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Resumen

Antecedentes: Los quantum dots (QDs) son nanoparticulas fluorescentes, cuyas cualidades
Opticas las hacen de interés en multiples areas. Una forma para su obtencion es por medio de
biosintesis bacteriana, donde distintas especies fabrican las nanoparticulas al ser cultivadas
en presencia de sales metalicas. Sin embargo, el mecanismo de sintesis es poco conocido a
la fecha. Estudios en Escherichia coli sugieren que los QDs biosintetizados se asocian al polo
celular, y a subsecuentes eventos de division polar para su eliminacion. Este comportamiento
se asemeja a un fenomeno descrito recientemente en E. coli que comprende la relocalizacion
de cuerpos de inclusion en los polos de la célula para su eliminacion dentro de minicélulas.
Considerando que la exposicion a metales usados cominmente en la biosintesis de QDs
(cadmio o teluro) también genera cuerpos de inclusién, es posible pensar que durante el
proceso de biosintesis la célula genera minicélulas como un mecanismo de expulsién del
metal. A su vez, la produccion de minicélulas entregaria una mayor tolerancia a los metales
pesados ya que permitiria su eliminacién de la célula. No obstante, a la fecha no se ha
estudiado si existe relacion entre la produccion de minicélulas y la exposicion a metales
pesados en E. coli. Hipotesis: La biosintesis de QDs de cadmio en E. coli induce la
generacion de minicélulas como una respuesta para la expulsion del metal de la célula.
Meétodos: Se realizd biosintesis intracelular de QDs en la cepa E. coli AG1/pCA24NgshA,
modelo descrito de biosintesis de QDs y formacion de estructuras similares a minicélulas. La
morfologia celular y distribucién de QDs se analizd por microscopia de fluorescencia y
microscopia electrénica de transmision (TEM). La presencia de cuerpos de inclusion fue
evaluada por TEM y SDS-PAGE. Para analizar coémo la produccion de minicélulas puede
afectar la biosintesis de QDs, se realiz6 biosintesis intracelular de QDs de cadmio en cepas
mutantes del sistema Min (AminC; AminCDE) productoras de minicélulas. Se analizo6 la
tolerancia a cadmio por difusion en placa y cuantificacién de MIC. La morfologia celular y
distribucion de QDs se evalu6 por microscopia de fluorescencia y TEM. Resultados: En el
modelo de E. coli AG1/pCA24NgshA, los QDs se acumulan principalmente en los polos de
las células. Ademas, se pueden distribuir en células esféricas, de tamafio menor a 1 um, las
que podrian corresponder a minicélulas. En condiciones de biosintesis, el nimero de células
de tamafio menor a 1 pm aumenta a un ~5%, en comparacion al control de ~1%. Ademas,
los QDs colocalizan con cuerpos de inclusion generados en la célula. Al estudiar cepas
productoras de minicélulas, se determind que estas son menos tolerantes a cadmio que la
cepa WT. No obstante, al realizar biosintesis, los QDs se ubican a lo largo de la célula, con
una alta densidad dentro de las minicélulas generadas. Ademas, la biosintesis en las cepas
productoras de minicélulas genera QDs con mayor intensidad de fluorescencia que la cepa
WT. Finalmente, se determind que las minicélulas cargadas con QDs presentan mayor
intensidad de fluorescencia por area en comparacion a células bacilares, lo que sugiere que
los QDs se acumulan preferentemente en minicélulas. Conclusiones: La biosintesis
intracelular de QDs de cadmio en E. coli se relaciona a la produccion de minicélulas que se
generan por divisién polar y encapsulan a las nanoparticulas. Las cepas productoras de
minicélulas acumulan QDs principalmente dentro de minicélulas para su expulsion. Este
trabajo es el primero en reportar la relacion entre la formacion de minicélulas y la biosintesis
de QDs, dando luces en la importancia fisiologica de ambos procesos. Ademas, recalca la
oportunidad para el estudio de la generacion de minicélulas cargadas con nanoparticulas de
interés de alta calidad y con alta emision de fluorescencia para distintas aplicaciones.
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Abstract

Background: Quantum dots (QDs) are fluorescent nanoparticles, whose optical properties
make them of interest in multiple areas. A way to generate them is through bacterial
biosynthesis, where different species manufacture nanoparticles when cultivated in the
presence of metallic salts. However, the mechanism of synthesis is poorly understood to date.
Studies in Escherichia coli suggest that biosynthesized QDs associate to the cell pole and to
subsequent polar division events for their removal. This behaviour resembles a recently
described phenomenon in E. coli involving the relocation of inclusion bodies to the poles of
the cell for their elimination within minicells. Considering that exposure to metals commonly
used in the biosynthesis of QDs (cadmium or tellurium) also generates inclusion bodies, it is
possible to think that during the biosynthesis process, the cell generates minicells as a metal
expulsion mechanism. In turn, the production of minicells would provide a greater tolerance
to heavy metals since it would allow their elimination from the cell. However, to date it has
not been studied whether there is a relationship between minicell production and exposure to
heavy metals in E. coli. Hypothesis: The biosynthesis of cadmium QDs in E. coli induces
the generation of minicells as a response for the removal of the metal from the cell. Methods:
Intracellular biosynthesis of QDs was performed in the strain E. coli AG1/pCA24NgshA, a
described model of QDs biosynthesis and formation of minicell-like structures. Cell
morphology and distribution of QDs was analysed by fluorescence microscopy and
transmission electron microscopy (TEM). The presence of inclusion bodies was evaluated by
TEM and SDS-PAGE. To analyse how minicell production may affect QDs biosynthesis,
intracellular biosynthesis of cadmium QDs was performed in minicell-producing Min system
mutant strains (AminC; AminCDE). Cadmium tolerance was analysed by plate diffusion and
MIC quantification. Cell morphology and distribution of QDs was assessed by fluorescence
microscopy and TEM. Results: In the E. coli AG1/pCA24NgshA model, QDs accumulate
mainly at the poles of cells. In addition, they can be distributed in spherical cells, smaller
than 1 pum in size, which could correspond to minicells. Under biosynthesis conditions, the
number of cells smaller than 1 um is increased to ~5%, compared to ~1% in control condition.
Furthermore, the QDs colocalize with inclusion bodies generated in the cell. When studying
strains that produce minicells, it was determined that they are less tolerant to cadmium than
the WT strain. However, when performing biosynthesis, the QDs are located throughout the
cell, with a high density within the generated minicells. In addition, biosynthesis in minicell-
producing strains generates QDs with higher fluorescence intensity than the control strain.
Finally, it was determined that minicells loaded with QDs present higher fluorescence
intensity per area compared to rod cells, suggesting that QDs accumulate preferentially in
minicells. Conclusions: The intracellular biosynthesis of cadmium QDs in E. coli is related
to the production of minicells that are generated by polar division and encapsulate the
nanoparticles. Minicell-producing strains accumulate QDs primarily within minicells for
expulsion. This work is the first to report the relationship between minicell formation and
QDs biosynthesis, shedding light on the physiological importance of both processes. In
addition, it highlights the opportunity to study the generation of minicells loaded with high-
quality nanoparticles of interest with high fluorescence emission for different applications.
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1. Introduccion
1.1. Quantum Dots: Caracteristicas generales

Los Quantum Dots (QDs) son nanocristales fluorescentes semiconductores de un rango de
tamanos entre 1 a 10 nm, en sus tres dimensiones, los cuales se componen de atomos de
elementos como cadmio, cobre, indio, zinc, azufre, selenio, o teluro (Mansur, 2010; Jahangir
et al., 2019). Las propiedades de emision de fluorescencia de estas nanoparticulas se deben
al efecto de confinamiento cuantico (Sumanth Kumar et al., 2018): En un QD, los niveles de
energia forman bandas, con los electrones presentes en la banda de valencia. Cuando un
electron obtiene suficiente energia para sobrepasar la barrera energética, este pasa a la banda
de conductividad, dejando un “hueco” de carga positiva en su lugar. Este par electron-hueco
es denominado “exciton”. Ahora bien, cuando el tamafio de la nanoparticula se acerca a la
distancia del exciton, también conocido como el radio de Bohr del exciton, los niveles de
energia de la nanoparticula se vuelven discretos y la energia requerida para pasar de un nivel
a otro aumenta. Entonces, a menor tamafio de la nanoparticula, su emision de fluorescencia
tiende a longitudes de onda de mayor energia (Figura 1A; Dabbousi et al., 1997). Esta
propiedad permite modificar las propiedades opticas de los QDs (Figura 1B) por lo que,
segun la composicion quimica y el tamafio de las nanoparticulas, la banda de emision podria
encontrarse en cualquier sitio del espectro, desde el ultravioleta hasta el infrarrojo (Pleskova
et al., 2018). Debido a estas caracteristicas dpticas, se ha propuesto su uso para biologia,
medicina, y bioimagenes (Wang et al., 2015; Diaz-Garcia et al., 2018; Pleskova et al., 2018;
Tian et al., 2017). Ademas, presentan potenciales usos en areas de interés medioambiental,
como sensibilizadores en celdas solares (Crisp et al., 2017), degradacion de compuestos

organicos por fotocatalisis (Abbasi et al., 2017), y produccion de hidrogeno como fuente de

energia (Yin etal., 2019).
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Figura 1: Propiedades 6pticas y tamafio de QDs. Representacion esquemaética del cambio de las propiedades
Opticas de QDs relacionado a su tamafio. (A) Esquema del efecto de confinamiento cuéntico, representando la
distancia de los niveles energéticos relacionado al tamafio de la nanoparticula. Se muestra también el cambio
en los espectros de emision de fluorescencia dependiendo del tamafio. (B) QDs en solucién expuestos a luz UV,
mostrando cambios en la coloracion relativos al tamafio de la nanoparticula. Imagen obtenida y adaptada desde
Mansur, 2010.

Actualmente, la sintesis de QDs se realiza principalmente por métodos quimicos (Murray et
al., 1993). No obstante, los métodos de sintesis quimicos presentan la desventaja de ser
altamente demandantes y poco sustentables, ya que se llevan a cabo utilizando altas
temperaturas y ambientes libres de agua y oxigeno, lo que implica un procedimiento de alto

consumo de energia (Tanaka et al., 2016; Qin et al., 2018).

Otro elemento importante es la toxicidad de los QDs debido a que estas nanoparticulas estan
compuestas por metales pesados como cadmio o teluro. Varios reportes han estudiado los
efectos negativos de QDs sintetizados por medios quimicos en distintos organismos. Por
ejemplo, se ha reportado en varias ocasiones la induccion de apoptosis en células endoteliales
humanas frente a la exposicion a QDs de CdTe, lo que dificulta su uso en aplicaciones
biomédicas (Yan et al., 2011; Yan et al., 2016). En lo que respecta a la toxicidad en el medio
ambiente, su estudio ha empezado a tomar importancia por la masificacion del uso de estas
nanoparticulas. Se ha estudiado el efecto de QDs de CdTe en el molusco Biomphalaria
glabrata, un bioindicador ambiental y se demostro que la exposicion a concentraciones en el
rango nanomolar por 24 horas induce mortalidad en adultos y embriones, malformaciones y
bioacumulacion de cadmio, entre otros efectos (de Vasconcelos Lima et al., 2019). Estos

resultados toman especial relevancia considerando el efecto que podria generar la presencia
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de QDs en el ambiente y en el ecosistema. A pesar de que aun hay pocos estudios de lo
anterior o del transporte por materia organica y degradacion de QDs en el ambiente, se estima
un aumento importante de desechos de QDs al medioambiente por el alto interés de
investigacion de estas nanoparticulas en la actualidad (Nikazar et al., 2020), por lo que
recientemente ha ganado importancia la busqueda de estrategias de sintesis de QDs mas
simples y amigables con el medio ambiente, las cuales a la vez generen nanoparticulas de

mayor biocompatibilidad.

1.2. Alternativas de obtencion de QDs: Biosintesis bacteriana

Dentro de las alternativas desarrolladas para alcanzar el objetivo previamente descrito, se han
estudiado estrategias de sintesis bioldgica de QDs, también conocidas como biosintesis.
Estos métodos utilizan células o biomoléculas que interactian con precursores metalicos para
la sintesis de estos materiales (Hulkoti & Taranath, 2014). Entre los diversos sistemas
utilizados para realizar biosintesis se encuentran los microorganismos como las bacterias.
Debido a su facil cultivo, rapido crecimiento y capacidad de crecer en condiciones simples
de laboratorio (pH, temperatura y presion), las bacterias son atractivos organismos para la
sintesis de estos nanomateriales (Saravanan et al., 2021). Otra ventaja importante de la
biosintesis de QDs utilizando bacterias corresponde a las caracteristicas adicionales que las
nanoparticulas pueden obtener. Al realizar biosintesis de QDs en bacterias, estos presentan
una recubierta de materia organica de proteinas y otras biomoléculas, los cuales pueden
estabilizar a la nanoestructura y disminuir su toxicidad (Bao et al., 2010). Esta cubierta de
proteinas ha sido asociada en varios estudios a una mayor biocompatibilidad y solubilidad en
agua, lo que se traduce en un mayor potencial para areas biolégicas y un menor impacto
ambiental (Qin et al., 2018; Xu et al., 2019). Ademas, se ha reportado la biosintesis de QDs
con especies bacterianas extremdfilas, las cuales generan nanoparticulas con propiedades
unicas, como estabilidad frente a sal (Bruna et al., 2019) o pH acido (Ulloa et al., 2016), lo
que enfatiza la importancia del estudio de estas estrategias de sintesis para obtener

nanoparticulas con nuevas propiedades y mas aplicaciones.

Pese a gque se han estudiado varios modelos de biosintesis de QDs en bacterias, aln no existe

comprension completa del mecanismo dentro de la célula ni su importancia fisioldgica. Como
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tal, varios reportes se han enfocado en entender los factores necesarios para la sintesis de
QDs en bacterias, donde la mayoria de los reportes corresponde a QDs basados en cadmio,
como sulfuro de cadmio (CdS), telururo de cadmio (CdTe), o seleniuro de cadmio (CdSe).
Por ejemplo, se conoce que la translocacion de cadmio al interior de la célula es promovida
por el sistema de transportadores de fosfatos Pit (van Veen et al., 1994), y, por consiguiente,
la concentracion de moléculas fosforiladas es un factor importante en la biosintesis de QDs
de cadmio (Venegas et al., 2017). A su vez, la actividad de la bomba de eflujo ZntA,
encargada de la expulsion de cadmio de la célula, también juega un rol en las propiedades de
los QDs obtenidos (Zhu et al., 2021). Por lo tanto, los mecanismos de defensa de la célula
frente al metal tendrian un papel en la biosintesis de estos nanocristales. En la misma linea,
se han estudiado en profundidad los mecanismos de defensa contra el metal presentes en la
célula y como estos influencian la biosintesis de QDs. En nuestro grupo, por ejemplo, se
estudio el rol del glutation (GSH), dada la afinidad del i6n cadmio por los grupos tiol y por
la importancia de este tripéptido en la tolerancia al metal (Helbig et al., 2008). Para esto, se
utilizé la cepa de Escherichia coli AG1/pCA24NgshA. Esta cepa es derivada de la coleccion
ASKA (Kitagawa et al., 2005) y sobreexpresa el gen gshA. Esta modificacién genera un
mayor contenido de GSH que en una cepa de E. coli wild type (WT) (Monras et al., 2012).
Esta cepa es capaz de generar QDs de CdS y CdTe al ser tratada con un medio que contiene
cloruro de cadmio (CdCly) por si solo, o CdCl, y telurito de potasio (K2TeOs),
respectivamente. Este resultado revel6 que un factor importante en la generacion de QDs en
E. coli corresponde a las defensas antioxidantes de la célula, y ademas recalca la accion
reductora y estabilizadora de GSH en QDs basados en cadmio. En otro reporte, se analizé la
capacidad de produccién de QDs de CdS en cinco cepas del género Pseudomonas aisladas
de la Antartica por medio de screening a resistencia a peréxido de hidrégeno (H202)y CdCl»
(Gallardo et al., 2014). Todas estas cepas fueron capaces de producir QDs de CdS al ser
tratadas con CdCl.. En este contexto, se pudo dilucidar que durante las condiciones de
biosintesis de QDs estas cepas liberan sulfuro de hidrégeno (H.S), compuesto que
promoveria la sintesis de QDs. La liberacion de H»S es potenciada por la adicion de cisteina
al medio, lo que, a su vez promueve la sintesis de QDs. Esto ocurre por la accion de enzimas
con actividad cisteina desulfidrasa, las que generan H»S a partir de cisteina (Awano et al.,

2005), y que se han descrito como catalizadores en la sintesis de QDs dada la interaccion del
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cadmio con los iones sulfuro (Dunleavy et al., 2016). En la misma linea, en el reporte de
Plaza et al. (2016) se realizé un screening de resistencia a metales como cadmio y telurito
(sugiriendo altas defensas antioxidantes intrinsecas), también en muestras ambientales del
territorio Antéartico, y se aislo 12 cepas de los géneros Pseudomonas y Psychrobacter,
capaces de biosintetizar QDs de CdS (Plaza et al., 2016). En conjunto, todos estos resultados
resaltan la importancia de la abundancia de moléculas antioxidantes de la célula en la
biosintesis de QDs y asi también, en la interaccion del cadmio con tioles bioldgicos para

mediar esta sintesis.

