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Introducción general 
El proyecto de investigación correspondiente a Ja presente tesis es un estudio de biología evolutiva del 
desarrollo encaminado a explicar el origen del fenotipo floral autapomórfico de la monocotiledóneil 
micoheterotrófica Lncamlonia sc/Jismatica, un t<txón endémico de la Selva Ltcilndon<t (Chio1pas, México). Desde 
su descripción original, eslil especie fue incluida dentro de su propia familia monotCpica, Lílcandoniaceae 
(Martfnez y Ramos 1989). Este taxón, con una afinidad cercana con miembros del Orden Triuridales (st•nsu 
Dahlgren et al. 1985), ha sido considerada como el único linaje dentro de las angiospermas en el cual los 
órganos florales correspondientes al tercero y cuarto verticilos de una flor hermafrodita típica -los estambres y 
Jos carpelos, respectivamente- se encuentran invertidos espacialmente. Este arreglo estructural, en el cual los 
estambres son centrales y los carpelos periféricos, se ha considerado incluso una aut.1pomorfía en el contexto 
de las espermatofitas (el grupo taxonómico que incluye a todas las plantas con semilla; Endress 2001). La 
rareza de este fenotipo floral, considerado a lo largo de este trabajo como un genuino caso de heterotopfa 
completa -es decir, de homeosis· nsí como el status de las poblaciones naturales de la especie que lo posee, 
justiíican no sólo el interés puramente científico por comprenderlo mejor, sino también los esfuerzos que el 
conjunto de investigadores participantes en diferentes nspectos del proyecto hemos puesto en su conservación 
a lo largo de los arlas. 

Originalmente, el proyecto tuvo como interés primordial Ja evaluación de Uníl hipótesis proximal, de 
naturaleza genético-molecular, para explicar el desarrollo ontogenético del arreglo floral de L. scliismatica. Este 
estudio se hizo en conjunto con el grupo de investigación de Elena Alvarez-Buylla y de Elliot Meyerowitz 
(California Institute of Tcchnology, EUA). En breve, esta hipótesis postula que el fenotipo homeótico floral de 
esta triuridal se debe a modificaciones en el patrón de expresión de secuencias homólogas a genes homeóticos 
florales selectos, pertenecientes a la íamilia multigénica MADS-box. Conforme se comenzaron a colectar datos 
para tmtar de refutar dicha hipótesis, se hizo evidente la necesidad de realizar un estudio paralelo de 
sistcrrnHicít lJUe proporciunilra hipótesis robustas ildicimlilles acerca de las relncioncs filogcnélicas de L. 
sc/Jismalica y otras monocotiledóneas. La realización de este estudio ·que incluye el análisis de matrices 
moleculares asf como morfológicils y una colaboración cercana con grupos de investigación en el New York 
Botanical Gardcn y en la Universidad de Corncll (EUA)- llevó de manera natural a una tercera vertiente del 
proyecto, realizada l'n íntima colaboración con laboratorios de Ja Facultad de Ciencias y el Instituto de 
l3iologfo (UNAM), que comprendió el análisis de lil variación floral tanto en las poblaciones de L. scl1ismatica 
como en las de su taxón hermano putativo, la triuridal Triuris brevistylis (Triuridaceae: Triuridales). L. 
scl1ismatica y T. brrvistylis son las dos únicas especies de triuridales para las cuales se conocen poblaciones en 
territorio mexicano (Martínez y Gómcz 1994). Estas tres líneas de investigación comprenden el núcleo de Ja 
tesis y comprenden los capítulos segundo (sistemática de las triuridalcs mexicanas), tercero (variación floral 
en poblaciones naturales de las triuridalcs mexicanas; en prensa en lnternnlional /011rnal of Plant Scienccs) y 
cuarto (genétic.1 molccul<tr del desarrollo floral en las triuridales mexicanas, incluyendo una revisión 
publicada en /ourual of l'liycology). En congruencia con el hecho de que el objetivo original del proyecto no se 
modificó, sino se expandió, el capítulo introductorio de la tesis es una panorámic;a general sobre los aspectos 
t..•structurnlcs y funcion.1ll's bíisicos los genes homeóticos, no sólo los flomle:-o, sino tilmbién los pertenecientes a 
la familia multigl!nicil homcobox, de suma importancia en la ontogenia de los animales. 

Adicionalmente, los cilpítulos 5 (sobre la embriología de T. brcvistylis) y 6 (sobre Jos p.itrones de 
expresión de genes de la familia .MADS-box en estructuras no florales) representan col;aboracioncs del autor 
en proyectos independientes pero relacionados a la presente tesis, que han derivado en un artículo enviado a 
una re\•ista internacional y otro ya publicado en Tl1t• Plant /ournal. Finalmente, el capftulo 7 es una perspectiva 
intc~ratj\•,1, dc:o;de l'1 punto dt..• vbt;i dt.• la filosoffo ~fo l;i biolo~fa. iKl'rca de lns implic.1cio11l's genernles de los 
h,11lazgl,S comcnt'1dl1s cn In tesis. Este ensayo, ya aceptado pílr<l su publicación en la revista Biolt1gy m11I 
Plliloso¡il1y, redondea la tesis al considerar de manera crítica hasta que punto el estudio de la biologfa 
evolutiva del desarrollo en plantas dcber3 iníluir en las generalizaciones hechas en su contrilparte, Ja "evo
dcvo" en animales. 

Referencias 

D.1hlgren H., Clifford HT, Yeo PF (1985) Tire Familics of thc Ailonocotylt•dous: Str11ct11rc!, Evolulion ami Taxouomy. 
Springer 

Endress, l'K (2001) Origins of flower morphology. /011rual of Experime11tal Zoology (Molec11/nr Developmental 
Evo/111io11) 291: 105-115. 
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Capítulo 1: generalidades 
El presente capítulo pondera de manera crítica algunos aspectos históricos sobresalientes alrededor del 
descubrimiento de los genes homeóticos, tnnto anteriores como posteriores a la caracterización de su 
identidad molecular en animales. El texto enfatiza los aspectos compnrativos de la búsqueda de los 
mecanismos moleculares en los cuales participan los genes homcóticos para determinar la diferenciación 
celular durante la ontogcnia, tanto en animales como en plantas, a la vez que abunda en detalles sobre la 
estructurn molecular de los genes homeobox y MADS-box, así como las proteínas que codifican. La sección 
final del capítulo introduce consideraciones sobre la necesidad de renlizar modclación matemática al estilo de 
la que se hace en teoría de sistemas complejos, con objeto de ayudar a cerrar la brecha entre nuestro 
conocimiento presente sobre los mecanismos celulares antes mencionados y el número de interacciones 
genéticas y epigcnéticas que aún no han sido descubiertas con estrategias experimentales convencionales 
dentro del paradigma contemporáneo de investigación en genética molecular del desarrollo. 

El capítulo será incluido como parte de una colección de contribuciones provenientes de lnborntorios 
que hacen invcstignción relevante parn In biologfn celular en nuestro país. El libro resultante ha sido editado 
por Luis Felipe Jiménez-Gnrda y Horncio Merchant-Larios, y está en vfns de publicnción en la editorial 
Addison-Wesley. El texto se presenta aquí en formato convencionnl. precedido de una portada 
correspondiente a la primera hoja de la segunda prueba de galera. 

Genes homeóticos y mecanismos moleculares de 
diferenciación celular 

Francisco Vergara-Silva, Luis Mendoza, Caroline Burgeff, Alicia Gamboa de Buen, Rosalinda Tapia-López, 
Liz Izquierdo y Elena R. Alvarez-Buylla• 

Laboratorio de Genética Molecular, Desarrollo y Evolución de Plantas, 
Instituto de Ecología, UNAM. 
•autor para correspondencia; tel (56:?2-9013); 
e-mail (nbuylla@servidor.unam.mx) 

Resumen 

Los genes homcóticos constituyen un grupo de secuencias codificantes de factores de transcripción que 
participan en numerosos eventos regula torios de la diferenciación de territorios celulares que, en los adultos 
de llll.1 amplia div1..·r~idad de csp1..•cics de plnntils y animalt>s, dan lugar n estructuras morfológicas dl• gran 
interés desde el punto de vista taxonómico, sistemático y ecológico. En virtud de las relaciones filogenéticas 
de H11mo snpieus, el desarrollo ontogcnético de muchas estructuras anatómicas del cuerpo humano depende de 
ellos de mnner.1 fundamental, por lo que su estudio también es de interés m~dico. El descubrimiento de los 
principios gencr.1les de su actividad en diferentes ~istemas modelo y especies selectas en ambos grupos de 
l'UCariontcs multkclularcs ha tenido una influencia particular en la biología evolutivn contemporánea. Estos 
principios sustcnt<1n una bast> firme para est.1bleccr relaciones teóricas correctas entre las características 
estructur.1lcs y íuncionalcs de los gl•nomas, los mecanismos epigcnéticos dl•tcrminados por ellas, y los 
procesos iiwolucr.1dos cn el desarrollo ontogent!tico, en el contexto proporcionado por el palrl~n de 
divergencia de las especies a lo largo del tiempo (Carroll et al. 2001, Arthur 2002). Sin duda, el entendimiento 
de aspectos fundamcnt11lcs de la biología celular también se ha visto enriquecido de manera importante por 
los h.11!.ugos moleculares alrededor de estos foci genéticos, toda vez. que éstos indiciln que la elaboración 
morfológk'il que ha llcompai\ado a dichn divcrsificachSn organísmic.1 está basada en una impresionante 
conscrvadún de llll'Canismos celulares (Gcrhart y Kirschner 1997). 

Aspectos históricos sobre el concepto de homeosis 

Bateson: el inicio 

The first questlon which the Study of Variatlon may be expected to answer relates to the origln of that 
Discontinuity of whlch Species is the objectlve expression. Such Discontlnulty Is no! in the envlronment; may 
it not, then, be in the living thlng itself? 



CAPÍTULO 5 
GENES HOMEÓTICOS Y MECANISMOS MOLECULARES 
DE DIFERENCIACIÓN CELULAR 

J."rnncisco Vcrgnru-Sih·;i 1:11 Luis i\lcndn7.:.l 
C:1rolinc Burgctl' • AJiciu Gmnhon de Buen 

Rnsnlindn Tupht·Lópc"I. a Liz Izquierdo 
Elena I~. ,\1, .. ~1rcz-Uuylla 

1.ns gcm:s hontt.·1·1th.:11s constituyen un grupo Je scct1t.:ndas cm.fifü::anh:s dc foc
Lori:s Je trans~ripd1i11 que p:irticipan t!n numerosos episodios rcgulatorio:; de 
J;1 Jif'cn:m:iac~1>n di! taritorios cdularcs que, t:n los aJultos Je un;.1 amplia Ji
\'L•rsidad Je csp1·c:..:s· Je plant1s y anim;iks. J:111 lu~ar a cstrul'.turas murtiJ
ldgicas Je ;.:r~tn inkr~s dcsJc d punto Je \'ista 1:ixo111jmico. sistcm;itico y 
c..:ult·,~ico, En .,·irtud Je l;1s rd:u.:ioncs lilogi:nt}th::1s Jl! !lomo sa¡11i.:11s. d dcs;1-
rrdln on111.~1:nd1.:1i ~e much;1s cstrudur.:1s anattlmic:is Jd cul.!rpo hum;mu Je. 
rl.'mk J..: dio:' di.' m;ml..'ra iunJaml'nl;il, por In qui..' Sll l:'StuditJ tambi~n 1.'S JI.! in· 
krl;s m~Jko. El ~lt.·s..:uhrimicnto Jc los principios ¡..!t.:'ncralcs JI.' su •1cti\'iJaJ c-n 
1.Jir'l..'rl.'ntl:s sistl..'mas moJdo y 1..'Srl'dcs Sl.'ic..:t:is l.'11 amhos ~rupos Jt.' t:UcJrinntcs 
multkt!lularl.'s, h•1 kniJo una inrlul'nd•1 particular l'l1 la biolo~fa l.'\'oluti\'a con· 
kmpor<inl..'a. E.~t.,s prindpio:-t sustentan l111:1 ra:-;c iirmc p:1ra .::-;t:1hkccr rd<1dn· 
llt.'S tl.'úrii.:a . ..: l'otTl...'Lt;is l'ntrl:' las l':1ral.'.tcristk:is 1.'Strui.:tur;1lt.:s y r'uncion.:iles Je 
!11:-> ~l'lh1111.1s. !1):-0 1111:i.:;1111~m11s l..'pÍ).!t'llt'lh:PS l!1.·krm111aJos por l..'l1;1s y los proce
sos irl\'olucraJos l'll t.:I Jesarrullo ontogl.'ndicn. en l!I l'.ontcxto propordonado 
por c-1 p.1trün JI.' Ji\'crg..:nda 1.k l:1s cspc..:ics. a lo l¡¡r;io Jl'I tiempo tCarroll y cols. 
:!OOI: Arthur. :!OO:!). Sin Juda. el l'ntcnJimil'nlo JI.' aspl'ctos iunJamcntale.s de 
Ja biolo~ía cdul;:1r tambit}n s~ ha visto cnriqul.'dJn L!I.' 111:111..:ra importante por 
los Ji¡llJ;1z~oS moJc:i.:Ulart.:S aJrc<ledor de c:-;tos /oci gl.'ndkos. toJa \'eZ que Cstos 
inJican que l:i ~ l:ibor;u:iün 111oriolü~i1:~1 4ue ha :1i.:ompa1iJJu a Jkha Ji\'t:rsifica· 
dún oq.!anlsmica l'Stá basaJa en una impre:;ionanh! conscr\'addn Jt! mei:anis· 
mos cdularcs (Cahart y l\irschnl'r, 1997). 

:~) Aspectos históricos sobre el concepto de homeosis 

Bateson: el inicio 

Thc lirst qucstion which the Study of Vo.riation ma~· be expectcJ to answer re· 
lates to the origin oí lhat Disconlinuity of which Spccies is the objeclive ex-

Los genes homeótico\ 
constituyen un grupo 
de secuencias codifi· 
cantes de factores de 
transcripción. 
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Williom Bateson, Mnlerin/s (1894), p. 17 

En Mntcrials for ll1c Study of Variatiou, su obra de 1894, el investigador norteamericano William Bateson 
hizo uno de los recuentos genernles más importantes de los modos en que la variación en la morfología de los 
organismos -anteriormente comprendida por Darwin (1859) como la base de una teoría sobre el origen de las 
especies· se presenta como un fenómeno de repetición serial y de organización de lo complejo con base en 
unidades discontinuas. En este libro se introduce el término homeosis como una modificacion del concepto de 
"metamorffa", que había sido empleado previamente por M. T. Mastcrs para referirse a las anormalidades en 
la formación de algunos tejidos y órganos; en palabras de Uateson, aquellas instancias en que " ... el ojo de un 
crustáceo es sustituido por una pat.'.l, o un pétalo por un estilmbre ... ". Este investigador veía la necesidad de 
usar una nueva palabra para definir el rasgo general de sus observaciones al respecto, pues 

( ... ) the cssential phenomenon is not that there has merely been a change, but that something has been 
changed into the likencss of something else (p. 85). 

El interés de Bateson en el estudio de los mecanismos que construyen las características invariables de 
cada clase de organismo a lo largo de las generaciones, lo llevó a darse cuenta de que los métodos 
embriológicos tendrían que orientarse por los principios de la incipiente teoría evolutiva. Con ello, sería 
posible superar lns limitaciones que esa aproximación mecanicista había encontrado a principios del siglo XX 
para explicar la diversidad de la vida, El método de experimentación naturalmente complementario a esta 
b(1squeda sería redescubierto unos cuantos años después de la publicación de Materials: nos referimos a la 
genética, también bautizada por Bateson. 

Después del reconocimiento universal de la importancia de los hallazgos de Mendel, la visión 
batcsoniana pudo h<tbcr desembocado en un progrnma concreto de investigación unificada. Pero, por 
desgrncia, tanto la genética como la embriología desarrollarían a partir de los años 20s y 30s del siglo XX sus 
propias líneas de evidenciil, sus propios experimentos paradigmáticos, sus propios sistemas modelo, sus 
propias publicaciones y sus propios vocabularios (Gilbert et al. 1996). En vista del inmenso poder de su 
enfoque, gcnctistas como T. H. Morgnn se pronunciaron fuertemente por esta separación. Como una de varias 
consecuencias de esta postura, un grupo sobresaliente de biólogos y matemáticos redefinió a la evolución, 
hacia el finnl de la década de los 40s, corno "el resultado de los cambios en las frecuencias génicas" 
(Dobzhansky 1937). Alrededor de esta premisa fundamental, estos investigadores constituyeron lo que 
conol'.cmos actualmente como la Síntesis Moderna (Smocovitis 1996), asumiendo de que los mecanismos 
genéticos constituían la pieza de evidencia que le había hecho falta a Darwin, y dejando fuera de dicha 
síntesis n la embriología. A pesar de las voces disidentes de un puñado de heterodoxos, esta caracterización 
de la evolución como un cpifcnómeno de lit genética de poblaciones permaneció prácticamente sin 
modificaciones durante cuarenta años, ni menos, (ver, por ejemplo, Dobzhansky et al. 1977, Gould 1983). 

Las printeras investigaciones experimentales 

E\'idcntcmentt.•, no todos los estudios genéticos rcalizíldos a partir de entonces se concibieron como 
maneras de descubrir los mecanismos involucrndos en la dinámica de los alelos en las poblaciones. En 
particular, la línea de investigación que sacaba ventaja de Jas bondades de Drosoplrila melanogaslcr ·el sistema 
modelo inaugurado por el grupo de Margan· hnbría de proporcionar los elementos pnrn el descubrimiento, 
\'ctrias décadas más tarde, de la base materi;.11 de las alteraciones homeótkas nnturnlcs descritas por Bateson. 
Estos experimentos se basaban fundamentalmente en el uso de agentes mutagénicos que producían efectos 
fenotípicos visibles en las moscas. Entre la gran variedad de sustancias empleadns en ellos, los mejores 
inductores de mutaciones resultaron ser los vapores de éter, el ácido bórico y los boratos de sodio y el 5· 
íluorouracilo, pues sus efectos ernn fácilmente reproducibles (Ouweneel 1976). 

Eventualmente, los investigadores notnron la adecuación del concepto de homeosis en la descripción 
del fenotipo resultante en muchas de las líneas mutantes, y éstas fueron llamadas homeóticas en 
consecuencia. Para entonces, crn también evidente que las transformaciones en In diferenciación de órganos 
enteros de la mosca, y de algunos otros artrópodos que comenzaban a explorarse experimentalmente, seguían 
patrones muy interesantes. En algunos casos la homcosis entre Jas principales estructuras afectadas (los discos 
imaginales correpondientes a patas, antenas, labios, genitales, ojos, alas, halterios, abdomen y mesotórax) 
resultaba ser bidireccional, pero en otros únicnmente procedía en un sentido. Asimismo, con el tiempo se 
encontró que ciertos trntamientos con calor, rayos X, luz ultravioleta y neutrones por bombardeo resultaban 
en fenotipos batesonianos. Las fenocoptas homeóticas, como se les llamó a éstas mutnciones fenotípicas, no 
parecían tener la misma base genética que las homeosis naturales y las primeras homeosis experimentales, y 
se les consideraba como relacionadas a los fenómenos de transdeterminación (Hadom 1968) y metaplasia 
(Yomadn 1972). 
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Goldschmidt, Waddington y Davidson: la importancia de la embriología 

¿Cómo explic01r fo homeosis? ¿Por qué el mismo resultado Cenotffico cxperiment01l podía alcanzarse 
por medios apilrcntemcnte tiln dispares como mutaciones directas en e material hereditario y cambios de 
temperatura? As!mismo, ¿por qué a veces se trata de un proceso espontáneo, como observó Bateson? 

La primera hipótesis explicativa sobre la homeosis basada en un mecanismo explícito de diferenciación 
celular fue propuesta por Richard Goldschmidt en 1938. En su libro de 1940, T/Je Material Basis o/ Evo/11tio11, 
este personaje lanzó un serio at01que en contra de la Síntesis Moderna, la ortodoxia reinante en la biología 
evolutiva, que mcnosprcci<lba el papel crucial del desarrollo embrionario en la diversificación organísmica. 
Los argumentos de Goldschmidt hacían referencia explícita a los fenotipos homeóticos y se basaban en 
experiencia personal, como lo demuestra su monografia sobre el mutante podoptera en DrosopJ1ila 
(Goldschmidt et al. 1951), en el cual se observa el crecimiento de patas en el lugar que normalmente habría 
alas. Goldschmidt sugería que en diferentes momentos durante el desarrollo de las larvas, una serie de 
"sustancias evocadoras" eran liberadas, determinando el destino adulto de aquellos discos imaginales que 
estaban "mnduros" parn t01I proceso. Los evocadores, eminentemente extrínsecos según este modelo, 
circularfon por la hemolinfa y afcctilrfan únicamente las células de aquellas estructuras que ya lrnbfan 
alcanzíldO un estildo de competenciíl. Esta hipótesis mecílnísticíl, sin embargo, estaba basada en evidencia 
preliminar y resultó ser errónea. Experimentos posteriores demostrarían que los discos imaginales pueden 
concluir su etapn lilrw1riil scpílrados de la irrigación hcmolinfáticn, y que los discos homcóticos previamente 
establecidos como tales podían desarrollilrse de manera autónom01 dentro de larvas hospederas silvestres 
(Ouweneel 1976). 

En gencrill. lils contribuciones de Coldschmidt relacionadas con los mecanismos del desarrollo 
embrionario cayeron en el olvido durnntc ai\os debido 01 su insistencin en rechazar el modelo morganiano de 
los genes como "cuentas de collnr" (Dietrich 2000a). Como es bien sabido, esta visión de los genes se nccptó 
universalmente a partir de las investigaciones sobre la naturnleza química del material hereditario que se 
derivaron del trabajo de Watson, Crick y sus colegas cristalógrafos y bioquímicos de bacteriófagos. En 
paralelo, sus ideas generales sobre el proceso evolutivo ·en especial, su definición de las macromut01ciones 
como modificnciones fcnotCpicas discontinuas que son el resultado de cambios n gran escala en procesos 
embriológicos (Dictrich 1992)· fueron constantemente combatidas e incluso ridiculizadas por los principales 
arquitectos de la Síntesis (p01rticularmente por el ornitólogo alemán Ernst Mayr; ver, por ejemplo, Mayr 1942 y 
1997). Jrónicamente, el curso que actualmente lleva la re-construcción de la biologfa evoluti\•a a p<trtir de In 
incorpor01ción de los hnllazgos molt.>culares sobrt.> los genes homcóticos (Vergarn Silv.:t y Alv,irez-BuyJ1;1 2001, 
Vergara Sih·01 2002) y muchas otras evidencias embriológicas modernas han promovido recientemente un 
serio reexamen de la importancia de su tr11bajo (Dietrich 1995). Este análisis ha desembocado en el 
reconocimiento de su lugar como uno de los pioneros en los esfuerzos por intcgrnr n la genética, In 
embriología y In evolución (Dietrich 2000b). 

De manera totalmente independiente, el embriólogo inglés Conrnd \Vaddington t;:unbién sugirió a los 
evolucionistas de l<t Síntesis voltenr la <1tención hacin la ontogenin, y fue el autor de la segunda hipótesis 
rl'll•\•anh.• sohl'l• !ns positill•S ntl'l·.1nismos de la hltllll'Osis (\Vilddington 19·10, 1966). Gui.1do por 1.1 t.•\•idcnci.1 
previ.1 a su propio tr.1bajo en Drv..:.t,pl1i/11, donde saltaba a la vista que los evocadort.•s eran muy posiblcmt.•ntc 
de natur11lez01 intrínseca, este investigador pensaba que la causa de las transformaciones estaba en los 
mecanismos cpigenétkos que operan dentro de los discos mismos (\Vaddington 1942). 

Uno de los a!'>pcctos que encontraba más ll01m11tivos en los órganos homeóticos era su carácter entero y 
discreto, en \•irtud del cual nunca presentan una identid11d intermcdin, así como el hecho de que se ven 
modificados por otras mutaciones del mismo modo que los órganos normales que crecen en los lugares 
cnracterísticos del taxón natural. Por esta razón, él se imaginaba que las vías de diferenciación de las 
diferentes cstructur.1s morfológicas cr.1n también discretas y que los genes respectivos (cualesquiera que éstos 
fueran) formaban sistem01s gen~ticos coherentes e intensamente canalizados, que 01 su vez se '1Ctivarían en un 
campo de célulóls embrionarins gracias n la nctivid01d temprnna de un "gen maestro". Evidentemente, para 
Wnddington los mejores candidatos para cumplir dicha función eran los genes homeóticos (Waddington 
1953). La noción de canalización -01ctualizada recientemente por Wilkins (1997) como "la estabilización de 
vías cmbriultlgicas mediante íactores genéticos múltiples dentro del genoma"· es un01 de las herencias 
perdurables del pensamiento de Wnddington. Sin duda, su comprensión aún espera estudios futuros que la 
relacionen npropiadamente con los conocimientos modernos sobre pleiotropfo de loci cuantitativos y otros 
aspectos de 101 genética molecular contemporánea (Gibson y Wagner 2000). 

Los trabajos de Roy Britten y Eric Davidson merecen una mención por su relación con la búsqueda 
propuesta en los textos de Waddington. En los modelos de estos autores ya no se hablaba de "estructuras 
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morfológicas" en general, sino específicamente de algunos de los segmentos de Drosopl1ila que 
tradicionalmente mostraban la potencialidad de transformarse homeóticamente (Britten y Davidson 1969). En 
resumen, dichos modelos postulaban que para cada una de cuatro diferentes regiones del plan corporal de 
Drosopliila -el metatórax (o tercer segmento torácico, T3), dividido en sus porciones anterior y posterior, y los 
segmentos abdominales primero y segundo (Al y A2, respectivamente)· existía un conjunto particular de 
"genes expresares" activados por una proteína alostérica (P) producida por alguno de los miembros del "juego 
de genes maestros integradores" (Davidson y Britten 1971). Esta proteína tendría cuatro estados funcionales 
para la activación de cada uno de los conjuntos diferentes de expresares. Esta definición de estados se llevarla 
a cabo mediante la asociación de moléculas inductoras (1) a tres sitios alostéricos dentro de P. El elemento 
novedoso en esta idea es la postulación de un gradiente de I; en diferentes regiones del embrión, P se asociarla 
con una, dos 6 tres moléculas I y de ese modo activaría al grupo de genes expresares correpondiente. En este 
punto de la investigación sobre el fenómeno, ya se preveía que el aislamiento de un ARN mensajero (ARNm) 
correspondiente a alguno de los genes, cuya mutación estaba claramente involucrada en los cambios de 
identidad de los segmentos, podría ser de mucha ayuda para definir Jos porqués de la homeosis. Sin embargo, 
los conocimientos necesarios para llevar esto a cabo -como por ejemplo, el mapeo de los cromosomas de las 
gldndulas salivales- aún no existían de manera completa. 

Varios anos después, con el advenimiento de las tecnologías propias de la biología molecular -y gracias 
a algunos de los descubrimientos tratados más adelante en el presente capítulo· las ideas de Davidson 
tomaron la forma de una teoría sofisticada sobre la manera en la que el desarrollo está codificado en el ADN, 
a través de las ediciones de 1976 y 1986 de su libro Ge11e Activity iu Developmeul. A últimas fechas, Davidson 
ha desarrollado un mnrco conceptual idiosincrático -basndo principalmente en sus propias investigaciones en 
el erizo de mar (ver, por ejemplo, Arnone y Davidson (1997)- para entender la manera en que redes 
regulatorias complejas han participado en aspectos del desarrolJo embrionario, que en su opinión han sido 
críticos durante la evolución de los metazoarios (Davidson 2001). Es posible que su paradigma se vuelva 01ún 
más importante para las investigaciones futuras, hechas ya en el contexto de la secuenciación de genomas 
completos (Dnvidson el ol. 2002). 

Las ideas de Lewis Wolpert 

De manera simu1tánea con las contribuciones de Davidson, se propusieron otros mecanismos para 
explicar mccanísticamente el proceso natural de diferenciación, que se veía afectado mediante la mutación 
experimental de los genes homeóticos. Entre estos mecanismos sobresale el de los gradientes químicos. Esta 
propuesta tenía una larga historia, que comenzó con el trabajo de Boveri y Driesch, publicado a principios del 
siglo, pero no había estado acompañada de experimentos bien dise1,ados que permitieran probar su 
existencia. En los modelos yn mencionados arriba que hadan uso de la idea de un gradiente, la homeosis en 
sentido estricto no estabn bien diferenciada de la actividad de tales gradientes hipotéticos. Estn situación 
cambió, sin embargo, con el trabajo de Lewis Wolpert, otro embriólogo británico quien hnbría de proponer, 
bajo la forma de un modelo entero y coherente, un mecanismo universal pnra Jn traducción de Ja información 
genética en patrones espaciales de diferenciación: In ahora célebre información posicional (Wolpert 1969, 1971 
y 1994, Lnwwnce 1992). Su modelo es un ejemplo de li1 trnnsformación de unn proposición ambiguil en unn 
idea fértil, y su consecuencin principal es la distinción entre las bases del fenómeno homeótico como tal y las 
foses del desnrrollo cmbrion<trio prL•vins e indispcns<tblcs parn l<t definición de- la modulnrid01d ch.• los planes 
corporales (\Volperl 1996). 

El mecanismo propuesto por \Volpert se basaba en In cspccificnción de la posición de lns c~lulns con 
respt!cto a uno o más "puntos de rcforencin" en un sistcmn en desarrollo. Como en todo modelo, l?I concepto 
central contabil con sus nuxili.ucs. As( por L'jemplo, un campo fue definido por este autor como el conjunto de 
células que tiene especificada su información posicional con respecto a los mismos puntos de rcfcnmciíl, y la 
polaridad como la dirección cn la cual la inform~1ción posicional es medidn o cspecificnda. La versión más 
fomosn del modelo de \Volpert es su solución al problema de cómo generar el patrón de colores de la bandem 
francesa a partir de una hilera de tamnño indefinido, compuesta por células indifcrenciadns y totipotenciales 
(Wolpert 1971). Estn solución postula simplemente que las células de uno de los extremos de la hilern (por 
ejemplo, el izquierdo) responden a una concentración alta del morfógeno desarrollando el color azul; 
conforme ésta va disminuyendo, se acerca a un umbrnl de concentración a partir del cual las siguientes células 
·las de) centro- responden de modo diferente formnndo el color blanco. Finalmente, un segundo umbral es 
alcanzado y trnspasado, y las células que quedan delante de él desnrrollan entonces el color rojo. La aplicación 
conjunta de los principios definidos en este ejemplo al organismo real resultn en unn guía susceptible de 
confirmarse empíricamente, según la cual, los discos imaginales de Drosoplrila serían diferentes no en la 
especificación sino en la interpretación de la información posicional (Wolpert 1994). 

El organismo que hnbrfa de proporcionar los datos experimentales necesarios para justificar la 
relevancia biológica del concepto de información posicional sería la misma mosca de la fruta, en una serie de j 
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investigaciones conducidas por Christiane Nilsslein·Volhard y Eric Wieschaus (Nüsslcin·Volhard y 
Wieschaus 1980). Experimentos de mutagénesis realizados por estos autores desde finales de los años 70s, 
demostraron la existencia de una serie de genes de origen materno cuyos productos funcionan exactamente 
como los morfógenos de Wolpert se comportarían (Lawrence 1992). Los ARNm de los genes maternos son 
especialmente Importantes en este sistema biológico de información posicional, pues su actividad establece 
una serle de interacciones jerárquicas con los genes propios del cigoto, subdividiendo al embrión en unidades 
metaméricas cada vez más pequeñas a lo largo del eje anteroposterior, hasta llegar al número y forma 
características del adulto. A los genes responsables de esta fase del desarrollo se les conocería a partir de 
entonces como genes de polaridad del huevo, y su distinción con respecto a los homcóticos quedó entonces 
corroborada de manera definitiva (Lawrence 1992, Gerhart y Kirshner 1997, Carroll et al. 2001). 

Como fruto de la investigación sobre los morfógenos de polaridad del huevo, se descubriría 
posteriormente que los gradientes de dichas sustancias controlan las primeras fases de la determinación de las 
cuatro distinciones fundamentales dentro del plan corporal de Drosoplrila: dorsal contra ventral, endodermo 
contra mesodermo y ectodermo, células germinales contra células somáticas y anterior contra posterior 
(Nüssleln-Volhard et al. 1987, Nüsslein-Volhard 1991, Lawrence 1992). También se encontró que entre la 
actividad de los genes de polaridad del huevo y los homcóticos, se encuentran niveles jerárquicos intermedios 
de genes a los cuales ahora conocemos como genes de segmentación (St Johnston y Nüsslein·Volhard 1992). 
Baste reiterar entonces que la importancia de mencionar dicho trabajo aquí radica en que se trata de la 
comprobación experimental del corolario principal del modelo de Wolpcrt: debido a que en los mutantes de 
polaridad del huevo se alteran las seliales de posición a las cuales responden posteriormente las células 
embrionarias, es posible deducir que los genes homcóticos no son los responsables de dichas señales (Gerhart 
y Kirshner 1997, Gilbert 2000, Carroll et al. 2001). Por la misma razón, es posible inferir que el proceso 
epigenético esencial en el desarrollo, desenmascarado simultáneamente por las dos clases de mutantes, se 
compone de dos partes: la generación de las fronteras de los campos y la determinación interna de sus 
identidades. CorrcsponderÍíl a dos de los más importantes gcnetistas del siglo XX entender cabalmente la 
naturaleza de la segunda parte del proceso, es decir, la parte estrictan1ente homeótica, y exponerla del modo 
que se acepta universalmente. 

