
pirimetanil. Los resultados muestran que tanto la concentracion del pesticida como el
tiempo de exposicion influyen en la activacion del promotor. La fluorescencia de GFP
refleja la respuesta al estrés celular inducido por el pesticida, apoyando la hipotesis

planteada.

El aumento de fluorescencia con mayor concentracion de pesticida sugiere que el
promotor YLR346C podria ser atil para monitorear pesticidas en zonas agricolas.
Ademas, la interaccidn entre concentracion y tiempo destaca la importancia de considerar
el estado fisioldgico de las celulas en el disefio de biosensores basados en expresion

génica.

Aun que los resultados son bastante satisfactorios, es necesario realizar mas estudios para
validar la efectividad de los biosensores en condiciones que imiten mejor los factores
reales que se encuentran en las zonas agricolas. Futuros trabajos deberian optimizar las
condiciones experimentales, mejorar la estabilidad del biosensor y ampliar la capacidad

de deteccidn de otros pesticidas.

Este estudio abre nuevas posibilidades para el uso de levaduras como biosensores
sostenibles en el monitoreo de pesticidas, contribuyendo al desarrollo de herramientas
biotecnologicas mas precisas y eficientes para la deteccion de contaminantes en la

agricultura.
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ANexos

Fotografia de levaduras BY4742 con pUG35 — YLR346C. Crecimiento en medio YNB

— Glucosa con Histidina, leucina y lisina.

Fotografia de levaduras BY4742 con pUG34. Control positivo de fluorescencia,

crecimiento en medio YNB — Glucosa con leucina, lisina y uracilo.
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Fotografia de levaduras BY4742, Wild Type. Control negativo, crecimiento en medio

YNB — Glucosa con Histidina, leucina, lisina y uracilo.
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