1.3. Morfologia y localizacion de QDs durante la biosintesis
A pesar de la evidencia de la importancia de las defensas antioxidantes en la generacién de

QDs, la descripcién del mecanismo general de biosintesis es aun poco definido. Un factor
importante y poco explorado a considerar corresponde a los cambios morfolégicos que las
células pueden sufrir durante la biosintesis de QDs, asi como la ubicacion intracelular de las
nanoparticulas sintetizadas. Estos elementos son relevantes dado que los efectos que el metal

tiene sobre la célula podrian dar pistas del mecanismo y de cdmo este se ve regulado.

Reportes han analizado la ubicacion intracelular de QDs basados en cadmio en E. coli
mediante microscopia electrénica. Por ejemplo, se ha descrito que luego de la biosintesis
intracelular de QDs de CdS estos estan presentes en el espacio citoplasmatico, con una parte
importante asociados a la membrana (Figura 2A 'y 2B; Mi et al., 2011; Marusak et al., 2016).
En la misma linea, al analizar la ubicacion de otro tipo de QDs de cadmio, como CdSe, se
evidencio que, aunque hay una distribucion en toda la célula de QDs, existe una acumulacion
preferentemente polar, asociada a la membrana de la célula (Figura 2C; Tian et al., 2019;
Zhu et al., 2021). Curiosamente, este comportamiento no se limita solo a E. coli, dado que
otras especies también muestran patrones morfoldgicos similares luego de la biosintesis de
QDs. Por ejemplo, al realizar biosintesis intracelular en especies del género Pseudomonas,
aisladas desde la Antartica, las células muestran acumulacion de nanoestructuras en la zona
polar (Figura 2D; Gallardo et al., 2014). Al mismo tiempo, en el polo donde ocurre esta
acumulacién ocurre una perdida de la morfologia de la membrana, sugiriendo cambios de

estabilidad localizada. Algo similar ocurre en la biosintesis en especies de Psychrobacter y
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otras especies de Pseudomonas donde ocurre un ensanchamiento del espacio periplasmico
luego de la biosintesis de QDs de CdS (Figura 2E; Plaza et al., 2016). El conjunto de estos
antecedentes sugiere que la biosintesis de QDs basados en cadmio esta relacionada a una
acumulacién polar de nanoestructuras, principalmente asociadas a la membrana de la célula.
A su vez, existen cambios morfologicos a nivel de la membrana, en las zonas de acumulacion
de nanoparticulas. Considerando que estos fenotipos son compartidos tanto en E. coli como
en otras especies, se puede especular que los cambios que ocurren a nivel de membrana

podrian corresponder a un mecanismo de respuesta conservado frente al metal.

Figura 2: Analisis morfoldgicos y distribucién de QDs en células durante la biosintesis. Localizacion
intracelular de QDs sintetizados en bacterias y cambios morfolégicos asociados. (A) y (B) Micrografias de
microscopia electrdnica de transmision (TEM) de células de E. coli, con nanocristales electrondensos de CdS
asociados a la membrana. Imagenes tomadas de Mi et al., 2011, y Marusak et al., 2016, respectivamente. (B)
Anaélisis por espectroscopia de Raman de QDs de CdSe en E. coli. Imagen tomada de Zhu et al., 2021. (D)
Micrografia de TEM de Pseudomonas sp. donde se observa la acumulacion de nanoestructuras en el polo de la
célula. Imagen tomada de Gallardo et al., 2014. (E) Micrografias de TEM de Pseudomonas sp. y Psychrobacter
sp. con acumulacion polar de nanoestructuras y cambios morfolégicos a nivel del espacio periplasmico. Imagen
tomada de Plaza et al., 2016.
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Como se menciond previamente, a pesar de que se han descrito varios andlisis con respecto
a los cambios morfol6gicos asociados a la biosintesis de QDs en bacterias, pocos esfuerzos
se han dedicado a entender los mecanismos que llevan a estos cambios o las razones
fisioldgicas para ello. Los analisis de nuestro grupo de investigacion se han centrado en tratar
de entender este fendmeno. En un modelo de biosintesis de QDs de cobre en E. coli, se
observa la acumulacion de nanoestructuras asociadas al polo de la célula (Figura 3A;
resultados no publicados), fendmeno que se repite de la biosintesis de QDs basados en
cadmio. No obstante, se observa de forma recurrente la formacion de invaginaciones polares
asociadas a la acumulacion de las nanoparticulas (Figura 3A). Esto sugiere que durante este
proceso las células sufren divisiones aberrantes a nivel del polo de la célula, lo que
“encapsularia” a las nanoestructuras sintetizadas. Esta no es la primera vez que se observa
este fendmeno. En el sistema de biosintesis de la cepa de E. coli AG1/pCA24NgshA (Monras
et al., 2012), se analizé la emision de fluorescencia desde células individuales por medio de
microscopia de fluorescencia. Este analisis indic6 que la emision de fluorescencia se
concentra en estructuras definidas, de reducido tamarfio, posicionadas principalmente en los
polos de la célula (Figura 3B). Estas estructuras poseen forma de granulo y pueden ubicarse
dentro o fuera de la célula, “encapsuladas” en un tipo de membrana y adheridas a los polos
celulares. Este antecedente es relevante porque enfatiza una potencial respuesta general
frente a la exposicidn a metales pesados y la biosintesis de QDs, y sugiere que su biosintesis
se ve mediada por una division polar no canénica, que podria estar mediando la

acumulacion/expulsién de QDs.
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Figura 3: Evidencia de division polar, no canénica, durante la biosintesis de QDs. (A) Micrografia de TEM
de célula de E. coli durante la biosintesis de QDs de cobre. La punta de flecha indica una invaginacién polar
cercana a cristales electrondensos (resultados no publicados). (B) Células de la cepa E. coli AG1/pCA24NgshA
luego de exposicion a CdCl, y K,TeOs, visualizada por microscopia de epifluorescencia. Imagen tomada de
Monras et al., 2012.

1.4. Minicélulas: rol en la division y relacién con metales
En distintos sistemas de biosintesis de QDs basados en cadmio en E. coli, la evidencia

obtenida a la fecha indica que el proceso involucra: i) la asociacién a membrana de los QDs
sintetizados, ii) una acumulacion preferentemente polar de los QDs, con cambios
morfoldgicos en lamembrana, y iii) division polar no candnicay presencia de QDs en células
pequefias. Este Gltimo punto es interesante, ya que considerando los reportes presentados
sobre los efectos morfoldgicos de la desregulacion de la division celular en E. coli, se puede
proponer que la biosintesis de QDs en esta bacteria esté relacionada, al menos en parte, a un
proceso conocido como formaciéon de minicélulas, que corresponde a un evento ligado
fuertemente a la division celular y que ha tomado relevancia en el Gltimo tiempo por las

oportunidades de investigacidn basica y biotecnoldgicas asociadas (Farley et al., 2016).

La produccién de minicélulas ha sido descrita desde el afio 1930 (Hoffman & Frank, 1963).
A pesar de gque se han estudiado principalmente como herramientas biotecnolégicas, como
por ejemplo para entrega de drogas en tratamiento de cancer (Zhang et al., 2018; Briolay et
al., 2021), sélo recientemente se ha podido dilucidar el mecanismo molecular asociado a su
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generacion desde la célulay las caracteristicas genéticas necesarias de las cepas que lo sufren.
Las minicélulas son estructuras pequefias, de tamafio variable, con un promedio de 0,4 um
de diametro (Burt et al., 2020), que se generan por division a partir del polo de una célula
entera, pero que no sufren division celular y no presentan ADN genomico (Adler et al., 1967).
Originalmente, se habia observado que algunas especies bacterianas son altamente propensas
a producir minicélulas, como por ejemplo Proteus vulgaris, donde se describio la formacion
de “granulos” a partir del polo de células bacilares, los que no se dividian y se mantenian
inmoviles (Kvittingen, 1949). Por su parte, este fendomeno fue muy dificil de describir en E.
coli, donde frente a condiciones especificas de cultivo como la exposicion a uretano
(inhibidor de crecimiento) o un aumento de temperatura, se observo la formacion de granulos
de origen polar (Hoffman & Frank, 1963). En el reporte de Hoffman & Frank, se prepar6 una
serie de cultivos de E. coli a una temperatura de 43,5 °C, y so6lo se pudo detectar un evento
de formacion de minicélulas. Esto, junto a los reportes previos, llevaron a proponer que este
fenémeno corresponde a una “debilidad en la division celular” que ocurria frente a
condiciones de estrés. No obstante, su baja incidencia no permitia establecerlo como un
mecanismo regulado de respuesta frente al estrés. Unos afios mas tarde, se aislé una cepa de
E. coli productora de minicélulas por medio de screening de resistencia a radiacion ionizante
(Adler et al., 1967). Analisis morfoldgicos evidenciaron que esta cepa producia minicélulas
en cultivo, a partir de divisiones en los polos sin necesidad de un estimulo estresor (Figura
4A, Adler et al, 1967). Al caracterizar las minicélulas producidas, estas no presentaban ADN
cromosomal, pero si proteinas y ARN. De hecho, podian efectuar respiracion celular y otras
actividades metabdlicas (Adler et al., 1967). Analisis posteriores dilucidaron que esta cepa
presentaba una delecion del gen minC (AminC), codificante para la proteina MinC, efectora
del sistema Min. Este sistema se compone como operon de las proteinas MinC, MinD y
MinE, las cuales oscilan a lo largo del bacilo y localizar el septum de division al centro de la
célula (Ramm et al., 2019). Estudios siguientes derivados del trabajo de Adler et al. (1967)
Ilevaron a la conclusion de que el requerimiento genético para la produccion constitutiva de
minicélulas correspondia a mutaciones del sistema Min (Pichoff et al., 1995; Yu & Margolin,
2000). De hecho, AminC no es la Gnica mutacion del sistema que puede crear este fenotipo.
Deleciones en minC, minD o el operon completo, o una sobreexpresion de minE, generan un

fenotipo productor de minicélulas (Ramm et al., 2019).
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Originalmente, el trabajo de Adler en 1967 reforzé la relacion entre la formacion de
minicélulas y los estimulos de estrés. No obstante, los informes posteriores permitieron
entender la importancia de las proteinas del sistema Min en la division de la célula, y como
su delecion generaba problemas en el proceso, por lo que se daba paso a una nueva pregunta:
Si efectivamente la produccion de minicelulas se relaciona con estrés en la célula, ¢cual es la
utilidad de generar células “abortivas” sin ADN y sin capacidad de proliferar? Como una
forma de contestar esta pregunta, se quiso dilucidar si la delecién del gen minC podria
entregar alguna ventaja adaptativa a la célula frente a condiciones de estrés. Para comprobar
esto, se gener6 un modelo de estudio utilizando una cepa de E. coli AminC, productora
constitutiva de minicelulas, y se utilizo estreptomicina como estimulo de estrés (Rang et al,
2018). Frente a una concentracion subletal del antibidtico, la cepa AminC generd mas
minicélulas que en condiciones control. En contraste, la cepa WT no produjo minicélulas en
ninguna condicion experimental. Algo importante es que el tiempo de duplicacion celular es
mayor en la cepa mutante. Esto se explica por la misma produccion de minicélulas, que
“ralentiza” el crecimiento. También se observd que el estrés por antibidticos aumenta la
generacion de cuerpos de inclusion. Curiosamente, en la cepa AminC, estos cuerpos de
inclusion se relocalizan en el polo celular para ser contenidos y eliminados al interior de
minicélulas (Figura 4B). Finalmente, se realizaron ensayos de tolerancia a estreptomicina,
revelando que la cepa AmIinC es mas tolerante al antibio6tico que la cepa WT (Rang et al.,
2018). En conjunto, estos resultados llevan a concluir que la produccién de minicélulas posee
un “costo” asociado, pero a su vez, existe un beneficio de supervivencia frente a un ambiente
de estrés. Este trabajo, en conjunto a otros estudios, ayudaron a proponer el modelo actual de
envejecimiento celular en E. coli (Figura 4C, Shi et al., 2020). En este modelo, se indic6 que
las células poseen dos polos: un polo “antiguo”, derivado directamente de la célula madre, y
un polo “nuevo”, sintetizado de novo. Los polos antiguos tienden a acumular elementos de
dafio a la célula, como lo son cuerpos de inclusion (Rang et al., 2018), lo que se relaciona a

la eliminacion de estos al interior de minicélulas.
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Figura 4: Minicélulas y eliminacién de elementos de dafio celular. (A) Micrografia de TEM de E. coli AminC
formando una minicélula sin ADN desde el polo celular. Imagen tomada de Adler et al., 1967. (B) Eliminacién
in vivo de cuerpos de inclusién en minicélulas. En verde, se marca la proteina IbpA, chaperona de unién a
cuerpos de inclusién. Imagen tomada de Rang et al., 2018. (C) Modelo de envejecimiento celular. Las células
poseen polos antiguos y nuevos. Los polos antiguos acumulan elementos de dafio a la célula como proteinas
mal plegadas, por lo que al generarse una minicélula, esta elimina estos elementos de dafio desde la célula.
Imagen tomada de Shi et al., 2020.

El trabajo de Rang et al. (2018) y el modelo propuesto por Shi et al. (2020) permiten sugerir
que la produccion de minicélulas funciona como un mecanismo de eliminacion de dafio
celular, lo que a su vez otorga una ventaja proliferativa frente a condiciones de estrés. No
obstante, la formacion de minicélulas no ocurre como un mecanismo regulado, sino que es a
causa de una mutacion (Adler et al., 1967). Se puede suponer que si células WT fueran
capaces de producir minicélulas, seria posible su supervivencia frente a condiciones de
acumulacion de dafio celular, pero empiricamente esto no ocurre, y es muy dificil de analizar.
Los reportes de nuestro grupo de la biosintesis de QDs en E. coli, muestran elementos muy
similares a la produccion de minicélulas, como la presencia de invaginaciones polares y la
formacion de estructuras tipo granulos que contienen las nanoparticulas sintetizadas (Monras
et al., 2012). Las similitudes morfoldgicas entre los procesos apoyan la propuesta de que la
produccion de QDs esta asociada la generacion de minicélulas y que estas minicélulas poseen
un rol de resistencia a estrés. No obstante, es necesario llevar a cabo mas estudios que puedan
indicar que efectivamente se estan formando minicélulas en cepas bacterianas sin mutaciones
del sistema Min, junto a analisis que ayuden a entender que ocurre en cepas productoras de

minicélulas durante la biosintesis de QDs.

Actualmente, no existen antecedentes concretos que puedan relacionar la exposicién a iones
de metales pesados con la produccion de minicélulas en bacterias. Sin embargo, se han
podido analizar fenotipos minicell-like en otras especies distintas a E. coli. Por ejemplo, en

Neisseria gonorrhoeae se ha observado un fenotipo minicell-like en una cepa mutante que
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no expresa la proteina OxyR, al mismo tiempo que se ha propuesto una posible regulacion
del sistema Min por esta misma proteina (Parti et al., 2013). Un fenotipo similar se ha descrito
en cepas marinas como Halomonas meridiana y Marinobacter algicola, donde se observa la
produccidén de granulos similares a minicélulas frente a exposicion a manganeso (Fernandes
et al., 2018). Finalmente, se ha podido identificar una posible regulacion del sistema Min por
la proteina Fur en Actinobacillus actinomycetemcomitans, lo que relacionaria la exposicion
al hierro con un potencial fenotipo de produccion de minicélulas (Haraszthy et al., 2006). Sin
embargo, estos fendmenos nunca se han relacionado efectivamente con la produccion de

minicélulas, ni tampoco han sido descritos como tal.