Edward Lewis: de los mapeos cromosómicos a los modelos evolutivos 

Edward B. Lcwis, alumno de la segunda generación de la escuela de Morgan (Winchester 1996), fue 
uno entre Vilrios de los investigadores que elaboraron hipótesis sobre los mecilnismos genético·embriológicos 
en Drosopl1iln con base en los fenotipos homcóticos. De hecho, él también elaboró una hipótesis prcliminilr 
basada en gradientes para explicar la homeosls (Lewis 1963). Sin embargo, a su profundo conocimiento sobre 
In localización cromosómica de Jos loci que codificaban para los genes homeóticos de la mosca, el genetista 
norteamericano añadió de manera explícita una consideración de la filogenia de los organismos relevantes ·el 
grupo taxonómico de los insectos- a la ontogcnia del sistema modelo. Efectivamente, Lewis fue el primer 
investigador que ordenó los datos de la genética en Drosopl1ila con los que entonces se contaba, con el objeto 
de construir una especulación sobre In existencia de cambios en la expresión de los genes homeóticos en los 
artrópodos a lo largo de la evolución (Lcwis 1963 y 1978). 

Las investigaciones de Le\,ris se enfocaban en la región del cromosoma tres de Drosopl1iln que 
conocemos con el nombre de complejo l1it/Jornx (BX-C). El nombre de la región proviene de uno de los 
fenotipos homeóticos clásicos, generado mediante la mutación de Llltn1bit110rnx, uno de los tres genes que lo 
componen. En las mosc.1s mutantes para este locus, el parasegml:'nto 4 ·abreviado P4, y correspondiente a la 
parte posterior de TI y Ja anterior de T2, donde crecen las alas- se duplica en el lugar que correspondería 
normalmente a P5, donde normalmente crecen los halterios o balanceadores, dando como resultado un.1 
mosca con cuatro alas. Lewis había notado además que la diminación dd complejo tm su totillidad producía 
una transformación homcótica generalizada, en la que todos los segmentos a partir de T3 se parecían a T2. 
Con estas evidencias, Lcwis propuso en 1978 el modelo que le valdría la obtención del Premio Nobel de 
Medicina que en 1995 compartió con Nüsslein-Volhard y \Vieschaus. En este modelo se postulaba que BX-C 
debería contener al menos un gen para cada segmento por debajo de T2. Esto significaba que el desarrollo de 
T3 involucraría la activación de todos los genes característicos de T2 -"el nivel basal"- ademiis de la 
participación de uno o más genes responsables de las peculiaridades de T3. De manera similar, el desarrollo 
del primer segmento abdominal requeriría a su vez la expresión de los genes de T3, más aquellos específicos 
de Al, y asf sucesivamcntc hasta llegar a AS (Lewis 1978, Gilbert 1988; ver Figura 1). 

En correspondencia con los fenotipos mutantes, y con base en las relaciones filogenéticas aceptadas 
para los diíerentes tipos de insectos, Lewis propuso que algunos de los genes adicionales que se ib¡¡n 
activando durante la ontogcnin para suprimir las patas de Jos segmentos abdominales y formar halterios en 
posición posterior a las alas, eran los mismos que durante la filogenia habían aparecido para crear el pJ¡¡n 
corporal de un díptero a partir, primero, de artrópodos ancestrales milípedos y, posteriormente, de insectos 
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voladores con cuatro nlils (Lcwis 1978 y 1998). Ln cnrnctcrfsticn más notable d~ este modelo ·n snbcr. su 
conexión directa entre lil función de los genes y el origen de estructuras morfológicas distribuidas de modo 
diferencial en las especies (Vergara Silva 2002)· es de fundamental importancia por haber animado a otros 
investigadores a pensar que tal vez el fenómeno homeótico era universal no sólo en los términos morfológicos 
en los que había sido documentado por Bnteson1 sino también en sentido moleculnr. En la nctualidad, se 
reconoce además que el trabajo de Lewis en su conjunto ha proporcionado herramientas indispensables para 
comprender el desarrollo embrionario de Drosopltila en el contexto de la genómica comparada (Rubin y Lewis 
2000). 

Antonio García-Bellido y el papel fundamental de las células 

Mientras esto sucedía en Estados Unidos, el genetista espaf\ol Antonio Garcfa~Bellido realizó 
contribuciones complementarias de enorme trascendencia para la comprensión de los mecanismos que 
determinan la diferenciación de los campos de células en Drosop/Jila (García-Bellido 1968, 1975). Sus 
contribuciones se derivaron de sus experimentos con Ja mutación engrailed (Garcfa-Bellido 1998) Actualmente 
sabemos que la expresión del locus correspondiente a dicha mutación es muy importante para la división 
dentro de cada segmento de las porciones anterior y posterior, que son las verdaderas fronteras de los 
pnrasegmentos. A principios de los 70s, él y sus colaboradores observaron que, en respuesta a una 
señalización posicional de naturaleza aún desconocida, grupos enteros y clonales de células formaban una 
región cohesiva que no se mezclaba con regiones adyacentes ni permitía la entrada de células extrañas. Estas 
regiones, que bautizó como compartimentos, comenzaban con una sola célula que se dividía hasta formar la 
región entera (Garcfn-Bellido et ni. 1973y1979). 

Este investigador, quien durante una temporada colaboró con Lcwis (García-Bellido y Lewis 1976) 
había observado además que las mutaciones homeóticas obtenidas por otros gcnetistas transformaban 
dominios de células que eran exactamente iguales en composición a los compartimentos definidos en el 
fenotipo silvestre de sus moscas. Con base en estas evidencias, propuso entonces que cada célulil fundndora y 
sus descendientes expresaban una combinación única y particular (no necesariamente progresiva con respecto 
a un estado basal, como dccfo Lewis) de "genes (homeóticos) selectores", que se mantiene fija a lo largo del 
proceso de generación del campo, y que puede interpretarse como un "domicilio genético" (García-Bellido 
1981). Esta interpretación equivaldría a una codificación binaria, es decir, consistiría en activaciones o 
inactivaciones de los genes como únicas alternativas, suficientes y necesarias. Este proceso de decisión binaria 
podría repetirse más tilrdc en el desarrollo, cuando de acuerdo con la ontogenia natural de los organismos, 
fuera necesario subdividir aún más un campo pnra formar una subestructura morfológicamente diferente de 
sus vecinas. Las elegantes concepciones de García-Bellido han perdurado prácticamente sin modificaciones 
hasta la fecha (ver, por ejemplo, Lawrence y Struhl 1996) como la mejor manera abstracta de representar In 
actividad conjunta de genes para la especificación de la diferenciación celular, y su trabajo experimental se 
considera fundamental para la articulación del "dogma central de la formación de patrones tisulares" (lrvine y 
Rauskolb 2001). Las contribuciones de Garcín·Bellido son de gran interés para los biólogos celulares 
estudiosos de los mecanismos que subyacen al desarrollo embrionario, pero sus ideas sobre el proceso 
evolutivo-aunque menos conocidas· también son dignas de atención (ver, por ejemplo, García-Bellido 1984). 

El estado de la investigación antes de 1984 

En resumen, la investigación sobre la función de los genes de polaridad del huevo y los genes de 
segmentnción eventualmente demostró que la expresión del segundo grupo de secuencias es necesaria y 
suficiente para determinar, independientemente de la influencia materna, las fronteras de las regiones 
naturales de transcripción de los genes homeóticos selectores en sentido estricto (Akam 1987; lngham 1988). 
Así pues, éstos últimos pudieron definirse inequívocamente a partir de entonces -con base en In evidencia 
genética- como aquellos que están principalmente involucrados en establecer la identidad definitiva de )as 
diferentes regiones previamente individualizadas en el embrión de Drosoplrila y posteriormente en el cuerpo 
del futuro adulto (Gnrcfa-Bellido 1975, Gnrc!n-Bellido et al. 1979). Como hemos visto, el mapeo genético de los 
homeóticos empezó en la época de Lewis, y su resultado final había reafirmado, aún antes de conocer su 
naturaleza molecular, que estos loci están organizados en dos complejos contiguos sobre el cromosoma 3 
correspondientes a In región 84-89. Estos complejos son el ya mencionado BX-C y un segundo complejo 
conocido como A11tm11apedia (ANT-C; Lnwrence 1992). 

U/trabit/Jora.r (Ub.r) abdomi11nl A (abdA) y Abdominal B (AbdB) son los genes que componen el primer 
complejo, mientras que ANT-C consiste de cinco unidades de transcripción -labial (lab), proboscipedia (pbd), 
Deformed (Dfd), Se.< combs red11ced (Ser) y A11te1111apedia (A11tp; McGinnis y Krumlauf, 1992, Gilbert 2000). Las 
propiedades funcionales básicas de estos grupos de genes, estudiadas durante décadas con metodologías 
puramente genéticas, se habían ratificado ya en 1978, en el trabajo clásico de Lewis (ver también Lewis 1998): 
BX-C controla las diferencias entre los segmentos abdominales y torácicos, mientras que ANT-C determina las 
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que existen entre las regiones cefálica y torácica. Con García-Bellido, de manera complementaria se había 
confirmado, además, que cada gen homeótico selector tiene un dominio característico de acción, que se define 
como la región del cuerpo que se transforma homeóticamente como resultado de Ja mutación en ese gen. 
Finalmente, también se habfa establecido que las fronteras espaciales de estas regiones coinciden 
perfectamente con los límites de los parasegmentos, definidos a su vez por la actividad de dos subclases de 
genes de segmentación: los genes pair-rule y los genes de polaridad de segmentos (Gerhart y Kirshner 1997, 
Carroll et al. 2001). 

Con la ventaja que proporciona fo retrospectiva que ahora podemos hacer de Ja historia de la genética 
del desarrollo, es fácil comprender que muchos investigadores sospechaban que la jerarquía genética 
establecida entre todos los tipos distintos de genes de formación de patrones debería basarse en alguna 
característica funcional básica y común a todas o al menos a la mayorfa de las proteínas codificadas. En otras 
palabras, los productos de Jos genes de formación de patrones, y de los homeóticos en particular, deberían 
tener la capacidad de regular de algún modo, a un número potencialmente gigantesco de genes, muchos de 
los cuales cumplirían las funciones bioquímicas básicas en las células. García-Bellido había bautizado ya a 
estos últimos como "genes realizadores" (García-Bellido 1975, 1984) y aún antes habían sido considerados por 
Britten y Davidson bajo el nombre de "genes expresares". A pesar de las incisivas intuiciones y de las 
cualidades de los modelos genéticos propuestos por estos autores sin embargo, el descubrimiento final de la 
base molecular de la función de los genes homeóticos y sus implicaciones en términos filogenéticos habrían de 
resultar completamente inesperadas. 

Aspectos estructurales y funcionales de los loci homeóticos en plantas y 
animales 

El descubrimiento de la caja homeótica 

En una serie de trabajos publicados en el simbólico año de 1984 (aunque ya anunciados previamente en 
congresos durante 1983), los grupos de Investigación de Walter Gehring (en Suiza) y de Matthew Scott (en 
Estados Unidos), reportaron el aislamiento y secuenciación de los primeros representantes de los genes 
componentes de los complejos homeóticos (Gehring 1994, McGinnis 1994). Estas investigaciones se 
sustentaron en el trabajo sistemático de mapeo de Lewis y del grupo de Thomas Kaufman (Kaufman et al. 
1980), así como en las técnicas de caminata sobre cromosomas desarrolladas en el laboratorio de David 
Hogness (Bender et al. 1983) y en las técnicas de hibridlzación de ácidos nucleicos. La experiencia de estos 
investigadores en el campo de la homeosis era amplia: todos ellos habían participado desde tiempo atrás en la 
clonación de las regiones de mayor importancia en los cromosomas politénicos de acuerdo con el mapeo 
genético de ANT-C. En dos de estos artículos (McGinnis et al. 1984; Scott y Wciner 1984), los genes 
caracterizados provenían de Drosophila, pero en un tercero (realizado en la rana Xcnopus laevis; Carrasco et al. 
1984) se mostraba, por primera vez, que los genes involucrados en los procesos embriológicos mediante los 
cuales se establecen las identidades de las partes corporales caracterlstkas de un insecto, son miembros de la 
misma familia de genes que cumplen una función similar en un anfibio. 

Después de hacer una comparación de las secuencias de ciertos fragmentos cuidadosamente mapeados 
de Antp, Ubx y fuslii tarazu (flz), Gehring y sus colaboradores notaron que todas ellas compartían una región 
muy similar de aproximadamente 180 pares de bases de longitud, bautizada primero por este investigador 
como "H" y posteriormente con el nombre de homeobox (caja homeótica) con que se le conoce universalmente 
(Duboule 1994). En sólo unos cuantos años a partir de la caracterización de esos primeros genes homeobox, se 
han encontrado ya un número cercano a 700 secuencias provenientes de animales con marcos abiertos de 
lectura que presentan una región homeobox homóloga por descendencia común (Spirov et al. 2002). Si bien 
las funciones embriológicas especificas de estos genes divergen en distintos aspectos conforme se muestrea la 
filogenia de los eucariontes multicclulares (Carroll et al. 2001), se ha demostrado que su distribución abarca 
no sólo al reino animal entero sino también a las plantas, los hongos y muy probablemente algunas especies 
de bacterias (Bürglin 199~, 2001). 

La caja homeótica codifica para un segmento polipepUdico de 60 aminoácidos, al cual 
consecuentemente se le conoce como homeodominio. Una vez identificados los primeros horneodominios en 
términos puramente estructurales, rápidamente se postuló una hipótesis de trabajo según la cual los 
productos de los genes homeóticos serían justamente proteínas regulatorias, cuya actividad normal en las 
células sería la de comportarse como factores de transcripción que se asociarían a secuencias cis-regulatorias 
especificas de sus genes blanco (Gehring 1985 y 1994). La evidencia fundamental para construir esta hipótesis 
consistió en la notable similitud encontrada entre los homeodominios conocidos a la fecha y algunos motivos 
característicos de proteínas regulatorias de procariontes, en especial, el motivo hélice-vuelta-hélice de las 
proteínas MAT al y alfa2, que determinan el tipo de apareamiento en la levadura (Laughon y Scott 1984, 
Gehring et al. 1994). En virtud de que este motivo es precisamente una región de asociación al ADN, Gehring 
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supuso que el homeodominio tambien lo sería. Como decíamos arriba, una gran cantidad de datos ha 
confirmado esta hipótesis (McGlnnis y Krumlauf 1992, Pabo y Sauer 1992, Gehrlng et al. 1994) para el caso de 
los productos de los genes homeóticos e incluso la ha extendido a los morfógenos que organizan la polaridad 
del huevo y los eventos iniciales de Ja segmentación. 

Lns secuencins con homeodominios se agrupan en miis de 200 grupos homólogos o pnriilogos (Spirov 
et ni. 2002). Algunas de estas clases están definidas con base en criterios adicionales, entre Jos que se cuentan 
los tipos de reglón que flanquean a la caja, la posición de los intrones y la asociación con otros dominios 
(Gehring et al. 1994). Así pues, se incluyen en dicha clasificación algunas agrupaciones de genes -como los Pnx 
y Jos POLI· que, además de contener una caja homeótica reconocible como tal, incluyen regiones adicionales 
de nsociación a ADN, nsf como aquellos grupos que representan a los genes homeobox que no estiin 
orgnnizados en complejos cromosómicos ordenados (De Robertis 1994). Los componentes principales del 
homeodominio son tres hélices alfo plegadas alrededor de un centro hJdrofóbico y un brazo N-terminal 
flexible (Otting et al. 1990); en el caso del homeodomlnio de la proteína ANTP, también se puede reconocer 
una cuarta hélice flexible (Qian et al. 1993). Las hélices 2 y 3 forman el motivo hélice-vuelta-hélice ya 
mencionado (Qian et al. 1989, Gehring et al. 1994), y se ha visto que las tres hélices se ordenan únicamente 
cuando la proteína se pega al ADN (Wolberger 1996). 

La información anterior proviene de estudios estructurales realizndos con resonancia magnética 
nuclear (NMR) y cristalografía de rayos X de los complejos formados por el ADN y homeoproteínas 
escogidas, complementados en algunos c11sos con mutaciones puntuales en la secuencia de Ja caja homeótica 
(revisados en Laughon 1991, Gehring et al. 1994 y Sharkey et al. 1997). Estos trabajos han establecido además 
que los residuos de aminoácidos que participan en la form11ción del complejo ac.m particular, en el 
reconocimiento específico de las bases en ambas c11denas del ADN· están ubicados en la hélice 3 (Gehring 
1992). La sccuenci11 de consenso obtenida por Bürglin (1994) de la comparación de 346 homeodominios 
contiene siete posicione~ que son invariantes en más del 95% de los casos; se trata de L16, F20, W48 y F49, 
correspondientes al centro hidrofóbico, y I\5, NSl y R53, que se ólSocinn directamente al AlJN. En el 
homeodominio de ANTP1 por ejemplo, es claro que estos sitios están distribuidos en l11s cuatro hélices. La 
primera abarca los residuos 10 a 21, la segunda va del 28 al 38 y la tercera de Jos residuos 42 al 52. Como ya se 
indicó, esta proteínn contiene una cuarta hélice (residuos 53 a 59), más desordenada y flexible, que es 
inexistente en otros factores de transcripción, como FTZ, codificada por un de los genes de segmentación más 
importantes y mejor estudiados (Qian et ni. 1994), o bien que es continua con la tercera, como sucede en MAT 
alfa2 (Wolberger et al. 1991). A pesar de estas diferencias, los estudios llevados a cabo con estas técnicas, han 
indicado que éstas tres proteínas, más el producto de c11grnilcd (Kissinger et al. 1990, Draganescu y Tullius 
1998), se unen al ADN de manera muy similar. 

Los homeodominios mencionndos anteriormente y otros (ver, por ejemplo, Klemm et ni. 1994) se pegan 
al ADN como monómeros y lo hacen de manera espedalmente favorable a secuencias de ADN que contienen 
el tetranucleótido A ITA, llamado también motivo central. La interacción requiere de la inserción de la tercera 
hélice en el surco mayor, el brazo N·terminal en el menor y de contactos entre el asa que une a las hélices 2 y 3 
con el esqueleto del ADN. En opinión de algunos autores, las regiones de ADN que pegan homeodominios se 
pueden considerar de alta, media y baja afinidad, pues en algunos cnsos, en ausencia del sitio que contiene el 
tetranucleótido en el enhnncer disminuye la especificidad en la asociación de la proteína, aunque la función 
de este elemento activador no se vea nfcct11dn de mnnera detectable (Gehring et al. 1994). Junto con estas 
evidencias que involucran la asociación de subunidadcs únicas, recientemente se ha establecido que las 
interacciones protcfna·protefna juegan un papel importante en la modulación de la actividad de los 
homeodominios en condiciones fisiológicas (Wolberger 1996). De hecho, los monómeros sólo tienen 100 veces 
miis afinidad por sitios especfficos del ADN (de alta afinidad) en relación a sitios no específicos (de media y 
baja afinidad; Laughon 1991). Algunas honieoprotefnas se unen al ADN como dímeros formados por 
subunidades iguales o diferentes en una asociación cooperativa, pues Ja afinidad aparente de cualquiera de 
ellas al ADN es ma)'Or si se forma el dfmero (Wilson y Desplan 1995, Passner et al. 1999). Las estructuras 
cristalinas del homodfmero del homeodominio codificado por pnircd (Wilson et al. 1995) y las del 
heterodímero de MAT al I alfa2 (Li et al. 1995) han sido importantes evidencias en favor de lo anterior. En el 
caso de esta última estructura se hil visto que cad¡i subunidad se une a secuencias operadoras de ADN 
distintas -los nudeótidos TGT están conservados en el sitio de alfa2, y la secuencia CATC lo esta en el sitio de 
al. 

Finalmente, otros estudios de NMR y simulación de dinámicas moleculares, también en ANTP, indican 
que el agua solvente yace en una cavidad que forma la interfase entre la hélice de reconocimiento del 
liomeodominlo y las bases del surco mayor del ADN de doble cadena (Billeter et al. 1993, Fraenkel y Pabo 
1998). Uno de los últimos homeodominios en estudiarse como cristal ha demostrado la pilrticipación conjunta 
del solvente y las interacciones entre homeodominios en la diniimica molecular de Jos mismos: Ja asociación 
de la proteína EVEN SKIPPED -también codificada por un gen de segmentación- al ADN es en realidad el 
pegado de dos homeodominlos sobre caras opuestas de una sola vuelta de B-ADN, con puentes de hidrógeno 
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mediados por moléculas de agua en Ja interfase entre las bases y la hélice de reconocimiento (Hirsch y 
Aggarwal 1995). 

Biología comparativa de los genes homeobox 

Una cantidad enorme de estudios realizados en años recientes en varias especies de animales con muy 
diferentes plan~s básicos de organización corporal ha permitido establecer que no sólo el desarrollo de 
Drosoplrila estd mediado por genes reguladores que poseen secuencias de asociación al ADN a través de las 
cuales controlan Ja expresión de otros genes (Slack et al. 1993, Carroll 1995, Carroll et al. 2001). Al mismo 
tiempo, dichas investignciones han indicado que un porcentaje considerable de tales secuencias codificantes 
de factores de transcripción importantes durante el desarrollo pertenece a la familia de genes homeobox. En la 
rana, el ratón e incluso en el humano, los genes del tipo Autp -ta categoría de genes homeobox que abarca los 
genes homeóticos sensu stricto (Gchring et al. 1994)- presentan parecidos asombrosos con los genes selectores 
de Drosophila más allá de las secuencias nudeotidicas: en los genomas de vertebrados estudiados en detalle, se 
encuentran cuatro "racimos" (clusters) o complejos cromosómicos conocidos como Hox, que corresponden a 
BX-C y ANT-C (denominados conjuntamente HOM-C por algunos autores) y que están distribuidos en cuatro 
cromosomas distintos (McGinnis y Krumlauf 1992, Maconochie et al. 1996) como producto de tres rondas de 
duplicación y la pérdida de cuatro racimos (Bailey et al. 1997) ocurridas a Jo largo de los últimos cientos de 
millones de años de evolución (ver Figura 2). 

A pesar de que la razón por la cual los genes Hox están agregados en racimos sigue siendo misteriosa 
(Mann 1997), este arreglo cromosómico da lugar a propiedades notables, como la colincaridad. Este rasgo 
funcional consiste en la correspondencia entre la posición de cada locus perteneciente a los complejos sobre 
cada cromosoma y el orden en el cual cada uno de ellos es expresado a lo largo del eje antera-posterior. Esto 
significa que los genes que se encuentran en el extremo 3' se expresan en la región anterior del embrión, y que 
sus fronteras de localización espacial se van recorriendo hacia atrás del cuerpo conforme se avanza sobre el 
cromosoma hacia el extremo S'. Asimismo, dicha correspondencia incluye también la temporalidad de la 
expresión (los genes anteriores se expresan primero, los posteriores se expresan de forma tardía). Un elemento 
adicional de similitud entre los genes homeóticos homeobox provenientes de las especies estudiadas, es la 
correlación que existe entre la rcsponsividad al ácido rctinoico, que tanto en invertebrados como en 
vertebrados consiste en una alta sensibilidad mostrada por Jos genes del extremo 3' y un grado bajo de 
respuesta por los genes 5' (Duboule 1994). Gracias a Ja conclusión de algunos proyectos de secuenciación de 
senomas completos -por ejemplo, el de Drosopl1ila (Adams et al. 2000) y el del nemátodo Cae11or/Jabditis elega11s 
(Kappcn 2000)- actualmente es posible estimar con gran confiabilidad el número de genes pertenecientes a la 
familia homeobox presentes en diferentes ciados de animales (Finnerty y Martindale 1998, De Rosa et al. 
1999). Estas estimaciones se han visto complementadas por el hallazgo de grupos de genes homeobox que 
también forman racimos pero que no pertenecen a los complejos Hox; entre ellos sobresale el complejo 
ParaHox, descubierto originalmente en Ampl1ioxus (Brooke et al. 1998) y posteriormente caracterizado en los 
cnidarios (Finnerty y Martindale 1999). 

Ln aproximación comparativa ha permitido descubrir diferencias importantes en la función biológica 
de algunos genes homcóticos animales. En virtud de numerosas observaciones que indican que la extensn 
conservación de secuenci11 entre diferentes genes Hox no necesariamente se extiende a todos sus efectos sobre 
la especificación de In identidad de partes corporales, actualmente se tiene una visión equilibrada del peso 
que debe adjudicarse a los genes involucrados en el desarrollo embrionario en la elaboración de hipótesis de 
homología entre estructuras (Abouheif et al. 1997, Wray y Abouheif 1998). Por ejemplo, tanto en Drosop/1íla 
como en Tribolium castaueum (otro insecto intensamente estudiado desde el punto de vista genético-molecular; 
ver, por ejemplo, Brown et al. 1999) los genes homeóticos son los determinantes de la identidad de patas, alas 
)' antenas, y de ellos depende su localización en los segmentos correctos (Akam 1987 y 1995), pero el complejo 
de genes homeobox de C. elegmts controla únicamente la identidad de linajes celulares particulares a lo largo 
del eje antera-posterior (Salser y Kenyon 1994). Esta misma especie presenta un gen (egl·5) cercanamente 
relacionado con AbdB, el cual n su vez es el gen más emparentado con el grupo funcional de genes homeobox 
de los vertebrados, que es activado de manera secuencial durante el desarrollo de las extremidades (Margan y 
Tabin 1993; Capdevila e Izpisúa-Belmonte 2001). Sin embarso. como Jos nemátodos carecen de ellas, es muy 
probable que el gen ancestral de esta subfamilia haya antecedido al origen de las extremidades como tales, y 
que dicho gen haya cumplido en un principio con funciones diferentes de la especificación de dichas 
estructuras (Shubin et al. 1997). 

Entre los ejemplos mds interesantes y discutidos al respecto de la asignación de funciones diferenciales 
a lo largo de la evolución para los genes con cajas homeóticas y sus consecuencias sobre la estimación de 
hipótesis de homologfa se encuentra el caso del /ocus Pax6 y su homólogo eyeless (ey), provenientes del ratón y 
la mosca, respectivamente. Estos genes parecen ser centrales en la actividad de una red regulatoria que 
controla la morfogénesis del ojo en varios grupos de animales con estructuras oculares divergentes (Gehring e 
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Ikeo 1999, Treisman 1999); entre otras funciones, ey es capaz de inducir el desarrollo de ojos ectópicos cuando 
se expresa en sitios donde normalmente no le corresponde (Halder et al. 1995). Un segundo grupo de 
evidencias en favor de esta hipótesis se relaciona con la conservación de secuencias y funciones en el humano 
(Quiring et al. 1994), los nemertinos (Loosli et al. 1996), los cefalópodos (Tomarev et al. 1997) y el anfioxo 
(Glardon et al. 1998); asimismo, se ha demostrado que la vfa de sei\alización que controla la expresión de ey y 
que es organizada por el gen Notch está conservada tanto en la rana como en la mosca (Onuma et al. 2002). 

Otros hallazgos, sin embargo, apuntan a que la participación central de los homólogos de Pax6 en la 
ontogenia del ojo no es tan generalizada -por ejemplo, el desarrollo por regeneración de los ojos en las 
planarias es Pax6-independiente (Pineda et al. 2002). Por este motivo, algunos autores actualmente piensan 
que en el ancestro común de protostomados y deuterostomados -que no tenía aún ojos complejos, sino 
únicamente receptores fotosensibles- el homólogo de Pax6 estaba dedicado a determinar el destino de células 
sensoriales en tejido ectodermal, pero no de especificar ojos como tales (Nilsson 1996). Recientemente, Arcndt 
y Wittbrodt (2001) han sugerido que Urbilateria -el ancestro común hipotético de todos los animales 
bilaterales- ya poseía ojos simples, pero mientras la homología de los ojos cerebrales en Protostomia puede 
sustentarse, es probable que dichas estructuras no provengan de un ancestro común -ill menos, la 
comparación hecha entre animales cardados y no cordadas. El caso de los genes Pax y la determinación de la 
identidad de estructuras oculares ilustra, pues, que Jos genes homeóticos no hacen exactamente lo mismo en 
todas las especies en las cuales su función se ha estudiado en detalle. No obstante, esto no elimina la validez 
del consenso actual que afirma que los genes homeóticos, en virtud de sus funciones celulares, siempre han 
participado en algún aspecto del desarrollo de los planes corporales (Knoll y Carroll 1999, Carroll et al. 2001). 

Ln aplicación generalizada de una de las técnicas más comunes de la biología molecular -la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR)- ha permitido la detección de genes Hox en cientos de especies, algunas de las 
cuales nunca serán accesibles a la aplicación de metodologías genéticas convencionales (ver, por ejemplo, De 
Rosa et al. 1999). Aunque a veces lil PCR no proporciona información inequívoca respecto al número de genes 
presente, )as búsquedas realizadas con esta técnica en muy diversos genomas, interpretadas adicionalmente 
con evidencias paleobiológicas, han demostrado que la presencia de genes Hox precede a la aparición de los 
animales como tales (Valentine et al. 1996, Envin et al. 1997, Valentinc et al. 1999) y que existe una correlación 
general entre el número de genes Hox estimado y la complejidad de los planes corporales (Gellon y McGinnis 
1998). Con ayuda de esta técnica, se sabe que el racimo de genes homeóticos homeobox de C. elegans tiene 
cuatro genes debido a pérdidas masivas ocasionadas por la condición de parasitismo (Kcnyon 1994), pero que 
en general todos los protostomados estudiados a la fecha presentan un solo racimo de genes Hox (Finnerty y 
Martindale 1998; ver Figura 2). 

En contraste, la situación en los cardados (Holland y Garcfa-Femández 1996) es diversa: los mamfferos 
tienen 39 genes, repartidos en los 13 (McGinnis y Krumlauf 1992, Maconochie et al. 1996) o 14 (Pollard y 
Holland 2000, Popovici et al 2001), grupos de genes parálogos a los miembros de BX-C y ANT-C; algunos 
peces tienen genes adicionales debido a duplicaciones génicas exclusivas (Amores et al. 1998); mientras que el 
anfioxo tiene sólo un complejo (Ferrier et al. 2000). El panorama general al respecto indica que cada plry/1m1 o 
clase taxonómica en la que se han caracterizado los complejos Hox exhibe un patrón único de duplicación o 
pérdida de genes, relativo a otros phyla y clases (Finnerty y Martindale 1998, Martindale y Kourakis 1999, De 
Rosa et al. 1999); y si bien cada uno de los complejos de los vertebrados es diferente de los demás, se ha 
podido rastrear de manera consistente su origen a un racimo ancestral único (Bailey et al. 1997, Ferrier y 
1-folland 2001). 

Finalmente, es importante recalcar que actualmente la interpretación correcta de la información que 
proporcionan In PCR y las técnicas genéticas y embriológicas tradicionales sobre los genes homeóticos 
homeobox depende de modo indispensable del uso de las herramientas de la sistemática, especialmente de la 
cladfstica (Carroll et al. 2001, Arthur 2002). Esta relación entre areas diversas que confluyen en la biología 
evolutiva está plenamente justificada: finalmente son estos genes los principales responsables de la 
determinación de la identidad de las estructuras morfológicas características de cada grupo, las cuales a su 
vez han sido tradicionalmente la fuente de caracteres de la sistemática en el pasado. De modo sobresaliente, 
los datos de secuencia de genes Hox no sólo han podido ser mapeados en reconstrucciones obtenidas con loci 
independientes, sino que ellos mismos han contribuido para la modificación de las hipótesis filogenéticas 
tradicionales de los animales en su conjunto (ver, por ejemplo, Adoutte et al. 1999, De Rosa et al. 1999; Figuril 
2). La adición de evidencias sobre las modalidades de evolución molecular de los genes Hox (ver, por ejemplo, 
Schubert et al. 1993, Gauchat et al. 2000) a los análisis anteriores está apoyando la unificación de la genetica 
molecular del desarrollo con las otras áreas de la biología relacionadas con el estudio de la macroevolución: 
tal unificación es, en nuestra opinión, la inevitable culminación de las observaciones de Bateson y una vía 
para In supernción de las limit<tciunes de l<t teoría evolutiva tr<tdicional (Vergara Silvn 2002). 

Las plantas también tienen /oci homcóticos: la familia MADS-box 
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El resumen que hemos hecho de la historia del descubrimiento de los genes homeóticos en los animales 
y la descripción de algunos de los aspectos moleculares más relevantes sobre ellos bien pueden crear la 
impresión de que los términos homeótico y homeobox son sinónimos, y que la reunión de la genética, la 
embriología y la sistemática sólo pueden ayudar a resolver preguntas acerca del origen y divcsificación de Jos 
metazoarios. Lo anterior está lejos de ser cierto: la aplicación de la metodología genético-molecular a algunas 
especies modelo de dicotiledóneas -Arabidopsis thnliana y Autirrliinum majus, en especial- ha permitido el 
hallazgo de una segunda familia multigénica, cuyas funciones conjuntas bien pueden considerarse análogas a 
las de los genes homeóticos en los animales. Al igual que Jos genes homeobox, la agrupación de genes MADS
box (Theissen et al. 2000, Vergara-Silva et al. 2000) tiene una amplia distribución taxonómica, e incluso, 
además de su papel fundamental en la morfogénesis de las estructuras de las plantas terrestres, algunas de las 
proteínas codificadas por estos genes participan en Ja respuesta a feromonas y en el metabolismo de arginina 
en levadura (Herskowitz 1989, Dubois y Messenguy 1991), as( como en el desarrollo de los tejidos musculares 
en animales (Buckingham 1994). 

La familia multigénica MADS~box deriva su nombre de las iniciales de sus cuatro miembros 
fundadores -MCMl (proveniente de Sncclraromyces; Jnrvis et ni. 1989), AGAMOUS (AG; un gen hallado en 
Arnl•idopsis; Yanofsky et al. 1990), DEFICIENS (que se encuentro en Arrtirrlrirrrmr; Sommer et al. 1990) y 
SERUM RESPONSE FACTOR (SRF; un gen del humano, Normnn et al. 1988), y agrupa a las secuencias 
codificadoras de factores de transcripción que presentan un dominio formado por 60 aminoácidos 
denominado MADS (Schwarz-Sommcr et al. 1990). En un principio, se consideraba que la unidad mínima de 
unión específica al ADN estaba constituCda por este dominio -el más conservado de todn la proteína- más 30-
40 aminoácidos en la región carboxilo terminal (Muellcr y Nordheim 1991). Grncias al trnbajo cristalográfico 
realizado con la proteína codificada por SRF, se sabe ahora que el dominio MADS se pliega en un motivo 
estructural nuevo para la interacción con el ADN y para la dimerización que consiste en un rizo enrrollado 
antipara lelo de dos hélices alfa anfipáticas, cada una proveniente de una subunidad diferente (Pellegrini et ill. 
1995). 

