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INTRODUCCION

La transicion de la fase G1 a S (Start) es un punto critico en el que las células se comprometen irreversiblemente a una
nueva ronda de division celular. En la levadura Saccharomyces cerevisiae, la activacion de la expresion de los genes de
Start requiere los factores de transcripcion SBF (Swi4-Swi6) y MBF (Mbp1-Swi6). A principios de G1, SBF se asocia con sus
promotores diana, pero la actividad de SBF esta bloqueada debido a la union de los represores transcripcionales Whi5 y
Whi7. La activacion inicial de Start esta controlada por la CDK Cdc28 asociada con las ciclinas G1 que fosforilan y disocian

Whi5 y Whi7 de los promotores de Start.
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En estudios previos del grupo se describi6 una periodicidad en los niveles del represor de Start Whi7 durante el ciclo

celular!. El objetivo de este trabajo es estudiar si la expresion del gen WHI7 contribuye al comportamiento oscilante de la

Tabla 1. Sitios de regulacion por ciclo en el promotor de WHI7

proteina a lo largo del ciclo celular. El analisis del promotor de WHI7 mostré dos sitios de regulacién por ciclo (Tabla 1): un Sitio 4 ST CD Secuencia Bosicion
. .. . ., X . X s ranscripcion (pb desde ATG)
sitio de uni6n del factor transcripcional Mpb1 (actia en G1/S) y otro para el factor Swi5 (actta en G1). Aqui describimos una MCB Mbp1 ACGCGT 216 2-210
regulacién transcripcional de la expresion periddica de WHI7 durante la fase G1 que depende tanto de Mbp1 como Swi5 Swis SWFi)S GCTGGC 381 2 -387
demostrando la funcionalidad de estas secuencias.
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Figura 1. A) Actividad B-galactosidasa en células salvajes y de WHI7 y PCL2 (como control) mediante ChIP en cultivos sincronizados
mutapte_§ mbp1, swidy mbp1_swi4 transformadas con pWhi?:IacZ. B) 0.0 usando la cepa mutante cdc15ts. C) Nivel de proteina Whi7 normalizado a
Asociacion de Mbp1 y Swi4 al promotor WHI7 mediante ChiP wt MCBmut | | GBPDH (como control de carga) en células mutantes whi7 transformadas con el
(ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina) en cultivos E plasmido pWhi7-HA o pSwismut-HA. D) Nivel de WHI7 mRNA relativo
asincrc’)_nicos de células salvajes. Niveles de proteina Whi7 * a ACT1 mRNA como control por RT-PCR en células mutantes whi7|
normalizado frente a Cdc28 (PSTAIRE, como control de carga) (C)y . 157 transformadas con el plasmido pWhi7-HA (pWt), pSwismut, pMCBmut o
; : 2 1 ; .
niveles de WHI7 mRNA relativo a ACT7 mRNA como control por RT- 2 pSwi5,MCBmut. Se muestra la media y la desviacion estandar de al menos 3
PCR (D) en células mutantes whi7 transformadas con el plasmido G — réplicas biolégicas.*, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001; ****, p < 0.0001; ns, p
pWhi7-HA o pMCBmut-HA. E) Actividad B-galactosidasa en células g ‘g 1.0+ > 0.05, prueba T de dos colas para muestras independientes.
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de Start Whi7 presenta una expresion
periddica por ciclo en 2 ondas:

una onda de expresion temprana a
cargo de Swi5 y otra mas tardia en
Start por Mbp1. Futuras investigaciones
esclareceran la funcion biolégica de
esta expresion.
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S-phase

- WHI7 presenta una expresion por ciclo a lo largo de G1.

- WHI7 presenta sitios de uniéon de Mbp1 y Swi5 en su promotor.

- Mbp1 y Swi4 activan la expresion de WHI7.

- El sitio MCB en el promotor de WHI7 se requiere para la expresion de WHI7.
Swi5 activa la expresion de WHI7.

- El sitio Swi5 en el promotor de WHI7 se requiere para la expresion de WHI7.
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CONCLUSIONES

- La expresion periédica en G1 de WHI7 se anula cuando los sitios MCB y Swi5 estan mutados.

min after a-factor removal

Figura 3. Células mutantes whi7 transformadas con el plasmido pWhi7-HA
(pWt) o pMCB,Swi5mut se sincronizaron utilizando la feromona a-factor que
provoca una parada celular en G1. Tras la liberacion del bloqueo, se
analizaron los niveles de WHI7 mRNA, CLN2 mRNA (gen de Start) y SIC1

mRNA (gen M/G1) por RT-PCR.
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