Un antecedente adicional de la relacion entre la biosintesis de QDs y la formacion de
minicélulas est4 asociada a las proteinas que recubren las nanoparticulas sintetizadas.
Nuestro grupo analizo las proteinas unidas en QDs producidas por E. coli, Halobacillus sp.
y Acidithiobacillus ferrooxidans (resultados no publicados). Estas proteinas se pueden
agrupar en cinco categorias: respuesta a estrés, union a ADN, chaperonas, asociadas a
ribosomas y enzimas metabolicas. De particular interés son las chaperonas, ya que se ha
podido describir su funcion en la estabilizacion de las nanoparticulas generadas en cepas
bacterianas, como es el caso del complejo GroEL/GroES, el cual es capaz de aislar, “plegar”,
controlar el tamafio y entregar estabilidad térmica a QDs de CdS sintetizadas por medios
quimicos (Ishii et al.,, 2003). Existen varios reportes que podrian relacionar el
enriquecimiento de determinadas proteinas con la produccion de QDs y minicélulas en
bacterias. Por ejemplo, se analizo la cepa denominada P4 de E. coli que presenta resistencia
intrinseca a cadmio. Al analizar cambios de expresion de proteinas frente a exposicion a
cadmio, se pudo observar un aumento de expresion de las chaperonas DnaK y ClpB (Khan
etal., 2015). En otro reporte, se analizaron cambios proteémicos una cepa de E. coli resistente
al oxianion telurito (Aradska et al., 2013). Después de exponer a la bacteria a KTeOg, esta
sufrio un incremento de expresion de la chaperona DnaK. Estos reportes sugieren que la
exposicion de E. coli a metales usados comunmente en la produccion de QDs, induce un
aumento de expresion de chaperonas, incluso en cepas con resistencia a dichos metales, lo
que sugiere también que la produccién de QDs conlleva un estado de estrés por proteinas mal
plegadas, algo que ya se ha relacionado a la formacion de minicélulas (Rang et al., 2018; Shi
et al., 2020).
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Junto a los antecedentes anteriores, existen varios trabajos donde se estudian las proteinas
enriquecidas de forma diferencial en células bacilares y minicélulas en E. coli. Por ejemplo,
usando una cepa de E. coli mutante del operdn Min se observé un enriquecimiento de varias
proteinas metabdlicas en la membrana de las minicélulas generadas por la cepa (Lai et al.,
2004). En otro reporte, en E. coli WT se analizaron las proteinas que se relocalizan a distintas
partes de la célula, donde se pudo dilucidar que algunas de las proteinas que se ubican en los
polos son similares a las proteinas unidas a QDs, entre las que destaca la chaperona GroEL
(Li & Young, 2012). En este mismo trabajo se observé que algunas proteinas se distribuyen
en forma ubicua, mientras que otras se ubican de preferencia en uno o ambos polos. A su
vez, otro reporte determin las diferencias protedmicas de membrana interna de una cepa de
E. coli WT en comparacién con una cepa con delecién del sistema Min (Lee et al., 2016).
Los resultados indicaron el enriquecimiento de varias proteinas en las minicélulas generadas,
destacando especialmente 12 proteinas metabolicas en la cepa con la mutacion, lo que llevo

a sugerir una adaptacion metabolica frente a la produccién de minicélulas.

1.5. Implicancias y objetivo

Los reportes anteriores sugieren que la biosintesis de QDs y la formacion de minicélulas son
eventos relacionados. La biosintesis de QDs en bacterias induce un estado de estrés por
proteinas mal plegadas. Esto se concluye por el aumento de expresion de proteinas
chaperonas que se mantiene incluso si la cepa presenta medios de resistencia a las sales
metalicas (Aradska et al., 2013, Helbig et al., 2008). Asi también, se sugiere que el proceso
de produccion de minicélulas tiene una relacion con este tipo de estrés dada la capacidad de
cepas productoras para reposicionar y eliminar cuerpos de inclusion a través de minicélulas
(Rang et al., 2018) y la reubicacion polar diferenciada de algunas proteinas como la
chaperona GroEL (Li & Young, 2012). Estos antecedentes coinciden con las observaciones
de nuestro grupo, donde la produccién y eliminacion de QDs ocurre a través de estructuras
esféricas que se posicionan en los polos de la célula. Esto sugiere que estas estructuras que
contienen los QDs y que se encargan de su eliminacion corresponden a minicélulas, lo que a

su vez corresponderia a un mecanismo de respuesta a metales.
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En base a estos antecedentes, en el presente trabajo se propuso evaluar la formacion de
minicélulas frente a la biosintesis de QDs. Se realizaron estudios morfologicos de la
biosintesis de QDs de CdS y CdTe en el sistema de la cepa de E. coli AG1/pCA24NgshA.
Ademas, se analizaron los cambios en el proceso de biosintesis de QDs de CdS en cepas
mutantes del sistema Min. La importancia de este trabajo radica en ayudar a entender los
cambios fisioldgicos de la célula durante la biosintesis de QDs, con tal de comprender el
mecanismo involucrado, para poder ejercer un mejor control sobre el proceso. Asi también,
se plantea analizar la posibilidad de generar minicélulas cargadas con QDs fluorescentes para

mejorar su biocompatibilidad y, en consecuencia, su nimero de aplicaciones.
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2. Hipotesis
La biosintesis de QDs de cadmio en E. coli induce la generacion de minicélulas como una

respuesta para la expulsion del metal de la célula.

3. Objetivo general
Caracterizar las estructuras tipo minicélulas formadas en E. coli durante la biosintesis de QDs

de cadmio, y determinar su importancia en la expulsion del metal.

4. Objetivos especificos
i) Determinar si las estructuras formadas en E. coli durante la biosintesis de QDs de cadmio

corresponden a minicélulas.

ii) Analizar el rol de la formacion de minicélulas en la biosintesis de QDs de cadmio en E.

coli y la expulsion del metal.
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5. Métodos

5.1. Induccion y sobreexpresion de la proteina GshA
Para corroborar la induccion de la expresion de la proteina GshA en la cepa E. coli

AG1/pCA24NgshA, se realizo un analisis de proteinas totales por electroforesis en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE). Para esto, una colonia de la cepa E. coli AG1/pCA24NgshA
fue cultivada toda la noche en caldo de lisogenia (LB) liquido (composicion: 0,5% extracto
de levadura, 1% triptona, 1% NaCl), suplementado con 25 ug/mL de cloranfenicol (Cm) a
37 °C con agitacion constante. Se realizo una dilucion en una razén 1:50 en medio LB fresco
suplementado con Cm, y este cultivo se incub6 a 37 °C con agitacion constante hasta alcanzar
un valor de densidad 6ptica (DOeoo) ~ 0,5. Luego, se agregd al cultivo 0,5 mM de isopropil-
B-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG) y se incubd por 1, 2, 3,y 4 horas a 37 °C. Luego de esto,
las células se sedimentaron por centrifugacion a 7690 g por 7 minutos a 4 °C y se lavaron 2
veces con Tris-HCI 50 mM pH 8.5. El pellet de células se resuspendié en 1 mL de la misma
solucion de Tris-HCI, suplementado con 1 mM de inhibidor de proteasa fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) y las células se rompieron por sonicacion. Las muestras se
centrifugaron a 14000 g por 10 minutos y se descarté el pellet para obtener un extracto crudo.
Para la cuantificacion de proteinas desde el extracto obtenido se utilizd el método de
Bradford. Como controles, se realizd el mismo procedimiento sin la adicion de IPTG, y
también con la cepa E. coli AG1/pCA24N (WT) que porta el plasmido vacio. Para la
evaluacion de proteinas presentes en la fraccion insoluble, los restos celulares obtenido luego
de la sonicacion fueron resuspendidos en urea 8 M durante 1 hora a temperatura ambiente, y

se procedid de la misma forma anterior.

5.2. Biosintesis intracelular de QDs

5.2.1. Biosintesis de QDs de CdS y CdTe en fase estacionaria
Se realizd el protocolo de biosintesis intracelular de QDs previamente descrito (Monrés et

al., 2012). Una colonia de la cepa de E. coli AG1/pCA24NgshA fue cultivada toda la noche
en medio LB liquido, suplementado con 25 pg/mL de Cm a 37 °C con agitacién constante.
Se realizé una dilucion en una razén 1:50 en medio LB fresco suplementado con Cm, y este
cultivo se incubd a 37 °C con agitacion constante hasta alcanzar un valor de DOsgo ~ 0,5.
Luego, se agregé al cultivo 0,5 mM de IPTG y se incub0 por 4 horas a 37 °C. Para iniciar la

biosintesis, al cultivo se agregaron 10 pg/mL de CdCl; para la sintesis de QDs de CdS, o 10
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pg/mL de CdClz y 0,5 pg/mL de K>TeOs para la sintesis de QDs de CdTe. Los cultivos se
incubaron a 37 °C durante 18 horas con agitacién constante. Luego, las células se centrifugan
a 7690 g por 30 minutos a 4 °C y se lavaron con buffer fosfato de potasio 50 mM pH 7,4.
Los pellets fueron expuestos a luz UV (365 nm) para registro fotografico. Como controles,
se realiz6 el mismo procedimiento sin la adicion de metales (control negativo de biosintesis)
y con la cepa E. coli AG1/pCA24N (WT) que porta el plasmido vacio (control de efecto del
vector).

5.2.2. Biosintesis de QDs de CdS en fase exponencial
Una colonia de la cepa de E. coli BW25113 fue cultivada toda la noche en medio LB liquido

a 37 °C con agitacion constante. Se realiz6 una dilucion en razén 1:100 en medio minimo
M9-glucosa (composicion: 42,2 mM Na;HPO4, 22 mM KH2POy4, 8,56 mM NaCl, 18,7 mM
NH4Cl, 1 mM MgSOg4, 0,1 mM CaCl.y 0,2% glucosa) suplementado con 60 pg/mL de CdCl..
Este cultivo se incubd a 37 °C con agitacion constante durante distintos tiempos. Luego de
la incubacion, las células se centrifugaron a 7690 g por 30 minutos a 4 °C y se lavaron con
buffer fosfato de potasio 50 mM pH 7,4. Los pellets fueron expuestos a luz UV (365 nm)
para registro fotografico. Este mismo proceso fue realizado para las cepas de E. coli AminC
y AminCDE, generadas a partir de la cepa BW25113 por el método de Datsenko y Wanner
(Datsenko & Wanner, 2000). Como control negativo de biosintesis, se realizaron reacciones

sin la adicion de CdCl..

5.3. Purificacion de nanoparticulas y analisis de propiedades 6pticas
Pellets bacterianos obtenidos de 100 mL de cultivo, luego de condiciones de biosintesis

(descrito arriba), fueron suspendidos en 10 mL de NaOH 1M e incubados a 90° C durante 10
minutos. Se recuperaron los pellets por centrifugacion y se resuspendieron en 10 mL de Tris-
HCI pH 8 50 mM, con 1% de SDS, para luego ser tratados por sonicacién. Las muestras se
volvieron a centrifugar para remover los restos celulares. Se eliminaron los restos celulares
de los sobrenadantes por medio de filtros de membrana de tamafio de poro de 0,22 um. Las
nanoparticulas fueron concentradas en filtros Amicon® con tamafio de corte de 10 kDa hasta
obtener un volumen aproximado de 200 pL. Estas fracciones, altamente enriquecidas en

nanoparticulas, fueron caracterizadas usando un lector de microplacas Synergy H1 (BioTek
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Instrument Inc.). Los espectros de absorcion se registraron entre 300 y 700 nm, y los de

emisién de fluorescencia entre 390 y 700 nm, excitando a 360 nm.

5.4. Microscopia Optica y de fluorescencia
Para la visualizacion microscépica, se utiliz6 un microscopio de epifluorescencia MF606

(BW OPTICS). Los pellets bacterianos fueron resuspendidos en 200 pl de buffer fosfato de
potasio 50 mM pH 7,4. Luego, una alicuota de 5 pul fue montada en un portaobjetos y cubierta
con un cubreobjetos. Las muestras se observaron con objetivos 40X (NA: 0,65) y 100X (NA:
1,25). Para la visualizacion de emision de fluorescencia, se utilizo el filtro de excitacion “U”,
excitando con una longitud de onda entre 330-380 nm. Para el andlisis de iméagenes y

medicion de longitud celular se utilizé el programa Fiji-ImageJ (Schindelin et al., 2012).

5.5. Microscopia electronica de transmision (TEM)
Pellets celulares obtenidos luego de las distintas condiciones de biosintesis fueron fijados

con glutaraldehido 2,5%, tratadas con tetroxido de osmio 1% y luego infiltradas con resina
epoxica. Se obtuvieron microcortes por medio de ultramicrotomo y estos fueron montados
en una grilla comercial de cobre. Se obtuvieron micrografias utilizando un microscopio
electrénico Talos F200C G2.

5.6. Ensayo de difusion en placa
Las cepas de E. coli BW25113, AminC y AminCDE fueron cultivadas en medio LB liquido

a 37 °C con agitacién constante hasta alcanzar la fase exponencial de crecimiento (DOeoo ~
0,2). Estos cultivos fueron utilizados para sembrar sobre medio LB-agar. Luego, se colocaron
3 discos de papel filtro estériles sobre la placa. Sobre cada disco se colocé una gota de 10 pL
de una solucion 300 mM de CdCl», lo que equivale a 550 pg de la sal. Las placas se incubaron
a 37 °C toda la noche. Luego de la incubacién, las placas se fotografiaron en un
fotodocumentador Uvitec Cambridge Firereader Max, y se cuantificd el diametro de
inhibicidn de crecimiento con el programa Fiji-ImageJ para calcular el area de inhibicion del
crecimiento. El andlisis estadistico de dos grupos se realizo por t-test de dos colas,

considerando como significativo un valor p < 0,05.
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5.7. Cuantificacion de la concentracién minima inhibitoria (MIC)
Una colonia de las cepas de E. coli BW25113, AminC y AminCDE fueron cultivadas toda la

noche en medio LB liquido a 37 °C con agitacion constante. Los cultivos fueron diluidos en
una razon 1:1000 en medio LB liquido fresco suplementado con distintas concentraciones de
CdCly. Los cultivos se incubaron durante 48 horas a 37 °C con agitacion. El crecimiento se

evalud de forma visual, reportando crecimiento positivo o negativo.

5.8. Enriquecimiento de minicélulas
Para generar una fraccion enriquecida en minicélulas, se utilizo el método descrito por Lai et

al. (2004) y Jivrajani et al. (2013), con modificaciones. Pellets de las cepas AminC y
AmInCDE obtenidos después de realizar biosintesis en un volumen de 200 mL, fueron
resuspendidos en 40 mL de medio LB liquido. Las suspensiones se centrifugaron a 1000 g
por 10 minutos a 4 °C. El pellet obtenido corresponde a una fraccion enriquecida en células
bacilares, mientras que el sobrenadante se encuentra enriquecido en minicélulas. Para
incrementar la pureza de la fraccion de minicélulas el sobrenadante fue incubado a 37 °C con
agitacion constante durante 45 minutos. Luego, se agregaron 150 pg/mL de ampicilina y se
volvio a incubar durante 2 horas. Para eliminar los restos celulares, el cultivo se centrifug6 a
400 g durante 5 minutos a 4 °C. Finalmente, la fraccion fue centrifugada a 7690 g durante 30
minutos a 4 °C y las minicélulas se lavaron con buffer fosfato de potasio 50 mM pH 7,4. Para
incrementar la pureza de la fraccion de células bacilares el pellet enriquecido en células
bacilares se resuspendio en 40 ml de buffer fosfato de potasio 50 mM pH 7,4 y se centrifugd
a 1000 g por 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante fue descartado. Este proceso fue repetido
una segunda vez. El analisis de pureza y emisién de fluorescencia se realizé por microscopia,
segun lo descrito previamente. Para la cuantificacion de emisidn de fluorescencia relativa se
utiliz6 el programa Fiji-ImageJ. Se seleccionaron células/minicélulasy se calculé la densidad
total de pixeles, y se normalizé por el area de la célula respectiva. El analisis estadistico de
dos grupos se realizé por t-test de dos colas, considerando como significativo un valor p <
0,05. Para cuantificacion de cadmio por espectroscopia de absorcion atémica a la llama
(FAAS), las fracciones enriquecidas fueron liofilizadas, pesadas y luego digeridas en un
digestor de microondas. 0,05 gramos de cada muestra fueron traspasados a un vaso de teflon
en conjunto con 5 mL de &cido nitrico 60% y 4 mL de H>O>. Una vez terminado el programa,
las muestras fueron filtradas usando un filtro Whatmann N°42 y se aforaron a 25 mL con

30



agua destilada. Las muestras fueron cuantificadas usando un espectroscopio de absorcion
atomica Perkin Elmer 3110 midiendo absorcion a 228,8 nm, slit 0,7 nm. Los datos de
absorbancia se compararon con una curva de calibracion con un rango entre 0,028 y 2 mg/L,
elaborada usando el estandar de cadmio 1000 mg/l Cd Certipur®. Con el peso seco de la
muestra, se estimd la cantidad de células presentes considerando un peso aproximado de 0.4
pg para células bacilares y extrapolando a minicélulas segun su tamafio. Ademas, midiendo
un tamafio promedio de células y minicélulas, se calcul6 un volumen promedio para cada
tipo celular. La cantidad de cadmio obtenida por FAAS fue tabulada y normalizada por el

volumen de una célula.
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6. Resultados

6.1. Induccion y sobreexpresion de la proteina GshA
Como modelo de biosintesis intracelular de QDs en E. coli, se utilizé un sistema desarrollado

por nuestro grupo basado en el aumento de los niveles de GSH intracelular (Monras et al.,
2012). Este sistema involucra la cepa E. coli AG1/pCA24NgshA, la cual sobreexpresa la
proteina glutamato-cisteina ligasa (GshA), al inducir con IPTG. Esta proteina es la enzima
limitante en la via de biosintesis de glutation (GSH) y su sobreexpresidn permite un aumento
del contenido intracelular de GSH. Previamente, se evalud que la induccion durante 4 horas
genera una maxima expresion de la enzima, relacionada a un maximo nivel de GSH
intracelular (Monras et al., 2012). Para comprobar la expresion de la proteina en la cepa, se
realiz una cinética de induccion en presencia de 0,5 mM de IPTG y se analizo el perfil de
proteinas totales mediante SDS-PAGE. Después de la induccion con IPTG, se observa una
banda de aproximadamente 58 kDa, la cual corresponderia a la proteina GshA (Figura 5B).
Ademas, a medida que se extiende el tiempo de induccién con IPTG, se incrementa la
induccidn de la proteina, evidenciado por el aumento del tamafio de la banda correspondiente.
Al realizar el mismo ensayo en la cepa E. coli AG1/pCA24N, la cual presenta un vector
vacio, no se observa la aparicion de la banda correspondiente a la proteina (Figura 5A). Este
resultado indica que la cepa E. coli AG1/pCA24NgshA es capaz de sobreexpresar la proteina
GshA, lo que comprueba su validez para la biosintesis de QDs de CdS y CdTe.