Al igual que los homeodominios, el dominio MADS presenta una serie de sitios muy conservados 
dentro de su secuencia. Et recuento de 107 proteínas pertenecientes a plantas, hongos y animales ha permitido 
identificar que 111, K23, H.24, K30, K31, E34 y L38 son residuos absolutamenh! invariantes, as( como 9 residuos 
mds, donde los cambios de aminoácido han sido muy raros y conservativos, y finalmente 16 sitios de cambios 
no conservativos en menos del 5% de los casos (Theissen et al. 1996). 

Las proteínas con dominios MADS de plantas son de naturaleza modular. Además de este dominio, 
existe en ellas una región parcialmente conservada, de aproximadamente 70 residuos, denominada l< (por su 
similitud con el dominio de rizo enrollado presente en la queratina), que se localiza en la dirección 31 con 
respecto al dominio MADS y se separa de esta última por una región de secuencia muy variable denominada 
1 ("intermediary") o L ("Jinker"). Aunque Ja secuencia de aminoácidos de la región K no está muy conservada, 
su estructura secundaria sí Jo está (Ma et al. 1991; Purugganan et al. 1995). Por último, las regiones más 
variables en términos de tamaño y secuencia -tanto en animales como en plantas y hongos- corresponden a la 
región amino y carboxilo terminal. De éstas, la primera región sólo se halla en un pequen.o grupo de protcinas 
MADS, pues en la mayoría de ellas el codón de metionina de inicio coincide exactamente con el principio de 
la región del mismo nombre, mientras que en todas ellas se encuentra el extremo carboxilo (Theissen et al. 
1996). 

Empleando Ja información del genoma completo de Arabidopsis (The Arnbidopsis Genome lnitiative 
2000) y el de especies selectas de animales, en nuestro laboratorio hemos podido reconstruir la historia 
evolutiva de la familia de los genes MADS-box en los eucariontes. En particular, hemos demostrado que antes 
de la divergencia de los animales y las plantas ocurrió al menos una duplicación de los genes MADS-box que 
dió lugar a dos linajes -Jos genes Tipo 1 y los Tipo ll- dentro de la familia (Alvarez-Buyiia et ni., 2000a). Estos 
dos tipos de genes corresponden, respectivamente, a dos agrupaciones de loci animales conocidas como tipo 
SRF y tipo MEF, ninguna de los cuales tiene funciones homeóticas. Por un lado, los genes de animales tipo 
SRF se agrupan con un gran número de genes de plantas de los cuales aún no conocemos su función. Por el 
otro, es interesante notar que los genes tipo MEF -entre los que se encuentran genes que regulan la 
diferenciación del corazón y otros músculos estriados- forman un grupo monofilético con un grupo grande de 
genes MADS-box de plantas, dentro del cual se encuentran los genes homeóticos florales. 

Es común que las proteínas con dominio MADS sean activas como pares, tanto homodímeros como 
heterodímeros (Riechmann et al. 1996b, Riechmann y Meyerowitz 1997, Winter et al. 2002). Se ha establecido, 
por ejemplo, que los productos de los genes APETALA3 (APJ) y PIST/LLATA (PI), carocterizados en 
Arabidopsis Uack et al. 1992 y 1994; Goto y Meyerowitz 1994, Bouhidel y lrish 1996) pueden formar 
heterodCmeros, así como sus contrapartes en Anthirriuum maj11s (las proteínas deficiens y globosa) que 
requieren específicamente del dominio K, además del MADS, para interactuar (Davies et al. 1996). Todas estas 
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proteínas son fundamentales para la determinación de la identidad de algunos de los órganos ílorales 
característicos de las especies correspondientes. Trabajos recientes han demostrado, sin embargo, que no sólo 
los dominios MADS y K juegan un papel en la íunción celular normal de los factores de transcripción ílorales. 
La construcción de genes híbridos acoplada con algunos experimentos de expresión cctópica en pl•mtas 
transgénicas de Arabidopsis han demostrado que el único dominio que siempre participa en la determinación 
de la especificidad funcional de las proteínas es la región 1 (Krizek y Meyerowitz 1996). Probablemente, esto 
se deba a que dicho dominio se requiere para la interacción con otras proteínas accesorias que formarían 
entonces un complejo múltiple de proteínas-DNA que activa la transcripción (Riechmann y Meyerowitz 
19960). 

Tal como ha sucedido con las proteínas con homeodominios, diversas estrategias experimentales han 
permitido demostrar que existe una secuencia conservada en los promotores y otras regiones activadoras de 
los genes blanco de las proteínas con dominio MADS y funciones homeóticas, a la cual éstas se asocian con 
diferentes grados de afinidad. Dicha secuencia de nucleótidos es un motivo palindrómico denominado caja 
CArG, que consiste en la secuencio consenso CC(A/T)6GG (Shore y Shorrocks 1995). Si bien es común que se 
piense que la esrccificidad funcional de los factores de transcripción reside básicamente en su especificidad 
de asociación a ADN, se ha observado que muchas proteínas MADS-box reconocen prácticamente los 
mismos sitios CArG en el ADN (Nurrish y Treismon 1995, Huong et al. 1995) a pesar de que su efecto en el 
desarrollo sea muy diferente (Riechmann y Meyerowitz 1997). Curiosamente, esta paradójica situación se ha 
venido descubriendo también para las proteínas homeóticas con homeodominios de los animales (Gross y 
McGinnis 1996). 

La importancia de determinar las causas de la especificidad de los factores de transcripción codificados 
por genes homeobox y MADS-box en estos términos es enorme: en principio, ésta es la única manera de 
acceder al siguiente nivel de las interacciones regulatorias en el desarrollo, es decir, el de los genes 
realizadores (ver, por ejemplo, ParC)' et al. 1998, Benfcy y Weigel 2001). Por esto razón, una gran parte de los 
proyectos de investigación sobre la base molecular de la homeosis ~tanto en animales como en plantas- ahora 
se enfocan en la caracterización de procesos que, junto con la regulación de la transcripción pcr se, controlen 
de manera fino la actividad de las proteinos homeóticas dentro de los células (Gerhort y Kirschner 1997). Entre 
los procesos descubiertos durante estos proyectos sobresalen la degradación selectiva de las proteínas 
mismas, el transporte del citoplasma al núcleo, el movimiento de célula a célula y otras modificaciones post~ 
transcripcionales y post-traduccionales como la fosforilación, así como la participación de proteínas accesorias 
y cofactores en los complejos activadores de la transcripción, ya mencionada arriba, se perfila como la regla 
(Graba et al, 1997, Riechmann y Meyerowitz 1997, Egeo Gutérrez-Cortines y Dovies 2001). 

Los genes MADS-box y la evolución de las estructuras reproductivas de las plantas 
terrestres 

El rápido avance en la caracterización molecular de las proteínas con dominio MADS de las plantas ha 
puesto las bases para la comparación de los detalles moleculares de la función de ésta y otras familias de 
factores de transcripción que también son importantes durante el desarrollo ontogenético (Riechmann et al. 
2000). A su vez, estos análisis comparativos han creado Ja posibilidad de analizar los eventos evolutivos más 
importantes en la historia de las plantas terrestres en términos de la expresión de los genes durante el 
desarrollo, a semejanza de lo realizado para el reino animal (Cronk 2001). También, esta nueva manera de 
entender los procesos evolutivos vegetales es guiada por el conocimiento que se obtiene en los sistemas 
modelo. Tanto en Arabidopsis como en Attlirrlrúrnm, la estructura cuya morfogénesis se conoce mejor en 
términos moleculares es la flor -la estructura reproductiva diagnóstica del ciado de las angiospermas. 
Dilucidar las razones del origen de esta novedad evolutiva es uno de los problemas clásicos de la biología 
desde tiempos de Dan,•in, quien le llamaba "el misterio abominable" (Crepet 1998). 

Las flores silvestres hermafroditas -es decir, las que presentan simultáneamente órganos masculinos y 
femeninos- de Arabidapsis y Antirrlrimmr se componen de cuatro verticilos concéntricos, dispuestos en la 
siguiente secuencia desde la periferia hasta el centro: sépalos, pétalos, estambres y carpelos (ver Figura 3). Un 
número considerable de mutaciones en genes que codifican para factores de transcripción de la familia 
MADS-box cambian el arreglo de los órganos florales de manera homeótica, y se ha encontrado que sus 
correspondientes genes se requieren para una o más de tres diferentes funciones: (a) el control directo de la 
identidad de los órganos, probablemente mediado por la activación de los genes realizadores característicos 
de las células de codo órgano, (b) la regulación espacial de lo expresión de los genes que controlan lo 
identidad del órgano, que puede entenderse como lo regulación de Ja posición, y (c) lo inducción inicial de los 
genes que especifican lo Identidad de los órganos. Los genes del primer tipo -de identidad de los órganos- son 
equivalentes a los genes homeóticos selectores de los animales, y el producto de sus mutaciones es una 
drástica modificación de la fórmula floral. Por su parte, los genes con la segunda actividad se llaman 
catastrales, porque establecen límites espaciales para los genes anteriores, impidiendo su expresión ectópica. 
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Por último, los genes que inducen positivamente a los del primer tipo se llaman genes de identidad 
meristcmátlca, porque la ausencia de su actividi1d cnusa una conversión parcinl o completa de las flores hncia 
vástagos vegetativos (Weigel y Meyerowitz, 1994, Weigel 1995, Yanofsky 1995). 

Las mutaciones en los genes de identidad de los órganos son especialmente interesantes. Estas caen en 
tres clases diferentes, cada una de las cuales altera la identidad de los órganos en dos verticilos adyacentes, de 
acuerdo con el modelo combinatorio conocido universalmente como ABC (Caen y Meyerowitz 1991, 
Meyerowitz 1994; ver Figura 4). Este modelo es un resumen de la evidencia genética y molecular sobre el 
desarrollo floral en los dos sistemas modelo ya mencionados. Según el modelo ABC, a cada una de las tres 
funciones de identidad de órganos, A, By C, le corresponde una clase de genes particular. La inactivación de 
los genes de la clase A, es decir, la pérdida de la función marcada con la misma letra, causa la transformación 
de los sépalos en carpelos, y de los pétalos en estambres. En los mutantes de pérdida de la función B, los 
pétalos son reemplazados por más sépalos, y los estambres por más carpelos. Finalmente, la pérdida de la 
actividad C transforma a Jos estambres (tercer verticilo) en pétalos, y a los carpelos (cuarto verticilo) en 
sépalos. En el contexto del mismo modelo, el estudio de los dobles mutantes posibles ha revelado que la 
actividad Bes independiente de A y C, y que cuando desaparece la función C de las células que formarán los 
verticilos 3 y 4, A se expresa cctópicamente en esas mismas células y viceversn -es decir, las actividades A y C 
se inhiben mutuamente. Finalmente, el modelo también establece que Jos efectos de las diferentes actividades 
son independientes de su posición relativa dentro de la flor (Alvarez-Buylla 2002). Sin duda, el modelo ABC 
se ha convertido en la mejor herramienta predictiva de los patrones de expresión de los genes MADS-box en 
prácticamente todas las flores de Jas angiospermas conocidas, así como en las estructuras reproductivas de las 
gimnospermns (Vergara-Silvn et al. 2000). 

Recientemente, se ha reportado la existencin de un nuevo grupo funcional de genes de la familia 
MADS-box que tiene especial relevancia para profundizar en el conocimiento de los mecanismos de 
especificación de la identidad de los órganos florales. Este grupo de genes, agrupados en un ciado 
monofilético, se ha denominado SEPALLATA (SEP) porque la mutación simultánea de todos ellos resulta en 
una conversión de los cuatro tipos de órganos florales a sépalos (Pelnz et al. 2001). Adicionalmente, la 
sobreexpresión de estos genes, en combinación con la de los ABC, origina la transformación de hojas de la 
roseta u hojas caulinares en diferentes órganos florales, dependiendo de los genes ABC coexpresados. Por 
ejemplo, si se sobreexpresan dos de los tres genes SEP con los genes A y B se transforman hojas en pétalos 
(Pelaz et al. 2000), pero In combinación de cualquier par de SEP y los genes de las funciones B y C especifica la 
diferenciación de estambres o carpelos (Honma y Gato 2001, Pelaz et al. 2001). 

Las evidencias resumidas arriba indican que los genes SEP son indispensables para redirigir el 
programa de desarrollo de hojas a órganos florales. Si bien se sabía ya que los genes ABC eran indispensables 
para el desarrollo de los órganos de la flor, ahora sabemos que éstos genes no son suficientes y que requieren 
de la función conjunta de los genes SEP. Estos interesantes genes MADS-box, sin embargo, no regulan 
transcripcionalmcnte a los genes ABC. De hecho, la localización de sus ARNm es normal en los mutantes de 
los SEP. Experimentos recientes han permitido demostrar, en contraste, que éstos actúan de manera 
redundnnte en la formación de cuartetos de proteínas junto con diferenctes productos proteicos de los genes 
ABC, para así pegarse n sitios de los promotores de los genes blanco que regulan (Honma y Gato 2001). Estos 
genes blanco no se han identificado aún, pero sabemos ahora que los genes ABC necesitan interactuar con los 
genes SEP para funcionar como factores transcripcionales. Con estos datos se ha integrado lo que se conoce 
como el "modelo de los cuartetos" del desarrollo floral, que plantea que los genes ABC actúan en tetrámeros 
como factores de transcripción (Thcisscn y Saedler 2001). Datos empíricos en Antirrhinum, donde los genes 
ortólogos de los SEOP han sido llamados "intermediarios de identidad", también apoyan este modelo (Egea
Cortines 1999, Egen Gutiérrez-Cortines y Dovies 2000). 

Las etapas de la ontogenia de las plantas que ocurren previamente al desarrollo floral son 
notablemente plásticas, y responde constantemente a factores ambientales como la luz y la temperatura. A 
nivel molecular, ya se tiene información acerca de las conexiones entre diferentes redes de regulación 
transcripcional que controlan la floración y las vías de transducción de señales que responden a estos factores 
ambientales (ver, por ejemplo, Blázquez 2000). Sin embargo, en términos bioquímicos es poco lo que se sabe 
acerca de otros factores que no pertenecen a la familia de proteínas con dominio MADS y que podrían regular 
la función transcripcional y postr-trasncripcional de éstas. En relación a este interesante aspecto de la 
ontogenia vegetal, en nuestro laboratorio hemos emprendido una búsqueda de proteínas que puedan regular 
post-transcripcionalmente a los genes MADS·box durante el desarrollo floral y que eventualmente se puedan 
convertir en herramientas moleculares para entender la manera en que se regula el desarrollo vegetal por las 
condiciones externas. Hasta el momento, hemos aislado dos proteínas: una de ellas es rica en motivos de 
leucina y la otra es una fosfatasa. Ambas interactúan in vitro de manera específica con AG, que es el gen 
correspondiente a In función C en Arabidopsis (Gamboa et al. 2002). Este es el primer reporte de proteínas 
codificadas por genes que no son de la famila MADS·box que interactúan con una proteína con dominio 
MADS. Las proteínas ricas en motivos de leucina se han asociado a funciones del desarrollo y funcionan como 
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cinasas y/o como receptores (ver, por ejemplo, Clark et al. 1997). Ahora nos queda averiguar la función de 
esta nueva proteína, que bautizamos FLORl. 

Así como en Drosopl1i/a, en Arabidopsis también existen una serie de niveles de regulación de los genes 
homeóticos selectores que se activan antes que éstos últimos. Entre ellos, se encuentran los genes CONSTANS 
(CO; Putterill et al. 1995) y GIGANTEA (GI; Fowler et al. 1999), que junto con otros /oci se conocen como genes 
de floración tardfa (Weigel y Meyerowitz 1994; Blázquez 2000). Estos genes, a su vez, regulan la actividad 
transcrlpcional de los genes de identidad de meristemo LEAFY (LFY), APETALA1 (AP1), CAULIFLOWER 
(CAL) y TERMINAL FLOWER 1 (TFL1; Weigel y Meyerowitz 1994, Coupland 1995, Blázquez 2000). Estos 
últimos son los que controlan la actividad de los genes catastrales CLAVATA1 (CLV1), LEUNIG (Ll/G) y 
UNUSUAL FLORAL ORGANS (UFO; Levin y Meyerowitz 1995, Liu y Meyerowitz 1995, Blázquez 2000). Por 
último, tanto los genes de identidad de meristemo como los catastrales regulan la expresión de los genes de 
identidad de órgano APETALA2 (AP2), AP3, PI, y AG (Weigel y Meyerowitz 1994). Este esquema temporal de 
expresión tiene sus particularidades, sin embargo; por ejemplo, el gen SUPERMAN (SUP) se activa después 
que Jos genes de identidad de órgano, a pesar de ser considerado formalmente como un gen catastral (Sakai et 
al 1995). Por su parte, el gen AP1 realiza funciones de especificación de la identidad del meristemo floral, 
además de determinar la identidad de sépalos y pétalos (Weigel 1995). 

El trabajo en angiospermas que no son sistemas modelo -basado en técnicas de biología molecular 
similares a las empleadas en animales para muestrear en especies donde no se puede hacer genética- ha 
permitido la caracterización de decenas de genes MADS-box que también están involucrados en la 
morfogénesis de las estructuras rcproductivtts correspondientes. Entre estas especies podemos contar al arroz 
(On;za salit'a, Chung et al. 1994), la coliflor (Brassicn 11a¡111s, Mandcl et al. 1992), el mnfz (Zt•n mnys, Schmidt et 
al. 1993, Ambrose et al. 2000), la papa (Solm111111 t11beros11111, Kang y I-fonnapel 1995), la petunia (Pet1111ia lrybrida, 
Angencnt et al. 1992, lmmink et al. 1999 y 2002), R11111ex acetosa (Ainsworth et al. 1995), el tabaco (Nicotimra 
tabnc11m, Mandel et al. 1994) y el tomate (lycopersico11 esc1tle11t11m, Pnueli et al. 1994), así como algunas 
dicotiledóneas basales (Kramer et al. 1998, Kramer y lrish 1999). 

Por otra parte, en gimnospermas como la conífera Picea nbies (Tandre et al. 1995, Tnndre et al. 1998, 
Silndstrom et al. 1999) y las gnetales G11et11111 parvifo/i11111 (Shindo et al. 1999) y G11et11111 g11e111011 (Winter et al. 
1999) ya se han encontrado secuencias con caja MADS ortólogas de los genes homeóticos florales canónicos. 
Este último estudio, además de sugerir que la conservación de aspectos importantes de la regulación génica 
de la morfogéncsis de órganos reproductivos se extiende más allá de las angiospermas, han reforzado los 
cambios que ha sufrido recientemente lil hipótesis de relaciones filogenéticas más aceptilda parn el ciado de 
las espcrmiltofitns (\\'intcr et al. 1999). El más notable de estos cambios es la agrupación de ginmospermas y 
angiospermas como grupos monofiléticos y hermanos entre sf (ver, por ejemplo, Chaw et al. 2000). A este 
respecto, no sólo los genes MADS-box han sido de utilidad, sino tnmbién los que codifican a los factores de 
transcripción del tipo LFY. En cspcci<ll, se ha encontrado que las gimnospermas poseen un gen adicional 
perteneciente a esta familia denominado NEEDL )' (NLY; Mouradov et al. 1998). La distribución de este locus 
en las gimnospcrm11s apoya la monofilia de este grupo (Frohlich y Parker 2000). 

Los trabajos de e\•olución molecular del clndo de genL's rv1ADS-box (Purugann;in et al. 1995, 
Purugganan 1997, Purugannnn 2000) han predicho que los tiempos de aparición de 1.is subfamilias con 
funciones durante el desarrollo son más antiguos que la aparición de las estructuras morfológicas cuya 
ontogenia controlíln. Esto supondría que los helechos, las briofit<is y otros linajes vegetales también poseerían 
genes MADS-box con distintos grados de parentesco con los loci homeóticos florales. Esta expectntiva se ha 
corroborado en ambos grupos de plantas terrestres (ver, por ejemplo, 1'.Hinster et al. 1997, Ashton y Krogan 
2000, Svensson et al. 2000), e incluso ya se han encontrado representantes de In familia en algunos grupos de 
algas cercanamente rclacionndos a las primeras plantas terrestres: las carofitas (Tanabe et al. 1999). 

Otra contribución de nuestro laboratorio ni estudio de la familia multigénica MADS-box en plantas está 
relacionada con la coopción de funciones pnra algunos de los genes MADS-box en Arnbidopsis, enfatizando 
que no todos ellos son florales y homeóticos (Alvarez·Buylla et al. 2000b). Recientemente encontramos que 
hay ciados de genes de esta familia que agrupan a loci que se cxpresnn de manera específica o primordial en 
tejidos vegetativos. Al mnpear los patrones de expresión sobre la filogenia de los genes MADS-box, nos 
damos cucnt.1 de l]llL' lo:-; gL'llL'S ancestrales hipotéticos tenían patrones de expresión gencr.1liz,1dos, los cuales 
evolucionaron h<lcia dominios espaciales de expresión más específicos, tanto en estructuras reproductivas 
como vegetativas. Los estudios preliminares de los genes que se expresan de manern primordial en raíz 
sugieren que éstos no tienen funciones homeóticas (Burgeff et al. 2002). Aún nos queda un largo camino para 
entender a plenitud la función de estos genes MADS-box durante el desarrollo de la raíz. 

Redes de regulación genética 

1 
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Como hemos visto, el descubrimiento de los genes homeóticos ha ayudado enormente en el 
entendimiento de Ja relación entre los genes, el desarrollo ontogenético y la evolución de estructuras 
complejas en los organismos multicelulares. Tanto en animales como en plantas, las mutaciones homeóticas 
son fácilmente distinguibles en términos generales, y se han podido explicar con base en modelos sencillos de 
combinaciones de actividades de un puñado de genes, muchos de ellos pertenecientes únicamente a dos 
familias multigénicas que codifican para factores de transcripción: los genes homeobox y los genes MADS
box. Sin embargo, análisis más profundos de los mecanismos moleculares y celulares que subyacen a los 
mismos mutantes homeóticos, así como a la amplia variedad de tamaf\os, formas y colores de los diferentes 
tipos de planes corporales y órganos que los constituyen, están demostrando consistentemente que hay 
muchos más genes e interacciones regulatorias involucrados en la morfogénesis de las estructuras complejas 
(Gerhnrt y Kirschner 1997). 

Tomemos como ejemplo In flor. Mutantes nulos de AG, que constituye in función C en el modelo ABC 
expuesto arriba, tienen restos de tejido carpelar; en ellos las mutaciones homeóticas no son totales. Esto indica 
que hay otros genes importantes en determinar la diferenciación en el cuarto verticilo de las flores. A pesar de 
su utilidad, los modelos genéticos clásicos que hemos revisado tienen limitaciones, porque son estáticos y no 
incorporan propuestas que integren los mecanismos e interacciones regulatorias dinámicas de los genes 
caracterizados hasta ahora. Por ejemplo, aunque se sabe que mutaciones en AG son las responsables de 
anular, en gran medida, la función C, este gen cumple otras funciones pues tiene interacciones rcgulatorias 
con muchos más genes. En base a la experiencia acumulada durante décadas de investigación empírica, es 
razonable estimar que el tiempo que llevaría llevar a cabo estudios detallados de todas estas interacciones 
adicionales podría ser demasiado largo corno para que nuestra generación pudiera ver sus resultados. Entre 
otras, ésta es una fuerte razón por In que el interés por aplicnr herramientas formales y computacionales que 
permitan hacer inferencias funcionales intcgrativas acerca de tales interacciones está creciendo a una gran 
velocidad. De hecho, esta inquietud generalizada alimenta de modo importante la empresa científica 
multinaciom1I que se conoce como genómica comparativa -dentro de la cual se incluye, por supuesto, 
Arabidopsis (Riechmann et al. 2000, The Arabidopsis Genome lnitintive 2000)- as! como la puesta ni día de la 
teoría de sistemas para los organismos modelo en la era molecular (ver, por ejemplo, Kitano 2002). 

La existencia de múltiples relaciones transcripcionales entre los genes tiene como consecuencia 
inmediata que la actividad transcripcionnl de uno o varios genes puede modificar la dinámica transcripcional 
de genes involucrados en más de una vía de regulación. Esta regulación cruzada entre distintos grupos de 
genes, tiene como resultado el que la magnitud de una modificación genotípica no corresponda a la magnitud 
del cambio fenotípico asociado; en otras palabras, la relación genotipo-fenotipo se vuelve no lineal (ver, por 
ejemplo, Moreno 1994). Traducido al contexto de la diferenciación celular, esto es equivalente a la antigua y 
paradójica observación de que, mientras que los oprganismos poseen diferentes tipos celulares, éstos son 
especificados a partir del mismo genotipo. ¿Cómo puede explicarse esto? Para entender el fenómeno, es 
importante explorar qué tipo de arquitectura de interacciones podría permitir la aparición de los tipos de 
perfiles de actividades genéticas que carncterizan a cada uno de los diversos tipos celulares. 

En la actualidad se reconoce que la arquitectura adecuada para resolver el problema anterior puede ser 
obtenida a partir de Ja ntodelación formal de las redes de regulación genética (ver, por ejemplo, Mjolsness et 
al. 1991, Clarket et al. 1993, Thieffry et ni. 1993, Zuckerknndl 1994, Salnznr-Ciudad et ni. 2001). En la 
naturaleza, dichas redes se establecen cuando los productos de algunos genes controlan la transcripción de 
otros genes, cuyos productos a su vez regulan la expresión de otros genes. Las redes de regulación, a 
diferencia de una "cascada" o una jerarquía, presentan además la posibilidad de retroalimentación, directa o 
indirecta. La retroalimentación funciona de manera análoga a lo que sucede en las rutas metabólicas, en 
donde la producción de un sustrato regula la tasa de su misma producción, o en los casos en que el producto 
de cierto gen puede regular indirectamente su propia transcripción. 

Existe una vasta literatura sobre la constitución y propiedades de las redes formales que representarían 
a las redes genéticas reales. Uno de los teóricos más sobresalientes en el arca es Stuart Kauffman, un médico 
interesado desde los 70s en aplicar herramientas formales como el álgebra de Boole ni hallazgo de 
restricciones estructurales a los modos en que ocurre el desarrollo embrionario en diferentes organismos. 
Curiosamente, su trnbajo comenzó como una interpretación de los mismos mutantes homeóticos que 
analizaba Gorda-Bellido (ver, por ejemplo, Kauffman 1971, 1973, 1975, 1981 y 1987). A partir de sus 
contribuciones se han definido los rasgos fundamentales que las redes formales deben tener para aplicarse al 
estudio de la ontogenin y la citodiferencinción. 

Las redes de regulación genética modeladas matemáticamente están constituidas por elementos 
(nodos) Interconectados, y cada nodo tiene In capacidad de adquirir más de un estado de activación. El estado 
de activación de un nodo en particular es una función del estado de activación del conjunto de los nodos de 
los cuales recibe algún estímulo. No existen restricciones sobre el tipo de función que determina la activación 
de los nodos, pero por su simplicidad en muchas ocasiones se ha preferido la postulación de redes con 
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elementos que sólo pueden adquirir dos estados de activación. Estas son las llamadas redes boolermas en 
sentido estriclo (Kauffman 1993). 

En la idealización de los genes como nodos en una red, la tasa de transcripción puede interpretarse 
como el estado de activación de los nodos. AJ mismo tiempo, se puede proponer que los genes siempre se 
encuentran en uno de dos estado.s posibles: "apagados", es decir con una tasa transcripcional de cero, o 
"encendidos", con una tasa constante positiva de transcripción. La ventaja de modelar a grupos de genes como 
redes es que se puede aprovechar el amplio conocimiento que se tiene de las dinámicas de activación de Jos 
genes. Las redes son sistemas dinán1icos que pueden adquirir diversos patrones de activación. Esto permite 
modelar a diferentes dinámicas de activación/inactivación de los nodos de uni1 red como si esta fuera 
genética. Dado que los diferentes tipos celulares de un mismo organismo pueden distinguirse morfológica 
y/ o bioquímicamente (por lo cual es posible identificar a cada tipo celular con un patrón particular de 
activación genética, aunque todos los tipos celulares compartan el mismo genotipo), si se modela i11 genoma 
de un organismo como uníl red constitufdíl por todos los genes relevantes para un proceso di1do -por ejemplo, 
la floración· y se identifica a cada estado de activación de la red como el patrón de expresión genética de 
algún tipo celular en particulnr, entonces la dinámica de activi1ción de Ja red puede interpretarse como el 
proceso de diíerenciación celular (Kauffman 1993). 

En la Figura 5 damos un ejemplo sencillo de una red rcgulatoria. En ella existen dos genes -A y B- cada uno de 
los cuales tiene un umbral de activación -Ha y He- respectivamente. Si un gen es activado con un valor mayor 
a su umbri11, este gen se activa se transcribe. Las flechas representan las interacciones entre los genes, que 
pueden ser positivas (activaciones) o negativas (inhibiciones). En el ejemplo numérico se muestra que si 
iniciamos la red prendiendo al gen A, éste activa a B con un valor de 2; como 2>-1, B se activa. Luego, en 
virtud de la existencia de un i1sa de retroalimentación positiva de l, B se queda prendido permanentemente. 
Esto resulta en una inhibición de A con valor de -2. Como éste valor es menor a l, que es el umbral de A, éste 
último queda permanentemente apagado. En este ejemplo sencillo, el estado de la red en que A está apagado 
y encendido, es un estado de activación estable que se conoce como atractor de punto fijo. Estos atractores 
representan los estados de activación estables característicos de distintos tipos celulares. AJ conjunto de 
estados de activación iniciales que llevan a cada uno de los atractores, les llamamos cuencas de atracción. Es 
cierto que las redes genéticas modela bles con di1tos reales resultan mucho más complicadas que la sencilla red 
del ejemplo anterior, pero los principios para encontri1r sus atractores de punto de fijo -que corresponden a 
los distintos tipos ccluli1res- son los mismos. 

Con In representación de los genes involucrados en la morfogénesis como redes de regulación, se i1bren 
nuevas perspectivas para el estudio de la relnción genotipo-fenotipo. Como se hn hablado en otras partes de 
este capítulo, los genes homeóticos juegnn un papel fundamental en la morfogénesis de muchas estructuras 
anatómicas. Por otra parte, se sabe que el origen de las Camitas de genes homeóticos (homeobox, MADS-box) 
provienen de múltiples duplicaciones genéticas. ¿Qué efecto tienen sobre la dinámica de activación genética la 
duplicación, o incluso la delcción, de miembros de una familia multigénicn? ¿Qué efecto tienen sobre la 
morfogénesis esas mismns duplicaciones y dcleciones?. Utilizado el formalismo de redes para responder a la 
primera pregunta (Wagncr 1996), se ha encontrado que bajo ciertas condiciones la aparición o desaparición de 
grupos de genes no tiene efectos aparentes sobre li1 dinámica de activación. Este tipo de resultados no son 
oh\'ios; las redes hnn sido pnsible111cnlL' l,1 hcrrarnic11t.1 más ildt.?cumfa para ntaci1rla. 

En el laboratorio hemos utilizado In gran c.1ntidad de resultados experimentales sobre la expresión de 
grupos de genes que intervienen en la moríogénesis floral pilra proponer un modelo de red que incluye a 11 
de los gt.?nes de morfogéncsis Cloral de t\rabidi1psis (l\tcndoza y AlvJrez~Buylli1 1998, tvtcndoza et al. 1999; ver 
Figura 6). Dicho modelo. que pli1ntea un enfoque mecanfstico de los procesos de ílCtivación de genes 
involucri1dos en la morfogénesis floral. constituye la parte central de un modelo más general que describe y 
predice la morfología de plantas muti1ntcs, nsf como su respuesta morfológica i1 los cambios del fotoperiodo 
en el que crecen las plantas. Es importante hacer notar que aunque existen cerca de 60 genes con el motivo 
MADS, los 11 genes que se utilizan en el modelo de red son todos aquellos que tienen un efecto reconocible 
sobre el fenotipo y la grnn mayorfa de ellos son genes homcóticos. 

En nuestra interpreti1ción, la flor de Ambidopsis equivale a un módulo fenotípico, al cual le corresponde 
otro módulo de carácter genotípico: la red de 11 genes. Hemos encontrado que la implementación de esta red 
predice seis estndos estables; de manera notable, cuatro de ellos corresponden a los cuatro estados de 
activación del modelo ABC. El quinto estado corresponde a células que no están competentes para 
diferenciarse en células de meristemos florales, que corresponderfa a las células antes de la ílornción, mientras 
que el sexto estado de nctivi1ción no se encuentra en plantas silvestres. Estos resultados apuntan a que estos 
modelos dinámicos pueden constituirse en herramientas útiles para integrar las funciones de los genes del 
desarrollo floral y postular hipótesis acerca de su evolución. Con análisis de simulaciones, también hemos 
visto que hay genes cuyos cambios tienen efectos en los estados estables predichos, mientras que hay otros 
genes que no afectnn los estados estables de la red. Como una predicción derivada de lo anterior, esperamos 
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que genes del primer grupo csMn mas restringidos funcionalmente que los segundos y por lo tanto, 
suponemos que existirá mayor variación nucJcotídica entre genes ortólogos aislados de diferentes especies del 
segundo grupo en comparación con genes del primer grupo. 

Una de las consecuencias de más largo alcance de los resultados de la aplicación de los modelos 
dinámicos al estudio de la morfogénesis y la diferenciación celular es el hecho de cualquier gen particular no 
es el responsable solitario del desarrollo de una estructura u complejos. En contraste, los modelos sugiPren 
que lo que ocurre en In naturaleza es la generación de estados de activación estables como resultado del 
comportamiento dinámico de redes de interacciones genéticas complejas (Goodwin et al. 1993). Pero, 
entonces, ¿hasta donde import;m los genes y su naturaleza molecular? ¿Cuál es la importancia de los enfoques 
holCsticos en biología? Sin dud;i, en los próximos n1"'\os presenciaremos grnndes avances experimentales, 
teóricos y computacionales que nos ncerqucn a comprender mejor los complejos sistemas biológicos y sus 
alteraciones. Más allá de la comprensión básica, este avance repercutirá en aplicaciones que provean con una 
mayor capacidad para prevenir y curar enfermedades y -esperemos· también en la prevención de la 
destrucción de las especies en los ambientes naturales. 

