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Introduccion

La microscopia de super resolucion (SRM) permite Centromeros@ En las células con el Complejo de uniéon del
resolver estructuras celulares en el rango de decenas de — LINC nucleoesqueleto y el citoesqueleto (LINC)
nanometros. Puede ser util para investigaciones inactivado, la configuracion Rabl puede cambiar,

liberandose los contactos centromero-LINC. Este
fenotipo se expresa por la mutacion puntual del  Centromero

biotecnoldgicas, como el estudio la levadura de fision
Schizosaccharomyces pombe permitiendo definir con

mayor precision la posicion de los telémeros vy gen sadl-2 en combinacion con la delecion del N\
centromeros que conforman la configuracion Rabl de los gen csil. Esta separacion permitiria discernir mas |
cromosomas. Esta conformacion determina la estructura centromeros con microscopia de fluorescencia

3D de la cromatina, con enorme relevancia para la (FM) que en las células silvestres (wt). Sin

replicacion y transcripcion de genes. Sin embargo, las Membrana \ T embargo podria afectar a los telomeros, por lo

técnicas de SRM necesitan una optimizacion y la nuclear Teldmeros gue es necesario estudiar todos los componentes ) /
preservacion de las estructuras de estudio. Configuracién Rabl en S. pombe implicados en la configuracion cromosomica. +— Telomeros

Materiales y métodos

A. Generacion de cepas wt y mutantes sad1-2 csilA (LINC inactivado) con “
centromeros, telomeros y membrana nuclear marcados con GFP o RFP

para estudiar mediante FM alteraciones en la configuracion Rabl. -/,”R

F?Digestiég—
? Fijacion ‘ Permeabilizacién | B. Uso de las cepas marcadas con GFP para optimizar el

b Grpd!

| y quencheo protocolo de inmunnofluorescencia que posteriormente
B servira como aproximacion al protocolo de SRM.
C. Para SRM se emplean cepas wt y mutantes con las
P o estructuras de interés marcadas con HA o FLAG en
Montaje ‘ — Bquueo@‘ combinacién con el protocolo de inmunofluorescencia.

D. Extraccion de proteinas y realizacion de western blots
para verificar la eficacia de los anticuerpos.

Resultados

Analisis de la configuracion Rabl mediante FM Optimizacion del protocolo para SRM

sad1-2 csilA La optimizacion del protocolo de inmunofluorescencia en FM se ha logrado
con el marcaje sobre GFP.

1

1. Los teldmeros en las células wt vy las
LINC-inactivado  mostraron  una
distribucion similar, siendo las mas
comunes las células con 2
teldmeros, seguidas por 1 y 3

Usando para ello células fijadas con paraformaldehido al 4% y etiquetadas
con nanoanticuerpos (nAc), siendo innecesaria la digestion de la pared
celular. Demostrando su efectividad marcando tazl-GFP (teldmero), mis6-
GFP (centrémero) e ish1-GFP (membrana nuclear).

telomeros. . ) _ o .
El marcaje del centromero es menos intenso por ser mas inaccesible y
] ] encontrarse en menor cantidad.
Teldmeros en células wt y
con inactivacion de LINC
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- En SRM se deberan fijar las células con paraformaldehido al 4% y usar
2. Los centromeros mostraron il|ferenc|as Centrémeros en células wt y con r\ano?nt!cuerpos.dan(;u(-jHA o) anéll;I;LAG para marcar las estructuras de
entre mutante y wt, el 27% de los inactivacién de LINC Interes sin necesidad de tener :
mutantes de LINC muestran 2 100% - Mediante FM se ha comprobado que los telémeros no se ven
centromeros frente al wt que solo 209, afectados en los mutantes LINC.
resenta 1 centromero. 0 : :
P 609 - Con FM se observa el descuelgue de los cromosomas al inactivar el
wt sad1-2 csilA ° complejo LINC, permitiendo distinguir varios centromeros.
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