A pCA24N B pCA24NgshA

58 kDa

Std S/ lh  2h 3h 4h Std S 1h 2h 3h 4h

Figura 5: Cinética de induccién de la proteina GshA. Andlisis de proteinas totales por SDS-PAGE de las
cepas las cepas de E. coli AG1/pCA24N (A), AG1/pCA24NgshA (B) después de la exposicion a IPTG (0,5
mM) por los tiempos indicados (S/1: Sin induccién). Los pesos de cada banda se indican en kilodalton (kDa).
La flecha negra indica la banda de ~58 kDa correspondiente a la proteina GshA. Std: Estandar de peso molecular
“Blue Prestained Protein Standard, Broad Range (11-250 kDa)”, New England BioLabs P7718S.
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6.2. Biosintesis intracelular de QDs de CdSy CdTe
Una vez comprobada la expresion de la proteina GshA se utiliz6 esta cepa para la biosintesis

de QDs de CdS y CdTe, de acuerdo con lo descrito en la seccion 5 de “Métodos”. Por las
propiedades de fluorescencia intrinsecas de estas nanoparticulas, la sintesis fue evaluada
exponiendo los pellets bacterianos post-biosintesis a luz UV (365 nm). Los pellets de la cepa
E. coli AG1/pCA24NgshA muestran emision de fluorescencia luego de ser tratados con
CdCl, 0 CdCl, y KoTeOz(Figura 6, fila superior). En comparacion, no se observa emision de
fluorescencia cuando no se adicionan precursores metalicos. Ademas, al exponer la cepa E.
coli AG1/pCA24N con el vector vacio a las mismas condiciones de biosintesis, no se observa
emisién de fluorescencia (Figura 6, fila inferior). Estos resultados indican que bajo estas
condiciones ocurre biosintesis de QDs de CdS y CdTe en la cepa E. coli AG1/pCA24NgshA,
la cual seria dependiente de la sobreexpresion de la proteina GshA y el subsecuente aumento

de la concentracion de GSH intracelular.

pCA24NgshA

pCA24N

S/M CdCh CdChL
KoTeOs

Figura 6: Biosintesis intracelular de QDs de CdS y CdTe en E. coli. Emision de fluorescencia de pellets de
las cepas de E. coli AG1/pCA24NgshA y la cepa control AG1/pCA24N luego de tratamiento con CdCl; o CdCl;
y K2TeOs durante 18 horas. Los pellets fueron expuestos a luz UV (365 nm) para evaluar la fluorescencia.

Para confirmar que la emision de fluorescencia corresponde a la sintesis de QDs, estas se

purificaron desde los pellets bacterianos y se caracteriz6 sus propiedades Opticas de absorcion
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y emision de fluorescencia mediante espectrofotometria UV-visible. Los espectros de
absorcion (Figura 7A) y emision de fluorescencia (Figura 7B) evidenciaron sefiales
caracteristicas de QDs de cadmio (Bao et al., 2010; Monras et al., 2012; Bruna et al., 2019).
El espectro de absorbancia muestra picos de absorcidn entre 300 y 400 nm. Los espectros de
emisién de fluorescencia muestran amplios rangos de emision, con picos entre 500 y 550 nm.

Estos resultados confirman que se estan sintetizando QDs basados en cadmio.

>
v

— cdal,
— CdCly+ K,TeOs

Absorbancia [U.A.]

T T T 1 T T T T 1
300 400 500 600 700 450 500 550 600 650 700
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Intensidad de fluorescencia [U.A.]
]

Figura 7: Propiedades 6pticas de QDs sintetizados en E. coli. Espectros de absorcién (A) y emision (B) de
fluorescencia de QDs purificados de CdS y CdTe biosintetizados por E. coli AG1/pCA24NgshA. Los espectros

de absorcion se registraron entre 300 y 700 nm, y los de emisién de fluorescencia entre 390 y 700 nm, excitando
a 360 nm.

6.3. Estudios morfoldgicos de E. coli en condiciones de biosintesis
Para determinar como la biosintesis de QDs de CdS y CdTe afectan la morfologia de E. coli,

células de la cepa E. coli AG1l/pCA24NgshA fueron analizadas por microscopia de
fluorescencia, excitando con luz UV (330-380 nm). Luego de la exposicién a metales se
observo que las celulas expuestas a CdCl> o CdCl./K.TeOs muestran emision de
fluorescencia (Figura 8B, 8C), lo que se relaciona con la emision de los pellets expuestos a
luz UV (Figura 6). La emision de fluorescencia de las células se solapa con las células en
campo claro, lo que sugiere que las nanoparticulas sintetizadas se encuentran en el espacio
citosolico o asociados a la membrana celular. En contraste, no se observa emision de
fluorescencia cuando las células se incuban sin precursores metélicos (Figura 8A). Al
exponer la cepa control AG1/pCAZ24N a las condiciones de biosintesis, se detectan escasas

células con emisién de fluorescencia de baja intensidad (Figura 8E, 8F). Esto indica que en
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las condiciones de biosintesis usadas, la sobreexpresion de la proteina GshA favorece la

biosintesis de QDs.

S/M

pCA24NgshA

pCA24N

Figura 8: Emision de fluorescencia de células individuales. Iméagenes representativas de microscopia ptica
(fila superior) y de fluorescencia (fila inferior) de las cepas de E. coli AG1/pCA24NgshA (A, By C) y la cepa
control AG1/pCA24N (D, E y F), luego del tratamiento con CdCl; (B y E), CdCl; y K,TeOs3 (C y F), o sin
tratamiento (A y D). Las imagenes fueron capturadas con un objetivo 40X (NA: 0,65). Las imagenes de
fluorescencia fueron capturadas con un filtro de excitacion UV (330-380 nm). Barra de escala = 10 pm.

Un analisis mediante microscopia de las células fue realizado para determinar la localizacion
de la emision de fluorescencia y la acumulacion de nanoparticulas. Se detectd la

fluorescencia desde células esféricas (Figura 9A, 9E), y un gran porcentaje de la poblacion
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celular presento acumulacion polar de fluorescencia (Figura 9B, 9C, 9F, 9G), tanto en uno,
como en ambos polos. Ademas, se detectd que en células filamentosas existe una distribucién
aleatoria de la emision de fluorescencia a lo largo de la célula (Figura 9D, 9H). Parte de estos
elementos habian sido descritos previamente para este sistema de biosintesis (Monras et al.,
2012). En este caso, se puede sugerir que las células esféricas con emision de fluorescencia
son derivadas de células bacilares, lo que indica que su generacién es dependiente de la
division celular o de fragmentacion. En este sentido, es posible que la acumulacion polar
vista en la mayoria de las células corresponda a un “intermediario” de este proceso.
Interesantemente, los fenotipos de emision de fluorescencia se repiten entre la sintesis de
nanoparticulas de CdS y CdTe, lo que indica que este fendmeno ocurre de forma general para
este sistema de biosintesis.

Células
esféricas

LocalizaCién 3 nm 3 num
polar

3 um

Distribucion
en células
filamentosas

3 pum

Figura 9: Andlisis de patrones de emision de fluorescencia en la cepa AG1/pCA24NgshA. Regiones de
interés representativas de células de la cepa AG1/pCA24NgshA luego de condiciones de biosintesis. Las flechas
rojas indican zonas de acumulacion de la emision de fluorescencia. Las imagenes fueron capturadas con un
objetivo 40X (NA: 0,65). Las imagenes de fluorescencia fueron capturadas con un filtro de excitacion UV (330-
380 nm).
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A pesar de que elementos como la filamentacion ya han sido descritos como un efecto
derivado de la exposicion a cadmio en E. coli (Hossain et al., 2012), la aparicion de
minicélulas no es un elemento descrito a la fecha. Para analizar la variacion de tamafio celular
generado por las condiciones de biosintesis, evaluamos a nivel de poblacion general la
distribucion de tamarios de células luego de biosintesis de QDs. Para esto, se cuantifico la
longitud de células luego de la exposicion a las condiciones de biosintesis. La cepa
AG1/pCA24NgshA luego de la biosintesis con CdCly, presenta un aumento del nimero de
células en el rango de tamafio entre 0,5y 1 um de longitud respecto al control sin precursores
metalicos (comparar figuras 10A y 10B), rango de tamafio caracteristico de minicélulas (Burt
et al., 2020). Especificamente, cuando la reaccion se lleva a cabo sin precursores metalicos,
la poblacion de este rango de células corresponde a un 1.1%, mientras que en una reaccion
llevada a cabo en presencia de CdClz incrementa a un 5.2% (Tabla 1). Esto sugiere que la
biosintesis de QDs de CdS en este sistema se relaciona a la formacion de minicélulas.
Curiosamente, este aumento no se observa cuando la reaccion es llevada a cabo en presencia
de CdCl, y KoTeOz(Figura 10C), a pesar de que si se pueden detectar células esféricas con
emisién de fluorescencia en la condicion (Figura 9E). Es posible que la adicion de Ko TeOs a
la reaccion induzca un dafio mayor a la célula, con lo que se esté inhibiendo la formacion de
minicélulas, las cuales requieren un proceso de division activa para formarse (Rang et al.,
2018). Ademas, tampoco se observa aumento en la proporcién de células entre 0,5y 1 um
de longitud cuando se utiliza la cepa control AG1/pCA24N (Figura 10E, 10F; Tabla 1). Esto
sugiere que la formacion de minicélulas es dependiente de la biosintesis de QDs o de la
expresion de la proteina GshA.
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Figura 10: Distribucién de tamafio celular bajo condiciones de biosintesis. Histogramas de tamafio celular
de las cepas AG1/pCA24NgshA (A, By C) y AG1/pCA24N luego de tratamiento con CdCl; (By E), CdCl. y
K;TeOs (C y F) o sin tratamiento (S/M, A y D). Las flechas indican la poblacion celular de rango 0,5-1 pm.
Numero de células: A =841; B =888; C =941; D =1062; E = 1021; F = 984.

Tabla 1: Porcentaje de estructuras celulares de tamafio 0,5-1,0 um

Cepa de E. coli AG1 Sin metal CdCl: CdClL + K2 TeOs
pCA24NgshA 1,1 52 0,8
pCA24N 0,7 0,5 1,9

Los resultados se expresan como el porcentaje de la poblacién celular de rango 0,5-1,0 um (indicada por flechas
en la figura 10).

6.4. Estudios morfologicos por microscopia electronica de transmision (TEM)
Para continuar el analisis de la morfologia de las células después de las condiciones de

biosintesis, asi como también evaluar la localizacion de las nanoparticulas biosintetizadas,
células de las distintas condiciones fueron estudiadas por medio de microscopia electronica
de transmision (TEM). Las micrografias de la cepa AG1/pCA24NgshA luego de las
condiciones de biosintensis muestran células bacilares con cuerpos electrondensos de entre

0,2 a 0,5 um de tamafio, que se ubican en los polos de las células o a lo largo de células
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filamentosas (Figura 11B, 11C). Este resultado se relaciona con la emision de fluorescencia
vista previamente por microscopia de fluorescencia (Figura 9). Interesantemente, estos
cuerpos electrondensos también se observan en células no expuestas a metales, pero en un
menor numero de células y con menor tamafio (Figura 10A) Considerando su forma,
ubicacion, y la sobreexpresion de la proteina GshA por la adicion de IPTG, es posible que
estas estructuras electrondensas correspondan a cuerpos de inclusion, y que, bajo la
exposicion a precursores metalicos, las nanoparticulas sintetizadas se asocien a estos. En
contraste, en la cepa control AG1/pCA24N, las células muestran puntos electrondensos con
mayor dispersion (Anexo 1), lo que sugiere que los precursores metalicos ingresan a la célula

y no se ven organizados en cuerpos de inclusion.

CdCl2 CdCl2 + K2TeOs
"%
” g s ’1.9.‘ﬂ)‘\9

Figura 11: Morfologia celular en condiciones de biosintesis. Micrografias obtenidas por TEM de la cepa
AG1/pCA24NgshA luego de condiciones de biosintesis con exposicion a CdCl; (B), CdCl, y K.TeOs (C) o sin
tratamiento (A).

Se cuantifico el nimero de células con estos cuerpos electrondensos de la cepa
AG1/pCA24NgshA, y también de la cepa AG1/pCA24N. Efectivamente, no solo existe un
aumento del porcentaje promedio de células en la cepa AG1/pCA24NgshA en comparacion
al control, sino que ademas existe un aumento frente a la exposicién a los precursores
metalicos. Es sabido que la exposicién a metales como cadmio y teluro induce el mal
plegamiento de proteinas en E. coli (Helbig et al., 2008; Sharma et al., 2008), por lo que este
resultado sugiere que estos cuerpos electrondensos corresponden a cuerpos de inclusion, los

cuales podrian estar asociados a las nanoparticulas sintetizadas.
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Tabla 2: Recuento de cuerpos electrondensos generados en condiciones de biosintesis

Sin metal 16,3+0,9 10,4+2,9
CdCl: 25,4+2.1 17,0+3,4
CdClz + K2TeOs 27,8 +9,1 20,6 + 6,3

Para la cuantificacion se analizo tres micrografias obtenidas por TEM a una magnificacion de 4300X de cada
tratamiento. Los resultados se expresan como porcentaje promedio + SD.

Para corroborar que la expresion de la proteina GshA tiene efecto en la agregacion de
proteinas y la subsecuente formacidn de cuerpos de inclusion, se analizé la fraccion insoluble
de proteinas luego de la induccion con IPTG en la cepa AG1/pCA24NgshA por medio de
SDS-PAGE (Dubey et al., 1992). Luego del tratamiento con IPTG en la cepa
AG1/pCA24NgshA, se observa la induccion de la proteina GshA, dado el aumento de tamafio
de la banda respectiva de ~58 kDa. Una banda de peso similar se observa en la fraccién
insoluble obtenida luego del tratamiento con IPTG (Figura 12). Esto sugiere que parte de la
proteina GshA se esta agregando bajo las condiciones de induccién. Este fendmeno no se
observa cuando la cepa no es tratada con IPTG o en la cepa control pCA24N. Este resultado,
en conjunto a las observaciones por TEM (Figura 11; Tabla 2), sugieren que la
sobreexpresion de la proteina GshA induce la formacidn de cuerpos de inclusion en E. coli,

los cudles estarian asociados a los QDs biosintetizados.
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Figura 12: Formacion de agregados en la cepa AGL/pCA24NgshA. Anélisis por SDS-PAGE de fracciones
de proteinas solubles (S) e insolubles (1) de las cepas de E. coli AG1/pCA24NgshA y la cepa control pCA24N
luego de tratamiento con IPTG (IPTG) o sin induccion (S/1). Los pesos de cada banda se indican en kDa. El
recuadro rojo indica las bandas de ~58 kDa correspondientes a la proteina GshA. Std: Estdndar de peso
molecular “Blue Prestained Protein Standard, Broad Range (11-250 kDa)”, New England BioLabs P7718S.