Conclusión: las plantas y animales como elaboraciones naturales 
independientes del desarrollo ontogenético y la diferenciación celular 

Como henios visto ;i lo largo de este capítulo, el estudio de los mecanismos de desarrollo de las plantas 
con una perspectiva genético~ molecular, embriológica y principalmente evolutiva nos permitirá hacer 
comparaciones con lo encontrado en sistemas animales. El enfoque comparativo es imprescindible para poder 
responder a preguntas básicas de la biología. Por ejemplo, ¿puede el desarrolJo multicelular evolucionar de 
nuevo? ¿Cuántas veces lo ha hecho? ¿Son las bases moleculares del desarrollo en plantas y animales 
diferentes o comunes? ¿Cu.Hes aspectos del desarrollo de plantas y animales son comunes y cuáles son 
diferentes? (Mcyerowitz 1997). Si partimos de la base de que ambos linajes se originaron de un ancestro 
unicelular común, pero que en el camino evolutivo a la multicelularidad en ambos linajes hubo una larga 
historia independiente de unicelulares y multicclulares con diferentes grados de complejidad, uno supondría 
que los mecanismos de regulación a nivel celul<1r sean comunes, pero que los mecanismos de interacción entre 
células sean diferentes. En realidad, esto es lo que se encuentra cu<1ndo se comparan plantas y animales 
(Mcycrowitz 2002). 

L<t respuesta a cst<1s preguntas revelará <1spectos importantes de la lógica del desarrollo como un 
fenómeno biológico general e indicaría los tipos de restricciones que ha habido en la evolución de los 
mecanismos de desarrollo en los gmndes grupos de multicelulares de la tierra, muy probablemente 
dcterminadíl históricamente por su origen común. Si tal lógica puede ser dilucidada con el formalismo de 
redes, como hemos argumentado, y al mismo tiempo los eventos evolutivos únicos pueden ser identificados 
con las técnicas actuales de la sistemática, la suma de este conocimiento n lo que nhora sabemos sobre el 
control genético de la morfogénesis con seguridad permitirá realizar una nueva síntesis evolutiva en la cual, 
además de comprender l<ts fuerzíls que actúan sobre la variación, entendamos cabalmente la naturaleza 
misma de ella y las razones de su origen. 
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Pies de figura 

Figura 1. Representación esquemática del modelo de Edward Lewls acerca de la regulación genética del 
complejo bit11orax y sus consecuencias sobre la especificación de identidades en los segmentos de Drasop/1ila. El 
segundo segmento torácico (T2) es considerado el "estado basal" Para cada segmento posterior a éste, un gen 
ndicional es activado. En el último segmento, todos los genes están activos. Modificndo de Gilbert (1988). Ver 
el texto para una explicación más extensa. 

Figura 2. Evolución de los genes Hox en los mctazoarios. Ln distribución de los genes Hox en diversos grupos 
de animales se muestra con cuadros organizados en columnas, que corresponden n los diferentes grupos 
parálogos descritos (derecha). Asimismo, se representan la clasificación de los mismos en anteriores (blanco), 
ccntrnles (gris claro) y posteriores (gris oscuro). Esta distribución se correlaciona con una reconstrucción 
lilogenética reciente (izquierda). Sobre ésta última, se han mapcado cinco eventos importantes en la historia 
evolutiva de la familia multigénica: (A) expansión de los genes Hox centrales; (B) expansión de los genes Ho.t 
posteriores; (C) eventos de tetraploidización genómica; (D) origen de los genes Ubx y Abd-B (caracterizados 
originalmente en Drosopltiln); íinnlmente, origen de los genes LoxS, Lox2/4 y Post1/2 (caracterizados 
originalmente en los anélidos). Modificado de Carroll et al. (2001). 

figura 3. Flor silvestre de Arnbidopsis tl1alia11n, sistema modelo en genética molecular del desarrollo Se 
muestran de afuera hacia ndcntro los cuatro tipos de órganos que forman este órganos caraterístico de las 
angiospermas: sépalos, pétalos, estambres y carpelos. 

Figura 4. Modelo ABC de desarrollo floral. Se muetra la expresión de los genes de las funciones A, By C en el 
tipo silvestre y los mutantes florales que resultan cuando se desactivan o mutan una o mds de éstas funciones. 
Ver texto para una explicación detallada. 

Figura S. Dinámica de activación de una red booleana sencialla. Los círculos representan los nodos de la red 
que en el caso de redes de regulación genética representan genes y las línens representan las interacciones 
entre los genes: las flechas son activaciones y las líneas romas son represiones. A partir del tiempo tres se llega 
a un estado de activación estable o atractor de punto fijo. Los distintos ntractorcs de un<l red particular se 
interpretan como distintos tipos celulares. Ver texto p<1ra un<l explicación más detallada. 

Figura 6. Red de regulación genética del desarrollo floral. Ver Fig. S y texto para una explicación más 
detallada. 
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Capítulos 2 y 3: generalidades 
Los artículos presentados a continuación como capítulos segundo y tercero son contribuciones originales al 
conocimiento de (a) las relaciones filogenéticas de las triuridales mexicanas -L. scllismntica y Triuris brcvistylis· 
en el contexto de las monocotiledóneas, y (b) la variación existente en las poblaciones naturales conocidas de 
ambas especies. T. brcvistylis es nctualmente considerada por nuestro grupo de investigación y nuestros 
colegas familiarizados con este grupo taxonómico como la especie hermana de L. sc11ismntica. 

Con base en el análisis cladlstico de una matriz morfológica trabajada durante varios ml.os por Dennis 
Stcvenson y M. Alejandra Gandolfo (Universidad de Corncll, EUA), asociado íl análisis independientes y 
conjuntos basados en una matriz molecular multigénica construida por Jerrold Davis (Universidad de 
Cornell, EUA) y completada por el autor, hemos encontrado que (a) las triuridalcs sc11su Dahlgren et al. (1985; 
Triurldaceae/L01candoniaceac + Petrosavi01ceíle) incluidas en el análisis no son monofiléticas, mientras que (b) 
el grupo taxonómico bajo escrutinio pertenece efectivamente al Orden Pandanalcs, una afinidad taxonómica 
reportada recientemente en la literatura paril nuestro taxón de estudio (Chase et al. 2000). Sin embargo, 
tambi~n hemos hallado soporte para afirmar que (e) la relación intrafnmiliar ((Velloziaccae + Stemonaceae) 
(Cyclanthaccne (Pandanaceac + Triuridaceae/Lacandoniaceae))), planteada en dicho trabajo, no es correcta. 
En sustitución de elln, plílnteamos que las relaciones entre los miembros del grupo son (i) (Velloziaceae 
(Triuridaccae (Stcmonaceac (Cyclanthaccae + Pandanaceae)))) o bien (ii) (Triuridaccae ((Stemonaceae + 
Velloziaceae) (Cyclanthaccae + Pandanaceae))}. Es importante mencionar que el estudio presentado aquí es 
aún preliminar; sin embargo, si estos rearreglos alternativos se corroboraran, sería inevitable llegar a 
conclusiones de gran importancia para la discusión actual sobre la posibilidad de que las flores consideradas 
por nuestro grupo de investigación como heterotópicas sean, en realidad, pseudantios (Rudall 2002), pues 
ninguno de ellos apoya esta última interpretación morfológica. 

Por otro lado, con base en el conocimiento de la localización geográfica de diferentes poblaciones de 
triuridales en la Selva Lacandona y regiones conectadas en Guatemala, así como en el andlisis estructural de 
espccimenes florales variantes, hemos concluido que (a) los morfos florales heterotopicos no son exclusivos de 
L. scltismatica, sino que también se encuentran en T. brcvistylis, incluyendo flores con estambres centrales, por 
lo que entonces (b) es posible que la población original de L. sc/1ismntica se haya originado a partir de 
individuos con "flores mutantes" que posteriormente pudieron reproducirse hasta constituirse en 
agrupaciones ecológica.mente estables, tal como se observan actualmente en la naturaleza Este capítulo 
aparecerá publicado próximamente en la revista lulcruationnl /our11al o/ Platlt Sciences. 
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Introduction 

Reconstruction of the phylogcnetic rclationships inside the angiosperm clade has bccn the subjcct of severa! 
recent systcmatic studies based on morphological as wcll as on molecular charactcr matrices (sec, for 
example, Doyle et al. 1994, Nickrent and Soltis 1995, Nandi et al. 1998, Soltis et al. 1997 and 2000). A 

· promincnt trend in these studics has bcen to improve sampling of genes or non-coding rcgions far molecular 
matrix construclion; to a lesser degree, this intcrest has bcen accompanied by the establishment of ncw 
phenotypic charactcrs codcd. Thcrcforc, current systcmatic work deals with severa) foci in combin.1tim1, and 
more morphological characters, in arder to cnhancc the quality of inforcnccs. This conccrn has bccn addcd to 
an incrcasc in the numbcr of taxa includcd, particularly whcn thc trnditional snmpling of ccrtain groups hns 
not becn abundant in the past, and in milny cases both dilta gcncration practices have converged with thc 
application of a wholc array of mcthods far thc estimiltion of statistical support for cl;idcs ubscrvcd 11ftcr 
analysis. Without disrcgilrd for important issues rclntcd to thc foundation of the mcthods in volved in some of 
these tasks, which hnvc lcd to hot debntcs and unscttlcd discussions on thc suitability and logical justification 
o( diffcrent striltcgics (or phylogcnctic rcconstruction, it would be fair to statc that thc scicntific stancfords for 
thc nrcil have in general bccn bcncfitcd by thc proliforation of thc nforcmcntioncd mcthodological uses. 

Within thc angiospcrms, thc monocotylcdo11s havc provcn to be an cxamplc th11t illustriltcs thc 
justification of the prcviously conuncntcd trends: initial work bascd on thc analyscs of both d11sses of matrices 
-cithcr SL'p<iratc or in combin<ition· aimcd to clucidatc the rcl11tio11shíps for thc group h.ive dcmonstratcd, 
11ccording to Stcvcnson et ill. (2000), thc cxistcncc of char.1ctcr coding problems, unstablc taxa and othcr 
inconsistcncies in thc rcsults produccd by diffcrent analytical .1pproachcs. A clcar instancc of this situiltion is 
given by works 011 thc position o( Acorus calamus, found to be cithcr the sistcr group of thc monocots in 
maximum likclihood rcconstructions bascd on rbcL matrices (scc, for cxilmple, Duvall et al. 1993a ilnd 1993b, 
Chase et al. 1995) or n commclinoid taxon with nffinity to Typhalcs in cladistic annlyscs bascd 011 
morphological motrices (Stevcnson and Loconte 1995, Chase et al. 1995). So far, the solution to this (see, for 
cxamplc, Duvall 2000) and other rclated issucs in monocot systcmatics has becn based prccisely on the 
construction of multigenc molecular matrices for more numerous suites of taxa, <1nd the refincment of 
morphological character state coding (see, for example, Rudall et al. 1999, Stevenson et al. 2000). To sorne 
rcscarchers working in this field, improvemcnts in the resolution of the rcconstructions thcmselves derived 
from the implemcntation of thesc practiccs, has resulted in a diminished concern far the applic11tion of 
mensures of statistical support (see, for cxamplc, Stevenson et al. 2000). Far others, in contrast (see Chase et al. 
2000 far an cxample), thc outcomc of thc )alter is considered to canfor additional robustncss to thc inferences 
mildc. 

In the present work, we report the results of the application of a standard unweighted clodistic 
approach to a morphological, a multigene molecular and a combined character matrices corresponding to 
seveml monocot taxa that comprise thc clase phylogenetic vicinity of the Family Triuridaceae, a group of 
mycoheterotrophic herbs thot until rccently had been completely unexplored from the molecular point of 
view, nnd whosc tnxonomic affinitics h<tve also varicd ilCross dccadcs of research in systcmatic botany 
(compare, for exomplc, Dahlgren et al. 1985 to Dohlgren and Bremer 1985, Cronquist 1988 and APG 1998). 
Besides thesc tilxonomic nsscssmcnts, background far the rcsearch conductcd hcrc consists of threc reports 
publishcd during thc lnst decadc. On onc llilnd, Triuridaccac has been placed as either the sister group of 
Petrosaviaccac-in accordancc with the classification of Dahlgrcn et al. (1985)- ora part of thc alismatids in thc 
morphology-based cladistic study of Stcvcnson and Locontc (1995) and thc simultancous analyscs of Chasc et 
al. (1995). More reccntly, a rcport in which a single sequencc -thilt corrcsponding to thc small subunit of thc 
nuclear ribosomill gene complcx (SSU ar 185 nrDNA)· from il single triurid taxon, thc genus Sciaplrila, rcsultcd 
in an association of Triuridaccae scvcrill tcrminnls bclonging to the Ordcr Pandilnillcs, implying thc famil}' 
level rclationships ((Vcllozinccilc+Stemonaccilc) (Cyclanthaceac (Pandanaccae+ Triuridaceac))) (Chase et al. 
2000). Although statistical support for this taxic hypothcsis is highcr than 70% far the cntirc l'andanalcs 
assemblagc and for thc (V+S) and (C(P+T)) cladcs, thc ilssociation of Pandanaccae to Triuridaceae was not 
supported abovc 50%. Our rcsults, bilsed in the sampling of two mitochondrial loci (atpA and co1') and the 
nuclear vcrsion of thc !SS ribosomal gene from two Mexicnn triurid taxa -the hermaphroditic Lacaudouia 
scltismalica nnd the dioccious Tri11ris brevistylis- also place Triuridacenc insidc the Pandnnalcs, but contradict 
thcir clustering with Pandílnnccile, supporting instead eithcr an association with Ve11oziaceae-Stemonaceae or 
a sister group relationship with the rcst of the fomilics included in the arder. These altcrnativc reconstructions 
hnve interesting consequenccs far current hypotheses on character evolution in Pandanales, particularly 
regarding triurid floral traits (see, for example, Ifodall 2002, Vergora-Silva et al. 2002). 

Materials and methods 

-----·--------·--··- ·------------·---------- ·-- ___ ¡ 



Biología evolutiva del desarrollo en las triuridalcs mexicanas 34 

Morpllological matrices. Thc 103 taxa, 101 characters matrix of Stcvenson and Locontc (1995) was reworked by 
DWS and MAG into an expanded matrix of 153 characters. A set of 33 taxa was thcn selected to be used in 
separate cladistic nnnlyses as well ns in conjunction with the molecular multigcnc matrix. The taxa selectcd far 
this morphological matrix are Tofieldia (Toíieldiaceae), Acorns (Acoraceae), Gymnostacltys (Araceae), Trigloclrin 
Uuncaginaceae), /aponolirion (Petrosaviace<1e), Petrosavia (Petrosaviaceae), Burmauuia (Burmanniaceac), 
Dioscorea (Dioscoreaceae), Tacen (Taccaceae), Trilli11m (Melanthiaccae), Smilax (Smilacaceae), Aca11tl1ocl1lamys 
(Velloziaceae), Barbaccniopsis (Velloziaceac), Vellozia (Velloziaceae), Lacandonia (Lacandoniaceae), Triuris 
(Triuridaccac), Sciapltila (Triurid<1ceae), Croomia (Stemonaceae), Stemona (Stcmonaccae), Freycinctia 
(Pandanaccnc), Pandanus (P<1ndanaccac), Cyclm1tlws (Cyclnnthnccac), Spltacradcnia (Cyclnntlrnceae), Cltorigync 
(Cyclanthaceae), Carludovica (Cyclnnthncenc), Bla11dfordia (Blnndfordiaceac), Astc/ia (Astelincenc), Hypoxis 
(Hypoxidaccae), Borya (Doryaceac), lxiolirion (lxioliridace<1e), Tccoplrilaca (Tecophilacaceac), Xa11t11orrlroca 
(Xanthorrhocacc<1c) nnd XL•roncma (Xeronemataceae). 

Ficld colleclion. Samplcs of inflorescences of L. scl1ismatica and T. brevistylis wcre collccted in four visits to the 
original site of discovery of the first spccics (Crucero Corozal, Municipio de Ocosingo, Chiapas, México; 
Martfncz and Ramos, 1989, Coello et ni. 1993) and one visit to the only locality known to date in southeastern 
Mexico Cor the lntter (Segunda Ampliación de El Censo y Nnjá, Municipio de Ocosingo, Chiapas, México; 
Espinosa Matfas 1991, 1994) during 1995 to 1998. The samples were separated into nerinl and radical parts, 
storcd in Eppcndorf tubcs, frozcn insidc a full LN deposit during the trips, and refrozcn on arrival to thc 
laboratory. 

Extractiott of geuomic DNA. Aerial parts of inflorcsccnccs kept at -SOºC werc homogcnized and subscquently 
treated following the CTAB extrnction methods of Doyle and Doyle (1987, 1990), with sorne minor 
modificntions introduced by Michael Frohlich (Natural History Museum, London). The final pellets were 
always rcsuspcndcd in stcrilized water and storcd back at -SOºC for further use as templa tes in PCR reactions. 

Ampliftcation, cloning, scquencing of producls and nssessment of t11eir idcntities. 185 nrDNA from the two triurid 
spccics samplcd in this study plus the genera Aca11lltocl1lamys (Velloziaceae), Barbaccniopsis (Vclloziaceae), 
Carlttdcwica (Cyclanthaceac), ChorigynL• (Cyclanthaccae), Pandanus (Pandanaccae) and Vcllo::.ia (Vclloziaceae), 
wcre partially amplified in two ovcrlapping parts. Selectcd oligonucleotides were choscn from a collection of 
amplificntion nnd interna! sequencing primers kindly provided by Daniel Nlckrent (Southern lllinois 
Univcrsity) and Elizabeth Zimmer (Smithsonian Institution). The 5' end was obtained using the forward 
primcrs NS! (5'GTA GTC ATA TGC TTG TCT C3') nnd 18S-25EF (=23Afor; 5'TTG GTT GAT CCT GCC AGT 
AG3') and the reverse primer 854rev (5'ATC ATT ACT CCGATC CCG3'), On the other hand, the 3' fragment 
was obtnined using the forwnrd primer 366for (=18Efor; 5'GTC TGC CCT ATC AAC T3') and the reverse 
primers Cl 8L (5'GAA ACC TTG TI A CGA C1T3') nnd 1769rev (5'CAC CT A CGG AAA CCT TGT T3'). After 
the preparation of separa te 50 !ll renction mixes containing IX PCR buffer +Mg (Gibco BRL), 1 m.M of dNTPs 
(0.25 mM each; Gibco BRL), 0.5 JtM of each couple of primers (two combinations for each fragment; sec 
nbove), 5 rd oí templnte nt n concentrntion of npproximntely 50 ng/!ll, 0.5 !ll of Pfu polymerase (Stratagene) 
and stcrilizcd water up to the final volumc, PCR rcactions werc conducted in a PTC·lOO Programmable 
Thermal Controllcr (MJ H.cscarch) undcr thc following conditions: 1 cyde, 94ºC 2'; 35 cyclcs of 94°C 20"· 52ºC 
30"- 72ºC 3' 30"; 1 cyclc 72ºC 6'; 4ºC final tempcraturc. The products obtnined werc inspccted by LMP ngarose 
gel elcctrophorcsis; cxdscd bands were purificd using the QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN), and 
cloned in to thc pCR-Blunt vector (Zcro Dlunt PCR Cloning Kit, lnvitrogcn). Plasmid purification was attaincd 
using thc QIAprcp Spin Plasmid Kit (QIAGEN). Scquenccs wcre obtained by automatcd scqucncing using 
Ml3 forwnrd and reverse primcrs and ABI Prism sequenccrs at thc Sequcncing Facility of thc Californin 
lnstitutc of Tcchnology (CalTcch, Pnsndcnn, CA). Qunlity of the sequences wns annlyzed by cye with the help 
of thc Genc\Vorks software (version 2.3.1, lntelligenetics), Aftcr scqucncc pasting, BLAST scarchcs nt thc 
National Ccntcr for Biotcchnology lnformation (NCBI) web sitc werc pcrformcd to confirm the proccdencc of 
thc cloned sequcnccs to bc uscd in matrix construction .1nd to rule out thc possibility of working with fungal 
DNA-dcrivcd products. Tlu.• products wcrc considcrcd to be of plant origin whcn ali of thc hits or at lc.:tst thc 
oncs with the highest seores bclonged to angiospcrms in thc results of the BLAST sc.1rchcs. 

Alis1mzL't1I llf st•q11t'f/Ct'S ami coustr11ction <~( 11wfrcul1zr a11d c1.m1biUL•d 11rntrict•s. Sequcnccs corrcsponding to 
homologous scL¡ucnccs of thc 18S nrDNA from L. sc11isnmtim, T. lm·v1slylis, An111tlwchlamy:;, IJC1rbt1n·11it1psis, 
Carludtwh·11, ClwriS!JllL', Pandanus and \!dlo::.ia wcrc aligncd using the multiple alignmcnt algorithm with 
dcfault paramcters availablc in ClustalX (software modificd from ClustalV; Higgins et ni. 1992) to a mntrix 
prcviously constructcd by JID in which thc scqucnccs corrcsponding to this locus plus the atpA, cob and rbcL 
genes had becn includcd for 79 taxa. Thc automatcd alignment was then refined after visual inspcction. 
Excluding thc nforemcntioned terminals with pandanoid and non-pandanoid monocot affinity, taxa included 
in thc matrix are Pltocnix (Arecaccae), Ca/ectasia (Dasypogonnceae), Helmlrolt:in (Philydraceae), Callisia 
(Commclinaccae), l'outederia (Pontederinccac), Ca1111a (Cannaceae), Musa (Musaceac), Hclicouia 
(Heliconiaceae), Cosl11s (Costaceae), Orc/1ida11tlia (Orchidanthaceae), Strelitzia (Strelitziaceae), A11a11as 
(Bromelinceae), Typlra (Typhacene), S¡1arga11i11m (Sparganiaceae)¡ Flagellaria (Flagellariaceae), Orecta11tl1e 
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(Xyridaceae), Mayaca (Mayacaceae), Carcx (Cyperaceae), /uncus Uuncaceae), Elcgia (Restionaceae), /oinvillea 
Uoinvilleaceae) and Oryza (Poaceac). Early brnnching dicotylcdons incJudcd in thc matrix are Ambore/la 
(Amborellaceac), Nymphaca (Nymphaeaceae), Austrobailcya (Austrobaileyaceae), lllicium (Illiciaceae), 
Scltisandra (Schisandraceae), Ceratophyllum (Ccratophyllaceae), Chlorautlius (Chloranthaceae), Drymis 
(Winteraceae), Calycantlms (Calycanthaceae), Gyrocarpus (Hernandiaceae), Magnolia (Magnoliaceae), Amrona 
(Annonaceae), Myristica (Myristicaceac), Aristolochia (Aristolochiaceae), Pepcromia (Peperomiaceae), Piper 
(Piperaceae), Houltuynia (Saururaccac) and Sa11rt1rus (Saururaccae). Additionally, sevcn gymnosperm taxa 
commonly used as outgroups (Zamía (Zamiaceae), Git1kgo (Ginkgoaceae), Podocarpus (Podocarpaccae), Ephcdra 
(Ephedracenc), Wclwitsc11ia (Welwitschiaceac), Guetum 11rcns (Gnctaceac) and G. gncmou (Gnetaceae)) wcre 
also includcd in thc matrix. The resulting matrix is composed of 5786 charilcters partioned in the following 
wíly: atpA, chílrílctcrs 1-1388; cob, chílmctcrs 1389-2553; rbcL, chílrnctcrs 2554-3951; 185 nrDNA, charnclcrs 
3952-5786. Although zones of uncertain alignment wcre identified, no depuration of the matrix was 
performed prcvious to the detcrmination of iníormative chilractcrs. 

Finally, a combined matrix was constructcd, matching ali taxn from the morphological matrix to thc 
molecular onc. This rcsulted in n matrix including thc same taxa from the morphological onc exccpt Sciapl1i111, 
nnd 5939 characters. 

Cladistic nualyscs. The matrices described above were manipulated in WinClada (Nixon 1999a) and directly 
·submitted to NONA (Goloboff 1993) for cladistic analysis both undcr standard hcuristic strotegies and the 
pílrsimony rotchct (Nixon 1999b). A thousand heuristic searches invoived 1000 subscorches with rondom 
addition sequenccs and up to 10 trees retained (hold/10 mult'lOOO); thc lattcr wcre then swapped to 
completion (max•) using the trce bisection-reconncction (TBR) branch-swilpping algorithm. Far the ratchet, 
1000 itcrations/replication wcre conductcd with up to 10 trees retaincd and 10% of the characters sampled. 
Bootstrapping of the entirc matrices and their "mopped" versions (those incJuding informativc characters 
only; see the rationalc for this data manipulation in Carpenter 1996) was used to estimate character support; 
for each oí thcse analyscs, 100 repJications of a group of 10 subsearchcs with up to 2 trecs retained were 
performed. 

Results 

St•quencei;. As dcscribed in tvtaterials and Methods, the scqucnccs obtained in this study were considcred to be 
rcady for phylogenetic nnalyses until thcir affinitics with other plant sequences available in the databascs 
wcre sufficicntly clarifled. Thc composcd 185 nrDNAs of L. scliismatica, T. brevislylis, Acanthochlnmys, 
Barbaceniopsis, Carludovica, Clwrigyuc, Pandmrns and Vellozia hada lcngth of 1725-1730 nuc1eotides, excluding 
the regions corresponding to externa) amplification primcrs. Givcn the focus on thc triurids, base composition 
of the 185 nrDNA scqucnces of L. scJ1ismntica and T. brt'Vislylis was calculated and found to be almost exactly 
thc same: in pcrcentagcs far L. scJ1ismntica and T. brevistylis, rcspcctivcly, A=25.07/25.11, C=21.56/21.65, 
G=27.33/26.76 and T=26.03/26.42. Thc high dcgrce of similílrit¡• bctwecn thc snrnll subunit ribosomíll 
scqucnccs of L. schismatica and T. brevistylis rcported hcrc could be intcrprcted as potcntial support for thc 
rcfusíll of sorne nuthors to rccognizc Lacandoninccac as a villid family insidc thc triurids (c. g. !vfoas-van de 
Kaml'r 1995). l·lowcvl.'r, obscrvalions on thc n11tural floral Vilri<1tion in both L. sdli:rn111tin1 and T. bn·r1ist1¡lis, 
couplcd to considerations on the gcographical distribution of thc known populations, constitutc additiOnal 
cvidcncc to vnlidate thc taxonomic status of thc family (Vcrgara-Silva et al. 2002). 

Clndistic aualyses 1: morpltology. As in previous studics (sce, for cxample. Stevenson and Loconte 1995), several 
morphological apomorphics place Triuridaccac in a closc rclationship to members of the Petrosaviaccae in the 
single most parsimonious trcc found both in hcuristic and parsimony ratchct analyses (L=321, Cl=37, Rl=60; 
Figure 1 ), although thc two terminals included hcrc which bclong to the family, Pctrosavia and /apouoliriou, do 
not form a cladc. Thc othcr taxon asscmblagc which does not form il monophylctic group are the pandans 
-scc thc position of the Velloziacenc and 5temonaceae taxa- although the genera of Pandanilceae and 
Cyclanthaccac appcar clustercd. Exccpt for this last association and thc union of 5temonaceae to a couple of 
dioscorid t11xa -Dfoscon·a and Smilax- thc rcst of thc other taxonomic groups of interest havc ver)' low 
bootstrap valucs (Figure 2). 

C/ddi!.'lic nualyst"s //: molt•c11frs. Thc inability of our rescarch groups to amplify an rl1cL homolog from the 
triurids, coupled to succcss in thc amr.lification and cJoning of versions of ntpA, cob and 185 nrDNA, allowed 
thc construction of a four-gcne mo ecular matrix (see description in Materials and Methods) in which 
charncter as wcll as taxon sampling was considered to be sufficiently dense to provide enough structure to the 
reconstructions found. Thc amount of informativc characters (1476) ln this matrix represents 25.5% of the 
totíll. The four MPTs (L=7630, Cl=30, Rl=49; strict consensus for the trces is shown in Figure 3) resulting from 
both hcuristic and parsimony rntchet searches supports the findings of Chase et al. (2000), which associatcd 
thc triurids to the pandans with high (>70%) bootstrap values. However, in all four trees and their consensus, 
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the position of the triurids corrcsponds to a branching evcnt intermediate between the Velloziaceae and 
Stemom1ceac clades (Figure 3). In any case, it should be noticed thnt a consideration of the snme statisticnl 
measure in our nnalyses does not support neither the results of Chase et al. (2000) nor our MPTs, slnce the 
majority rule consensus of 300 bootstrap trees (on the "mopped" matrix) retained collapses the triurids 
outside the pandans in a clade that includes all the monocot taxa included except the two members of 
Petrosaviaceae, Tofteldia, Gymnoslacl1ys, Acorus and Trigloc/1iu (Figure 4). lnspection of individual bootstrap 
lrees showed a largc proportion of reconstructions where the triurids are associatcd to Burmmmia, Dioscorcn 
and Tacen (thc dioscorids st.·11s11 Jato includcd in thc matrices). The same topology wns obtaincd far thc 
majorit}' rule conscnsus of 302 trecs retaincd from bootstrapping on the intact molecular nu1trix. 

Cladislic aualyses 111: combined matri:r. Thc amount of informative characters in the combined matrix (723) 
rcpresentcd 12.17% of thc total, dueto asevere reduction in its numbcr after the exclusion of those laxa that 
did not match thc morphological mntrix. The hcuristic and parsimony ratchet simultancous analyses 
conducted on it produced a single, completely resolved MPT (L=2297, C1=40, Ri=49) that also places the 
triurids within Pandanalcs, but this time as thc sistcr group of the rcst of thcm (Figure 5). lntcrestingly, in this 
case the topology of the majority rule consensus of 229 bootstrap trees (on the "mopped" matrix) also 
produced this branching arder (Figure 6), while the same consensus for 227 trees retained based on the 5939 
characters-matrix resultcd in a collapse of clades very similnr to the one found for the bootstrnps on the 
molecular míllrix alonc (dnta not shown). 

Discussion 

L. scl1is11111tica and T. breuistylis (a possiblc synonym of T. hyaliua, Martfnez and Gómez 1994) are a couple of 
mycohctcrotrophic (Lcakc 1994) plant spccies that grow in rcstrictcd arcas inside the Lacandon rainforest in 
the state of Chiapas, Mexico. The original description of the former, published in 1989, reported a small 
achlorophyllous saprophytic plant with hermaphroditic flowers that presented overt morphological 
similarilies to those found among specics of thc Order Triuridales sensu Dahlgren et al. (1985), with a single 
majar cxccption: instcad oí comprising a whorl surrounding the gynoccium (the carpels), the androecium (i. 
e. the stamens) wns found to be placed nt the centcr of every floral bud and adult flowcr analyzed. This 
arrnngcmcnt of flornl orgnns was not only noticcd to be abscnt in thc aforementioncd Order (Maas and 
Rübsnmen 1986), but wns also considcrcd as completely unknown in the entire universe of angiosperm 
specics known to scicnce (Cronquist 1988). The uncxpected naturc of this discovery -onc that, ns stnted 
befare, in thc opinion of the authors of thc original taxonomic description justified thc crcation of a new 
family of monocotylcdons closely allicd to Triuridaccae, thc Lacandoniaceae (Martfnez nnd Romios 1989)
initially lcd sorne phmt taxonomists to a position of disbclief and to suspect that thc flowers of L. sclrismatica 
are, instcad, cither pseudnnthia -that is, highly dcrivcd condcnscd inflorcsccnces wherc cach "organ" is in 
fact a flower without pcrianth- or "normal" bisexual flowers wherc stamens are projccted towards the centcr 
of the rcrroductivc structure as development advanced 0 f\.1árquez-Guzmán, personal communication). A 
series o detailed studics on thc reproductive anatomy and cmbryology of thc spccies pcrformed 
subsequently (Márquez-Guzmán et al. 1989, Vázquez-Santana et al. 1998) have demonstrated that there is a 
continuum of thc cpidermal taycr of cclls that covers thc tissue at the center of the reccptacle and the stamens, 
thus confirming that their central position is set whcn thc meristcms are determined to a floral fate and 
mnking unlikcly thc vcracity of thc nforcmcntioncd alterna ti ve morphological interpretation. The evidcnces 
presentcd in thc prcscnt work are not in tended as a correction of thc supraspccific taxonomic assignment of L. 
scl1ismatira, nlthough preliminar molecular cvolutionary analyses of the scquenccs reported confirm the closc 
rclntedncss oí Lacandoninccae to Triuridnccac (F Vcrgnra·Silva, unpublishcd obscrvations). 

Mcxican populntions of thc dioccious T. lm~vistylis have receivcd rclatively much less attention thnn the 
cnd~mic L. scl1ismtJtica. Nc\•erthclcss, it sccms that thc similnrity in mnny aspects of thcir biologies (Espinosn 
Matfas 1991, 1994; Espinosa-Matfas et al. 2002), necessarily related to the close proximity of thcir habitats, 
must also be connccted to thc origin of the most salicnt fcatures of thc floral structures of L. schismalica. 
Rcccntly, sorne of us havc rcportcd the existencc of morphological variation in T. brevistylis flowers that 
consists on severa! differcnt cases of organ hetcrotopy (Vcrgara-Silva et al. 2002). It is important to notice that 
sorne of the resulting bisexual flowers documented in that study have a phenotype which resembles the 
homeotic transíormation observable in L. scl1ismalica wild-type bisexual flowcrs. These evidences have led us 
to propase that L. schismatica arase after rcproductivc isolation of one or a few floral mutants occurring in 
Triuris-like populations (a suggestion independently expressed by Mabberley 1997), in which changes in the 
expression pattcrn of MADS-box genes homologous to those involved in the ABC model for the 
determination of floral organ identity (Coen and Meyerowitz 1991) had played a causal role. 

