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RESUMEN

El desarrollo floral es el resultado de un complejo patrén de expresion génica
diferencial. La generacion de 6rganos especificos en cada verticilo floral esta bajo el
control de los denominados genes de identidad de Organos. Tales genes
homeoticos ejercen su actividad, codificando para factores de trascripcidon
especificos.

En especies hermafroditas, los estambres se desarrollan a nivel del tercer verticilo
floral, en tanto que la diferenciacion de carpelos tiene Lugar en el cuarto verticilo. El
analisis de la genética molecular de cada uno de los mencionados procesos, se ha
visto dificultada por la sobreposicién de los programas organogenicos masculino y
femenino. En este contexto, la especie dioica Melandrium album (Silene latifolia), es
el modelo de eleccion para tales estudios. Debido a la presencia de los cromosomas
sexuales X e Y, existen individuos macho (22A,XY) y hembra (22A,XX), los que
producen flores estaminadas o pistiladas, respectivamente.

Hemos utilizado plantas macho de Melandrium album tipo silvestre, para estudiar el
proceso de organogenesis de estambres y anteras. El objetivo de este analisis ha
sido la identificacién, aislamiento de genes diferencialmente expresados durante
estadios definidos del programa de desarrollo masculino. La caracterizacion de sus
regiones promotoras es un requisito esencial para la cabal comprension de los
mecanismos involucrados en el control homedético del proceso de diferenciacion de
los organos reproductores. El perfil transcripcional de flores masculinas, en estados
premeioticos y postmeioticos, ha sido analizado mediante "differential display” de
MRNASs. Elio ha posibilitado la identificacion de varios transcritos especificos para
cada estadio y el aislamiento de los cDNAs correspondientes. EI cDNA K17,



proveniente de un gen expresado en estadios postmeioticos del desarrollo de
estambres y anteras, ha sido el sustrato de este estudio. La secuencia nucleotidica de
tal cDNA ha sido establecida. Mediante su comparacién con las bases de datos
Genbank y EMBL, se detectd un alto grado de homologia (98%) con los cDNAs
CCLS37.2 y MEN-5. Coincidentemente, el cDNA CCLS37.2 proviene de un gen
expresado en etapas postmeioticas del desarrollo masculino de Melandrium album,
en tanto el cDNA Men-5 corresponde a un gen cuya expresion es inducida en la
masculinizacién de flores hembra de Melandrium album, por infeccién con el bongo
Ustylago violacea. Todo ello indica que un mismo gen ha sido identificado y aislado
mediante tres enfoques experimentales diferentes. Este gen ha sido denominado
MROS37.2
El andlisis de la secuencia nucleotidica del gen MROS37.2 ha revelado la
presencia de un marco de lectura abierto, el que codifica para una proteina de 267
aminodacidos. La estructura primaria de esta proteina ha sido comparada con la
base de datos PIR Data Bank, sin encontrarse homologia significativa con otras
proteinas previamente identificadas. El perfil de hidrofobicidad realizado con la
secuencia de esta proteina, indica que ella posee una naturaleza hidrofobica.
Analisis computacionales predicen la existencia de un dominio transmembrana
localizado hacia el extremo N-terminal del polipeptido, sugiriendo que se trata de
una proteina integral de membrana.
La aplicaciéon de la técnica SSP-PCR, usando un partidor complementario al
extremo 5' de la region codificadora, ha permitido aislar un fragmento de
aproximadamente 700 pb, el que contiene la regidon promotora putativa del gen
MROS37.2. Este fragmento ha sido clonado en el vector pGEM-T y parcialmente
secuenciado. El analisis de la secuencia obtenida ha revelado de varios elementos
regulatorios putativos. De especial interés es la deteccién de una secuencia muy
similar al denominado G-Box, elemento regulatorio detectado en otros genes
expresados a nivel del tejido floral.

Experimentos de deleciones y mutagenesis de estas secuencias, deben ser
realizados para dilucidar si estos elementos poseen un rol efectivo en la expresion

diferencial de genes durante el desarrollo de estambres y anteras.