El analisis de las células en condiciones de biosintesis revelé acumulacion de cuerpos
electrondensos en patrones que se relacionan con la division celular, asi también con los
patrones de emision de fluorescencia descritos previamente (Figura 9): Se observa la
acumulacion polar de material electrondenso en uno (Figura 13C) o ambos (Figura 13A)
polos de la célula. Esto se relaciona directamente con lo observado por microscopia de
fluorescencia, donde la mayor parte de las células muestra acumulacion polar de
fluorescencia (Figura 9B, 9C, 9F, 9G). A su vez, esto sugiere que las nanoparticulas
sintetizadas estarian asociadas a los cuerpos electrondensos que podrian corresponder a
cumulos de proteinas mal plegadas. Se detect6 también la presencia de células en divisién
gue acumulan las nanoparticulas sintetizadas en una de las células hijas (Figura 13B). Esto

sugiere que una de las razones de la existencia de distintos patrones de emision de
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fluorescencia va de la mano a la segregacion de los QDs sintetizados en células hijas.
Finalmente, se detectaron células filamentosas con una alta densidad de cuerpos
electrondensos (Figura 13D), un patrén que también se puede relacionar a lo observado por
microscopia de fluorescencia (Figura 9D, 9H). Es posible que la filamentacion se dé como
una respuesta de tolerancia al metal, segun sugieren reportes previos (Hossain et al., 2012).
En conjunto, estos resultados indican que los patrones de acumulacion de QDs en este sistema
de biosintesis se asocian a la division de la célula.

ot

Figura 13: Patrones de acumulacion de material electrondenso relacionados a la division celular.
Regiones de interés de micrografias obtenidas por TEM, correspondientes a células de la
cepa AG1/pCA24NgshA luego de condiciones de biosintesis con exposicion a CdCl; (A, B) o CdClyy K;TeOs
(C, D).

Ademas de los patrones relacionados a la division celular, se detect6 el fenotipo clésico de
formacion de minicélulas en las dos condiciones de biosintesis utilizadas. Este fenotipo
corresponde a la formacion polar de células esféricas (Figura 14A, 14D). En nuestro caso,
las células presentan un diametro de aproximadamente 0,5 um, lo que corresponde al tamafio
reportado para minicélulas (Burt et al., 2020). Ademas, se observa la segregacién del ADN
cromosomal a la célula madre y no en la célula esférica, un elemento importante en la

descripcion de minicélulas (Adler et al., 1967). Interesantemente, estas estructuras
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encapsulan los cuerpos electrondensos generados en condiciones de biosintesis (Figura 14B,
14E). Al analizar estos cuerpos, se observa la presencia de puntos electrondensos de menor
tamafio en su interior. Estos puntos presentan un tamafio predominante entre 5 a 10 nm
(Figura 14C, 14F), lo que indica que corresponden a QDs. Esto se relaciona a los resultados
anteriores donde se observo la presencia de células esféricas con emision de fluorescencia
(Figura 9A, 9B) y un aumento del porcentaje de células con tamafio correspondiente a
minicélulas (Figura 10; Tabla 1). El conjunto de estos resultados sugiere que, frente a la
biosintesis de QDs de CdS y CdTe en el sistema basado en la cepa AG1/pCA24NgshA, se
forman minicélulas como un sistema de encapsulacion de las nanoparticulas sintetizadas.
Analizamos puntos electrondensos dentro de los cuerpos de inclusion en la condicién sin
precursores metalicos, y estos muestran un tamafio superior a 20 nm (Anexo 2), lo que sugiere

que podrian corresponder a arreglos de proteinas dentro del cuerpo de inclusion.
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Figura 14: Formacion de minicélulas en la cepa AG1/pCA24NgshA. Regiones de interés de micrografias
obtenidas por TEM correspondientes a células de la cepa AG1/pCA24NgshA luego de condiciones de
biosintesis con exposicion a CdCl, (A, B) o CdCI2/K2TeO3 (D, E). (C) Histograma de tamafio de puntos
electrondensos presentes en (B). (F) Histograma de tamafio de puntos electrondensos presentes en (E).

6.5. Tolerancia a cadmio en cepas mutantes del sistema Min
Debido a los resultados obtenidos que indican que la exposicién a condiciones de biosintesis

genera la formaciéon de minicélulas en E. coli, decidimos estudiar cepas de E. coli con
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mutaciones en el sistema de division Min, las cuales inducen la produccidn constitutiva de
minicélulas. Particularmente, seleccionamos las mutaciones en los genes minC y minCDE,
este Gltimo correspondiente al operén completo. Anteriormente, se ha descrito como cepas
con delecion en minC presentan tolerancia a estresores e inhibidores de crecimiento (Adler
et al., 1967; Rang et al., 2018). Por su parte, cepas con delecion en el operon minCDE han
sido ampliamente usadas como fuente de minicélulas para estudios morfologicos o de entrega
de drogas (Burt et al., 2020; Ni et al., 2021), entre otros. Estas deleciones fueron realizadas
en la cepa parental E. coli BW25113 por el método de Datsenko y Wanner (Datsenko &
Wanner, 2000). Para determinar que las cepas obtenidas presentan el fenotipo de formacién
de minicélulas, la morfologia de las distintas cepas fue observada y comparada por
microscopia oOptica. La cepa BW25113 muestra una morfologia bacilar, caracteristica de E.
coli (Figura 15A). Las células muestran un tamafo uniforme, con células de
aproximadamente 2 pm de longitud. En contraste, tanto la cepa AminC como AminCDE
presentan células altamente filamentosas, sin un tamafio definido. Ademas, se observan
multiples cuerpos esféricos por campo, correspondientes a minicélulas (Figura 15B, 15C;
flechas negras). Estas minicélulas se pueden observar de forma independiente, o asociadas a
los polos de células bacilares. Esta morfologia indica que las deleciones realizadas a los genes

del sistema Min inducen la formacién constitutiva de minicélulas.

%
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Figura 15: Morfologia de cepas mutantes del sistema Min. Imagenes de microscopia optica de cultivos de
las cepas de E. coli BW25113 (A), AminC (B) y AminCDE (C) luego de crecimiento toda la noche. Las flechas
negras muestran minicélulas en el campo. Las imagenes fueron capturadas con un objetivo 100X (NA: 1,25).
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Como menciono anteriormente, la produccién de minicélulas se ha relacionado con
tolerancia al estrés celular e inhibidores de crecimiento. No obstante, a la fecha no se ha
reportado este fendmeno frente a metales pesados. Considerando que el compuesto CdCl es
usado para la biosintesis de QDs de CdS, quisimos evaluar la tolerancia de las cepas mutantes
aesta sal. Paraello, se realizé un ensayo de difusion en placa en medio LB agar, cuantificando
el &rea de inhibicion de crecimiento luego de incubacion a 37° C. Ambas cepas mutantes
presentan areas de inhibicion significativamente mayores que la cepa BW25113 (Figura 16).
Esto es indicativo de una menor tolerancia al metal. Para confirmar que este resultado fuese
consecuencia de la tolerancia de las cepas al metal y no por el crecimiento mas lento
entregado por las mutaciones al sistema Min (Rang et al., 2018), se cuantificd la
concentracion minima inhibitoria (MIC) de las tres cepas en medio LB, con crecimiento a
37° C. Concordante con los resultados obtenidos por el ensayo de difusion en placa, se
determind que ambas cepas mutantes presentan valores menores de MIC en comparacion a
la cepa BW25113, con la cepa AmMINCDE presentando un valor levemente menor a AminC
(Tabla 3). Este resultado es interesante, considerando los reportes anteriores.
Particularmente, el trabajo de Rang et al. (2018), reportdé una mayor tolerancia de la cepa
AmiInC a concentraciones subletales de estreptomicina, por medio de la eliminacién de
cuerpos de inclusién en minicélulas. A pesar de que la exposicién a cadmio también genera
agregados de proteinas en E. coli, sus efectos deletéreos en la célula son mas amplios,
mediados principalmente por su union atioles celulares (Helbig et al., 2008), lo que se asocia
también a problemas de division y filamentacion celular (Hossain et al., 2012), mal
plegamiento de proteinas (Sharma et al., 2008) y una disminucion general de la expresion de
proteinas junto a la generacion de superoxido (Thomas et al., 2018) por lo que no es

sorpresivo que las cepas mutantes del sistema Min sean mas sensibles a la sal de cadmio.
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Figura 16: Ensayo de difusion en placa de CdCl.. Areas de inhibicion de crecimiento de las cepas de E. coli
BW25113 (A), AminC (B) y AminCDE (C) en presencia de CdCl,. Se sembraron céspedes de cada cepa en
medio LB-agar. Luego, se colocaron discos de papel filtro cargados con 550 pug de CdCl; y se incubaron a 37°
C toda la noche. (D) Cuantificacion del area de inhibicion. *p < 0,05.

Tabla 3: Concentracién minima inhibitoria de CdCl:

Cepa de E. coli MIC de CdCl2 (pg/ml)
BW25113 260
AminC 220
AminCDE 200
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6.6. Biosintesis intracelular de QDs de CdS en cepas mutantes del sistema Min
Se evaluo si las cepas mutantes son capaces de realizar biosintesis de QDs de CdS. Para esto,

se utiliz6 un protocolo de biosintesis intracelular previamente descrito (Venegas et al., 2017),
usando medio M9-glucosa e incubando a 37° C durante 14 horas. Esta reaccion se realiz
con dos concentraciones reportadas para la sintesis de QDs: 10 pug/ml de CdCl, (Monrés et
al., 2012; Gallardo et al., 2014) y 60 pg/ml (Venegas et al., 2017). Después de la incubacion,
pellets bacterianos de las cepas AminC, AmIinCDE vy la cepa control BW25113 fueron
expuestos a luz UV para evaluar la sintesis de QDs. Con la exposicion a 60 pg/ml, las tres
cepas presentaron emision de fluorescencia, lo que indica que todas sintetizan QDs bajo estas
condiciones (Figura 17). Curiosamente, cuando la reaccion fue llevada a cabo con 10 pg/mi

de CdCly, solo las cepas mutantes mostraron una leve emision de fluorescencia.

BW25113

AminC

AminCDE

10 ug/ml 60 pg/ml
CdCl CdCl.

S/M

Figura 17: Biosintesis intracelular en cepas mutantes del sistema Min. Emisién de fluorescencia de pellets
de las cepas de E. coli BW25113 y las cepas mutantes AminC y AminCDE, expuestas a condiciones de
biosintesis de QDs y luego a luz UV (365 nm) para evaluar fluorescencia. S/M: sin metal.
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6.7. Analisis morfolégico de cepas mutantes del sistema Min en condiciones de
biosintesis
Para comprobar el estado morfoldgico y el comportamiento de emision de fluorescencia de

las tres cepas bajo condiciones de biosintesis, se analizaron células en condiciones de
biosintesis mediante microscopia de fluorescencia. La emision de fluorescencia de la cepa
BW25113 desde células individuales es limitada (Figura 18A), y se concentra en
conglomerados de células (Figura 18B). En contraste, en las cepas mutantes se observa la
emisién de fluorescencia desde células bacilares individuales (Figura 18C, 18D). Ademas,
en las cepas mutantes se observa la emision de fluorescencia desde minicélulas (Figura 19).
Esto indica que parte de los QDs biosintetizados en las células son cargados en las
minicélulas producidas por la cepa. Mas aun, considerando la intensidad de la emision de
fluorescencia, se puede especular una alta cantidad de QDs presente en el volumen

relativamente pequefio de las minicélulas.

BW25113

15 pm L 15 pm

Figura 18: Emisién de fluorescencia intracelular en mutantes del sistema Min. Imagenes representativas
de microscopia Optica (fila superior) y de fluorescencia (fila inferior) de las cepas BW25113 (A, B), AminC (C)
y AminCDE (D) luego de la exposicion a condiciones de biosintesis durante 14 horas. Las imégenes de
fluorescencia fueron obtenidas con un filtro de excitacion de 330-380 nm. Las imagenes fueron capturadas con
un objetivo 40X (NA: 0,65).
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Figura 19: Emisién de fluorescencia desde minicélulas. Imagenes representativas de microscopia éptica
(columna izquierda) y de fluorescencia (columna derecha) de las cepas AminC y AminCDE luego de la
exposicion a condiciones de biosintesis durante 14 horas. Las iméagenes de fluorescencia fueron obtenidas con
un filtro de excitacién de 330-380 nm. Las flechas rojas indican minicélulas con emisién de fluorescencia. Las
imagenes fueron capturadas con un objetivo 100X (NA: 1,25).

6.8. Cinética de biosintesis en cepas mutantes del sistema Min
Los resultados previos sugieren que el mecanismo de biosintesis ocurre de manera distinta

en las cepas AminC y AminCDE, en comparacion a la cepa BW25113. Para determinar como
estos cambios afectan a las nanoparticulas sintetizadas en el tiempo, se realiz6 una cinética
de biosintesis analizando los cambios en la emision de fluorescencia en un rango de tiempo
de 2 a 24 horas (Figura 20A). En la cepa BW25113, se observa el inicio de la biosintesis a
las 6 horas de reaccion, iniciando con emision de fluorescencia de color verde, cambiando a
amarillo y anaranjado a las 8 y 10 horas, respectivamente. Luego, cambia a color rojo a las
14 horas y finalmente un apagamiento de la fluorescencia a partir de las 16 horas. Estos
cambios en la coloracion de la emision de fluorescencia son indicativos del crecimiento de
las nanoparticulas biosintetizadas y del rompimiento del efecto de confinamiento cuéantico
alrededor de las 16 horas (Yang et al., 2015; Marusak et al., 2016; Rios-Silva et al., 2022).
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En las cepas mutantes se observa un inicio de la biosintesis mas tardio, iniciando a las 8
horas. A pesar de que también se observa el cambio de coloracion indicativo del crecimiento
de las nanoparticulas, con el paso de verde a amarillo y luego a anaranjado, la coloracién se
mantiene a partir de las 14 horas, con QDs que mantienen su emision de fluorescencia y
coloracion incluso hasta las 24 horas de incubacion. Ademaés de la coloracion, se evalué como
cambia la intensidad de fluorescencia en las 3 cepas (Figura 20B), lo que fue evaluado como
la intensidad de pixeles de los pellets, normalizado por el peso hiumedo de células. Este
analisis indica que la cepa BW25113 alcanza un pico de intensidad a las 6 horas, para luego
disminuir hasta las 24 horas de reaccion. En contraste, en las cepas mutantes se alcanza el
pico de intensidad entre 8 y 10 horas de incubacion, para luego estabilizarse hasta las 24
horas. Estos resultados sugieren que en las cepas mutantes las nanoparticulas sintetizadas
presentan un menor tamafio en comparacion a las nanoparticulas sintetizadas en la cepa
BW25113. Ademas, se puede proponer que las nanoparticulas se “estabilizan” al ser
sintetizadas en estas cepas, y no rompen el efecto de confinamiento cuéntico incluso luego
de 24 horas de incubacion. Para comprobar que los QDs biosintetizados en las cepas mutantes
presentan propiedades Opticas indicativas de un menor tamafio, se purificaron las
nanoparticulas a partir de pellets obtenidos tras 10 horas de incubacion y se analizaron sus
espectros de absorcion y emision de fluorescencia. A pesar de que todos los espectros de
absorbancia muestran un pico caracteristico por sobre los 400 nm (Figura 21A), lo que indica
que son QDs de caracteristicas similares, los picos de emision de fluorescencia indican una
diferencia en tamafio con la cepa BW25113 mostrando un pico por sobre los 650 nm (Figura
21B), mientras que las cepas mutantes muestran un pico entre los 550 y 650 nm, sugiriendo

una diferencia en el tamafio de las nanoparticulas.
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Figura 20: Cinética de biosintesis de QDs de CdS en cepas de E. coli. (A) Emision de fluorescencia de
pellets de las cepas BW25113, AminC y AminCDE luego de exposicion a condiciones de biosintesis durante
las horas indicadas. Los pellets fueron irradiados con luz UV (365 nm) para la deteccion de la emision de
fluorescencia. (B) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia relativa de pellets, expresada como la
intensidad de pixeles, normalizado por el peso himedo (mg) del pellet.
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Figura 21: Propiedades Opticas de QDs biosintetizados por cepas mutantes del sistema Min. Espectros de
absorcion (A) y emision (B) de fluorescencia de QDs purificados de CdS, biosintetizados por las cepas de E.
coli BW25113, AminC y AminCDE tras 10 horas de incubacion. Se indica en el gréafico los picos de cada
espectro respectivo. Los espectros de absorcidn se registraron entre 300 y 700 nm, y los de emision de
fluorescencia entre 390 y 700 nm, excitando a 360 nm.

51



6.9. Analisis de localizacion de nanoparticulas por TEM
Como una forma de extender nuestro entendimiento del mecanismo de biosintesis de QDs de

CdS en las cepas mutantes del sistema Min, se realizé un analisis por TEM de células de las
cepas BW25113, AminC y AminCDE luego de la exposicién a condiciones de biosintesis
durante 10 horas. Las micrografias de TEM revelaron que la cepa BW25113 presenta
material electrondenso, correspondiente a las nanoestructuras biosintetizadas, asociado a la
membrana interna y al espacio periplasmico, asi como ubicado por fuera de la membrana
externa (Figura 22A). Se observan corpusculos electrondensos compuestos de cumulos de
cristales individuales (Anexo 3). Estos corpusculos se organizan ampliamente por fuera de
la membrana externa, generando una matriz que encapsula los QDs sintetizados. Esta forma
de organizaciéon explicaria el comportamiento de emisién de fluorescencia observado
previamente, donde la emision de fluorescencia se concentra en cimulos de células o zonas
de interaccion entre células (Figura 18A, 18B). En contraste, las cepas mutantes muestran
una distribucién mas dispersa de puntos electrondensos, de menor tamarfio a los presentados
en la cepa BW25113 (Figura 22B, 22C), que podria relacionarse con la diferencia de emisién
de fluorescencia (Figura 20). Estos puntos, correspondientes a los QDs, se ubican a lo largo
de la célula, predominantemente asociado a la membrana interna, y no forman una matriz por
fuera de la membrana externa, lo que explicaria la emisién de fluorescencia directamente
desde células individuales (Figura 18C, 18D). Finalmente, se observa la presencia de material
nanoparticulado electrondenso en minicélulas (Figura 22D). Se observa que este material se
acumula por la zona que corresponde al polo de la célula bacilar previo a la generacion de la
minicélula, lo que sugiere que las nanoparticulas que son cargadas dentro de minicélulas

provienen del polo de la célula.
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Figura 22: Localizacion de QDs de CdS en cepas mutantes del sistema Min. Micrografias obtenidas por
TEM de las cepas de E. coli BW25113 (A), AminC (B) y AminCDE (C) luego de condiciones de biosintesis
durante 10 horas. (D) Zoom digital de (B) y (C), mostrando minicélulas en formacion por las cepas AminC y
AminCDE.