Subsequent rescarch over the ten years posterior to the discovery of L. schismatica has shown a 
preanthesis cleistogamic mode of fortilization (Márquez-Guzmán et al. 1993), a number of specific and 
unusual nuclear ultrastructural characters Uiménez-Garcia et al. 1992, 1998) and a previously unknown type 

·------------------------~ --
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of female gametophytc devclopment (Vázqucz-Santana et al. 1998) ali of them adding to the autapomorphic 
homeotic/hetcrotopic character of the floral structurcs, However, the "pseudanthial" interpretation for the 
flowers of L. sc11ismaticn hns been recently revived ílgain by Rudall (2002), this time generalizcd to include 
reproductive structures from other triurid taxa. Being one of the co-authors of Chnse et al. (2000), this 
rescarcher assumcs that the clase relationship found Cor Pandanaceae and Triuridacene in such molecular 
systematics study allows the interpretation of triurid "flowcrs"-especially the fema.le and hermaphroditic 
oncs- ns "smaller versions of a Panrlmrns inflorescence". As a consequence, L. schismatica flowers should be 
seen instead as infloresccnces whcre male flowers with highly rcduced perianths occupy a central position 
and fcmale flowers, also with rcduccd pcrianths, are distally placed. We considcr that the rcsults of our 
cladistic analyses, while suggesting that Triuridaccae is indced closely relatcd to the fomilies comprising 
Pandanales as is the case in thc reconstructions of Chasc et al. (2000), do not support a sistcr group 
rclationship with Pandnnaceae, making Rudall's morphological interpretation implausible. According to 
cxhaustivc observations (sec, íor cxílmplc, Dahlgrcn et al. 1985), members of Velloziaccac and Stemonaceae 
possess solitary flowers whilc, in contrast, Pandanaceae and Cyclanthaccac havc inflorcsccnces whose floral 
structures are greatly rcduccd. Thereforc, we think th<tt the two altemative hypotheses derived from our 
work suggcst thnt cithcr (a) the origin of rcduced infloresccnccs occurrcd aftcr thc scqucntinl branching of 
Vclloziaceac, Triuridaccae and Stemonaceac (Figure 3) or (b) the flowcrs of Triuridaceae evolved 
indcpcndently of cvents occurring in the remaining pandans (Figures 5 and 6). Formal mappings of character 
evolution scqucnces and reconstructions of ancestral character states should be performed to estabtish which 
of thcse scenarios is most parsimonious. 

We consider that the evidence presented here is sufficient to encourilge more abundant sampling of 
molecular and morphological data from Triuridaceac and its allics far the refinement of taxonomic 
assignments and construction of a sound phylogenetic framework for the interpretation of the differing 
dcvelopmental-genetic hypotheses implicit in thc different interpretations of the about the origin of the íloral 
phenotypes occurring in the Mcxican triurid species included in our analyses. Given the rarity and 
endangered status of these taxa, we also believe that our results justify more effective conservation stratcgies 
in southcastcrn Mexico nnd othcr arcas with high indexes of botanical biodlversity inhabitcd by these and 
other species of related intrinsic importance. 
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Figure legends 

Figure t. Single most parsimonious tree (MPT) obtained from heuristic and parsimony ratchet searches with 
the morphological matrix (L=321, Cl=37, Rl=60). L. schismatica and the genus Triuris (both labeled as 
belonging to Triuridaceae), along with Sciaphila, cluster with Petrosavia. The genera belonging to Pandanales 
nrc not n1011ophylctic. 

Figure 2. Bootstrap support lor the phylogenetic hypothcsis shown In Figure l. The grouping of the triurids 
with petrosaviads is not supported. While the association of Velloziaceae + Pandanaceae + Cydanthaceae has 
support above 50%, Stemonaceae result clustered with Dioscorea and Smilax. 

Figure 3. Strict consensus of lour MPTs (L=7630, Cl=30, Rl=49) obtained from heuristic and parsimony ratchet 
nnalyses on the molecular matrix. Triuridaceae is clustered with the pandans, branching between Velloziaceae 
nnd Stc111om1ccae. 

Figure 4. Majority rule tree lor 300 bootstraps pcrlormed on the mopped molecular matrlx. The clustering of 
the triurids with membcrs of Pandnnales is not supportcd. 

Figure S. Single MPT (L=2297, Cl=40, Rl=49) obtained from heuristic and parsimony ratchet analyses on the 
combined mntrix. In this case, the plncement of the triurids within Pandanales implies a sister group 
relationships with the rest of thc members of the group. 

Figure 6. Majority rule treo lor 229 bootstraps performed on the mopped comblned matrix. The structure of 
the cladograms is preserved, and the support lor the monophyletic Pandanales clade (which includes the 
triurids) is 55%. 

Inside-out flowers characteristic of Lacan.donia 
schismatica (Lacandoniaceae: Triuridales) evolved at least 

before divergence from its putative sister taxon, T1·iuris 
brevistlj lis 

Running hcad: lnside-out flowers in Lncandoniti scl1ism11tim and Trittris lm.•i1istyli.c; 
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Abstract 

Lacandonia schismatica (Lacandoniaceae: Triuridales), a mycoheterotrophic, hermaphroditic monocotyledon 
endemic to the Lacandon rainlorest of Southeast Mexico, is the only flowering plant lor which a spatial 
invcrsion (hcterotopy, complete homeosis) of the reproductive floral whorls (stamens and carpels) is known 
to occur in natural populations. Jn ordcr to investiga te if this autapomorphic inside-out arrangement of the 
reproductive organs is fixed in natural populations, we have undertaken extensive and intensive field work 
spanning sevcrnl ycars to locate new populations additional to the type locality. ln parallel, we have also 
searchcd for natural variations in floral organ arrangement in Triuris brevislylis (Triuridaccac: Triuridales), a 
closcly related dioecious triurid that is found in nearby areas of the Lacandon forest. We have found that a 
small proportion of L. sc/Jismatica inflorescences bear unisexual flowers of both sexes, as well as bisexual 
flowers \\.•ith difCerences in the number of reproductive organs. However, in ali bisexual flowers analyzed, the 
stamcns wcre alwnys central nnd the cnrpels peripheric to them, lending us to conclude that the 
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homeotic/heterotopic clrnracter of the latter class of flowers is flxed in nature. More importantly, we have also 
found that a few T. brevistylis individuals have bisexual flowers with altered positions of stamens and carf,els. 
/\mong thesc, flowers with an insidc-out L. sc11ismatica-like floral organ arrangemcnt were observed. Wc s lOW 

scanning clcctron micrographs, histological sections and dissection scopc photographs to documcnt thcse 
findings. The information presented here implies that the dcvelopmental-genetic mechanism putativcly 
responsiblc for homeotic/hetcrotopic transformations involving floral reproductive organs in the two triurid 
spccics studicd herc originatcd at lcast bcfore these taxa divergcd from each othcr. Thc case of the Mexican 
triurids may be an instancc in which the molecular evolutionary events causally rclated toan autapomorphic 
assoclation of morphological characters at a high taxonomk level in plants could be understood at the 
microevolutionary scale. 

Introduction 

Comparative analyses of the structure and function of floral homeotic genes is currcntly one of the main tools 
of evolutionary developmental biology studies in plants (Howoll 1998, Cronk 2001) Particularly, exprossion 
pntterns of MADS-box genes and members of other trnnscription-factor encoding gene families havc been 
used to successfully explain differential fea tu res of homologous structures in supraspecific taxa (Theissen et 
al. 2000, Frohlich and Parkor 2000). Only recontly, a few studios have startcd to document population-Jovel 
molecular variation in homeotic genes in plants, suggcsting that it might have bccn subject to different 
microevolutionary forces (Barricr et al. 2001, Olsen et al. 2002). Hm":evcr, no study has yct cstablishcd a link 
bctween morphologicnl population-lcvel and dcvclopmental genes structure/ function variation in the field. 
This kind of information is nccdcd to addrcss thc role o( homcotic/hetcrotopic mutations in naturc during the 
origin oí morphological charnctcrs diagnostic oí new spccics or higher taxonomic groups (Carroll 2000, Stern 
2000, Hnag and True 2001), nnd to postulatc comprchcnsivc explanations oí the population-gcnctic cvents 
tlrnt could Jc;id to tlu.• fixation of spontancously occurring, liona fide homcotic/hctcrotopic phcnotypes in 
natural populntions. 

Thc mycohetcrotrophic monocot Lacaudonia schismatica is thc only flowering plant spccies in which flowers 
with central stamcns surrounded by carpcls h<we bcen rcported (Martínez and Ramos 1989, fvfortfnez 1994). 
Recently, sorne of us havc hypothcsized that altcrations in the cxpression patterns of homologs of the ABC 
floral homeotic genes (Bowman et al. 1989, Coon 1991, Coon and Moyerowitz 1991) are causally related to tho 
homeosis/hotorotopy involving third- and fourth whorl floral organs (cited in Baum 1998, Vergara-Silva et al. 
2000), notwithstanding that this spccific transformation has not been achicved in any modcl experimental 
system. This floral fea tu re was the key charactcr state that justified the inclusion of L. sc/Jismatica in its own 
monotypic fomily, Lacandoniaceac (Martfncz and Ramos 1989). Although this taxonomic assignment has 
bcen disputcd (sce, far examp1e, Maas-van de Kamer 1995), therc is no doubt that studics in this specics 
would offcr thc opportunity to cnhance our undcrstanding of the molecular basis of the origin of unusual 
morphological charactcr states, and to contri bu te to the clarification of the possible evolutionary role played 
by niltural homeotic macromutations in the establishment of novel aspects of plant body plans. Clearly, a 
main componcnt oí thcsc studies should focus on thc phcnotypic variation itself occurring in natural 
populations. 

In this paper, wc addrcss if the homcotic/hctcrotopic floral transformation charactcristic of L. schismalica is 
fixed in natural populations of this spccics, and if thcre is phcnotypic variation linkcd to this floral trait within 
the spccies ar in a closely rclatcd taxon, thc dioccious triurid Triuris brevistylis (Triuridaceae: Triuridales). To 
pursuc this objcctivc wc ha\'C conducted thorough ficld work to document flowcr morphological variation 
among populations of both spccics. This work is part of an cvo-dcvo study on the origin of the unique floral 
organ arrangcment found in L. sc11ismatica. 

\\'e rcport hcrc thc cxistcnct..' oí variants with cithcr fcmalc or malc flowcrs in L. s1..·hismirtica, and thc fact that 
ali bisexual individuals examined bc.:tr inside-out ílowcrs with central stamens. Additionally, we report that 
T. lm•vistylis .'.liso shows populntion variation in floral morphology, includlng sorne bisexual flower variants 
resembling thc homeotic/heterotopic flowcrs of L. scl1ismatica. We document this variation using light and 
scanning elcctron microscopy as \\Tell as histological sections. These data enables us to postulate that the 
mcchanism underlying the cvolution of inside-out flowers in L. sc11ismatica cvolved befare its divcrgcnce from 
T. brevistylis. Givcn thc morphological variation documented here and thc population distribution of both 
species in the Lacandon forest, we also argue that this case may be one of the few instanccs in whkh the 
actual population-gonotic ovents responsible for a large scale morphological change could eventually be 
traccd. 

Materials and methods 
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Spccics studied 

L. sclrismatica is a mycoheterotrophic, hermaphroditic, herbaceous species with rhizomes, currently assigned 
to the monotypic monocotyledon family Lacandoniaceac (Martfnez and Ramos 1989). This family has clase 
affinities to Triuridaceae, a taxon comprising approximately 45 species of also mycoheterotrophic, 
nchlorophyllous herbs distributed in tropical arcas (Leake 1994, Maas~van de Kamer and Weustenfcld 1998 
and refercnccs thercin). In thc prcscnt work, Lacandoniaceac and Triuridaccae are adscribed to thc monocot 
OrderTriuridales (sensu Dahlgrcn and Clifford 1982). 
L. scl1ismatica is endcmic to thc Lacandon rainforcst in Southcastcrn Mexico (M<lrtfncz and Ramos 1989, 
Martínez 1994), and is currcntly considercd an cndangercd spccics. Thc species prescnts scale·likc !caves and 
fibrous roots, and has an indeterminatc growth. Aerial vertical stcms (3·5 cm x 0.4·0.5 mm) are simple, 
glabrous and bcnr sympodinl inflorcsccnccs with asccndent pcdicds subtended by bracts. Bisexual ílowcrs in 
L. scltismatica (diametcr 3.4·4.1 mm) bcar carpcls and stamens over the rcccptacle, which is surrounded by 6 (4 
or 5) densely paplllatc, cqually sized scpal·likc tepals with cauda te apices, giving the ílowcr thc appeareance 
of a star (Figure 1). Thc apocarpic gynoccium is comprised of 60·80 free, papillate carpcls with subapical 
glabrous style and surrounds 3 (2 or 4) stamens that are inserted around the edge of the concave center of the 
receptacle. Carpels are uniloculatc with a single basal anatropous ovule and two integuments. The stamens 
are (2-)3(-4) sporangiate nnd scssile, with introrsc longitudinal sutures but not dehiscent. Fruits are 
indchisccnt achenes and sccds bcar undifferentialed cmbryos and abundant endosperm. Bcsides thc inverted 
position of cnrpels and slamens, unusual ultrastructural fcatures relatcd to the plastids and cytoplasm 
Oiméncz·Garda et al. 1998) as well as a peculiar type of megagametophyte dcvelopmcnt (Vázquez-Santana et 
al. 1998) constitutc additionnl apomorphic charactcr states of the specics. More dctailcd descriptions of the 
species' morphology can be found in Martfnez and Ramos (1989), Márquez-Guzmán el al. (1989 and 1993) and 
Vázqucz-Santana et al. (1998). 

The dioecious T. bn.~t1istylis is thc only othcr triurid species reported to occur in Mcxico (Mnrtfncz and Gómez 
1994). Found nlso in isolatcd spots inside thc Lacandon and Guatemalan rainforcsts, thc species grows at 
highcr altitudes (>800 m abovc sea lcvel) in arcas covered with evergreen rainforests and seasonal forests 
associatcd with Qucrcus spp. On thc basis of its geographic distribution and the scarce numbcr of substitutions 
observed in thc largc and small subunits of thc nuclear ribosomal genes from both species (F. Vergara·Silva, 
E. M. Mcycrowitz and E. R. Alvarez-Buylla, unpublished observations), T. brevistylis is currently considered 
by our rcsearch teams to be the sister taxon to L. scliismatica, and also an endangered spedes. The embryology 
and aspccts of thc rcproductive anatomy of this second triurid taxon are the subject of an accompanying 
study (Espinosa-Matfas el al. 2002). 

T. brevistylis sharcs with ali othcr members of the genus the presence of staminate flowers with sessile anthers 
on an androphore (Fig. 2a). According to Maas-van de Kamcr and Weustenfeld (1998) tepal structure and 
number of stamens, in turn, justify thc current inclusion of Triuris in the Tribc Triuridae, along with 
Lacmt1fouill, Pclt11phyllum nnd Triuridopsis (Maas-vnn de Kamer and Weustenfeld 1998). The taxonomic 
clos\?n\?SS of thc two triurid gencrn occurring in Mcxico has been confirmed by cladistic 01nalyscs of a 
morphological mntrix of >100 charactcrs that includes fossil taxa (M. A. Gandolfo, person01l communicntion). 

T. brcvistylis plants are unbrnnchcd hy011ine hcrbs with rhizomes. Stems are 4·11 cm, crcct, and roots are up to 
8 cm·long, sparscly pillosc. lnílorcsccnces are simple racemcs with 1-3(-5) ílowers subtended by bracts and 
with 3.2 mm-long pedicels. Flowcrs bcar 3(4) cqual, glabrous tcpals, cach one bcaring 01 reflcxcd subapical 
appendage. Malc flowcr (Fig. 2a) tcpals with 12-15 mm caudate appcndagcs and with a 3 x 2.5 mm widcly 
dcltoid orndrophorc in thc ccntcr of thc flowcr thnt 01ppcnrs as a stcrilc subulntc projection with 6(8) half· 
stamcns inscrtcd in smnll basal cavitics, two oí thcm in front of cnch tcpal; nnthers 2·sporangiatc. Femnlc 
flowcrs (Fig. 2b) nrc 2·5 mm di.1mcter with a conc01vc rcccptaclc nnd glabrous triangulnr tcpals with 3·6 mm 
subterminal caudas slightly asccnding. E01ch female flower bcars 120 - 600 free carpcls covcrcd with lnrgc 
swollcn cclls and centrifuga! maturation, obovoid with 0.2 mm·long styles. Fruits are indchisccnt achencs 
with 0.35 x 0.25 mm single sccds. 

L. sc11ismatica and T. bri.•t•istylis differ in thcir brccding stratcgics. In L. scltism11tica, an nutogamic or self· 
pollinating system called preanthcsis clcistogamy in which pollen grains gcrminatc insidc the anther and 
develop tubcs lhat travcl through the rcceptacle to the ovules (Márquez-Guzmán et al. 1993) is present. Hence, 
outcrossin~ is prnctically impossible in this spccics, an obscrvation that cxpcctcdly correlates with thc absence 
of elcctrophorctic variation in cight commonly used cnzyme loci santplcd from thc type locality (Cocllo l'l al. 
1993). Although doublc fcrtilization has not bcen directly obscrvcd in T. brevistylis, thc presence of an 
endosperm and of pollcn tube remnants suggests that sexual reproduction takes place in this species. This 
lcads to qucstion a natural suspicion rclatcd to the presencc of is npomixis in this species, given its extreme 
femalc-biascd sex ratio of 100 to 1 (Espinosa-Matias el al. 2002). 

1 
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Information on !he collection siles and initial processing of plan! material 

The rcsults of ycarly ficld work pul togcthcr in this paper span a period of seven ycars (1995-2001), but rest 
heavily on previous cxpcditions to thc Mayan rainforcsts started in 1984 by one of us (E. Martinez). 
Jnformiltion on thc locíltions founcl for both Mcxicnn triurids is summarizcd in thc map of Figure 3. GPS 
information for thc locations was obtaint"'d with a Garmin 12X dcvicc during visits frum 1998 to 2001. All 
cotlcctions havc bccn pcrformcd during the rainy scason in thc Lacandon rainforcst Uuly to Janunry). Originnl 
vouchcr information on specimcns collcctcd in thc typc localitics is included in Martínez and Gómez (1994). 
Thc L. scllismatica samplcs appenring in Figure 4 are stored at thc Jnstitute of Ecology, UNAM. The L. 
schismatica nnd T. brevistylis materials shown in Figures 6, 7 and 8 are part of collections kcpt at thc Faculty of 
Scicnces, UNAM, and thc lnstitutc of Ecology, UNAM. Ali the materials shown wcrc fixed iti situ to ensure 
prcscrvation. 

Scanning electron microscopy 

Complete infloresccnccs of L. sc/1is111atica were fixed In FAA (3.7% formaldehyde + 5% acctic acld in a 50% 
cthanol acquous solution), dchydrntcd in a graded ethanol series, critical point dried with C021 mounted and 
dissected on aluminum stubs. Samplcs wcrc coated with palladium. Observations werc carried out at lOKV 
accclcrnting voltngc on a Cambridge 360 scanning electron microscope. 

Optical microscopy and tissue sectioning 

L. sc/1is111alica and T. brevistylis floral buds and flowers post-anthesis were fixed either in FAA or a 
glutaraldehyde-formaldehydc solution, dehydrated, cmbeddcd, cut, mounted and stalned as In Vázquez
Santana el al. (1998). Histologlcal scctions were observed with an Olympus Provis AX70 mlcroscopc. 

Photography 

Jnflorcsccnccs of T. l•rt•vistylis already in FAA were dehydrated and stored in 70% ethanol. Sclected 
individuals bcaring unusual arrangements of floral organs were photographed with an Olympus OM4 
camera with bcllows and 50 mm macro. The same procedure was used to photograph the L. scltismatica 
bisexual flower shown in Figure 1. 

Results 

Geographical distribution of !he Mexican triurids 

Aftcr severa! yenrs of field \Vork, we ha ve been ablc to document the distribution and habitnt charactcristics 
for the two Mcxican triurids in thc Lacandon rainforest (Figure 3). L. scl1ismatica has been describcd from the 
type location and scvcral othcr locations in the lowlands of thc Lncandon forest. Ali thc nreas where this 
spccies has bccn found are subject to pcriodic water Iogging. since thcy lie in clase proximity to water bodies 
of varying sizcs. Thcsc sites are rich in endcmic spccies (Martfnez nnd Ramos 1989) nnd nre nligned along thc 
formcr margins of thc lake that once don1inated the lowlands, approximately 7000 years ago (see 
rcconstruction in red sho,-vn in Figure 3). 

T. brevistylis occupies a wider geographica.l a.rea of dlstribution relative to L. scliismatica (Martíncz 1994, 
Martlncz and G6mez 1994), but in contras! to the latter specics, it is now found in higher lands of both Mexico 
and Guatemala, where tempcratures are 6·8 ·e Jower in comparison to the lowlands (Figure 3). T. brevistylis is 
found in both evergrcen and deciduous forests and it is gcncrally associated to Q11ercus spp. Howcver, the 
sites whcrc thc two Mcxican triurids are now found sharc at lcnst 40 hcrb and shrub specics (list avnilnble at 
http;/ /www.ibiologia.unam.mx/mexu/indcx.html), which are characteristic of mcsophyllous forcsts typical 
of high lands. 

L. sc/1is111atica floral variants 

In total, more than 1000 L. scl1ismatica inflorescences were analyzed under the scanning electron microscope or 
sectioned. Approximatcly 2% of the flowers observed were unisexual or had an nltered number of carpels 
and/or stamens. Typically, central stamens of bisexual flowers in L. scl1ismatica attain maturity befare carpels 
acquire thcir characteristic shape at preanthesis developmental stages (FiSlJres 4A, 4B). A diminished number 
of carpcls (Figure 4E), as well as an increase in the number of stamens (Figure 4F) was observed in a small 
proportion of bisexual flowers. A separate small quantity of lnflorescences bear staminate (Figures 4C and 
5A) and pistiilate flowcrs (Figures 40 and 50). Tne unisexual flowers found that correspond to the former 
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class can bear both fertilc (Figure SB) and sterile anthers (Figure SC), while the latter can produce viable 
carpels (Figure SE). lnviability of stamens in bisexual flowcrs was also observcd (Figures SF .:md SG). 
However, ali hermaphroditic flowers obscrvcd had central stamcns surrounded by carpels (Fig. 1). We 
therefore consider that this trait is fixed in the studicd populations of L. sclrismatica. 

T. brevistylis floral variants 

'f. l1rer1istylis is considered a dioecious spccics (see mnle nnd female in Figures 2A and 28, rcspcctively) and 
SEM cvidcnce show that normal rnalc and fomale flowcrs do not have arrcstcd organs of thc oppositl!' sex 
(Figure 6A-D). This has been furthcr corrobornted with sections and a detailcd study of thc developmental 
floral series of this species (IJ. A. Ambrose, S. Espinosa-Matfas, F. Vergara-Silva and E. R. Alvarez-lluylla, in 
prcparation). However, wc found individual infloresccnccs that bear bisexual flowers with varying positions 
of stamens and carpcls (Figures 7, 8, 9, 10 and 11). Pallen of normal appearance from dehiscent anthers 
(Figures 80 and 81') and the ccllular structure of both anthers and carpels at different stages of development 
seen both in scanning clectron micrographs as wetl as in scctions (Figs. 8 and 9) suggest that both male and 
fomale organs are functional in some of thcsc flowcrs. 

A few male·like flowcrs wherc the androphore is malformcd at different degrees and with varying numbers 
of carpcls at various positions are includcd in thc aforcmentioned bisexual flowcrs (Figure 7 and BC-F). Also, 
somc individuals with fomalc-likc flowcrs bcaring supcrnumerary heterotopic anthers wcrc observed (Figure 
SA-B). Of approximatcly 1000 ílowcrs obscn•cd, only 1% were malc nnd 0.5% were bisexual and folling lnto 
onc of the catcgories of orgnn arrangement shown herc. 

Finally, 'f. l1rcvistylis bisexual flowcrs with n floral arrangement thnt mi mies that of wild-type hcrmaphroditic 
L. scltismatica ílowcr.s werc obscrved in two scctioned inflorcscenccs nnd a single samplc dissectcd and 
prcparcd for the SEM (Figures lOA·C nnd 11. rcspectively). Jn onc cnse, carpcls wcrc apparcntly arrestcd on 
one sidc of the flower (Figure JOA) but remnincd functional in thc other. The central nnthers in this flowcr and 
in a sccond onc (Figures JOB and lOC) borc sccmingly functional pallen grains. Though collnpsed, the 
nppcarancc o( the central stólmcns in the scanning electron micrograph of thc inside-out T. brevistylis dissected 
floral bud rescmblcs L. scltismatica bisexual buds at comparable stagcs of dcvelopmcnt (compare Figure 11 to 
Figurc4A). 

Discussion 

Homeotic/heterotopic transformations of floral reproductive organs appeared at least 
befare !he divergence of !he two Mexican triurid laxa 

The finding of L. sc/1ismalica in 1987 and its subsequent description (Mart!nez and Ramos 1989) ended a period 
of decades during which thc basic structural plan of flowers was thought to be invariably composed of a set of 
concentric whorls of organs in which the female onc is Jocated in thc center of the meristem, without 
exccption (Endress 1994 and 2001, Greyson 1994). L. sc11ismatica flowers have a central androecium and a 
peripheral gynoecium (Márquez·Guzmán et al. 1989, MarUncz and Ramos 1989). Until now, this flornl 
arrangcmcnt had bcen considercd an autopomorphy of this species in the context of the entire angiosperm 
cladc. Howevcr, in this study wc have shown that among the floral variants of another Mexican triurid 
spccies, T. buvistylis, inside-out ftowers with central stilmcns are also found in contemporilry populations. 

Speculations rcgarding the origin of the nóltural floral homeotic phcnotype of L. schismatica have already bcen 
published (Davidse and Mart!nez 1990; Stevens 1991). Of particular relevance to the data presented here is the 
hypothcsis of Mabbcrley (1997), who postulated that L. scl1ismalica could have been originated from mutations 
that occurrcd in alrcady cstablishcd mcmbcrs of Triuridilccae, spccifica.lly the genus Triuris. 

\-\'e havc proposcd a rcfined hypothcsis on the cvolution of flower arrangement in L. sc11ismatica (cited in 
Baum 1998, Vergara-Silva el al. 2000) based on the ABC model for the detemination of floral organ identity 
(Coen and Meycrowitz 1991). Since the ABC model predicts that stamen identity is determined by the 
combiniltorial ilCtivities of thc B- ilnd C·function genes, while cilrpel identity is provided by the C-function 
alone, we considcr that the simplest proximal explanation for the central position of the androecium in L. 
sc11ismatica is a spatial disptacement of B·function gene cxpression towards tñe center of thc floral mcristem. lt 
is likcly that thc cvolutionary changcs in the expression patterns of homologs of the floral homeotic genes in 
L. sc11ismatica are mediated by alterations in their cis-regulatory regions. Changes in these class of regulatory 
sequences, linked to modifications in the cxpression profilcs of homeotic loci and othcr devclopmental genes, 
havc bccn hypothcsized to be nmong the main determinants of novel animal and plant morphologicnl 
structurl!S at díffcrC"nt taxonomic lcvcls (scc, far cxample, Wray 1994, Carroll 1995, Baunl 1998, Doebley and 
Lukens 1998). 
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lt is not unconceivablc, however, that other genes rcgulating activity of B-function homologs in trans could 
also be responsible for the postulated gene expression displacement. Thc morphology of sorne of the floral 
variants found in T. brevistylis nlready suggcsts cither the involvement of other regulatory genes, besidcs 
MADS-box loci, ora more complex redeployment of ABC homolog transcription products than that implicit 
in our simple hypothesis. In situ RNA-RNA hybridization and in situ PCR experiments using sequence 
information corresponding to several MADS-box gene homologous sequences from both species are currently 
underway to explore these possibilities. 

Dioecy seems to be !he ancestral sex state among triurids 

The distribution of sex statcs in the Mcxican triurids and other members of the group is not compatible with 
obscrvations in othcr nngiospcrms, in which dioccy sccms to hnve evolvcd from hcrmaphrodltism more than 
a hundrcd times (Ainsworth 2000, Wciblcn et al. 2000). Phylogcnetic nnnlyscs bascd on morphological 
matrices including fossil ns well as cxtant taxa in the vicinity of the triurids (M. A. Gandolfo, pcrsonnal 
communication) currcntly supports thc vicw thnt Triuris is the sistcr genus to Lacnudonia. Charactcr 
optimization on these rcconstructions would imply that the ancestral character state far thc rcproductive 
system in Triuridaccac is dioecy rmd that hermaphroditism is apomorphic. Thc only other triurid taxon in 
which specics with bisexual flowcrs occur is thc gcnus Sciapltila. lf corrcct, polarity far this charnctcr would be 
congrucnt with an addilional hypothcsis which statcs t1111t the nfarcmcntioned molecular cvolutionnry evcnts 
rcsponsiblc for thc origin of homcotic bisexual flowcrs in thc triurid spccics studicd lwrc took plan.• in 
populations of a dioccious ancestral spccics. 

Microevolutionary hypolheses for tite origin of L. sc/1is111atic11 

Thc floral variation found in contcmpomry natural populations of L. sc/1ismalica rmd T. brt'vistylis nnd their 
gcogr;iphical distribution could lcnd to furthcr spcculntion on lhe population-gcnctic aspccts of thc origin of 
floral homcotic/hctcrotopic phcnotypcs in thcsL' taxa. On this subjcct, we currcntly think thílt individtrnls 
with central stamcns and surrounding carpels could havc occurrcd in onc or a fcw isolatcJ populations of a 
'l'riuris-likc nnccstor, which ;iftcr divcrgcncc ~volved into thc populntions thnt are now rccognizcd to 
constitulc L. scltisuwtirir ns a scparatc t;ixon. During thc lnst glaciation pcriod, thc Quatcrnary Pcriod in 
Mcsonmcrica (Toledo 1982 and rcfcrcnccs thcrdn), approximately 5 million ycars ago, tcmpcraturc al thc 
lowlands was 6-8 ·e lowcr than it is todny in the Lacandon rninfarcst nrca. On thc basis of thcsc tcmpcrnturc 
diffcrcnccs and currcnt population distribution, it is possible that thc population(s) whcrc thc homcotic 
mutation had its origin rcmaincd isolatcd from thcir ancestors in a lowland rcfuge after the ice rctreat. 
Ancestral Triuris populations could havc concomitantly disnppeared from thc lowlands due to temperaturc 
increase and rcmaincd restricted to the highcr lands where thcy are now found. The fact that the sites where 
thc two Mexican triurids are now faund sharc scvernl plant species charactcristic of high land-mcsophyllous 
forests is also suggestivc of this scenario. Analyscs of molecular mnrkcrs at the population leve! could be 
useful to test the abovc considcrntions, and to infer the role of population structure, breeding systems, drift 
and natural selcction in thc origin of L. scltismaticn from populations of Triuris-like ancestors. 

Tite role of natural homeosis/lteterotopy in tite origin of novel morphological character 
states tita! define ltigher laxa 

Thc phcnomcnon of homeosis is wcll known in plants and has becn documentcd both befare (Masters 1869, 
undcr thc namc of "mctamorphosis") and aftcr Batcson (1894) (scc, far examplc, Sattler 1988, Mcyerowitz et 
al. 1989 and refercnces therein). Reccntly, spontaneous transformations in thc identity of specific organs in 
flowers of severnl angiospcrm families havc becn evaluated from the structural standpoint and considcred as 
lcgitimatc instanccs of homeosis (see, for example, Kirchoff 1991, Ford and Gottlieb 1992, Lehmnnn and 
Sattlcr 1992, 1993, 1994, 1996 and 1997, Maclntyrc et al. 1996, Albert et al. 1998, Tuckcr 2000). In contras! wlth 
most of the prcvious cxamplcs, which usually involve reciproca) exchanges in thc position of perianth organs 
(sepnls, pctals and tcpals) and stamens, homeosis in members of the Araceae belonging mainly to the genera 
Plri/ode11dro11 (Barabé and Lacroix 1999 and 2000, Barabé el al. 2000) and Mo11triclrardia (Barabé and Lacroix 
2001) consist in the dcvelopment of stamens and/or staminodes at places within individual flowers where 
carpcls normally would arise in ílowers that would othenvise be unisexual. These transformations, occurring 
in a few íloral structures that are thcrefore bisexual and which comprase an intermediate zonc in the spadix 
inflorescence characteristic of the genera, involve the samc classes of organs interchangcd in the triurid 
ílowcrs with homeotic/hcterotopic transformations. However, they cannot be considered cases of complete 
interchange of the devclopmental-genetic identity of the stamen and cnrpel whorls. In fact, homeotic 
transformations in bisexual flowcrs of Pl1ilode11dron are always partial since they always occur in the same 
whorl, according to thc morphological interprctation of thc floral phcnotypes by thc authors. In accordance 
with thcm, we believc thnt since instances of homcosis involving the androccia and gynoecia are very rare 
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(sec, for exnmplc, Barabé and Lacroix 2000a: 480), estimation of the homeotic floral phcnotypes in the Mexicnn 
triurids as autnpomorphic is still a correct cladistic asscssment. 
As concludcd in the majority of the studics cited in the preceding paragraph, the spectrum of floral variants 
that we found in wild contcmporary populations of both Mcxican triurid taxa indicatcs that thorough field 
work that attempts to find natural variants is important to empirically support or discredit the role of 
homeotic/heterotopic phenotypcs in the gcneration of plant morphological diversity. In our intcrpretation, 
thc floral variants reportcd in this papcr do not indicate that thc wild-type floral phenotype in L. scliismatica 
was attaincd through thc accumulation of small morphological modifications in organ identity ar through 
stcp-by-step transformations of either unisexual or hermaphroditic flowers with a regular arrangement of 
organs. First, thc various typcs oí bisexual T. bn•vistylis floral phcnotypcs rcported here cannot be organizcd 
into a series of intcrcalary forms in which the wild-typc floral phcnotype in L. schismatica would occupy onc 
of the extremes, Sccond, no intcrmediatc arrangcments of organs can be distinguished nmong the thrcc 
different classcs of floral phcnotypcs found in L. scl1ismalica. To us, this morphological cvidencc indicíltes that 
dcvclopmcnt of diffcrcnt floral organs in thc triurids behavcs modularly and thercforc allows the gcneration 
of discrete, non-gradu<tl morphological variation. So far, the combinntorfol nature of thc floral ontogcnctic 
specification mechanisms seemingly at work in modcl systems, and implicit in the ABC modcl, supports thc 
possíble occurrencc of homeotic/hetcrotopic transformations in natural popul<1tions in which relevant 
molecular changes havc takcn pince. 

According to formal dcfinitions of the concept of morphological innovation (sec, far example, Müllcr and 
Wagncr 1991). thc floral orgnn arrangcment observcd in the Mcxican triurids should not be included in this 
category of cvolutionary changcs, beca use homology at the level of organ identities is unequivocal. lnstead, 
we consider that thc discovcry of these morphological npomorphies adds cmpirical evidcnce to arguments in 
favor of an important explanatory role for homeosis/heterotopy and related concepts -specifically, 
heterochrony and saltatory evolution (Sat!ler 1988 and 1994, Bateman and DiMichele 1994, Li and Johnston 
2000, Weston 2000)· in !he construction of scenarios on !he evolution of morphological divcrsity in plan!s. 
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Figure legends 

Figure l. Mature flower of L. sc/1is111aticn. Three yellowish bllocular anthers, corresponding to the central 
stamens, can be distinguished. Scnle bar= 0.5 cm. 

Figure 2. Wild type Tri11ris brevistylis. (A) Male flowers with arrowheads polnting at stamens and 
androphores indicated (a). Note long caudate tepals. (B) Female flower wlth multiple carpels (e). Scale bars = 
0.5cm. 

Figure 3. Distribution of L. sc/rismatica and T. brevistylis populations in the Mayan rainforests of Mexko 
(Lacandon rainforest) and Guatemala. The inferred shape of the large water body that existed during the las! 
gladation period is shown in red. San José Canyon is a geologlcal formation through which the water body 
was emptied at the end of the glaciation. Locations of the documented populations of L. schismatica and T. 
bm•istyli• nre labeled Ll-LS and Tl-T4, respectively. Population descriptions and their GPS coordlnates are 
the following: L1 is a small population next to Jerusalén village, at N 16° 50-51', W 91° 08.5-09'; L2 is a small 
population Sil of Carranza Lagoon, at N 16° 48.5, W 91° 9.5'; L3 is the type location, composed by small, 
patch¡• populations found inside and in the surroundings of the triangular area formed by points [N 16° 45.37, 
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W 91º 00.431], [N 16º 45.398, W 91° 00.476] and (N 16º 45.356, W 91º 00.611]; L4 is a small patch SE of Corozal 
Crossroad, at N 16° 43-43.5', W 90º 57.5-58.5'; L5 corresponds to a small area at N 16° 22-22.5', W 91°12-13'; Tl 
(N 16º 58.192-58.209', W 91° 35.218-35.250') and T2 (N 16º 57.720-57.723, W 91° 35.730-35.736') are small, well 
preserved patches of forest that belong to the Lacnndon community at Naha; T3 corresponds to a corridor 
NW of the Suspiro and Ocotal Lagoons, at approximately N 16º 51-53', W 91° 24-32'; and T4 Is a location east 
of Chixoy River, Guatemala. Scale bar = 50 km. 

figure 4. Scanning electron micrographs showing variation in sex and organ number in L. sclrismatica. (A) 
Dissected preanthesis floral bud, showing carpeis atan early developmental stage and three fully developed 
anthers In the center of the flower. Scale bar = 200 µm. (B) Mature flower, showing the papillose aspect of 
carpel epidermal cells surrounding three dehiscent anthers. Scale bar= 200 11m. (C) Dissected unisexual floral 
bud, showing two stnmens and no cnrpels. Scalc bar = 200 µm. (D) lnflorcscence bearing two pistillate 
ftowers, where stamens are repJaced by additional carpels. Scale bar= 2 mm. (E) Dissected floral bud showing 
two central stamens and a diminished number of carpels, ata developmental stage comparnble to (A). Sea le 
bar= 200 11m. (F) Mature ílowcr with four central stnmcns. Sea le bar= 200 µm. 

Figure 5. Optical microscopc sections showing unisexual flowers in L. sclrismatica. (A) Mate flor11l bud with 
two central stamens. Scnle bar= 500 11m. (B, C) Details of the anthers of the previous bud, showing viable and 
inviable pallen grnins, respcctivcly. Scnle b<lr = 50 11m. (D, E) Two different magnifications of a unisexual 
fcmale ftower, showing normal cclls inside carpcls. Scale bars = 500 Jlm and 50 µm, rcspcctively. (F, G) Two 
difforent magnlficntions of a bisexual ílowcr, showing dcgenerntion of microspore mothcr cells. Scille bilrs = 
100 Jlm and 50 11m, rcspcctivcly. 

Figure 6. SEM picturcs of normal mole and femaie flowers of T. brcvistylis. (A) Dissected young bud of a mole 
ílower with fivc stamcn anthcrs (an) in which the androphore is still undevelopcd. No nrrested fcmale orgnns 
are observed. Scaie bar = 100 ¡1m. (B) Maturc male flower with devcloped androphore (a) in the center and 
anthers (arrowhcads) displaced towards the periphery of the flower. Scale bar = 500 µm. (C) Partially 
disscctcd fema le flowcr bud with scpals removed and carpe Is at differcnt stages of dcvclopment (e) observed 
insidc. No arrcstcd anthcrs are obscrvcd. Scalc bar = 100 µm. (D) Mnturc open fomalc flowcr with fully 
deveiopcd c.irpcls (ca). Scalc bar= 500 11m. 

Figure 7. SEM picturcs of bisexual flowers of T. brcvisty/is. (A) Male-like flower with androphore (a), stamens 
(arrowhcads) on thc right sidc of the flower and carpels (e) on the left one. Scale bar= 0.5 cm. (B) Enlargement 
of flower in A. Scale bar = 0.5 cm. (C) Femaie-like flower without androphore and intermingled anthers 
(arrowheads) and carpels (c). Scale bar = 1 cm. (D) Male-like flower with androphore (a), supernumerar}' 
stamcns (arrowhcads) and a fcw carpcls (e). Scale bar= 1 cm. 

Figure 8. SEM pictures of bisexual flowers of T. brevistylis. (A) Female-like flowcr without androphore, 
bearing carpels (e) on the right side and anthers (arrowheads) on the left one. Scale bar= 500 ¡1m. (B) Close-up 
of flower in A showing dehisccnt anthcrs and normal-looking carpcls. Scale bar= 100 µm. (C) Dissccted malc
like flower with androphorc (a) bcaring carpcls (e) and onc central anthcr (arrowhead). Scale bar= 500 pm. 
(D) Closc·up of ílowcr in C with anthcr on thc right sidc (arrowhcad) and inset showing mature pallen grains 
from the samc 1mtlwr. Scalc b.us = 100 ''"' and 5 11111 (insct). (E) t>.falc-likc flowcr with modificd androphorc 
(a) bearing two anthers (arrowheads) and one carpe! (c). Scale bar= 500 ¡ml. (F) Close-up of flower in E with 
dchisccnt anthcrs and insct showing maturc pollcn grnin from thc uppcr anthcr. Scalc b.irs = 100 tim and 25 
lllll (insct). 

Figure 9. Sections of bisexual T. lirwistyN=- variants. (A) Longitudinal scction of a young ílO\'\'Cr bcaring a 
c.upd (ll.'ft) omd .m ,1nthl•r (right). Sc.1lc b.u = 100 ,,m, (U) Lungitudin<ll scclion uf flo~ .. ·1..·r with dl:vdoping 
anthcr (lcft) and an cmbryo sac (right). Scalc hilr = 50 ,,m, (C) Longitudinal scction ot n flowcr bearing an 
anthcr embcddcd within thc flowcr rcceptacle and scvcral carpcls nt differcnt dcvclopmcntal stagcs a long the 
flowcr pcriphcry. Scalc bar= 100 1m1. (D) Longitudinal scction of a flowcr with an anther towards the center 
of the flowcr and a carpcl towards thc outcr sidc, clase to thc tcpill. Scale bar = 100 11m. (E) Longitudinal 
section of a flower with an anther surrounded by two developing carpels. Scale bar = 100 ¡1m. (F) 
Longitudinal section of n flo\\'er showing onc anthcr (arrowhead) and severa! carpels (e) at different stages of 
de\•ciopment. Note de\•cloped embryo sac (c). Scaie bar = 100 11m. (G) Flowcr with many carpels and an 
embcdded anthcr towards thc right sidc (arrowhcad). Sc,1lc bar= 250 µm. 

Figure 10. Scctions of T. brcvistylis bisexual ílowcrs that mimic the arrangement of L. sclrismatica inside-out 
flowers. (A) Longitudinal section of an inside-out flower showing a central anther (arrowhead) and peripheral 
carpels. lnset shows a different serial section of the same anther (arrowhead). Scale bars = 200 µm. (B) 
Longitudinal section of a diffcrent inside-out flower showing a central anther with developing pallen grains 
inside and two peripheral carpels (c). Scale bar = 100 µm. (C) Clase-u). of a serial section of anther in B 
showing sevcrnl gcrminating pallen grains with pallen tubes (nrrowheads . Scale bar= 10 llm. 
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Figure 11. SEM picture of a T. brcvistylis inside-out dissected floral bud. Three central partialiy coliapsed 
anthers (an) and severa! carpeis nt different deveiopmentnl stages (e) are observed. Scale bar= 100 µm, 
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Capítulo 4: generalidades 
Tnl como se hizo implfcito en las Genernlidades de los Capítulos 2 y 3, uno de los objetivos principales del 
presente trabajo consistió en la búsqueda de secuencias homólogas por descendencia común (esto es, 
ortólogns) a los genes homeóticos florales caracterizados en los sistemas modelo. Las investigaciones sobre 
estos genes y su potencial importancia en la definición de los procesos ontogenéticos responsables de la 
variación fenotípica de las flores en las angiospermas, así como en otras estructuras morfológicas en otros 
grupos de plantas terrestres, ya han sido revisadas brevemente en el Capítulo 1; el artículo de revisión y 
mopeo filogenético incluido a continuación (publicado previamente en lo revista /oumal of Pllyco/agy 36: 803-
812 (2000)) constituye una profundización en una serie de aspectos de particular relevancia para la discusión 
de los alcances de In evidencia genético-embriológica en la corroboración/refutación de hipótesis de 
homología entre órganos anatómicos en diferentes grupos de plantas. Esta revisión es particularmente 
adecundn como introducción a la sección adjunta de resultados experimentales ya que incluye, en el contexto 
de la discusión de las variaciones en los patrones de expresión de los genes homeóticos florales en las 
angiospermas, una mención explícita de la hipótesis mccanísticn más simple que puede ser postulada con 
base en el modelo ABC1 pitra explicou la morfología floral de las flores bisexuales de L. sc11ismatica. Según 
dichn hipótesis, planteada por E. R. Alvarez-Buylla y el autor desde 1995 (Vergara et al. 1997)', la 
homeosis/heterotopfo flornl obscrvitblc en la mnyor pitrte (ver Capitulo 3) de las inflorescencins que ocurren 
en lns poblaciones naturales de esta triuridal mcxicnnit se debe a un desplilzamiento hacia el centro del 
meristemo floral en la expresión de los genes correspondientes a la función B -es decir, los ortólogos de los 
genes de A. tha/ia11a bautizados como APETALA3 (A/'3) y l'ISTILLATA (PI)'. 

En virtud de los hitllitzgos sobre la variación floral existente tanto en L. sc11ismatica como en T. 
brevistylis, discutidos en detalle en el artículo correspondiente al capitulo anterior (Vergarn-Silva et al. 2002), 
es posible que los patrones de expresión de secuencias homólogas a los genes homeóticos florales en los 
diferentes morfos reproductivos de ambas especies incluyn combinaciones no contemplitditS en la hipótesis 
simple mencionada itrriba. Sin embargo, la dimensión microevolutivn proporcionada por lit combinación de 
tales obser\'acioncs con lit localiz11ción de las poblaciones nitturales de ambos tax11, nos permite suponer 
actualmente que, en la(s) población(es) aisladn(s) donde aparecieron los mutantes originales con In inversión 
de la posición del androceo y el gineceo, el cambio genético-molcculnr causnlmenlc relacionado con dicho 
fenotipo floral se ajustn it unn hipótesis mccitnística basitda en el modelo ABC. 

Notas 

1 El esquema abstracto pitra la explicación/predicción de los fenotipos florales homcóticos obtenidos 
mediante diferentes manipulaciones experimentales en dos importantes sistemas modelo en genética 
molcculnr de plantas, las dicotiledóneas A. tl1alia11a (Brassicaceae: Magnoliopsida) y Antl1irrl1i11um majus 
(Scrophulariaceae: Magnoliopsidi.1), es conocido como "modelo ABC sobre li.1 determinación de la identidad 
de los órganos florales". La referencia bibliográfica asociada tradicionalmente a la invención del modelo es el 
articulo de E. Coen y E. M. Meyerowitz publicado en Nature 353: 31-37 (1991). Sin embargo, es poco conocido 
que otros autores pertenecientes al grupo de CalTech estuvieron involucrados de manera crítica en su 
articulación durante al menos dos años previos a In publicitción de este artículo U. L. Bowman, comunicación 
personal). Los aspectos generales del modelo se discuten de modo suficientemente detallado en la sección 
"Los genes MADS-box y Ja evolución de las estructuras reproductivas de los plantas terrestres" del Capitulo 
l, y en la introducción del articulo de/ P/1yca/, parte del presente capitulo. 

2 Durante 1995, E. R. Alvarez-Buylla y el autor -quienes previamente habían supuesto de manera 
independiente que un cambio en lit expresión de los genes homeóticos florales podría ser responsable del 
fenotipo reproductivo de L. sc11ismatica- se reunieron para discutir In posibilidad de realizar un proyecto de 
Investigación dentro del cual pudiera ponerse a prueba la hipótesis mecnnística correspondiente. El inicio de 
unit colaboración con el litboratorio de E. M. Mcyerowitz durante 1996, dirigida a realizar la clonación de 
secuencias de L. scliismatica homólogas a los genes homeóticos florales, derivó en In asistencia al Simposio 
Keystone sobre "Evolución del Desarrollo en Plantas", realizado en Taos, Nuevo México, en enero de 1997 y 
en el cual se presentó, por primera vez en público. Ja hipótesis del desplazamiento de la función B. El reporte 
original de nuestra hipótesis puede ser confirmado en el artículo de David Baum publicado en Curreut 
Opi11io11 i11 Pla11t Biology 1: 79-86 (1998). . 

3 La clonación de los genes AP3 y PI fue lograda, respectivamente, por Thomas jack y Koji Goto en el 
laboratorio de E. M. !l'!eyerowitz en CalTech, y fue originalmente publicada en 1992 y 1994 (las citas 
correspondientes están incluidas en la bibliografía del Capítulo 1). En A. tlralimra, la expresión de AP3 se 
restringe a los verticilos 2 y 3, mientras que la de PI se extiende al verticilo 4 (Krizek y Meyerowitz 19960). 
Debido a que su itCli\'idad biológica normal depende de la i1socinción heterodímérici1 de las proteínas 
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codificadas, Ja función B del modelo ABC se ubica unicamente en los verticilos donde la expresión de ambos 
genes -y por tanto, la presencia de las proteínas- coincide, es decir, los verticilos 2 y 3 (Krizck y Mcycrowitz 
1996b, Riechmann et al. 1996; ver la Figura lB del articulo de J Phycol). Sin embargo, información recolectada 
recientemente en taxa más cercanos a las triuridalcs, como por ejemplo las monocotiledóneas SagHtaria 
111011tcvidc11sis (Alismataceae; Kramer y lrish 2000) y Li/irmr /011giflorr1111 (Lillaccae; Tzeng y Yang 2001) indica 
que (a) la expresión de proteínas homólogas a AP3 y PI puede extenderse incluso al primero y cuarto 
verticilos florales, mientras que (b) homólogas de AP3 pueden formar homodímeros que dirigen, por sí 
mismos o en conjunto con las proteínas correspondientes a otras actividades dentro del modelo ABC, la 
diferenciación celular responsable de la determinación de la identidad de órganos como los estambres.y los 
carpelos. Las implicaciones de estas diferencias entre los patrones de expresión de los genes homcóticos 
florales en diferentes grupos taxonómicos dentro de las angiospermas son de particular interés para la 
interpretación de Jos resultados presentados más ndelante en el presente capítulo. 
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MINIREVIEW 

MADS-BOX GENES: DEVELOPMENT ANO EVOLUTION OF PLANT BODY PIANS 1 

Fra11dsco Vcrgara-Silva, úó11 Martí11ez-Castilla, and Elena R. Alva:ez·Bt1Jlla2 

lnslllt110 de Ecología, UNAM, Mblco D.F. 01510, México 

\Ve rcvicw functionnJ data on rdADS.box genes, rc
ccnt phylogcnctic analyscs of tl1csc coding region.s, 
nnd U1cir roles in tl1c dcvclopmcnl and cvolution of 
kcy morphological innovation'i in planl-;, \Ve map thc 
oribrin of important morphological stn1cturc.ct in partic
ular divcrse stagcs of U1c lifc L')'Cle in diffcrcnt plaut 
eludes 01110 organi"imal phylogenics, and prcscnl rclc-
\'l.mt moleculur gcnetic lLo,;pccL'i of dcvclopmcnl rclated 
lo lhc MADS-box genes. \\'e focu'i on reproductivc 
structurcs of thc sporophytc becatL'ic most functimml 
clmr.,ctcrizations hu\'c bcen done of .MADS-hox genes 
in\'oh·cd in flower dc\•elopment. \Ve di"ctL"s MADS. 
hux c\'olution in flowcring planL"i, but we al'io rc\'icw 
sluclics in the othcr nonllowcring \'a'iculnr plant'i, gym-
11ospcn1L'i (conifcrs nnd gnctalcs), ami fcnt.'i and pn.'
limirmry data frorn thc algo1c, We snggc."it that floral 
(c.g. nowering time, inllorcscencc, und flowcr mer
i'item idcntity) ~IADS-hox mul nonfloral plant l\IADS
hox genes should be thc foctL'i of futurc comparativc 
rcsearch. Cloning and funclional analyscs oí l\fADS. 
box genes in hryoph)1cs, particularly in thc cxperi
mcnlal systcm Physcomitrclla patt-ns (Hcdw.) B.S.G., 
nrc nccded. Thc ABC modcl of floral orgm1 spccin
cation is un cxccllcnt general rcprcscntation oí nn 
importanl nctwork of genes; howc\'cr, fomml anal)1.i
cal tool'i are rcquircd to integratc data on complcx 
gene intcraction in comparativc nnalyscs. Thi'i nnd 
olhcr unalytical upproachcs to con'itn1cting gene net· 
work mm.lelo,; will hclp to framc homology hypothcscs 
in nn C\'olutionary mul dc\'clopmcnlal framcwork. 

Kt)' inclt'l.' words: ABC modcl; charactcr mapping; 
cvolution of dc\•clopment; MADS-box; morphologi· 
cal cvolution; phylogcny 

Thc Aroup of c\•ol11tionarily rclatcd sequenccs that 
n1111pl"ist'.'> llH•M t1r1l1c tlm-:.11 lmmc<>lic loci is thc ~IADS
hox 1nultigc11c family (Shorc ami Sharrocks IUH5). TI1e 
acronym of lhe famil)' name is clcri\'cd from tite ini· 
tials of it" flrst fom- describcd mcmbers (Norman et 
al. l<J88,jarvis et al. InSD, Sommcr et al. 1990, Yanof
sky et al. 1990), , .. ·hercas "lmx" rcfcrs to a conscr\'ed sc..'
q11c1u·c ofapproximately 180 n11clcoticlcs. In a fashion 
a1wlogm1 ... to llll' houu•ohox (Gchring et al. lnH·l), the 
~IA))S.hox cunulL"s a DNA-himling- domain that allows 
llll' products 1hat contain it to bcha\'e ª-" transcriptic;>n 

1 Rt•t"C"nrd :\O ~l;irch :!OOO. 1\Ct<"'ptnl 16 Augmt 2000. 
1,\uihor for corrr,pondr-nrc: c--mail aht1)"ll;\fhenidor.una111.rnx. 
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factors. MADS-domain proteins ha\'e a sccond highly 
conscrvcd scgmcnt with considerable simitarity to thc 
scconclary structurc of thc animal cytoskelcton pro
tcin kcratin (the K-domain); this scgment secms to be 
hwoh·cd in protein-protcin intcr.1ctions. TI1c K.cJomain 
is connectcd to thc MADS-box by an intcrmccliatc 1 
rcgioo, moclcr.ucly conscn·ccl ounong: mcmhcrs char
actcrizccl until now. Finally, thc C'...tcrminus, which en
cocles thc put.ativc tlomsacth'4ttion clomain, is puorly 
conscrvcd among scqucnccs (Riechrm.11111 and Mcycr
owitz 1997) ·(Fig. JA). 111is i." thc sl11.1cture ofmo"t plant 
MADS·hox genes charactcrizcd up to now. Howc\'CI", 
rccent studics havc describcd a ncw group of plant 
MADS·hox g:encs that h1ck thc canonical ~IAllS·l-1\. 

domains (l\llK) stn1cmrc of prcviouslr descdl1l'cl plant 
genes (Alv;.ue1.·Hll)'lla et al. 2000a). Thc latter ;¡re more 
clmcl>' rcla1ecl to thc scr11111 rcspon!.c foctor (SRF)-like 
gcrn.·s of animals than lo thc olher plant ~lADS-box 
genes (Fig. JA). 

Molecular and genctic ;maly"es of thc mcchanisms 
that control florod moriJhogenesi" in Ambidop.sis tluz/innn 
(L.) l-lc}11h ancl A11tinlli11um uuljtu L have pro\iclccl one 
of the most clcg.mt gcnctic moclcls 10 date: thc AilC 
modcl for specification of 11010\I organ iclcntity. In this 
modcl, thc combincd acti\ities of a small numbcr of Joci 
are responsiblc for a complcx phcnot}pe through thc or
chcstmtion ofdcvclopmcnt (Coco and Mcycrm .. itz 1991 
ancl othcr rcfercnccs thcrcin) (Fig. lll). TI1c main fca
turcs ofthc moclcl, well rc\icwcd clsewhcrc (c.g-. Law1011-
Rauh et al. 2000), are sumrm:u·izcd in thrcc point". First. 
it compliscs thrcc partially ovcrlapping- liclcls of ~ene ~1c
ti\ity (A, B. ancl C; hencc thc namc of thc modcl) com
poscd of genes that cxclush·cly function in a particular 
domain but are not solcl)' exprcs..o;;ecl 1hcrc. Scconcl, it de
fines and prcdict" orb'"an iclentity on the basis of 1hcsc 
combined acthitics. According to this idea, detcnnina
tion of thc fina Jlornl whorl of scpals corresponds to thc 
prcsence of A fum.:tion alune. Si111ilarly, pelal org¡m 
spccification resuhs frorn the sinmltaneous participa· 
tion of A and n functions, whercas stamens are cletcr· 
mincd from the sum of n omd e functions. Finalh·, 
carpcl or fourth whorl identity is spccificd by C funé
tion alonc. A third feature of thc model consist'i of a 
relationship of mutual ant<1gunism hctwcen functions 
A ami C, rcsulting- in do111i11a11n· or A whcn C is mll 
preseul m1d \·ice \"Cflliól. 

Taking A. tha/iaun as a nomcnclatural guide, the 
genes comprising thc ABC modcl can be listcd. Ali but 
onc (1\PEI:r\J.J\2, ;111 A-function gene) of the canonical 
ABC genes are mcmbcrs of thc MADS-box gene fam· 
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FH~. J, (A) Sdwnrntic repu~st·111ouion ofpl;u11 MAIJS-dom;iin 
proll"ill.'i, Twu t)'fH~! uf l\t1U)S-dnmain Jll ntcill'li a1 r fu1111cl in 
pl;mts: 1husc 1lrnt nn· mon• si111il;1r to thc SRF-like Ht·1ws from 
anim:tl'li, «;11i1•cl typt• 1 MADS-domain, and rhmr mon• similar 10 
1l1e f\IEl~·li~e p;e11cs f1tnn ;u1i11101'5,r.1llcd Typc 11 ~tADS-<lo11r.ti11!l. 
~I'"' of tlu• laltror pwtrin'I in pfanu hau~ 1, K. ami COOl I do
rmaill'i a."i .'ilwwn in 1hi" figure (!lcr• text for mo1c ilc1ail.~). (U) 
Tht• ABC cumbina101fal mrnlcl propuu.·s that thc ·I diffcrenl 
tlor;1I m·Jfolm urr drrcrminccl by che 11prcific comhim11lo11 of 3 
cliffrn•nt hmc tiom or aclh·itic·s. Acti\'it)' .-\ spccilics sc•pab, ;u:ti\·· 
i1i1•\ A a1HI U logcthcr s1u-C'ifr 1u·1ab, ;1ctivitics H uiul C spccify 
'llllOUllrlls. ;11ul ;1ctivitr C ;ilone 'PL'cilit".'I r;1qwl\. ,\dditionally, thc 
Al\C modcl post11l01lt''.'I a muwal inhibllion he1wecn ;1cti\'itie.'I A 
;111d C •. \llC'h 1h;1t wlll'll funclinn ¡\ i\ ahsrnt, functioll C f;1krs iL\ 
piare and vice u·r""· To 1hc- righl ¡,a ~du·m•llic rcpresenta1io11 
of Amfodo/11u llutlum11 llowC'u, whid1 in wil<l-type plan!.• are C'Oltl• 
pmrcl fro111 llw outsldc tu the imidr uf .J \cp<1I.\ (.\r"), ·I pela!\ 
(pe). (j s1;u111•11.• (\1), ;irul ~ c;U pd .. (ca). Tite A·f1111c1ion genes 
;m· 1hr ~IADS-lmx ¡.:t·m· .H•E·/:·lL\/ (A/'/) :md tht• 111111-MAO~ 
l111x gc1H· A/'C/~ll...-12 (A/'2J. ·1·111· IW1111ctin11 ¡.:rne\ ;uc thc ~L\DS
ho'.\ ~1·11cs M'ET1ll..1\J (1\PJJ ouul /'/!•t/1/J-·\T,\ (/'/). Thc Cfunc· 
tiun ¡.:t•m• ¡, thr M.\DS-lmx gt•nc· t\GAMOlJS (1\G). Rccentl)•, 
mutóltions in lhc AG.-lMOU.~likc gent·s. 1\G/,2, AGJA, :md 1\Gl..9, 
11;1\c• het·11 itlc·ntified mul rc11;u11ed SEPALL·\T1\l, 2, mul J (l'elou 
t'I ;il. '.!000). The triple 111111ant oí 1heu.• gt'll('\ )'ielcb a nower 
\\ilh 'irpal!!i in :111 •I \\lmrls, but .'iit1RI" :uHI douhle mlllólllls oí 
thrst' i.:•·1u·<i do 1101 ;alter tlu.• flmn·-r ¡ihenot}'Jll'. Jlcnce, 1he5c 
J..:t"lll''i are h1nc1io11ally red1111dó1lll illld IH"Ce.'l\:11)' fm· lllC B anti C 

l1111ctio11 ~rlll"'i (ser lt'XI fur furd1er de1~tib). 

ily. ¡\/'/~·1:-11.,\ J is tlu.• n·m•lining A·func1iun gene. Thc 
U-limction ~enes are i\/'/:.-Jio\Lt\Jand P/.\~11/J¿\'J'A, and 
1\{J:\¡\l<JUSis thc C-fünction gene. All l\IADS.hox genes 
mc1Hioncd hcrc ;irc dcpictcd in Figure 2. Similar mo
lecular gcnct.k stuclics in .tl. mnJ1u ha\'c dcmonsuoncd 
thc functional conscrvation at thc ,.;cnctic ami de\'clup
ml'lltal lc\'cls hc1wccn thc ABC MADS-hox genes of A. 
llwliatta •md 1\. majm (h·ish ancl Yamamoto HHl5). This 
conscno;.uion is also sc~n in othcr modcl S)'Stcms
planL'i likc maizc or pctunia-and, as mcntioncd hc
low, thc molecular conscno;.Hion cxtcnds at lcast to thc 
en tire sccd plant claclc. 

Jkccnt cxpcdmcnts with t1. tlmliana documcnt an 
altcrnativc supcrmnncrary acth'it)' that is an inrcrcsting 
adctilion to thc ABC funcdons (J>claz et al. 2000). Pclaz 
and collabormors found that :-\ mcmbcrs of thc MADS.. 
hox gene Hunily rclatccl to 1\G,\,\fOUS-IJKE 2 (1\G/..2), 
thc ¡.;:enes ~:.1'ALl..A1i\I (prc\iously known ª" J\GL2). 
SE/'1\LLA1i\2 (AGIA). ancl SE/'ALLJ\1i\3 (AGl9) act 
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FJG. 2. Schematlc reprcse111atlon of ph}"logenelic 1"ela1ion· 
ship5 ;unonl? pl:uu ~L\D~x genes. Group, of gene! are rcprt'-
sc1lled by tnangles ami are nmned afrer thnbitloJllu lhnlinrm H'fffl'

·"l'Jlt.'lti\'es except íor 7 .. AGL9 grou1>. A1~IU gnmp cont.tim d1l' 11. 
tlwlinnn genes 1\Jt.'JU. 1\GL2/, 1\GJ.17, and .r\GL/6 ª' wrll a.• Renes 
frnm Anlinliinmn, Mrdim¡:v, nnd GPirtu"'. AG g1oup cnnt.-iim 1he .. t 
tJmlintin genes AGAMOUS. S///\1·nmPIWOFJ, Sl!ArTERPROOF2 
ª' wdl tu genes from Antin-liin11m, /'t'lunin, Nicotimm, L,·ro/>rni· 
con, 7..m, an<l Otr~· SEP group ronrnins lhe .-l. tlialimur J:tt'lll'-" 
SEP1\LJ..ATJ\l, SEP • .UL·\TA2 •• 'll::."PAlh\T1lJ, ;u1tl 1\GLJ a.s h"c.•11 
ois genes from p,11mia, LJcop,.ninm, ami Hnri.s. Al' 1 group cotl· 
taim lhe A. llmlumn genes Af1J:.-1aLU, C.-tUIJFLOUWl ;md 
FRUrn·"ULL a, well a., genes from 1h1linlúm11n, Siln1r, :111d Zm. 
AGL6 group contaill!!i che A thalimm gt•m•s .r\Gl.6 ancl ACI.JJ ;1.., 

wdl ª' J;encs frnm ?JY1, Púm.1, ;111d l'ict'll. 7.AGl..IJ group co111ai11.s 
0111)· gr1ws fr11111 1.-vr ami 1\mnd11. Al':\/l'I gump l·o111;\ill'lll llw ,,\. 
llml111m1 gt•11t·~ Al'Jtli\l.·\.1 a111I l'/.\TIJJ.·\'J:·\ ;¡, wt•ll a'i gc·11t'!I. f1c1111 
Antinlmmm, P,tm1111, ,\l"fic11¡.•u, N1wl1tuu1. .\)n11,.,·u. L_Wfl/Jf"lllr'l.111. 
.'\t¡fm1111n, .'illn", Arh"'YTU.\'iphm;vrn, l'a/lf11"'1, /Jrnnua, Di<t"11lm, (j¡/tlut. 
/lm111nn1/riJ, lklJ1!m1i11111, ,\J1cl"lw, LintJflr111/ru11, l't'jlf'l11rnm, 1-'i¡_.,., 
?~''· 01;¡-:a, G11t'/11111, ami C.nnlo/1trm. S\'P g1 oup co1m1i115 lhc .. t 
1/i,1/111w1 gc11e5 S/10/lT \ 'f.'C.EJ:·l T/17: 1'11.-\SE ami ACl..2./ a.\ \wll a!i 
¡.;:enes from r.1,,/1011. AGl.15 ~1rn1p cu111;ti11, tlw A. tlmlurnn f.;l'lll"S 

Ar.L/5 arul AG/./.'i ;1.'i well ª"' ¡.:c111•s í10111 ?,('(I ;.uul C.rmlo/1/1"11..1. 
,\(~L2i g1011p conti.m" 1hr ¡\. tfwlmml gt'lll'!'> AGl.27, ¡\C/.JI. :uul 
Fl.OH1~U.VG J.OC:US F ;.L, wrll óL' gc•m•' l11Hn c;ttrlrtm m1tl C:1"111to/,,. 
lnu. 1\GL'iO J;lmlp con1:1hu the A. llwlu11u1 grne.s .r\CL2J, 
1\Gl..28, AGL29, 1lGL19, .. tGIAO ;u wi·ll ;1., genes f1ont Gnrt1un. 
AGL'H group co111ai11s tht• .. ,. tlmlimui g:t'lll'!'i AGIJO. 1\G/J.1, 
AGLJ./, .iGLJ5, 1\GLJ6, 1\GJ..37, Ac;J.JS, .. tG/Al, :rnd .-tGL-1) ~ 
wcll a5 a gene from G:rnloplnu. Thi" tigure i" ha.sc.·d on the co111· 
hined rc~ult.s of twu nmximum parsimony annlr.scs. Node.s wi1h 
le5..\ tlrnn 50% booutr.1p .suppnrl han- heen collap\ed. Cl"Jdcs 

:;~~~~~11~;~11~~·,11s~,~~1!~~~~rc;::11:c 1~·~::~·e;~~-~01~ 11 ~~!-~~~ .. ~~~ll~~iÍ.~;: 
from Almrr"z-Buylla el al, [2000bl anti L M.utinez-Castilla. F. 
\'t'f"J..~rn-Silm anti lt R. Ah-;1rrr-ll11)ll;1, UNAM (11np11hlid1t'd 
da1aJ). 
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rcdundantly in thc tlirce inncr whorls of the flowcrs to 
clctcrminc pctal, stamcn, and carpcJ iclcntity. Muta· 
tions in thcsc genes do not ;lffcct thc m RNA cxprcssion 
pattc111s of thc AUC MADS-hox genes, bm thcy intcr
fcrc with B- ancl Cfunctions at thc protcin-protcin in
tcraction Jcvcl. TI1c protcins cncodcd by thcsc genes 
form hctcrodimcrs with PI, AP3, ami AG. Thcsc tlncc 
j:;-cnc.'i coulcl 1hcrcforc be considcrccl to constilutc a 
J)-ft111c1io11. This function is, hnWl'\'CI', not acth·c in 2 
bm rathcr in !i acUaccrtl whorls. Hcnmsc thc com
bincd gene cffcct of tite SEPALl..1\ TA genes is also not 
dclincd at tite tr.mscriptional lmt at thc protcin lc\•cl, 
this in tcrcstin¡.; function has not bccn wiclcly acccptcd 
asan adclitional acthity in thc ABC nioclcl. 