6.10. Estudios comparativos de minicélulas y células bacilares
Los resultados obtenidos indican que las minicélulas generadas en las cepas mutantes son

cargadas con QDs al realizar biosintesis. Como tal, se caracterizé la capacidad de
acumulacién de QDs de las minicélulas. Se prepararon fracciones enriquecidas en
minicélulas y células bacilares de las mutantes AminC y AminCDE luego de 10 horas de
biosintesis, utilizando un método combinado de centrifugacién diferencial y tratamiento con
ampicilina (Lai et al., 2004; Jivrajani et al., 2013). Las distintas fracciones fueron
centrifugadas y se analizd su emisién de fluorescencia por exposicién a luz UV (365 nm). Se
observa la emisién de fluorescencia desde ambas fracciones (Figura 23), lo que indica que

los QDs mantienen su emisidn incluso posterior al proceso de separacion.
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Figura 23: Enriguecimiento de minicélulas y células bacilares. Emision de fluorescencia de pellets de las
cepas AminC y AminCDE luego de biosintesis intracelular de QDs y enriquecimiento diferencial de minicélulas
y células bacilares. Los pellets fueron expuestos a luz UV (365 nm) para la deteccion de fluorescencia.

Luego, ambas fracciones se analizaron por microscopia de fluorescencia. Se observa en el
campo claro que las fracciones de minicélulas y de células bacilares de ambas cepas se
encuentran altamente enriquecidas en el tipo celular respectivo (Figura 24, fila superior). Un
elemento importante se puede notar cuando las fracciones se observan luego de excitacion
con luz UV (330-380 nm). A pesar de que se observa emision de fluorescencia tanto de
minicélulas como de células bacilares, existe una alta emision desde minicélulas,
considerando su volumen reducido (Figura 24, fila inferior). Esta observacion puede
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relacionarse a las micrografias obtenidas por TEM, que evidencian una distribucion de
nanoparticulas a lo largo de células bacilares, con una presencia mas densa de nanoparticulas

en minicélulas, provenientes del polo de la célula.

AminC AminCDE

Células L Células
bacilares Minicélulas bacilares

Figura 24: Andlisis de pureza luego de enriquecimiento diferencial. Imégenes representativas de
microscopia optica (fila superior) y de fluorescencia (fila inferior) de fracciones enriquecidas en minicélulas y
células bacilares de las cepas AminC y AminCDE. Las imagenes de fluorescencia fueron obtenidas con un filtro
de excitacion de 330-380 nm. Las imagenes fueron capturadas con un objetivo 100X (NA: 1,25).

Minicélulas

Para evidenciar la diferencia de la cantidad de QDs fluorescentes relacionado al tamafio de
minicélulas y células bacilares, se cuantifico la intensidad relativa de emision de
fluorescencia de células y minicélulas y se normalizé por el area de la célula respectiva, por
medio del software Fiji-ImageJ. En ambas cepas AminC y AminCDE, existe una mayor
emisién de fluorescencia relativa en minicélulas en comparacion a las células bacilares
(Figura 25). Esto sugiere que las minicélulas generadas acumulan QDs bajo condiciones de
biosintesis, con lo que probablemente contribuya a mantener el fitness de las células
bacilares. La presencia de cadmio en minicélulas fue verificada por FAAS, donde se estimd

que las minicélulas acumulan méas cadmio por volumen que las células bacilares (Anexo 4).
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Figura 25: Comparacion de emisién de fluorescencia de minicélulas y células bacilares. Cuantificacion de
la intensidad de fluorescencia relativa de minicélulas y bacilos de las cepas AminC (A) y AminCDE (B). *p <
0,05.

El resumen, el conjunto de resultados obtenidos sugieren que la biosintesis de QDs de cadmio
se relaciona con la produccion de minicélulas en E. coli. Las nanoparticulas sintetizadas se
acumulan en los polos de la célula y son encapsuladas en minicélulas para su eliminacién de
la célula bacilar. Esto también se observa en cepas productoras constitutivas de minicélulas,
donde los QDs se acumulan en las minicélulas generadas y podrian ayudar a eliminar el metal

de la célula.
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7. Discusion
En el presente trabajo, se relacion6 por primera vez la biosintesis de QDs en E. coli con la

produccion de minicélulas. En el modelo de biosintesis de la cepa AG1/pCA24NgshA, se
evidencio la presencia de células esféricas con emision de fluorescencia junto a un aumento
de la poblacion celular de tamafio de 0,5-1,0 um. Se confirmd el fenotipo de formacion de
minicélulas por medio de TEM, evidenciando la formacion de protuberancias polares que no
contienen ADN y que contienen material nanoparticulado electrondenso. Por su parte, al
realizar biosintesis en cepas mutantes del sistema Min, se observa la acumulacion de
nanoparticulas fluorescentes en las minicélulas generadas, a pesar de presentar una menor

tolerancia a cadmio como cepa.

7.1. Cambios morfoldgicos de la cepa AG1/pCA24NgshA en condiciones de biosintesis
Para entender cuales serian las moléculas involucradas en la sintesis de QDs, previamente,

nuestro grupo desarroll6 un sistema de biosintesis intracelular basado en la cepa de E. coli
AG1/pCA24NgshA (Monrés et al., 2012). Este sistema permite la biosintesis de QDs de CdS
y CdTe por medio de una mayor concentracion intracelular de GSH. Morfoldgicamente, la
emisién de fluorescencia se observaba concentrada en estructuras polares, presentes por
dentro de la célula o asociadas directamente a los polos. Este antecedente dio indicios de que
en este sistema la biosintesis de QDs se encontraba mediada por fragmentacion de la célula

o la formacion de minicélulas.

A la fecha, no se ha descrito directamente la formacion de minicélulas en bacterias
relacionando la exposicion a metales o la biosintesis de nanoparticulas metélicas. No
obstante, se han descrito ejemplos de regulacion génica relacionada a la divisién celular y a
proteinas del sistema Min. En Actinobacillus actinomycetemcomitans, por ejemplo, se ha
descrito la regulacion transcripcional del gen minC por medio de la proteina Fur, donde se
reduce su expresion en presencia de hierro (Haraszthy et al., 2006). En la misma linea, en
Neisseria gonorrhoeae, la expresion del gen minD es regulada por la proteina OxyR, y
células deficientes de OxyR sufren divisiones en zonas distintas al punto medio de la célula
(Parti et al., 2013). Finalmente, en E. coli se ha reportado la disminucion de la expresion de
la proteina FtsZ frente a la exposicion prolongada a concentraciones subletales de cadmio, lo
que lleva a la formacion de células filamentosas (Hossain et al., 2012). Estos antecedentes
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dieron paso a la idea de que las condiciones de reaccion requeridas para la biosintesis de QDs
de CdS y CdTe en la cepa AG1/pCA24NgshA podrian promover un fenotipo minicell-like
por medio de elementos como filamentacion y division aberrante, estrés por proteinas mal

plegadas o estrés oxidativo.

Se realiz6 biosintesis en la cepa AG1/pCA24NgshA por medio de la exposicion a CdCl2 o
CdClI2/K.TeOs (Figura 6). Las nanoparticulas sintetizadas fueron purificadas y se analizaron
sus propiedades de absorcion y emision de fluorescencia. Los espectros obtenidos indican
propiedades caracteristicas de los QDs basados en cadmio (Monras et al., 2012; Venegas et
al., 2017; Moradi Alband et al., 2019), con picos de absorbancia bajo los 400 nm (Figura 7A)
y espectros de emision amplios con picos entre 500 y 550 nm (Figura 7B). Al analizar
morfolégicamente las células de este sistema por microscopia de fluorescencia pudimos
determinar la presencia de células esféricas con emision de fluorescencia (Figura 9A, 9E), lo
que sugiere que una respuesta a la biosintesis de QDs en este sistema corresponde a la
formacion de minicélulas. Ademas, observamos la presencia de células bacilares con emision
de fluorescencia polar (Figura 9B, 9C, 9F, 9G) y la distribucion aleatoria en células
filamentosas (Figura 9D, 9H). Al analizar la distribucion de tamafios de células luego de las
condiciones de biosintesis, con la exposicién a CdCl», detectamos un aumento de ~4% en la
cantidad de células de un rango de 0,5 a 1,0 um (Figura 10; Tabla 1), correspondiente con el
tamafo aproximado reportado para minicélulas (Adler et al., 1967; Burt et al., 2020). No
obstante, este aumento no ocurre frente a la exposicién a CdCl, y K>TeOsz (Figura 10C). El
andlisis por TEM indicd la presencia de cuerpos electrondensos que posiblemente
correspondan a cuerpos de inclusion generados por la sobreexpresion de la proteina GshA, y
cuya localizacion se asocia a los focos de emision de fluorescencia desde las células (Figura
11). Los analisis de conteo de células con cuerpos electrondensos (Tabla 2) y SDS-PAGE
(Figura 12) sugieren que la expresion de la proteina GshA tiene un efecto en las proteinas
agregadas en el sistema. También por medio de TEM, se detectaron patrones relacionados a
la division celular (Figura 13). Esto incluye células en division que acumulan las
nanoparticulas en una de las células hijas (Figura 13B) y células filamentosas que no son
capaces de dividirse y que acumulan una alta cantidad de material electrondenso (Figura

13D). Finalmente, se pudo detectar un fenotipo de produccion de minicélulas, que consiste
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en la formacion de células esféricas desde el polo de una célula bacilar, que no contiene
ADN, y que cargan material electrondenso que podria corresponder a los QDs sintetizados
(Figura 14).

Estos patrones pueden relacionarse a reportes que asocian la exposicién de E. coli a cadmio
y a fenotipos asociados a cambios en las proteinas del sistema Min. Se ha descrito
previamente la acumulacion polar de cuerpos de inclusion y proteinas mal plegadas en E.
coli (Rang et al., 2018; Shi et al., 2020). Este descubrimiento ha permitido proponer un
modelo donde distintos elementos de dafio en la célula son movilizados a la zona polar de la
célula para su eliminacion en divisiones posteriores (Figura 4C). Esto podria estar ocurriendo
frente a la biosintesis de QDs, donde las nanoparticulas son movilizadas a los polos de la
célula (Figura 9B, 9C, 9F, 9G, 13A). Si esta proposicion fuese correcta, se abre la pregunta
de cdmo se logra esta movilizacién. Se ha descrito ampliamente la presencia de una
recubierta de compuestos organicos y proteinas en QDs sintetizadas por bacterias, las cuales
tendrian un rol en su formacion y estabilizacion (Ishii et al., 2003, Bao et al., 2010, Monras
etal., 2012, Bruna et al., 2022). De la misma forma, se ha reportado la localizacién polar de
distintas proteinas en E. coli (Li & Young, 2012), lo cual podria ocurrir por medio de la
interaccion directa o indirecta con las proteinas del sistema Min (Lee et al., 2016) o por sus
oscilaciones (Yang et al., 2017). Estos antecedentes podrian dar luces de que la localizacion
polar de los QDs sintetizados por la cepa AG1/pCA24NgshA ocurra por la movilizacion de
las proteinas y moléculas organicas unidas a estas. Esto se ve apoyado por los cuerpos
electrondensos visualizados por TEM, que sugieren que las nanoparticulas sintetizadas se
encuentran asociadas a cuerpos de inclusion generados por la sobreexpresion de la proteina
GshA. Considerando que proteinas chaperonas como IbpA (Rang et al., 2018) y GroEL (Li
& Young, 2012) son capaces de movilizarse a los polos, se podria proponer su papel en este

fendmeno, dada también su posible rol en la formacion de nanoparticulas (Ishii et al., 2003).
Con respecto a la formacion de células filamentosas; se ha reportado que la exposicion

prolongada a concentraciones subletales de CdCl; en E. coli induce la disminucion de la

expresion de la proteina FtsZ, filamentando a las células (Hossain et al., 2012). Esta proteina
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es parte del complejo de proteinas del divisoma encargada de generar la estructura conocida

como “Z-ring” al centro de la célula para localizar su division (Dai & Lutkenhaus, 1992).

Con respecto a nuestra observacion de la formacion de minicélulas, las razones de que este
fendmeno ocurra en este sistema son aun inciertas. Se puede especular que en las células que
generan minicélulas hay cambios en la expresion de los componentes del sistema Min. No
obstante, es posible que la formacion de minicélulas también pueda ser mediada por otros
componentes del divisoma de E. coli. Por ejemplo, resultados de nuestro laboratorio indican
la disminucion de la expresion de la proteina ZapB en condiciones de biosintesis de QDs de
CdS (Resultados no publicados). Se ha reportado que la ausencia de esta proteina, junto a
una disminucion de la expresion de FtsZ induce el fenotipo de produccién de minicélulas
(Galli & Gerdes 2012), lo que podria ser otra explicacion a este fendmeno. Al analizar la
distribucion de tamarios de las células de la cepa AG1/pCA24NgshA luego de las condiciones
de biosintesis con CdCl, se observa un aumento de ~4% en la cantidad de células de un
rango de 0,5 a 1,0 um (Figura 10B). Esto no ocurre al realizar el ensayo en la cepa control
AG1/pCA24N (Figura 10E), lo que sugiere que este fendmeno depende de la biosintesis de
QDs de CdS y/o de la expresion de la proteina GshA. Curiosamente, este fendmeno tampoco
ocurre luego de la biosintesis con CdCl, y K>TeOz (Figura 10C), lo que es interesante si
consideramos que el fenotipo de produccion de minicélulas si fue detectado en estas
condiciones por medio de microscopia de fluorescencia (Figura 9) y TEM (Figura 14). A
pesar de que algunos efectos de toxicidad del oxianidn telurito son similares a los efectos de
toxicidad reportados para cadmio, como la union a tioles celulares, desarme de centros hierro-
azufre y un efecto a nivel del correcto plegamiento de proteinas (Helbig et al., 2008), existe
un efecto pronunciado del telurito por la formacion de superéxido mediado por la reduccion
del ion TeOs2 a Te? (Pérez et al., 2007) lo que lleva a dafio en la membrana por peroxidacion
de lipidos y oxidacion de proteinas (Chasteen et al., 2009). En contraste, los efectos de
produccion de ROS y dafio a la membrana por exposicion a cadmio se han reportado por
medio de la exposicién prolongada (Hossain et al., 2012), mientras que su efecto principal se
asocia a dafio y mal plegamiento en proteinas (Helbig et al., 2008; Sharma et al., 2008). Esto
permite hipotetizar de que la razon de que no exista un aumento en la proporcién de células

de rango 0,5a 1,0 um, es por los efectos toxicos relacionados a la exposicion a telurito. Esto
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se puede avalar por las micrografias obtenidas por TEM, donde se observan células altamente

estresadas, con mayor dafio a nivel de la membrana plasmaética (Figura 11C).

Después del andlisis, se abre la pregunta de cémo ocurren los cambios morfoldgicos
observados en nuestro sistema de biosintesis. A juzgar por la baja proporcion de células que
generan minicélulas bajo las condiciones de sintesis de QDs, se puede inferir que esto no es
un mecanismo promovido fisiol6gicamente. Mas aun considerando la aparente necesidad de
la sobreexpresion de GshA para ser detectado. En el trabajo de Hoffman y Frank (1963), la
exposicion de varios cultivos de E. coli a un aumento de temperatura (43.5° C) s6lo entrego
una minicélula a partir de “varios miles” de células. Por su parte, en el reporte de Parti y
colaboradores (2013), se indujo un fenotipo minicell-like en N. gonorrhoeae por la mutacién
del gen codificante para OxyR y la subsecuente disminucion de expresion de MinD, lo que
genero un aumento al 4% de células con division fuera del eje central, en comparacion a un
1% en la condicion control. Estos resultados son concordantes con lo observado en nuestro
trabajo, donde solo se observa un aumento de ~4% en la cantidad de células que corresponden
a minicélulas. Por la parte de las células filamentosas, se sabe que los puntos de division en
estas células son finamente definidos por el sistema MinCDE, y que en su ausencia la célula

se divida de forma completamente estocastica (Wehrens et al., 2018).