Funclional analyscs bascd on loss-of:function ancl 
galn-of-function phcnotypcs han~ hccn clone for othcr 
MADS.box genes. Thesc stuclics show that genes of 
this family are ilwolvecl in diverse aspecto¡ of plant 
ontogeny in ;:uldition to flower devclopment. Severa! 
MADS-box genes ha\·c hccn shown to he important in 
dctcnnining thc iclentity ancl time of formation of in· 
florcsccnce ancl floral mcristcms. 1\PETALl\1, CJ\ULJ
FLOU'ER. ami f1lllf'n:uLL rcclunclantly control inflo
rcsccncc architccture by odtcring thc cxprcssion ;mcl 
activity of two non·MAOS-box genes, /J::...\FYancl TER
Al/Nt\L FLOWE/t, that are involvccl in thc tr.msition 
from vcgctati\'c to rcproclucli\'c clc\·clopmcnt (Ferrán· 
clil. et al. 2000). Sf!PPRESS!ON OF O\'E.llEXPRESSION 
OF CONSTANS/ (SOCJ, previously 1\Gl .. 20) is onc of 
the targcL"i of CONSTANS, which promoles flowcring 
of 11. tluzlimw in response to day length. This MADS
hox gene is expressed in infloresccnce meristems ancl 
titen turns off in e;uly flower meristcms ancl comes on 
ag;tin la1cr cluring llower clc\'clopment. suggcsting tlrn.t 
it might l1íl\'e aclditional roles nol apparcnt from lhe 
single mutant (Samach et al. 2000}. 

01hcr MADS·hox genes are in\·okcd in rletcrmin
ing ccll-typc specilication. This is thc case of Slll\T-
71>'/U'l!OOF/ and Slil\7TEIU'IWOF2 that rcdundantly 
determine the propcr clc\'clopmcnl of thc dehisccncc 
zm1e of fr11it" (LiUcgrcn et al. 2000). FUVrlFOLL is rc
<Jllin.·d for tht• normal paucrn of cell clh'isiut1, expan
sion, ami clifferentiation of the siliquc \'Oth'cs, for nor
mal leaf dc\'clopment, ;mcl for nonnal inlloresccncc 
ck\'t'fopmcnt (Gu el al. 1 D08). Sc\·cral MADS-hox genes 
ha\'c hccn sho\\11 10 he in\'oh·ccl in flowering time. FLC 
is \'e1y closelr rclalccl to the J\GL27 and 1\GLJI genes. 
Tl1cy all l1a\'C hroacl exprcs."iion paucn1s and could sharc 
somc functions, hut FLCsccms to ha\'C its 0\\1l functions 
hccomse thc single jlc los.'Hlf-function mutant has a clcar 
phcnotype. suggcsting that tJ1is gene is a tlowcring re· 
prcssor (~tichaels ancl Am;t"iino 1999). 

.Sc\'t•n1l MADS-hox genes are cxprcssccl prcdomi
mmtlr or cxdusin·ly in rooL*'. sug:gesting that thcsc 
gt'llt'!<t uHllcl aho he in\'o)\'cd in thc morphogcnesis of 
this pl;mt oq~an. No1withs1ancling thc absencc ofmu· 
lalll phcnotype.o; 1ha1 can he usccl lo test thc funclion 
of lhesc genes in rooL"i, cosupprcssion lines for onc of 
the ruot genes, J\N/ll, sug:gcsls that this gene is impor
talll in contrulling lateral root formation in response 

to local a\'ailability ofnitrogcn (Zhang and Fordc 1998). 
Many other MADS-box genes ha\'c becn cloned and 
thcir cxprcssion pattcms characterizcd (Fig. 2} (Ah'arcz
Ult}'lla et al. 2000b). lmt funcliom11 analyses h•t"iecl on 
mutant phcnotypcs and/or overcxprcssion Unes havc 
not bcen publishcd for them. Noncthclcss, thcir cxprcs· 
sion pattcrns prmiclc a first guidc lo tJ1c functional char· 
actcrization of these genes and are a starting point for 
furthcr stmlies offunclional ancl character evoh11io11. 

1'11\'LOGENt:TJC ANI> MOU~CUL.AH. E\"OLUTIONAlt\" 

ANAL\ºSES o¡.· TllF. MADS·HOX GENE 1:A~llL\' 

MADS-box genes are not rcstrictccl to plants. Phy
Jogenctic analyses that incluclc rcprcsentali\'c mem· 
hcrs of ali cukaryotic MADS-hox ~enes sampled sug· 
gcst tJmt thc first MADS-hox-containing: sc<Jucnce was 
prcscnt in thc common anccstor ofthc thrcc main mul
ticellular cukaryot.ic groups (fungí, plants, animals). It is 
possihlc thm it was prcsent earlicr in prokaryotic lin
eagcs (Mushcgian ;:mcl Koonin J!J96) ancl hcncc in tJ1c 
earliest eukaryotes. In aclclition to flower de\·elopment 
in planL"i, thcse mies inclurlc l'Ch'lllation of musclc dc
\'clopmcnt in mammals ancl insccLo; (Martin et al. 1993, 
AfToltcr et al. 19H4, Lilly et al. JmM) and arginine 111<..."

tabolism in yea"it (Dubois and Mcsscnguy 1991). Rcccnt 
analyscs show that a duplication of an ances1ral MADS
hox-containing scqucncc probahly ga\'c dse to"''º main 
lineagcs of MADS-box genes bcfore a11im•1ls ancl planL" 
clh·ergcd. Type 1 MADS-hox genes in pl;mt'i are more 
similar to thc animal ancl fungal .SRF·like scquenccs ancl 
incluclc a group of rccentJ}' iclcntificcl A. tlmlimw se
qm·nccs (J\GL34 clade) (Ah'Otrez·lh1ylla et al. 2000a). 
Type JI MADS-box genes inclucle mos1 plant MADS· 
hox genes prc\·iousl)' iclentificcl ancl char;,1cterizccl anci 
the MEP2-likc genes ofanimals ancl fungi. Onl)' plant 
membcrs of this lincage encocle a K-domain clm,11-
strcam of thc MAD5-domain. 

Reccnt pl1ylogcnetic anal}'Scs of~IADS-box sequc.~nces 
in A. thalint1a (Al\'arcz·íluylla et al. 2000b) rcsol\'e 7 
ncw MADS-box gene clat!es (Fig. 2). Thcsc add to 
those p1·c\•iously iclentificd, 1he largcly llowcr-spccilk 
genes that comprisc thc e ore of thc ABC moclel (J, J. 
Ooylc l 9fM, Purugg¡man et al. 1995, Theissen et al. 
1996; ~ce alxl\'c). Among thc ncwlr iclentifiecl groups, 3 
monophrlctic cladcs of genes almost exdusi\'cly t'X
prcsscd in roots and !caves (1\NU/ ;md t\GLJ 2, t\GLH) 
ami 2 dadcs of \\idely cxpressed genes (AG/~15 and 
FLC) ha\'c hecn rcsol\'cd (Fig. 2). Aclditionally. thcrc 
are othcr wcll·supportcd cladcs (.t\G/..2.J.LIKE, anct thc 
plant SRF-like genes) for which no exprcssion or func
tional daL'l are yet a\'a.ilablc. Phylogcnetic studics ha\'c 
also l"C\'calecl thc existcncc of ncw groups of closcly r<.."
l;ucd and possibly functionally rcdunclant 1\IADS-hox 
sequenccs (Al\'arcz-Buylla et al. 2000h). Thcse analyscs 
could be useful to guide further functional charac1er· 
ization of these genes. as it is possihle that onh· double, 
u·iplc (sec Pclaz et al. 2000), or e\'cn quadrÍ1ple mu
L,nts of lhcsc closely rclatccl sequences may show phc
notypcs a1ncnahlc to ft1rthcr ;u1al}'Sis. 
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Fm. 3. l\l;ipping of lhl" c\·olt11iorrnl)' <"vrnl!i le:.uling 10 1he es1abführncnt of thc salient features of the plólnl body plan. Four main 
lc\'C'l'i of" homoloi..ry deflning c\·cnt" llll' dC""pic1ecl: appcm~mcr nfprotcin famili<":. or subíamlli<"s ( .. Seqtu~ncc'"), common sp:uiorempo-

:·¡~.~.1'1';:.~~~·:;;~~~~~l~~l::C~-~~';j~i;•:n~;~~r;rh~~~'~f:~!~:'.(1!ci;,~:~~::;.~)1, ~1~~11~'¿;~~~:C~c~~1,~:1ift:~to;fJ~\"::~!~~~!1(!;11~~~h~~~·!;'>~ 111~ 1~~~~~ 
bus gcnrs; 2, l\feri"cnu: :l, l\111\.·l)'IH'.' MAI>S-lmx gc11e ... ; ·l, 1\111l1cridi;1; 5, l\lul1icellularspo1opl1y1c; 6, Spum11gfa; 7. Arcl1l•gm1i:1: H, U 
;uul e cl;L ... 'lcs of Mii\. MADS.hox gem·,: 9, Ancc,trnl reproduc1i\·c !ltrucu1rc ofTrachcophyta (poMibl)', a product of B ami C MADS·d~ 
111ai11 p1olt'h1' acling in concl'rl-ec.l:u.\ ¡1101ei11s wou.ld rriggt'r lht" fonna1io11of1'."ilhcr rt"protlucth·e or nonrC"Jl,i·<?ductiw: !ltn1c111rc.s, 
whcll'ª" 1ht' f>ll'llCllCt' ofU-dit\..'li protcms woultl dctt"nrnnc die !IC'\t101I fotc of 1hcsc orJ..r.lll!I); 10, Pauage from írcc•h\'111gorm)'co1roph1c 
i.r.111w1uph)tC 10 r11d1npotic ¡.f<1111rluphy1r ami from dcpt•1Hle11111porophy1c lo írC"c-lh·ing spornph)·tc; 11, Clau A of MIK MADS-hox 
Ht~lll''li: J:!, Non .... \UC fcn1 ML\DS-box J;e11r11: l!t, SU"uhili; 1'1, Flcm·t•n; l!i, Gnct;ilt"an "nowe1"!I." Thc 111oq>hologic;¡J 11tructnres cn1n·
'f'ºl11ling 10 l:i, l·I, ;11ul 15 me• irulepc1ulrnt morphologic:1l dahu1·a1io11.\ ba-"l'd 011 ;1 commou i;cncric rcgulilllll)' suhsu-;uc-thc AUC 
111'1\\fll k, (Modilird f111111 Snlfü t'I ;d. 199~1.) 

.·\wbitlnpu'.i tlm/ir11u1 and A. m11j1u pruvidc important 
modcl.\ for thc clbcO\"CJ')' uf ortholog:ous MADS-hox 
scc¡ucnccs in a widc array of spccics within and out
side thc angiospcrm cladc. Thc succcssful douing: 
ancl charactcrization oí homologous l\IADS-box genes 
in approxim:ltl'ly •IO diffcrcnt plant genera ha\"C con
finncd this idea. More titan 30 uf thcsc taxa are ílll

giospcrms, whcrcas thc remainclcr are nonflowcring 
planto; (Fig. :\). Among thc lattcr group, Clmm is an 
imponant taxon. It" MADS-box genes ha\'C a similar 
molecular structnrc to that of prc\iOU!iil}' charactcr
ilcd ~ .. IADS-box genes including a MADS. 1, K, ancl 
COOH 1·cgions (Ta11;1bc et al. 1999) as in Typc 11 plant 
MADS-hox genes. This is not surprising bccausc phy
logcnctic anal)'SCs of thc cuk<lryotic gene fümily sug
gcst ú1at both MIKC Typc 11 and Tn1c 1 (\\ithout K-box) 
genes should be found in green algac. This suggcst'I 

that they can be usccl to makc infcrenccs about thc 
molecular basis ofmorpholoi..rical c\·olution in all plant 
gruups. 

All angiospcnns stuclied to date pu!'...'iCS..'i mcmbers of 
thc canonical MADS-hox AllC gene subf;;unilics (Thcis.
scn et al. 2000). Hrnnologott.'i scqucnces of thcsc gcnL~ 
h;.wc also bccn doncel from conifcrs. 111c scarch for 
MADS-box genes in this ~ced phuu group stmccl in thc 
Norn.ay spn1cc (Pir1Y1 nbir.s (L) KarsL, Pinaceac). In this 
work, 3 homologous genes wcrc founrl, onc of which
n;uncd DEF/CJENS-.-!Gt\/llOUS-UKE 2 (lJ.-t/.2)-m« iclcn
tiftcd ª"a membcr ofthc AC/PLE gene clacle (Tandrc et 
al. 1995, 1998). Additionally, thc prcscncc ofB-function 
homologues has bccn rcportcd in thc s:unc specit-s 
(Sundstróm et al. 1999). TI1csc findinbrs are supportcd b)' 
indcpcnclcnt rcscarch on ;uiothcr spmcc spccics (P. 111ar
im1a (Mili.) B.S.P., thc black spn1cc) (Rutlcclgc et al. 
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H198) and lcss dircctly by resuhs on Pimu m1/iata D. Don 
(Mouraclo\'ctal.1998a,b). 

Rcprescntollive spccics from 1he Orclcr Gnetalcs also 
posscss ~IADS-box genes (Shindo et al. 1999, \\'inlcr et 
al. 1999). Thcsc studics havc found genes orthologous 
to thc AUC subfamilics and MADS-hox genes that clus
ter clscwhcrc in Lhc phylogcnics (Fig. 2). Fh·c of tJ1c 13 
homologues found by \\'in ter el al. (1999) are groupcd 
with rclath·cly high boOL<ilrap support witJ1 al le;L'it onc of 
1hc conifcr MADS.hox genes and cxcludccl thc corr~ 
sponding angiospcnn ol'lhologue. Shindo el al. ( Hl99) 
found tJ1at 2 of 4 genes cJustcred \\itJ1 tJ1c an6riospcnn 
AG/PLE ¡mcJ thc DEF/GLO scqucncc claclcs, rcspcc
th'cly (Fig. 2). Thcsc stltdics suggcsl tl1at the ABC genes 
c\·ol\'ccl befare lhe t,')'11lnospcrm/angiosperm clh·cr
gcncc, consistcnt with lhc cstimmcd ant.iquity of thc 
main plant ~tAOS-box gene suhfamilics (Purugganan 
HJH7). In acldition, thcy pro\'idc conclush·c cvidcnce 
against thc t:Lxonomic ít'isignmcnl hri\'eU to thc Gnctalcs 
m·er 1hc last 2 dccaclcs ;L'i 1hc sistcr group of an
gimperms (Frohlich ancl l\lcyercmitz 1997, Frohlich 
1nm1, \Vintcr et al. 199D, Frohlich and Parkcr 2000). ·n1c 
lattcr rcsttlt co1Toboratcs stmlics of othcr molecular 
nrnrkcrs (Ha'iebc et al. 1992, Gorcmrkin et al. 199fi, 
Chaw el al. l!ID7, Bowc el al. !!000, Chaw et al. 2000). 

~1.-\l>S-hox gclll'S han: ah.o heen clonccl from thc 
fCrn genera. Cr111lojJlrri.\ and 0/1hioglossum, which be
Jong- to thc Jeptosporang-ia te and cusporangiatc l)l>CS, 

rc~pl'l'th·cly (~limMcr et al. 1997, l-l;1schc et al. Hlfl8), 
and thc lycopod'i (S\'cnso;on et 111. !.!000). In contmst to 
1hL' h'1'11111<>Spt.·1·111 ~lAOS-box gcm.•s, these scc¡ucnccs 
do not group with high hoo1s1rap \'alues wilh i\11)' of 
llw 1\IU: d;ult•s, ."lt1ggcs1i11~ 1h;1t thc lt·rn ancl l)'Copod 
~IAl>S.hox genes charant.·1i7ccl up 10 now are not onllol
ogous 10 ;lit)' of lhc sccd pl;ull ABC genes. As mcmfoncd 
ahcwe, preliminar)' n·ports on ~IAD~box gene cJoning 
frrn11 d1arophy1e alg;tc suggcst 1hat thcsc org;111ism.~ also 
poso;t.•ss l\IAOS-lxlX genes (Tauahc et al. 1999). Altlmugh 
1hh i~ not surprising, gl\'en that thc MADS-box gene farn· 
ily hiL'i hcen found i11 ali cukaryotes, algo.ti MADS.hox 
ge11cs kn0\\11 10 dale ha\'c a similar s1atus to thc fcm 
M:\l1S-hox p,t.•m•s in 1ha1 11 n·y d11s1er ou1sidc lhe Al\C 
gene cJaclcs. 

The 1hrce A, U, ami C lincagcs and othcrs that are 
not Jlowcr spccific forma monophylctic group (j.J. 
Doylc l 9!M. Purugganan et al. 1995, Al\'arcz-Buylla et 
al. 2000b). Howe\'cr, this basal monophyletic group is 
not wcll rcsol\'cd, ancl the onl)' structurc that can he 
cliscernecl ;U thís lc\'cl is thc sistcr group relationship 
uf FLGlikc genes to lhe remaining scc¡ucnces (Al\'arcz· 
Iluylla et al. 2000a). Rapicl evolution could explain 1hc 
lafk of rcsnlution in thc hr.mching ordcr of the cliffer
cnt cladc..·s shown in Figure ~- This is an appcaling ad
hoc hypo1hcsis that shoulrl be tcstcd with cstimations 
ofdh·crgcncc times among gene ciad es and analyscs of 
scqut.•nn·s from other spccies (c.g. Pun1gg:ma11 1997). 

The paucrns of molecular e\'olution of thc l\tADS
hox g-cnc family can he descrihcd by anatyzing suhsti
union r.ucs (Nci ami Gojohori HJ86) of thc cliffcrcnt 
gene rcgions \\itJ1in ancl among cladcs. Thc ~IADS-box 

propcr ha'i on average thc lowcst o\'erall substitution 
rate, and tJ1c K-box and Ctcnninal rcgions C\'ol\'c at 
ratcs :1s high as 3 and 1 O times that of thc J\.IADS-box, 
respccli\'cly. Analyscs also suggcst tlmt the din·rsifica
tion of the K-box anci Crtcnninal regio ns play a grcater 
role in amino acid scqucncc divcrgcncc hctwcen plant 
l\1ADS-box genes tlian thc othcr rcgions ancl thcsc rc
gions appear to be undcr strong purifying sclcction. 
This is bccause thcir ratios of nonsynonymous to S)11-
onymous substitutions, 1hough highcr than that of 
the MADS-box, are still \'CI')' much lowcr than J, the 
ratio cxpectccl for scquenccs free of constraint (Pu
rugganan et al. 1995). This suggesL~ that 1hc cvolution 
of MADS-box floral homcotic gene lincagcs, which 
playcd potentiall)' important roles in the e\'olution of 
plant form, did not occur in a neutr.tl fashion. 

Substitution ratc analyscs of .APE'/~1.l.t\J-rclatcd genes 
within angiospcrms suggest differcnt selcction prcssurcs 
for genes pcñonning differcnt roles in Jlower ancl inflo
rcsccncc dc\'clopmcnt (par.dogmts genes) but not for 
genes pcrfonning similar roles in diffcrcnt organi"lms 
(onhologous genes) (l..:.t\\'ton-Rauh et al. 1999). ll1cse 
conclusions are bao;;cd on analrses of orthologucs of thc 
.... L thnlimw genes .... 1P/, C....\L, PI, ancl APJ from its sistcr 
species A. {\'mla, thc con familiar /Jmuim olrnul'<ir. L., ancl 
the dist;mtly relatccl clico1s A. majm and .')'i/rttr l11lifoli11 
Poircl. In tJ1esc genes, no locus-by-lineage c!Tect'i (~lusc 
and Caut 1997) wcrc found, dcspitc thc consiclcrahlc 
\'ariation that tJ1esc 5 spccics show in inílorcsccnce and 
flowcr morpl10lo¡:,'}'· Howc\'er, significant diffcrcnccs in 
thc C\'ohllion;uy d)11;unics of paralogous genes wcre 
found. For cxamplc, thc C·lL locus, which is only found 
in thc Brot'isicaccac, scems lo he e\'ohing al a highcr 
nllc 1.han thc other pamlogous genes, with an incrc:t~c 
in thc 11ons)11on)111ous s11lnaim1.ion 10\lc. C'.ompati-.m1~ 
hetwccn the diílCrcnl domains of thc genes also show 
cliffcrenccs in amino ;1cicl st1b'ititt11ion ratcs, lx>lh among 
rcgions and pamlogous loci. 

A study in thc ,.,·ell-known I-lawaiian sil\'crswonl alli
ancc prmides a \'CI)' nicc cxarnple of thc possihlc cou
pling of MADS.box gene e\·olution ancl moipholo~rical 
dh·c1'Silic;11in11 using- An~-r1\LAI ancl ,\/'/·n:·\/..-\J 110111<._ 

loh'ltcs. 111c mtios uf no11s)1u111~111011s to ~J11011)1110tts 
substitutions in tltcse genes for the l-lawaiian sil\'l'I'· 
!rl'Words wcrc 3 Limes highcr titan the ratios ohscr\'ccl for 
their ancestral spccics, the Nonh American tarweccls 
(M. Darricr, M. O. Purugannan, NCSU; Robichaux, 
R. H., Univ. of Arizona, unpublishcd data). In fact, 
ncarly 20% ofthc genes from thc alliancc membc1'5 h:\\'e 
substitution r.ucs that are cxpcctccl unclcr aciapti,·c st.."
lcction. Additional lcsLo; ha\'c shown that thc high Jc,·cls 
of replacemcm substi1utions are not duc 10 an accclc1;1-
tion ofthc ra1c ofncutr.tl mutation in the island spccics 
(ganicr et al., unpublishecl data). Ail0Z)1nc dam sug
gcst that structural protcin C\'olution is not correspond
ingl)' high in thc Hawaiian sil\'crswords eithcr (\\'itter 
and C.1rr 1988). TI1crcforc, one possiblc h)polhcsis is 
that evolution al thc studiccl rcgulatory MADS.hox 
genes i'i rcspomiblc far thc imprcs.'iÍ\'c morphological 
r.tdiat.ion obscn'Cd among Ha\\'aiian silvcrswords. 
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M;ippi11g- fum.:1io11al dam of thc plant MADS-holl.'. 
genes muo thcir corrcsponcling gene trccs nllows tJ1c 
infercncc of cliffercnt aspcCt'i about thc c\'olutionary 
diversification of function within amJ among clades of 
thc gene family. Prcvious studics had hypothcsizcd 
that ancestral plant MADS-hox genes wcrc spcciílc to 
\'Cgctativc structurcs and that !iclcction far thc cvolu
tion of spccializccl rcproclucti\'c." s1ruct11rcs lccl lo thc 
hif,;h dh'crsity uf ~IADS-hus. genes ap1noxi111atcl)' •lfiO 
million ycan; ago, arounrl thc time of origin of thc 
Jancl pl;mts (Pun1ghramm HJIJ7). Hm\'C\'cr, more reccnt 
a11alyscs maclc for ali a\o;:1ilablc <lata fro1n A. lhalia'ui sug
gcst that basal genes, bolh in thc global genc·family 
phylogcny ancl within cach claclc, h;1\'c hroaclcr pallcrns 
of mRNA cxprcssion than more dcri\'cd genes. Thcsc 
n.·sult'i suggc~t 1hat thc function of lhc plant l\IADS-hox 
gcnc'i did not progrcss frmn \'cgctalÍ\'C to rcproducti\'c. 
J11stcad, i1 sl·cms that difJCrcntial ami sinrnltancous 
gene rccn1i1111c111 wa.o; n1rrcla1ccl with spatiotcmporal 
rl'!\U·ic1io11 uf «.'Xprcssion palll'l"ll in ho1h rcproduc1in· 
ami \'egctati\'C su·ucturcs as gene cluplkation c\'Clll"i oc
currc<l (Ah;.1rcz-B11ylla et al. 2000h) (Fig-. 2). Thcsc lat
cst resulL'i sho\\' that hypothcsc.'i n.·latcd to 1hc role of 
n<nural selcc1ion, which 111~1r cxplí1i11 1hc clh·crsinca
tion nf rcpnJd11ctivc s1n1t'lllrt.''i during carl)' e\'olution 
of Jaml planto;, shoulcl abo hr applil'd to thc di\'crsifi
catio11 of\'cgclatin: structurc!>. 

As poi111ccl 0111 ahm·c, ~IADS-hox genes th;ll hc
long to diffcrc111 suhfamilics outsicle the flon1l ho
mcotic gene lineages h;we also hecn doncel from se\'• 
eral angio>ipcrm ;mcl nonangiospcnn specics (Fig. 2). 
Ir lhc occt11Tencc uf ~IADS·hox gc11cs in .1\. tlu1/im111 is 
a goocl guiclc. thcn homologues to sc\'eral gene suh
familics ha\"C~ not heen clisCO\'erecl \'Cl in an\' othcr 
plant spedcs. The analyscs J"C\'icwcd ;1hu\'C wilÍ be im
portant tu intcrprct futun.· linclings of !>equcnccs ho-
111ologott'i to ~l:\DS.hox genes. Until now, only onc 
nwnophylctk daclc n:slrictcd to specics othe1· than 1\. 
t/m/imm ha.\ lil't.'11 fouml. che /..·\(:/,rJ dach.• limiH·d to 
7.1·11 mu.n l... htll 11uthi11g ha!> )'t'l hce11 puhlished ahout 
thcsc gt.•1u.·s. Comhining tht.• expression dala of ~IADS
lmx g«.•m·s \\'ith tht• gt.•1u· tree for all st.•quenccs charac-
1.crizccl lo dalt' !>hows tha1 monophyletic clacles are 
fonned ancl thc genes within thcm sharc exprcssiun 
patterns of high o\'«.•rall similarity. Howe\'cr, more cx
preso;ion elata an: necded IO pcrform formal ;urnlyscs 
t11' ~111n•stral t•x111cs .. it111 11at1t•n1o; wi1l1 gt•11t• familit•s 
that i11dudt• :i.pedt.·s otht•r l)lilll 1l. tlutliaua. 

HOl.I~ «.W Ml\OS·llOX nt·::-.a:s IN l'l..t\r-:T UOll\' 

l'l..,.\S E\"Ol.tTTIOS 

l>a1a rcgardiug tl1c taxcu10111ic clhtrihution, phylo
gcnctic rclationships. exprcssion pallcrns, ancl Íll!1C-
1io11al illlcractio11s of thc plant l\.lADS·ho~ genes can 
he mappcd onto ;111 organismal phylogeny. Such an 
•tmllysis, pcrformcd simuhancously with iníormation 
011 thc ontogenetic and adult rnorphological inno\'a
tions responsible íor hodr plan di\'crsity in the plant 

kingdom, is thc ultirmuc oltjcctivc uf thc reccnll)' 
emerged riele! oíplant c\'olutionary clcvclopme111al hi
ology (Uaum 1998). Im·csUg;ating thc moleculi1r hasis 
ofmorphological and dc\'elopmerital c\'olution in this 
way csL.'lblishes a powcrful approach to thc problem 
of clucidating homolob'Y relationships among the cn
tirc spcctrum of plant morphological stn1cturcs. Al
though cvolutionary and dc\'clopmcntal charactcr 
mapping cxcrciscs such as thc onc plll fon\'ílrd In this 
work could he done for a11y n·ll. 1is!'\11e, or s1rut·111n· 
typc, our cmphasis is on rcproclucth·c stn1c1urcs, bc
causc llowcr dc\'clopmcnt has hccn most thoroughlv 
stucliccl in model S)'Stems. · 

Examplcs of thc conscn.,Hion of thc AllC ~lADS. 
box gene rcguhuory nctwork in angiospcrms at the 
purcly structural ;mcl cxprcssion pallcrn lc\'cls, along 
with mu1ant phenotypco;, can he analrzed to corrobo
r.uc or falsify homology rclatiomhip h)1101hcscs among 
íloral organs of spccics \\'ilh t·ontras1ing morpholo
gics. Flowering plants comprisc more titan a r¡uancr 
million of spccics thal cxhihit an astouncling- clh·ersit\' 
of ccolog:icoll t1·aiL'i ancl i11terac1io11s, 01o; wt.'11 as an a1;
parcntly endless \';triation of flolf.tl morphological fca
turcs. Howc\'cr, most share a s1ercotypical arrange
mcnt of floral organs (scp;lls, pct•ils, stamcns, and 
carpcls). Pcrhaps thc hcst ex;unplc of the conscn·a· 
tion uf thc AHC network and i1s ll'<l' to a'i.'il'S'i homol
ºh')' rclationships is pro\'idcd hy 1he \lucly of Amhro'<t' 
et al. (2000) 011 Z. lll<f\'\. Tht•>;t• a111hur ... t•s1ahlio;hc.-d a 
corrcsponclcnce hctwCcn thc highly derin·d floral «.H"· 
gans of this 1110110<."ol ;rnd lho .. c of 1he dicot moclel svs
lt•ms hasccl on thc analysis of 1he expression pallc~·n 
of S/LA.1'/, a B-íunclion homologue ancl its mutanL"i 
(Ambrose et al. 2000). The n·suh'i uf 1his smcly sug
gcst that, dcspite thci1· conspit.:uott.o; cliffcrence.'i, lodi
culcs are morlifiecl pctals ancl. po'isibJ\', palt.·;i and 
Icmma are modified scpi11s. ' 

\'ariations in thc cxprcssion p;Htcrns ni' ABC ~ene~ 
can also he rcsponsihle for cli\'ersity in llm·al a1 rangt.•
mcnL'i among- angiospenns. For t•xamplc. in 111«.' dioe
dott'i tlicotyktlon Uu1111xan·lma l .. (:i.tun·I; 1't1)\"g1111.1n·; 11 ·). 

di11Crc111ial exprc..·ssion of RAPl. ;m ACA.\IUL1S/PU~:\'A 
(AG/PLE) homoloh'l.le (Ain'iwonh t•t al. lmJ5). ¡, l"«.'!>pon
sihle fi>r sex detenninatiou. Uut the mo'it 01ttMa11di11g 
llowcr mmvl10logkal \O\liation amon~ angiospcnns is ah<..• 
onc found in the Mcxican uimicl, l..ncmulmlia Jdli.011atim 
Martincz et l~unos (Martincz ancl Ramos HJ89). This 
myrohctl'rolrophk monocot o;pt•cit•s ¡.,. tll«.' 011)\' an
giospcnn wiil1 t·«.·1111011 Mo11m•11" ami t·a1 pt"ls i11 llH· '1hi111 
whorl. Thc simplcst hypo1ht..•sis to expl•1i11 this homeo
tic phcnotrpc is to pustul;Hc" ccnu·ipc1•tl shift in thc 
spatial clomain of the U-function (\'cr~ara et al. tnm)). 

In summ;.U)', coinparati\"l' anal>'Scs tlf tl1e ABC 1nodcl 
h;wc conlinuccl lhíll it is a \".alicl working: h)'potl1csis to 
consiclcr thc !l)11crgistic modc uf fltmtl organ dctcnnina· 
tion íLli a ~)1lapomorphy of thc anh>iospcnus (Ummmn 
1997) (sce the mapping of charactc1~ 9, 11, ;u1d 14 in Fig. 
3). lt can be concludcd that thc ABC modcl is an cxcel
lcnt guidc for the intcrprctation ofthc molecular basis of 
homology among floral organs in angiospenns (Coen 
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nnd Mcycrm\itz 1991 ). Coding scqucnccs of orthologous 
A.llC genes are widcly conscrvcd among flowcring plant"I, 
and mosl \'íuiations in flowcr arrangcmcnt'i ca.n be ex
plainccl in lcnns of changcs in thc cxprcs.o;ion domains of 
1hcsc genes, impl)ing changcs in 1hcir promotcr se· 
C]UCllCCS (B<mm 1998). 