Los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten proponer un modelo de los cambios
morfoldgicos que ocurren en la cepa AG1/pCA24NgshA después de las condiciones de
biosintesis. Inicialmente, se induce la expresion de la proteina GshA en la cepa
AG1/pCA24NgshA, lo que en conjunto a la adicion de precursores metalicos como CdCl» y
K>TeOs llevaria a la formacion de QDs, los que probablemente se encuentren asociados a
cuerpos de inclusién (Figura 26A). Los QDs asociados a proteinas se movilizarian a los polos
de la célula de acuerdo con el modelo propuesto por Shi y colaboradores (2020). Esta
corresponderia a una forma “intermediaria”, donde la célula podria pasar por tres caminos
dependiendo de la respuesta de cada célula (Figura 26B). Primero (1), si la célula mantiene
su capacidad de division, ocurriria un sesgo de las nanoparticulas a las células hijas. A su
vez, las células hijas también entrarian en division, generando hijas libres de QDs, con lo

cual se pueda mantener el fitness del linaje. Como segunda posibilidad (2), la célula no seria
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capaz de dividirse. Esto podria deberse a cambios en la expresion de proteinas relacionadas
con la division celular que se han asociado a filamentacion, como FtsZ (Hossain et al., 2012),
proteinas accesorias como ZapB (Galli & Gerdes, 2012) o las mismas proteinas del sistema
Min (Wehrens et al., 2018). Esto a su vez, se asociaria a la acumulacion adicional de cimulos
de nanoparticulas. Finalmente (3), una porcion de celulas seria capaz de entrar en una
division polar para la formacion de minicélulas y la respectiva eliminacion de QDs. Esto

podria ser mediado a cambios de expresion similares a los propuestos para la filamentacion.

= Cuerpos de inclusién

P |
OFf=qp

Induccion de Adicién de
expresion de precursores
GshA metdlicos

Division normal y sesgo
de QDs a células hijas

| Filamentacion celular y
acumulacion de QDs

@ Division polary

separacion de los QDs de
la célula madre

Figura 26: Modelo morfolégico de la biosintesis de QDs de cadmio en E. coli AG1/pCA24NgshA. (A)
Esquema representativo de la biosintesis intracelular de QDs mediada por la expresion de la proteina GshA. (B)
Caminos posibles de morfologia tomada por la célula luego de la biosintesis de QDs.

Con todo, estos resultados dan cuenta de los procesos que ocurririan en el sistema de

biosintesis de la cepa de E. coli AG1/pCA24NgshA, que incluye cambios a nivel de la
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division celular, acumulacion polar de QDs, filamentacion y la formacion de minicélulas.
Esto da cuenta de lo dindmico que es el proceso, lo que se traduce en diferentes cambios
morfolégicos. Mas aun, esto representa un nuevo eje de estudio en la relacion de la division

celular, la biosintesis de QDs y la respuesta de la célula frente a metales pesados.

Auln queda en duda cual seria el tipo de respuesta requerida para cada uno de estos tres casos.
Ademas, si es que para filamentacion y la formacion de minicélulas se requieren cambios
similares de expresion en genes relacionados a la division, queda la pregunta de como se
separan ambos fendmenos. Un estudio en detalle podria permitir dilucidar la participacion de
intermediarios en el proceso, asi como los cambios de expresion de proteinas involucradas

en el desarrollo de la biosintesis.

7.2. Biosintesis de QDs en cepas productoras constitutivas de minicélulas
El modelo actual propuesto por Shi y colaboradores (2020) con respecto a envejecimiento

celular en E. coli fue estudiado también en la cepa AminC (Rang et al., 2018). En este trabajo,
se evalu6 un namero de elementos que sugieren que la produccion de minicélulas podria ser
un mecanismo de eliminacion de elementos de dafio celular, usando como modelo los
cuerpos de inclusién generados por la exposicion a estreptomicina. Tomando en cuenta este
antecedente, quisimos comprobar qué ocurre en cepas de E. coli productoras constitutivas de
minicélulas frente a la biosintesis de QDs. Para esto, se utilizd un protocolo de biosintesis en
fase exponencial. Este protocolo permite la biosintesis de QDs durante el crecimiento de la
bacteria. El uso del medio minimo M9-glucosa facilita la entrada de cadmio a la célula por
medio de la formacion de complejo CdHPOs, previamente descrito por Venegas y
colaboradores (2017). Se evalu6 la sintesis usando dos concentraciones de CdCl», reportadas
previamente para la biosintesis de QDs de CdS: 10 pg/ml (Monras et al., 2012; Plaza et al.,
2016) y 60 ug/ml (Venegas et al., 2017). Se utilizaron las cepas AminC y AminCDE,
derivadas de la cepa WT BW25113 de E. coli. Como ya se menciono, se ha relacionado un
fenotipo de tolerancia a estrés celular a la delecion del gen minC (Adler et al., 1967; Rang et
al., 2018). Por su parte, cepas con delecion en el operdn completo minCDE han sido utilizadas
principalmente para la obtencion de minicélulas para fines biotecnologicos (Farley et al.,
2016). A diferencia de los estudios con respecto a la delecion del gen minC, los efectos
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fisioldgicos con respecto a estrés celular de la delecion en el operén minCDE no han sido
descritos a la fecha. No obstante, si se ha podido estudiar la localizacion preferencial de
proteinas (Li & Young, 2012) y el control de la ubicacion del anillo Z (Weherens et al., 2018)
usando mutantes de este operdn. Se sabe que la presencia de las oscilaciones generadas por
las proteinas MinD y MinE son suficientes para reorganizar las concentraciones locales de
algunas proteinas en E. coli, como FtsZ por ejemplo (Yang et al., 2017). Ademas, se sabe
que varias proteinas de la célula pueden interaccionar con distintos componentes del sistema
Min, lo que promoveria su ubicacion diferencial en la célula (Lee et al., 2016). Esto sugiere
que, de haber diferencias entre las mutantes AminC y AminCDE, estas podrian deberse a la

presencia o ausencia de las oscilaciones del sistema Min, respectivamente.

Nuestros resultados indican que tanto AminC como AminCDE son mas sensibles a CdCl, en
ensayo de difusion en placa (Figura 16), el cual ha sido reconocido por su alta sensibilidad
para determinar diferencias en la tolerancia de bacterias a distintos compuestos (Santiviago
et al., 2002). Es importante notar que ambas mutantes crecen mas lento en comparacion a la
cepa BW25113 (Rang et al., 2018). Al mismo tiempo, el tamafio de las colonias en placa es
menor, mostrando una morfologia irregular, en comparacién a la forma circular de la cepa
BW25113 (no mostrado). Este fenotipo se ha descrito como “enfermo” (Galli & Gerdes,
2012) y da cuenta de los problemas de division de estas cepas. Para corroborar que el
resultado obtenido en el ensayo de difusion en placa no se debi6 al crecimiento mas lento de
las cepas mutantes, se cuantifico la MIC de todas las cepas a CdCl2 en medio liquido (Tabla
3). Nuevamente, tanto AminC como AminCDE resultaron ser mas sensibles, con valores de
MIC correspondientes a 220 y 200 pg/ml de CdCl», respectivamente, en comparacion a los
260 pg/ml de la cepa BW25113. Este resultado sugiere que el fenotipo de produccion de
minicélulas en estas cepas no permite mejorar el fitness de las células, en contraste a lo que
ocurria en presencia de estreptomicina (Rang et al., 2018). Uno de los efectos toxicos mas
importantes del cadmio sobre E. coli corresponde a un estrés de proteinas mal plegadas, que
viene dada por su unién a cadenas laterales de proteinas, union a grupos tiol, desplazamiento
de centros hierro-azufre, y que conlleva un aumento de expresion de genes relacionados al

plegamiento de proteinas o su degradacion (Sharma et al., 2008; Helbig et al., 2008). Por lo
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anterior, se esperaba que las cepas mutantes del sistema Min presentaran mayor tolerancia a
CdCl,, considerando que la cepa AminC puede tolerar estreptomicina por medio de la
eliminacion de cuerpos de inclusion (Rang et al., 2018). De todas formas, es necesario
considerar que el efecto toxico del cadmio sobre la célula no se limita solamente al
malplegamiento de proteinas. La afinidad del cadmio por el azufre puede llevar a un
agotamiento del poder reductor de la célula por la union a GSH (Helbig et al., 2008). Esto se
ha relacionado con la generacion de estrés oxidativo y la expresion de genes relacionados a
este tipo de estrés como glutarredoxina o tiorredoxina reductasa, por mencionar algunas, lo
que a su vez llevaria a otros efectos sobre la célula, a nivel de actividad enzimatica o de
membrana, por ejemplo (Helbig et al., 2008; Thomas & Benov, 2018). Luego, la mayor

sensibilidad en cepas que presentan problemas en su division canénica no es sorpresiva.

A pesar de los resultados de la tolerancia, quisimos determinar como se diferencia la
biosintesis en fase exponencial en estas cepas mutantes en comparacion a la cepa BW25113.
Todas las cepas son capaces de sintetizar QDs de CdS bajo la exposicion a 60 pg/ml de
CdCly, visualizado por la emision de fluorescencia (Figura 17). Al exponer las cepas a 10
pg/ml, solo las cepas mutantes muestran una leve emision de fluorescencia. Inicialmente se
hipotetiz6 que estas cepas presentaban una mejor capacidad para la sintesis de QDs. No
obstante, al observar las células por microscopia de fluorescencia, no se pudieron detectar
células fluorescentes (no mostrado). Esto sugiere que utilizando 10 pg/ml de CdClz, la
biosintesis de QDs ocurre a una tasa muy baja, y no permite la deteccién de la emision de
fluorescencia desde células individuales. Dado que las cepas mutantes también son capaces
de biosintetizar QDs, un estudio de sensibilidad en condiciones de biosintesis podria dar mas

respuestas en conjunto a los resultados de este trabajo, en medio LB (Figura 16; Tabla 3).

Al analizar las células expuestas a 60 pg/ml de CdCl, se observa una diferencia en el
comportamiento de la emision de fluorescencia entre la cepa BW25113 y las cepas mutantes.
La cepa BW25113 muestra una emision de fluorescencia localizada en camulos de células,
con pocas células individuales con emision detectables (Figura 18A, 18B). Por su parte, en
las cepas mutantes se observa emisidn de fluorescencia a nivel de las células individuales

(Figura 18C, 18D). Ademas, se observa emision de fluorescencia desde las minicélulas
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generadas (Figura 19). Esto sugiere que el proceso de biosintesis ocurre con mecanismos
distintos entre la cepa WT y las mutantes. Asi también, en las cepas mutantes se promoveria
la eliminacion de QDs en las minicélulas generadas, lo que podria llevar también a una
diferencia en la cinética de biosintesis. Estos resultados fueron respaldados por TEM. En la
cepa BW25113, se observo la formacion de cristales electrondensos asociados a la membrana
interna, periplasma y en matrices complejas por fuera de las células (Figura 22A). En
contraste, en las cepas mutantes, se observa una distribucién de QDs de menor tamafio a lo
largo de la célula (Figura 22B, 22C), y la presencia de material electrondenso en las

minicélulas en generacion (Figura 22D).

Reportes recientes sugieren que la biosintesis de QDs de CdS en bacterias mesoéfilas como
Staphylococcus epidermidis (Wu et al., 2015) o bacterias marinas como Pseudoalteromonas
(Ma & Sun, 2021), inducen la generacion de biopeliculas como un mecanismo de respuesta
al metal, y que permitiria mantener a las nanoparticulas fuera de la célula. Lo que observamos
en nuestro caso, es que en la cepa BW25113, se forma una especie de matriz compleja, donde
las nanoparticulas se acumulan en zonas de interaccion entre células. ElI material
electrondenso visualizado por TEM se observa en la membrana interna, el periplasma y
finalmente en el espacio extracelular (Figura 22A). Esta ubicacién sugiere que la matriz
compleja estaria compuesta por exopolisacéaridos (EPS), cuya sintesis en la célula inicia
desde el citoplasma, para luego ser exportados al periplasma y finalmente al espacio
extracelular (Whitfield et al., 2015). Los QDs sintetizados de esta forma presentan una
emision detectable por microscopia sélo cuando son parte de esta matriz, lo que podria
deberse a una mayor cantidad de QDs acumulados, permitiendo su deteccion. Por su parte,
en las cepas mutantes se observa la distribucion de QDs en la célula bacilar y en minicélulas.
Es probable que, dado que la célula elimina los QDs en minicélulas, éstas funcionen como
mecanismo de salvataje/detoxificacion, por lo que la célula no requeriria la generacion de
matrices de EPS para la inmovilizacion de QDs ya que estos estdn siendo eliminados
directamente de la célula por otro medio. Esto también se relaciona con los modelos
propuestos de envejecimiento celular (Rang et al., 2018; Shi et al., 2020), los que indican que
la célula BW25113 acumula metal por la formacién de QDs y disminuye su fitness, por lo

que debe responder al cadmio por otro mecanismo. En el caso de las mutantes, el cadmio
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presente en las células bacilares disminuye porque esta siendo eliminado, lo que mejoraria
su fitness y su respuesta al metal. Esto se podria apoyar cuantificando la concentracion de
metal intracelular durante la biosintesis y analizando la sensibilidad al metal de estas cepas

durante condiciones de biosintesis.

La eliminacion de QDs en minicélulas producidas por las cepas mutantes podria tener un
efecto en las propiedades Opticas de las nanoparticulas sintetizadas. Esto fue evidenciado por
la cinética de biosintesis (Figura 20A). Se observa en la cepa BW25113 que la biosintesis
ocurre rapidamente, iniciando a las 6 horas de incubacion. La emision de fluorescencia
cambia de coloracion a anaranjado a las 8-10 horas, para finalmente pasar a rojo a las 14
horas y apagarse desde las 16 horas en adelante. Este fendmeno es un comportamiento ya
descrito de la biosintesis de QDs de CdS, y representa el crecimiento del cristal con el tiempo
de incubacion, por lo que el color de la emision de fluorescencia va evolucionando en el
rango visible de acuerdo al tamafio de la nanoparticula, para finalmente apagarse por romper
el efecto de confinamiento cuantico (Yang et al., 2015; Marusak et al., 2016; Rios-Silva et
al., 2022). Por otro lado, ambas cepas mutantes mostraron un comportamiento similar, con
una biosintesis que ocurre de forma mas lenta (iniciando a las 8 horas de incubacién) y con
un cambio de coloracién més claro, pasando de verde a amarillo a las 10 horas y de amarillo
a anaranjado a las 14 horas. Curiosamente, luego del paso al color anaranjado, los QDs no
mostraron el mismo apagamiento observado en la cepa BW25113, incluso luego de 24 horas
de incubacion. Ademas, los pellets mantuvieron la intensidad de emision de fluorescencia
hasta finalizar el ensayo (Figura 20B). Esto sugiere que los QDs sintetizados por las cepas
mutantes crecen mas lento en comparacion a la cepa control BW25113. Esto se puede
evidenciar por los espectros de absorcion y emision de nanoparticulas biosintetizadas a un
mismo punto temporal, donde, a pesar de que presentan un pico similar en el espectro de
absorcion (Figura 21A), lo que sugiere que son QDs con propiedades similares, los espectros
de emision de las cepas mutantes se encuentran bajo los 650 nm, mientras que la cepa
BW25113 muestra un pico sobre los 650 nm (Figura 21B). Estos resultados nos permiten
proponer que la biosintesis intracelular de QDs de CdS en las cepas mutantes entrega un
mejor control de las propiedades dpticas de las nanoparticulas sintetizadas por la bacteria.

Una explicacion de esto viene dada por la carga de QDs en minicélulas. Es posible que los
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QDs sean eliminados constantemente de la célula dentro de las minicélulas. Por ende, los
cristales generados tardan mas tiempo de incubacion para crecer. No obstante, esto no explica
por qué los pellets mantienen su emision de fluorescencia con la incubacion continuada.
Dado que existe un enriquecimiento preferencial de algunas proteinas en polos en
comparacion a otras partes de la célula (Li & Young, 2012), es posible que en las minicélulas
generadas por las cepas falte algin factor proteico que permita el crecimiento de los cristales.
Como el comportamiento de emision de fluorescencia se replica entre las cepas AmIinC y
AmInCDE, se puede especular que la localizacion de este factor dentro de la célula no sea

dependiente de las oscilaciones del sistema Min.

Dado el tamafio de las minicélulas, estas pueden ser separadas de las células bacilares, de
mayor tamafio. En nuestro caso, realizamos un protocolo combinado con centrifugacion
diferencial, que separa en gran medida las células bacilares de las minicélulas en cultivo (Lai
et al., 2004), y luego un tratamiento con ampicilina, que permite eliminar células bacilares
contaminantes de la preparacion de minicélulas y obtener altos rendimientos de separacion
(Jivrajani et al., 2013). Al exponer los pellets de las fracciones de minicélulas y células
bacilares a luz UV se observa que ambas presentan emision de fluorescencia (Figura 23),
consistente con lo observado previamente por microscopia donde ambos tipos celulares
emitian fluorescencia. La observacién por microscopia de campo claro de ambas fracciones
indica un enriquecimiento del tipo celular respectivo (Figura 24, fila superior). Curiosamente,
al observar las fracciones por microscopia de fluorescencia se observa una alta emision desde
las minicélulas en comparacion a las células bacilares (Figura 24, fila inferior). Esto no es
trivial, considerando el tamafio reducido de las minicélulas. Como una aproximacion de la
cantidad de QDs fluorescentes presentes en los distintos tipos celulares, se cuantificd la
intensidad de fluorescencia relativa de minicélulas y bacilos a partir de imagenes de
microscopia de fluorescencia, un método utilizado previamente para estimar la concentracion
intracelular de QDs (Tian et al., 2017). Las minicélulas producidas tanto por la mutante
AminC como AminCDE presentan una mayor emision de fluorescencia total en comparacion
a las células bacilares de la respectiva cepa (Figura 25). Esto sugiere que existe una tendencia
fisiolégica que lleva a la expulsion de los QDs por medio de las minicélulas generadas. Para

ambas mutantes, el nivel de emision relativo para células bacilares es similar, pero las

68



minicélulas de la cepa AMINCDE presentan una mayor emision promedio que la cepa AminC.
La razén de esto es poco clara, pero, como mencionamos anteriormente, podria sugerir que
la localizacion polar de QDs en este sistema se ve afectada por las oscilaciones del sistema
Min.

El conjunto de resultados obtenidos permite proponer un modelo de lo que ocurre en las cepas
productoras de minicélulas durante la biosintesis de QDs en fase exponencial. En la cepa
BW25113, la biosintesis ocurre de forma continua, y el tamafio de los cristales depende del
tiempo de incubacion (Figura 27A). La célula formaria una matriz extracelular que permitiria
inmovilizar QDs de cadmio. Eventualmente, el tamafio de los cristales seria tal que el efecto
de confinamiento cuéntico no tendria efecto y los QDs perderian su emision de fluorescencia.
En contraste, en las cepas AminC y AminCDE, la biosintesis de QDs también ocurriria de
forma continua, pero a medida que los cristales se forman, estos serian expulsados de la célula
por medio de las minicélulas formadas (Figura 27B). Esto tendria un efecto en el mecanismo
de biosintesis ya que, como fue evaluado por microscopia de fluorescencia y TEM, los QDs
estan presentes dentro de la célula y no en un matriz extracelular como es el caso de la cepa
control. Ademas, existiria un efecto en las propiedades de las nanoparticulas sintetizadas,
donde estas crecerian en las células viables, pero mantendrian su tamafio una vez dentro de

las minicélulas generadas (Figura 27C).
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Figura 27: Modelo morfologico de la biosintesis intracelular de QDs en cepas AminC y AminCDE. (A) La
biosintesis en la cepa BW25113 se ve mediada por una matriz extracelular para acumulacién de cadmio, donde
las nanoparticulas crecen con el tiempo de incubacién hasta su apagamiento. (B) Los QDs sintetizados en las
cepas mutantes del sistema Min se distribuyen en la célula, y pueden ser cargados en las minicélulas generadas.
(C) Los QDs cargados en QDs mantienen su coloracion y emision de fluorescencia, permitiendo un mejor
control de sus propiedades dpticas.

7.3. Rol fisioldgico y proyecciones

A pesar de que los sistemas de biosintesis utilizados en este trabajo son distintos, y conllevan
la formacion de QDs de cadmio por mecanismos diferentes, ambos conllevan modificaciones
genéticas que, finalmente, llevan a la formacion de minicélulas. Como fue reportado
previamente, la formacion de minicélulas en E. coli WT es un hecho sumamente raro

(Hoffman & Frank, 1963), por lo que su estudio a nivel fisiol6gico no presenta una verdadera
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relevancia. No obstante, en nuestro caso, la biosintesis de QDs en cepas modificadas apuntan
a un mismo efecto final. En el caso de la cepa AG1/pCA24NgshA, donde se sobreexpresa
una proteina, se promueve la formacion de células de tamafo menor a 1 um frente a la
exposicion a CdCl, (Tabla 1). Asi también, se observa la formacion de estructuras polares
minicell-like, que eliminarian los QDs sintetizados dentro de la célula (Figura 14). Por otro
lado, en las cepas AminC y AminCDE, al realizar biosintesis en fase exponencial, los QDs se
dispersan en la célulay se acumulan en las minicélulas generadas (Figura 19), en contraste a
la cepa WT, la cual genera una matriz extracelular para inmovilizar las nanoparticulas (Figura
18B). A pesar de que las modificaciones genéticas realizadas en las cepas son distintas, todas
llevan a un fenotipo similar al realizar biosintesis de QDs. Esto es interesante considerando
que i) la formacion de minicélulas ocurre de forma muy rara en cepas WT, y ii) que las cepas
mutantes del sistema Min son menos tolerantes al precursor CdClI; (Figura 16). Considerando
que el efecto comdn visto aca indica la localizacién polar de QDs y su eliminacion en
minicélulas, es posible que este mecanismo funcione como una respuesta de eliminacion del
metal. Recientemente, reportes han indagado en la localizacién de macromoléculas y su
significado bioldgico para la célula. Varios de estos reportes han utilizado cepas productoras
de minicélulas por su capacidad de sesgar elementos en el polo de la célula. Por ejemplo, se
ha definido el enriquecimiento polar de proteinas asociadas a membrana en E. coli, evaluando
un enriquecimiento de 36 proteinas principalmente en minicélulas (Lai et al., 2004), aunque
la razén de por qué ocurria este enriquecimiento era desconocido. Luego, se evalué que
algunas proteinas como GroES o TnaA son capaces de relocalizar al polo de forma
espontanea, pero este trafico se veia inhibido en ausencia del sistema Min, lo que reforzaba
su rol en la movilizacion de enzimas en la célula (Li & Young, 2012). Posteriormente, se
determind que las tres proteinas del sistema Min son capaces de interactuar directamente con
las distintas proteinas ubicadas en los polos, ya fuera por reclutamiento o exclusion, e incluso
se propuso que en cepas productoras de minicélulas, esto generaria una modulacion
metabdlica basada en la localizacion de enzimas (Lee et al., 2016). Con esto, se establecio la
idea de que el sistema Min es, al menos en parte, responsable de la movilizacion de proteinas
post-traduccion en la célula. No obstante, nuevos reportes indican que la localizacién de
proteinas no ocurriria solamente después de la traduccion, sino que también se podrian

movilizar los mensajeros ARN, los cuales se traducirian directamente en el polo de la célula
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(Kannaiah et al., 2019). Asi también, existirian otros factores proteicos, distintos de las
proteinas del sistema Min, los cuéles serian capaces del transporte de proteinas hacia los
polos (Szoke et al., 2021). Todos estos antecedentes, junto a los modelos de envejecimiento
célular de E. coli que apuntan a la acumulacion de elementos de dafio en la célula como
proteinas mal plegadas (Shi et al., 2020), podrian indicar un rol fisiolégico a la acumulacion
polar de QDs en nuestros sistemas, ya que estos se estarian movilizando hacia los polos (o
forméandose directamente en los polos) gracias a factores intrinsecos de la célula. Ademas, si
consideramos que ambos sistemas logran eliminar nanoparticulas por medio de minicélulas,
es plausible proponer que la formacién de dichas minicélulas es una nueva respuesta frente
a metales pesados. Una nueva linea de investigacion puede ser establecida que apunte a
cudles son los elementos requeridos para la formacion de minicélulas en cepas WT, tomando
como posibilidad la formacién de cuerpos de inclusion, filamentacion, generacion de estrés

oxidativo, entre otros.

Con respecto a la utilizacién biotecnoldgica de estos sistemas, pudimos determinar que la
biosintesis de QDs en cepas mutantes del sistema Min mejora el control de las propiedades
Opticas de las nanoparticulas sintetizadas. Asi también, se pueden generar fracciones
enriquecidas en minicélulas, las cuales presentan una alta densidad de QDs fluorescentes.
Ambos factores son sumamente relevantes en la aplicacion de la sintesis bioldgica de QDs a
sistemas reales. Por un lado, multiples especies de bacterias han sido utilizadas para la
biosintesis de QDs de alta calidad, con multiples cualidades Unicas y con condiciones simples
de reaccion (Bruna et al., 2019, Gallardo et al., 2014, Ulloa et al., 2016, Plaza et al., 2016).
No obstante, poder tener un mejor control de las propiedades de estas nanoparticulas como
el tamafio y, por consiguiente, sus propiedades dpticas, es un punto de estudio importante.
Esto entonces podria lograrse por medio de la induccion de la formacién de minicélulas en
las cepas usadas para la biosintesis de QDs, fendbmeno que se ha podido reportar en gram-
negativos y gram-positivos (Wang et al., 2022).

Al mismo tiempo, una de las mayores desventajas de los QDs corresponde a su
biocompatibilidad y solubilidad en agua. Los QDs basados en metales pesados, como cadmio

o teluro presentan una alta toxicidad, por lo que, a pesar de los avances realizados en la
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obtencion de estos materiales y su aplicacion en lineas celulares (Bao et al., 2010; Pérez-
Donoso et al., 2012; Diaz-Garcia et al., 2018), aun no se han podido aplicar clinicamente. Lo
mismo ocurre con otros tipos de nanoparticulas de importancia clinica, como lo son las
nanoparticulas Upconversion en base a lantanidos, las cuéles han sido propuestas como una
nueva forma de biomedicina, pero que, por sus caracteristicas quimicas, son pobremente
biocompatibles (Chen et al., 2014). En este trabajo, se utilizd el modelo de QDs de CdS. No
obstante, se podria proponer la obtencion de nanoparticulas de multiples tipos por medio de
biosintesis bacteriana, con lo cual se produzcan nanoparticulas de alta calidad, encapsuladas

en minicélulas para mejorar su biocompatibilidad y sus usos en biomedicina e imagenes.
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8. Conclusiones
i) En el sistema de biosintesis de QDs de cadmio en la cepa de E. coli AG1/pCA24NgshA,

existe una acumulacién de nanoparticulas principalmente a nivel del polo de las células y en
celulas esféricas.

ii) Frente a la sintesis de QDs de CdS, existe un aumento del nimero de células de tamafio
menor a 1 um. Este comportamiento seria dependiente de la formacion de QDs y de la
sobreexpresion de la proteina GshA.

iii) La formacion intracelular de QDs de CdS y CdTe se encuentra asociada a eventos de
division celular, donde se incluye el sesgo de QDs en células hijas, la formacion de células
filamentosas y un fenotipo de formacion de minicélulas para acumulacion de nanoparticulas.
iv) Parte de los QDs de CdS sintetizados en cepas mutantes del sistema Min se cargan en
minicélulas, lo que podria corresponder a un sistema de respuesta al metal.

v) Los QDs sintetizados en las cepas mutantes presentan propiedades distintas a la cepa WT,
con mayor emisién de fluorescencia incluso tras 24 horas de biosintesis.

vi) Las minicélulas cargadas con QDs pueden ser separadas de las células bacilares, y
presentan una alta densidad de fluorescencia.

vii) Este trabajo es el primero en reportar la relacion entre la formacién de minicélulas y la
biosintesis de QDs, dando luces en la importancia fisioldgica de ambos procesos. Ademas,
recalca la oportunidad para el estudio de la generacion de minicélulas cargadas con
nanoparticulas de interés de alta calidad y con alta emision de fluorescencia para distintas

aplicaciones.
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10. Anexos

CdCL CdCl2 + KaTeO3

(]

Anexo 1: Morfologia de la cepa AG1/pCA24N en condiciones de biosintesis. Micrografias representativas
de TEM de la cepa de E. coli AG1/pCA24N luego de la exposicion a CdCl, (A) o CdCl, y K;TeOs (B).
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Anexo 2: Andlisis de cuerpos electrondensos sin exposicion a metales. (A) Micrografia representativa de
TEM de la cepa de E. coli AG1/pCA24NgshA luego de la induccion con IPTG, sin precursores metalicos. (B)
Histograma de tamafios de puntos electrondensos presentes en (A).
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Anexo 3: Morfologia de QDs de CdS biosintetizados por E. coli. Zoom digital de micrografia de TEM de
QDs de CdS biosintetizados por E. coli BW25113, mostrando cristales individuales acumulados en una matriz
extracelular.
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Anexo 4: Cuantificacion de cadmio en minicélulas. Cadmio intracelular en minicélulas y bacilos de las cepas
AminC (A) AminCDE (B) cuantificado por FAAS. El resultado se expresa como el cadmio estimado por célula
normalizado por el volumen promedio de cada tipo celular.
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11. Otras actividades
-Publicaciones en revision

Felipe Valenzuela-lbaceta, Valentina Carrasco, Sebastian Lagos-Moraga, Claudio Dietz-
Vargas, Claudio A. Navarro, José M. Pérez-Donoso. (2023). Arthrobacter vasquezii sp. nov.,
isolated from a soil sample from Union Glacier, Antarctica. International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology. En revision.

Claudio Dietz-Vargas, Felipe Valenzuela-lbaceta, José M. Pérez-Donoso. (2023). Solid
medium for the direct isolation of bacterial colonies growing with polycyclic aromatic
hydrocarbons or 2, 4, 6-trinitrotoluene (TNT) as the sole carbon source. Archives of
Microbiology. En revision. https://doi.org/10.21203/rs.3.rs-2701846/v1.

-Manuscritos en preparacion

Felipe Valenzuela-lIbaceta, José M. Pérez-Donoso. Production of minicells by Escherichia
coli biosynthesizing cadmium/tellurite fluorescent nanoparticles: A new mechanism for
heavy metal disposal.

Felipe Valenzuela-lbaceta, Javiera Ramos-ZUfiga, Nicolas Torres-Olea, Claudio Dietz-
Vargas, Claudio A. Navarro, José M. Pérez-Donoso. Minicells as an Escherichia coli strategy
for the accumulation and disposal of quantum dots biosynthesized in cells exposed to
cadmium.

-Presentaciones en congresos nacionales

Felipe Valenzuela-lbaceta, Javiera Ramos-ZUfiga, Nicolas Torres-Olea, Claudio Dietz-
Vargas, José M. Pérez-Donoso. Produccién de minicélulas por Escherichia coli como un
mecanismo de encapsulacion de nanoparticulas fluorescentes de cadmio (Quantum dots).
Congreso SOMICH 2022. La Serena - Chile. 29 de noviembre - 2 de diciembre 2022.

Javiera Ramos-ZUfiga, Nicolas Bruna, Nia Oetiker, Felipe Valenzuela-lbaceta, Claudio
Dietz-Vargas, Jos¢é Ramdn Lamas, Alberto Paradela, José M. Pérez-Donoso. Analisis
protedbmico cuantitativo TMT-plex de Escherichia coli en la biosintesis de Quantum Dots de
CdS: Nuevos hallazgos sobre el mecanismo de sintesis y su rol en la respuesta al metal.
Congreso SOMICH 2022. La Serena - Chile. 29 de noviembre - 2 de diciembre 2022.

Claudio Dietz-Vargas, Nicolas F. Torres-Olea, Javiera Ramos-ZUfiiga, Valentina Carrasco,
Nicolas Bruna, Felipe Valenzuela-lbaceta, José M. Pérez-Donoso. Pseudomonas
silesiensis, una bacteria Antartica degradadora de hidrocarburos y tolerante a metales pesados
con potencial de biorremediacion. Congreso SOMICH 2022. La Serena - Chile. 29 de
noviembre - 2 de diciembre 2022.

-Presentaciones en congresos internacionales

Dietz-Vargas, C., Torres-Olea, N., Ramos-Zufiga, J., Carrasco, V., Valenzuela-lbaceta, F.,
Bruna, N., Pérez-Donoso, J. M. (2022). Novel Pseudomonas silesiensis, a heavy metal
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tolerant and hydrocarbon-degrading Antarctic bacteria with bioremediation potential,
selected using a new solid media capable of screening and isolation of hydrocarbon-
degrading bacteria. 10th SCAR Open Science Conference. India (online).

Dietz-Vargas, C., Torres-Olea, N., Ramos-ZUfiga, J., Carrasco, V., Bruna, N., Valenzuela-
Ibaceta, F., Lagos-Moraga, S., Pérez-Donoso, J. M. (2023). Pseudomonas silesiensis,
hydrocarbon degrading and heavy-metal tolerant Antarctic bacteria capable of plastic and
dibenzofuran biodegradation, with versatile bioremediation potential. BioRemid. Suecia.

-Actividades de difusién

Dia de la Ciencia en familia 2022, Edicion Antartica. BioNanotechnology and Microbiology
Lab. Noviembre, 2022.
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