A'i cliscusscd abo\'c, studics of thc occurrcncc of 
MADS-hox genes succcssfully "wcnt clown" thc spccics 
trcc, rcsulting in thc cloning ami charactcrization of 
conifcr MADS-hox genes. Sorne of thcsc genes cluster 
wi1hi11 1hc canonical AUC suhfamilic.o; (Fig. 2). Thc ac
n:p1a11cc <>fan ;ipparcntl}' na111ral sccd plant gro11p
i111plki1 in thc tfCl' topoloh')' prcscntcd in Figure:\
has two incscapahlc conscc¡ucnccs hcaring clircctly on 
thc i1ucrprc1a1io11 of cxprcssion pallcrns of clc\'clop
mcntally impunanl genes in lhc m·mnospcrms, espc
cially MADS..hox genes. Gi\·cn tJmt onc of the mosl reccnt 
C!'.IÍmati(lllS oflhe phylogcnctic rclationships hc1wecn lhc 
C :nclaks ancl ••thcr g:roups of mm11o<tpt•1111s ;.tctually con
siclers thcm as clcrivccl conifCrs (Bowc et al. 2000), homol
ogy a<tst·s.<tmcnt<t among scccl plant rcproductin.· stmcnirt•s 
shnulcl be done ami shoulcl he duificd first al lhls lc\·cl. 
~J11creafler, tJ1e common features found hetwecn coni
fcrs, Gnet.alcs, angiospcnns, ;111d the yet to be dcsc1il>cd 
dala in cycacls ami r;;,,¡,J..."Hdll allow thc final esdmation of 
tlu· dt•\rlo¡nm·111al gt.·m·tir po1c111ial alrl';ulr fHl',Clll in 
tJ1c f;M commo11 anccstor of 1hc spenna1ophytes (sccd 
plómL'i), 

Exprcssion pattcrns of /J1\L2, thal is, lhc AG onho
loguc frmn Pirra, along: with thc phenotypes of .1\. 
tlwlia11a u-;u1sge11ic plants o\'erexpressing this conifcr 
gene, sup;gcst th;u this gene is 1hc functiorml cqui\'a
lent of thc angiospcrm C-ft11H.:tion genes in reproduc
ti\'c organ dctennination (Tanclrc et al. 1998). In thc 
compouncl fcmalc cone, tJ1is gc11c is exclush·clr expressed 
in thc m'lrlc-hcaring scalc .. On the other hand, paucn1s of 
cxpression of n-function homolob'llCS in thc same spccics 
(Sunclstrüm et al. 1999) sugg:est tlmt pollcn-bcaringo11,ran 
<tJX"cilicali(>ll is al<t<> conscrvcrl hc1wce11 angio<tpcnns ancl 
h')'llllm<tpcnns. Similar JMttcn1s ha\'c IX'cn found in GmL 
tum. In this J,')1nnospcrm, malc reproducti\'C sll1.1cturcs 
only cspress tlwst• gcnt.•s, whert.'il'i fomalc reproducti\'e 
ot,..l'S ha\'l' 11;111'itTip1io11 prod11t·1 .... of hoth H-lintction ami 
C·functio11 homologues (\\ínter et al. 19m)). 1l1crcfore, 
thcsc authors ha\'c postulatcd tl1al 1\-function homo
log11cs art• 1he critica! dcmcnt in thc dc\'elopmcntal 
111ccha11i'i111 of st·x dctcnnination in ali st•ccl plant'i. 
Clcarly, thi'i b an extr.1ordi11arily intcresting conclu
~ion lwcausc it dclinr.'i a nitical clt•\'t.'lopmcntal chotr
;icll•r 'lalt' of tht• last co11111u1n ;111n·stor of thc sccd 
pla111s hut has yt.•t lo he tcstt•d in thc cycads ;utd Giukgo. 

\'ariatirm<t in rcproducti\'c org;.111 molecular specifi
c·ario11 a111011g gymno'ipcrm" would lcacl to pmsihlc 
dilli:.:1 crn t's in thc cstimation of am:estral char.1ctcr 
<tt;llcs in lhc last cummon anccstor of the seecl plants; 
howc\'cr, ~11ch \;triation!l are 11nlikcly to be found. 
Thcrcforc, thc approach taken b)' Síindstrom et al. 
( 1999), which consisL'\ of defining morphologic<1I ho
mologues betwcen b')'tnnospcrms ancl angiospcrms in 
the most general lcvcl possible (c.g. microsporangia 

should he considercd instcad of stamcns or pallen 
eones), sccms appropriouc. On· the otJ1cr hand, \\'in
tcr et al. (1999) do not addrcss dirccdy homology is
sucs bctwccn conifcrs and thc Gnctalcs. In contrast, 
Shinclo el al. ( tmlH) suggcstcd that thc gne1alca11 
ovule is tl1c homologue of the conifer m•ttk"-0\'Ulifcr· 
ous scalc complcx. This means that lhc laucr stn1c
mrc alone is homologous 10 Lhc outer envclope of thc 
Guelum ovule. lntcrcstingly, 1hcy do so in thc contcxt 
of an indepcndcnt dcri\'ation of this s1ructurc in cach 
corrcsponcling lineag-c from a Corclailalcs·likc a11ccs
tor. More work is ncccled to refine homology hypoth
cscs among h'}'l1lllOSpcrn1 rcproclucli\'e s1r11ct11rcs ami 
hctwccn thesc ami thosc ofangiospcrms. 

Comparalivc e\'olutionar)' ancl clc\'clopmcntal anal
yscs in thc sced planLs are important hccomse thcy 
might bccome the hasis to cluciclatc thc mystery of 
thc origin of thc llowcr, Darwin's "abominable my~
tcry." Prohahly, thc origin of huth flowcrs and strobili 
is a conscqut.•ncc of ontop.cnctic di\'crgcucc (Ricppel 
1993) in thc action of a progrcssi\'cly hcucr clclinccl 
rcgulatory gcnctic nc1work thal w;.1.<t alrcady prcsent in 
thc last common anccstor of st·ccl plant<t. Acconlin~ 
to lhis point of \'icw, thc first cvcnt can he conn·h·ccl 
as the rcsult of thc constimtion of a gl'nt• rcg11latory 
nctwork that allt1wt•d lht• Jfm11a1i1111 c1fslnKl11rt•<t \\'i1l1 
aggrcg;Hion of sporophylls. This cn.•111 111ost likcly oc
currcd aftcr the cli\'crgcncc of thc forn lincages frmn 
thc scecl planL"i. This \icw ami thc aforcmcntionccl 
facl lhal lhc Gnclalcs are part of tJ1c monophylctic 
h')·mnosperm clarlc, r;uhcr th;111 a sistcr group to tht• 
angiospcrms,justify a rcjcction of traclitional transfor
mational hypothcscs (i.c. anthoph)'tc ancl neopscll· 
clanthial) (j. A. Doylc 199'1) on thc origin of ílowcrs. 
Ncithcr ofthese hypothcscs can be \-;1Jiclatccl ifthc last 
common anccstor of angiospcrms, conifcrs, and thc 
Gnct.alcs is actually thc lasl common ancestor of ali 
sccd plants, beca use both of thcm assumc that lhc an
g-iospcrm flower \\.'as transformationally clcri\·ed from 
a particular J.,rymnospcrmous rcproclucti\'c morphol
ºb')'. Thc aho\'c obscrvations are summarizecl in thc 
ntapping of charactcrs 9, 11, 13, 1-t. and 15 in Figure 
:\, where wc show lhat thc cst;ihlishmcnt of thc 1\UC 
MADS-hox gene nctwork is a rcquisite for thc cli\·cr
gent claboration of thc char.\cteristic rcproclucti\'c 
structurcs of gymnospcnns ancl angiospcrms, strohili, 
ancl tlowers, rcspccth'cly. Furthennore, the morpho
logical charactcrs lhat in thc pa<tt wcrc thc basis far 
thc clustcring of Gnctales ancl thc angiospcrms in thc 
anthophytc clacle ;1c1ually rcllcct con\'crg:encc on tht.• 
hasis uf the samc de\'clopml'lllal gene tic potcnth1I. 

Molecular e\'olutionary cstimations of thc time of 
clivcrg:cncc among thc floral homeotic gene suhfami
lics placccl thcir p111;11kc ancestral scqucncc or sc
c¡ucnccs in the Orclm'icii.111 Period 478 =. 24 miltion 
ycars ago (Purugannan 1997). In thc spccies trcc of 
Figure 3, this e\·cnl falls in to thc nocle thal defines thc 
trachcophytcs (fcrns [b')'mnosperms + anbriosperms] ). 
1-lowc\'er, as rc\iewcd in prc\ious scctions, no estima· 
tion of thc MADS-hox gene gcncalogical rclationships 
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has shown robust clustefing ofthc fcrn scqucnccs wiü1 
ílllY of thc AllC clades. Thcrcforc, thc rcconstruction 
of thc corrcsponding anccslral structurcs at thc ba'ial 
noclc ofthe \'ascular plant cladc could not incorpora.te 
AHC gene e\•olution. In othcr worcls, thc .. dc\'clop
mcntal intcgralion of characlcrs" (Abouhcif 1997) or 
"true homolom•" (Bolkcr and Raff 1996) sccnarios, 
\'íllicl for rcconstructing anccsu-;11 sccd plant rcpro
chtctivc structurcs, could not be applicd to rcconstruct 
;mccstral si.ates uf trachcoph}'tc rcproductive struc
turcs, Accorcling to this sccond sccnario, thc origin of 
fcrn sporangia shoulcl he corrcl;uccl ,,;th thc prcscncc 
of MADS-box gene subfamilics that are apparcntly ex
clusive to thc cntirc fcrn gn>up (Fig. 3, mapping of 
dtaractcr 12) (Thcisscn et al. 2000). 

l'Ef(Sl'ECTl\'ES ANll CONCUJSIONS: 1-:\'0l.UTION 01: 

H.1-:CiUl.i\TOH.\' GE:-OETIC Nl·:T\\'Oltl~S 

Tl1c gc11ctic-c:lc\'Clop1nc11tal-cvol11tionary cvcnls an
ill)~lcd <ibovc are salicnl cpisodcs in thc origin of cli\'cr
sitr of boclr plans in extant lancl planL'i. All thcsc C\'CllL'i 
dcpcnd, in turn, on thc prc\·ious appcarance ofmolccu· 
lar spcdfication mechanisms for thc ontogcuclic forma· 
tion of nmlticcllular sporoph}'tcs (Fig. :i, charactcr 5) 
and mcristcms \\ith incrca.o;ing dcs.,'1·ccs of complcxity 
(FiJ.;. :i, cl1;u·actcr 2). 1-fowc\'Cr, it is clcar that such largt. ... 
!tl<'<tlc morphologic;d innmouions hm·c in\•ol\'ccl complcx 
rt.'h'lilatrn)' gene nctworks in which genes from othcr 
fiunilics part.kipalc (c.g. Homnan ancl Eshccl 2000). 

Most compar.uh·c ::matr~es ha\'c bcen clone \\ith floral 
genes. Flowcring time, inflorcsccnce, ancl flower mcr
¡...,,.rn idc111i1y ~1AllS-l>oxco; .o;l1011lrl he furthcr cxplorccl 
111 ;111alrll' thc 111olcn1lar h;Lo;io; of i11l1orcscc11cc architcc
lllrt.' c\·olution. l lowcYer, pa11ern ancl funclional elata on 
nonlloral phuu MADS.hox genes will he uscful for ad· 
clrcs."iing- r¡ucstions of mor11holoi:.,rical and ontogcnctic 
cnmp011c11L"i <>f l1m110logyo11L"iiclc sporoph>1ic reprocluc-
1ivc Mructurcs (Fih"i· 2 ancl ;\) (.-\lmrc1.·B11rlla et al. 
!?OOOh). For t·xmnple, gt•m•s t·xprc."i."iecl in 1hc scccl plant 
g;1111ctoph>'ll"S (Alvan·1-B11rlla el al. ~OOOh) will likd)' he 
ust•litl lo guiclc tht• t..'loning ami d1aractcrizo1lion of ho· 
111olog11cs in pla111 gnmps outsidc thc trachcophrtcs 
a11d lo dariJ\• thc molecular hasis of anthcridial ami 
;1rdu·go11ial ¿_.,·ohuion (motppcd as characlers -t ancl 7 
i11 Fig. :\). < >1hrr uonllm·al ~IADS·hox gt'IH's will proh
ahly he use ful for slllcl}'illh' uthcr aspt'CL"i of hoclr pl;m 
t•\'olu1io11 in ..,pccics \\ith Jcs."i wcll<har;ic1eli1ccl ~IADS. 
hox gcnl' "CL"i. Cloning- ancl fünclional analrscs of ~lAOS. 
hox gt·1u.-~ i11 hryophylt'"· partic11lady in 1ht• t•xpninll'11lal 
'Ystt·m. J'hyumm/tdla /mtnu, \\ill ccrt01inl}' shecl imporlant 
in~i~hls into moq1hologkal c\'ohnion in plant groups 
limn alg~H'. hryophHt"s. and 11~1d1t"ophy1cs. 

Tlu.• :\BC mrnld t•f 1101;11 orgmt spt•t:ilic;ttiu11 is au ex· 
n·lle111 gc11c1·al rcprcscntaticm ofa particularl)' impor· 
10111111c1work ofgt·m·s, hccausc mcmhcrs ofit ha\'c bccn 
ftiuml in C\'t._•ry omgiospcnn ~1x·dcs in which thcy ha,·e 
lx.·c11 lookcd IUr, 1J1a~i11g i1ulispc11sablc l10mologous roles 
in 1he clctcrmination of org;m iclcnlity. Howc\'cr, an ulti· 
mate goal. although slill far frnm bcing achic\'ccl, shoulcl 
he to incorpor.nc gene 11c1work mapping into thc c\'ol11· 

Liomuy and dc,·clopmcntal approach describcd hcrc and 
to idcntify critica! lntcractions al the transcriptional and 
postranscriptional lc\•cls responsiblc for morphological 
inno\'alions. To t.his cnd, formal anal)'tical tools \\ill ha\'c 
to be used to integr.lle com plcx gene intcraction infor· 
matJon. Preliminary uials far flowcr and root genes are 
a\'ailable (Mcndoz.."\ and Al\'arcz-Uurlla 1998, l\1enclo1.a et 
al. 1999). TI1ls and other analrtical approaches to con· 
sui.1cting gene nct\vork models should hclp to clc\'Clop 
homology hypothcst.-s in an C\'Olutiomuy and dc\'clop
men1al framcwork. 
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Resultados experimentales 

Los genes homeóticos florales de las triuridales mexicanas: clonación y 
caracterización estructural, relaciones filogenéticas y patrones de expresión 

A. Clonación y caracterización estructural de cDNAs correspondientes a los genes 
homeóticos florales de L. sc/1ismatica y T. brcvisttjlis 

La búsqueda de secuencias homólogas a los genes homeóticos florales encaminada n la puesta a prueba de la 
hipótesis mecanística planteada en este capítulo para explicar el fenotipo floral de L. schismatica comenzó con 
el monitorco de bibliotecas gcn6micas (gcnomic library screening). Estas bibliotecas fueron construidas a 
partir de DNA gen6mico extraido de inflorescencias de L. scl1ismatica colectadas directamente por nuestro 
grupo de investigación en la localidad tipo.(Mnrtfnez y Ramos 1989, Vergara-Silva et al. 2002). Las bibliotecas 
se construyeron de acuerdo con las especificaciones del sistema de empaquetamiento Packagcne® Lambda 
DNA (Promcga, Madison, WI) y fueron monitoreadas de acuerdo con las técnicas convencionales descritas en 
Sambrook et ni. (1989) y protocolos establecidos en el laboratorio de E.M. Meyerowitz usando fragmentos de 
los cDNAs correspondientes a los genes APJ y PI como sondas de hibridizaci6n marcndas radiactivamente 
durante los experimentos. A pesar de que las sondas empicadas carecían de la caja MADS, lo cual en principio 
disminuía notablemente la posibilidad de identificar clonas no deseadas, el uso de esta estrategia 
experimental proporcionó varios falsos positivos pero ninguna clona verdaderamente homóloga a ninguno de 
los genes homcóticos florales buscados. Esta estrategia experimental fue desechada a partir de 1999. 

La segunda aproximación experimental consistió en la amplificación de fragmentos, mediante 
aplicaciones especiales de In reacción en cadena de la polimerasa (PCR), que correspondieran a los mRNAs de 
los genes buscados. En estos experimentos se emplearon preparaciones de RNA total proveniente de 
inflorescencias de L. scltismaticn y T. brevistylis, extraídas con el reactivo TRI® (Molecular Research Center, 
Cincinnati, OH) para ser usadas como templados en reacciones de amplificación de extremos de cDNAs 
(RACE) tanto para los extremos 3· como los s· de secuencias selectas. 
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figura t. Hesumcn del procedimiento experimental correspondiente al sistema de amplificación rápida de 
extremos 3· de cDNAs (3- RACE). Para la amplificación de los fragmentos correspondientes a secuencias 
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homólogas a los genes AP3 y PI en L. schismatica y T. brevislylis, ase como fragmentos correspondientes a 
homólogos de AP1 y AG ~n L. srltism11ticn, se emplearon como GSPs los oligonucleótidos DEF'APzero (5~ TGA 
ccr ACf CCA AGC GCC 3'), DEFAPI (5' AGA T(Cf)A AG(CA) GGA T(CA)G A(GA)A AC 3'), DEFAl'2 (5' 
AAC CGC CA(GA) GTG AC(CA) TA(CT) TC 3') y PIGLI (5' GAG ATC AAG AGG ATC GAG AAC). Todos 
ellos se asocian a las correspondientes cajas MADS-box en diícrentes posiciones nucleotfdicas que abarcan a 
los codones que codifican los aminoácidos 7-23. 
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Figura 2. Resumen del procedimiento experimental correspondiente al sistema de amplificación rápida de 
extremos s· de cDNAs (5' RACE). Para la amplificación de los fragmentos correspondientes a secuencias 
homólogas n los genes AP3 y PI en L. sc/1ismalica, complementarios a los obtenidos con el protocolo de 3· 
RACE, se emplearon como GSPs oligonucleótidos especfficos diseñados en base a las secuencias obtenidas 
por3' RACE. 

La realización de estos experimentos supuso, adicionalmente, el diseño de oligonucleótidos 
semiespecfficos -para los experimentos de 3~ RACE- basados en secuencias conocidas de genes homeóticos 
ílorales, así como la sfntesis de ollgonucleótidos especfficos -para los experimentos des· RACE- basados en 
las secuencias previamente obtenidas donde el extremo carboxilo terminal ya hubiera sido conocido. Las 
Figuras 1 y 2 resumen el procedimiento experimental involucrado en estos experimentos, e indican las 
secuencias de los oligonucleótidos usados como GSPs (gene spccific primers). Los productos de las primeras 
amplificaciones que resultaron ser correctos fueron identificados mediante la técnica de Southem blot 
empicando, nuevamente, fragmentos marcados radiactivamcnte de los cDNAs de AP3 y PI excepto sus 
cajas MADS; posteriormente, los fragmentos que resultaron ser positivos se identificaron por tamaño 
esperado al ser observados tanto en el gel de electroforesis de los productos de PCR como en las 
digestiones de Jos productos clonados. En todos los cnsos, los productos se clonaron dentro de vectores 
pGEM·T o pGEM-T Easy (Promega, Madison, WI) siguiendo las especificaciones del fabricante. 

Debido a que Jos genes de interés fundamental para los propósitos del estudio son los ortólogos de 
1\P3 y PI en L. schismatica, el trabajo de obtención de secuencias completas mediante el uso conjunto de 
los protocolos de 3'y s· RACE se limitó a dichos genes. El montaje completo de estas secuencias y su 
alineación con el resto de las secuencias parciales de los otros homólogos de genes MADS-box obtenidos en 
esta especie, así como en T. brevistylis, fue realizado con Ja función de alineación tipo ClustalW incorporada en 
el programa MacVector"' (versión 7; Oxford Molecular/ Accelrys, San Diego, CA). 
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En la alineación, los cDNAs ortólogos a los correspondientes a los genes APJ y PI de L. scl1ismatica son 
denominados LscAP3 y LscPJ, respectivamente; los cDNAs equivalentes en T. brevistylis, aún incompletos por 
unos cuantos nucleótidos en el extremo S' se denominan consecuentemente fragTbrAPJ y fragTbrP/. 
Finalmente, la alineación incluye dos fragmentos de cDNA adicionales, provenientes de L. schismatica, que se 
consideran ortólogos putativos de AP1 y AG, pero cuya identidad no quedó demostrada de manera 
inequívoca después de una inspección visual de las secuencias alineadas junto con dichos genes provenientes 
de A. thaliana. Estas secuencias parciales aparecen bajo los nombres fragputLscAG y fragputLscAG, 
respectivamente. 

B. Relaciones filogenéticas existentes entre las secuencias caracterizadas y otros genes 
homeóticos florales pertenecientes a otras especies de angiospermas 

La pertenencia de los cDNAs encontrados a grupos específicos de genes (ver Figura 2 del artfculo de f Pllycol) 
dentro de la familia MADS-box fue estimada mediante el uso de las herramientas de alineación y búsqueda 
de similitudes de secuencia disponibles en la página web del Nntional Center for Biotechnology lnformation 
(NCBI; http: l /www.ncbi.nlm.nih.¡;m:J), en especial la herramienta BLAST® (Baste Local Alignment Search 
Tool; Altschul et ni. 1990). Con objeto de estimar con mayor precisión las relaciones de genealogía entre las 
secuencias de genes MADS-box obtenidas mediante los métodos arriba descritos y otros miembros de la 
familia de genes con cajas MADS, los cDNAs de las triuridales mexicanas fueron alineados a un grupo selecto 
de secuencias nucleotídicas provenientes de A. tlraliaua que representan la mayoría de las subfamilias 
identificadas en la Figura 2 de la contribución anteriormente publicada en/ Plrycol (ver alineaciones anexas). 
La matriz resultante fue entonces sometida a la herramienta de análisis filogenético por neighbor·joining 
(asociación de vecinos; Saitou y Nci 1987), un algoritmo no cladístico, verificacionista, implementado también 
en MncVector1 M 7. De acuerdo con las simulaciones de Tnteno et al. (1993), el método de neighbor·joining 
proporciona, en la menor cantidnd de tiempo computncionnl, resultados consistentes con los de los métodos 
clíldísticos convencionales y los obtenidos mediante algoritmos de máxima verosimilitud (maximim 
likelihood), especialmente cuando el porcentaje de divi:orgencia entre las secuencias es pequeño. 
Adicionalmente, este método fue seleccionado para propósitos de asignación de homología a nivel se 
secuencias completas porque, a diferencia de las matrices analizadas con métodos cladísticos en el contexto 
del Capítulo 2, In matriz molecular aquí manipulada no involucra los delicados problemlls de codificación de 
estados de carncter que se presentan al trabajar con morfología. 

Como puede observarse en el árbol guía proveniente de las alineaciones múltiples, los cDNAs de las 
triuridnlcs mexicanas se agrup;m en las ramas esperadas, a excepción de los homólogos de APJ (ver árbol 
anexo). Sin embargo, tanto los análisis de neighbor joining que eligieron el mejor arbol corno los que 
involucraron pruebas de soporte estadístico por sustitución con reemplazo (bootstrap; ver reconstrucciones 
anexas), recuperaron, en todos los casos, Ja agrupación de los cDNAs de L. scl1istttatica y T. brcvistylis con 
el cDNA correspondiente de A tlralim1n. Los resultados de estas reconstrucciones proporcionan 
fundamentos suficientes para realizar análisis con matrices más grandes compuestas por ést<1s y otras 
secuencias que puedan obtenerse en el futuro, con objeto de identificar apomorffas moleculares que 
eventualmente puedan ser relacionadas con características funcionales particulares para los genes homcóticos 
flornlt•s dl! lns triurid01lt•:-;. 

C. Análisis preliminar de los patrones de expresión de los genes homeóticos florales en 
diferentes estados de desarrollo ontogenético de los meristemos reproductivos en L. 
sc/1is11111tic11 

A partir de las secuencias de LscAP3 y LscPI, se generaron subclonas p<tra su uti1ización en experimentos de 
transcripción ;,, tiitro acoplados a la realización de hibridiznciones de ácidos nucleicos iu situ, sobre cortes de 
tejido de L. sc11ismatica montados en laminillas para microscopía óptica. Los cortes incluyeron estados 
tempranos del desarrollo de los meristemos reproductivos. La realización de los cortes supuso la utilización 
de algunas de las muestras colectadas en el campo (ver Capítulos 2 y 3 de la presente tesis) y la conservación 
de las mismas en fijadores adecuados -principnlmentc se emplearon FAA y paraformaldehido· de acuerdo 
con protocolos est<tblecidos. El protocolo específico empleado durante los experimentos es el implementado 
en el laboratorio de E.M. Meyerowitz. 

Los resultados preliminares obtenidos para la subclona de LscAP3 (que abarca desde el nucleótido 
inmediatamente posterior al final de la caja MADS hasta 124 nucleótidos antes del inicio de la cola de 
poliadenosina en el cDNA completo) evidencian que el mRNA correspondiente se expresa únicamente en 
los estambres cuando los botones florales ya están desarrollados, pero que en estructuras más jóvenes 
tienen un patrón de expresión que abarca todas las células que presumiblemente están involucradas en la 
diferenciación del receptáculo entero (esto es, carpelos y estambres) y los tépalos (ver Figura 3). 
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Aparentemente, en ninguno de los dos estadios mostrados en la figura parece existir expresión algun.:1 de este 
mensajero en brácteas. 

Debido a que hasta el momento sólo se ha encontrado un patrón de expresión confiable para el 
mRNA al que se complementa el producto de transcripción Íl1 vitro de esta subclona, la corroboración o 
refutación definitivas de la hipótesis genético .. molecular planteada en el presente trabajo para explicar el 
fenotipo floral homeótico de L. sclrismntica no es posible aún. Por sí solo, sin embargo, este patrón sugiere 
que, al menos para uno de los genes correspondientes a Ja función B del modelo ABC en esta especie, sí 
existe un desplazamiento en el patron de expresión hacia el centro del meristemo reproductivo, al menos 
en ciertas etapas del desarrollo floral. En virtud de que se ha establecido que (a) en sistcm<1s modelo como A. 
llralin11a, la función B depende de la expresión simultánea de AP3 (o su ortólogo) y de PI (o su ortólogo) )'de la 
formación de hetcrodímcros entre las proteínas codificadas (Ricchmnnn et al. 1996), mientras que (b) en 
monocotiledóne01s, las proteínas codificadas por los genes de la función B pueden formnr homodfmcros y ser 
factores de transcripción activos como t01les (Tzeng y Yang 2001, Winter t'l al. 2002), es posible postular que (c) 
alm cuando el mRNA correspondiente a LscPI no se tradujese en cantidades detectables -de hecho, ésta es una 
de las conclusiones que pueden derivnrse de los resultados negativos en los experimentos de hibridización in 
sit11 con la subclona correspondiente- en los primordios de estambres (d) la presenci01 solitaria de 
homodímeros de LscAP3 en el centro de los meristemos florales de L. scltismatica puede ser el mecanismo 
molecular respons01ble de la diferenciación de estnmbres en dicha posición, junto con la espcr01da expresión 
del ortólogo de AG en las mismas células en diferenciación. 

A partir de numerosas investigaciones en sistemas modelo y orgnnismos selectos (ver, por ejemplo, 
Carroll et al. 2001), en particular en plantas (ver, por ejemplo, Baum 1998, Docblcy y Lukens 1998), 
actualmente existe una visión de consenso en la comunidnd interesada en biología evolutiva del desarrollo 
seglm la cual las sustituciones en )ns regiones cis-regulntorias de los genes t.JUC codific,1n p.1r,1 factores de 
transcripción constituyen el mecanismo de evolución molecular más importm1tc en la detcrmirMción dt.• los 
patrones de evolución morfológica observildos en la esca In de laxa superiores. Es altnmente probnble que los 
pntrones de expresión implícitos en la hipótesis mec•misticn de trabajo plantcadn en el presente capítulo 
dependiln, por lo tanto, de cambios directos en los promotores de LsAP3 (y tal vez también de LsPI), o bien en 
vnriacioncs en lil afinidt1d de asociilción en las proteínas que n su vez se unen a cst<is regiones de DNA paril 
activar la trnnscripción. Sin emb01rgo, la participación de otros genes no contemplados en dicha hipótesis 
podría result.1r de importanci01 en el futuro. Uno de los cnsos a considerar en este sentido es sin duda 
SLll'EfüWAN (SUP, BO\\'man et al. 1992; Sakni L'l al. 1995), un gen de A. tltaliana involucrado en la preservación 
de In frontera entre las células que pertenecen a los verticilos 3 y 4 (correspondientes a los estambres y 
carpelos, respectivamente, en las flores de dicha especie). Homólogos de SUP, así como elementos 
conservados en los correspondientes mecnnismos de acción, yn han sido encontrados en el arroz, una 
monocotiledónea (Ory::a: Poace01c; Nandi 1..•t al. 2000). La participación -o inclusive, su nusencia o bien la 
disrupción de su función, en lt~rminos comparativos- de un homólogo de SUP en la detcrminnción de In 
morfología floral de las triuridales mexican<1s parece ser sugerida también por In varinción en los números dt.? 
órganos y los arreglos de órganos en si mismos en nlgunos de los morfos florales reportados en el trabajo 
presentado en el Capítulo 3. Un gran nl1mero de artículos publicados en los últimos años apoyan que SUP y 
homólogos del mismo gen en otras especies controlan la proliferación celular en estambres y carpelos dentro 
de una red compleja de intcrncdoncs genéticíls que tiene, entre sus elementos componentes, a los promotores 
de AP3 y l'l (ver, por ejemplo, Kater et 111. 2000, Snkai el ni. 2000 y Zhao et ni. 2001). 
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¡rairu1L,;t:.iPI 
f'ugíbrl'I 
/•11gTbr,o\l'J 
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LiitAPJ 
.HllSl'P 
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,ltllAPJ 
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AlllAPI 
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!••>tT1•'1'/ 
/r.t¡:7h.·\f'J 
·''".'ff"/L,r.-lt: ,_,..¡•¡ 
1 ... ·.·1/'.l 
.11/1!>\'/' 
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GTATCATC~CA0AG~CCO~AATTACOCCT~ 
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. -ATAnATCCA~AU~ACO~TCTCATAAAC~ 
AOOAGCATCffiAACTACOAüCAOCTTATOCb 
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. e e A o A T r N e N IGIT e; • - . íTlr · · - · · T e rnlo a 
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~OCiAAAfCTCCT@AAATOACAATfficco~oT 
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AATCCAOCATC~TTA~ATOCTCT~TCATCA 
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o A o e e T Té T e A ,. e e T ~T G[!)A[!JT o o A T To e 
CAA~AAACAAO~TTT~TOATUAACTAAAC 
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TTTGATrCACOIJAATT~TT~CCAAOTCOCO 
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,, T ·' .\ A T ,, () A G r T A T ,. T e e T To TlAlC T TA A Te 
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/"1.i;pu1Lu.o\PJ 
Jr.1gfhrPl 
frn.'\fln,-\PJ 
/Trl,'\/'U/l.H•.I(; 
L.rf'I 
W:r:U'J 
,-\tl1S\'P 
.·Hl1/'/ 
:Hlt.·H'J 
,·\/11.H'J 
:1111.-\NRl 
,H/11\GLD 
Allu\CLJO 
:UhAGL:?7·1 
AlhACL:? 
;llhACLJS 
,\llulG 

/r11g¡1111t.uAP1 
/•<1.t;fb•f'I 
/•<1.t;Ttor.-\PJ 
j•11g¡"'/l,,. .. r1G 
L,..Pf 
f • ...:.1PJ 
Aflo!>V/• 

,\ti•/'/ 
Alh,o\PJ 
At!1,-\P1 
.-\l/1,l.\'RI 
.·\lh,\Cl.u 
,1111.-ll;LJO 
Ath,-\Cl.;!7·1 
.-\111.-\Gl;! 

}'"'>:/'Hl/.>':il'l 
f•11~ll>•l'I 

f'"·"n ... -11•.J 
/•••.«1•111/><·,\G 
1.~./'1 

l.s<Al'J 
tlllrSl'I' 
Alhl'I 
\lhA/'.1 
-1.11 .. u•1 
,lllr.l.\'/0 
Al/1,\n/.c• 
.-lfhclC.:LW 
,-\//1 • .¡1;c'.J-I 
.-\1/1,-ll;/ . .'.' 
,11!1AGll.'i 
,1/J1AG 

}'".'il'"''·sí.-\PJ 
f•.1,\T/.•Pl 
f•"J(Tl>•APJ 
f"'.'iru/lJr.-IG 
L...:l'l 
Ll<Al'J 
:\lhS\'t' 
Alhl'I 
r\1111\l'J 
Ath,\1'1 
,\tlu\NRI 
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AlhACL.lfl 
AlhACL~;./ 

A.thAGLZ 
A/11,-ICLIS 
At/1.-IG 
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Al!]G C T C Cl:a)C ·r C T 0 A A OGi]~_ T 0 C C C A O(!IC A A O 
e re A r u u ti e Ai!]T o@)r Tíl§cl:aJT o" Te r Te o T 

A[~Jr T ·re cl:a]c Te Tu A e c~o ríAJ .. TA o(!Jc A A o 
e Te A To o lle A~T cfGlc T T.~ c(!JT o A e T T Te o T 
CTCCOA000CTCC~AC4CTTCCCTT~OGCT 

r0cccc.\l!}CCl!}Tn~ccrTC~· TCJ. -C~CCCT 
o r A Te A " li A A u A Tl!!j,\ T~A" To o e A A' T o A o 
ºill·ªAAAAillTC~ATCAO~TAooocTACAAC 
CAACAACATT~crACGTUCAAOOTD~AQ.O 
C~OCAGCAOTl'CACTAl!}TAATAATA~TATC 

TOAOCAAl!}TC~CTfmCG~A~CACAAOCTCA 
A0TOAAGlJAO~AA~A0AliAGCCCOTCAAGC 
TCCtiCCCiGTCIJCCAAGA C~AACCOCTCTC 

800 

TT TG~~T e TC 'l'C T@:!JA TO_!j!}oo A T~T T TA T 
CTCG~'l'AOCTATI'- ·. -~TTCAWTTTCC 

1' A T O~T C T • · · • · · A T O[NJT U O A TO T@)T A ·r 
e T T n(Q)l:'" r A ne T T ·r~T e e r::r To A o[!Jr r Te T 
COOC l'TACCíiTA l'li0TOOT1'AO 

CTGCiTCTOACAT~TTACCTTCC~T~TTC 
OAATUATCTCUAA~O,\COOc·rroA~C~COT 
r ·r re e r "o 

o Te r re ti li TA re A ~~o A o[!]~A e o To u@]A o o 
A e A 0~1' A e A A T C[§'i:'"A A TCI:!P e A C~A To A T 

oot.: G~~Ati eco oc.;,,~c o oCT:!JA e A T TCICIA oo 
llA T TCA. li TO A e,\ ALlfA A CA e(] A o c(filo(s.Jo A A 
I' A 11 T r A fi r n 

"'º 030 

cffic T ofTIAIA·A!CIT T To (i T e e TfTJ. e A A e TA A AICJA 
TCAAtJ~Tlil'liliA'l'TTTACC~TACCTTCT~O 

c[!Jc T _Q_f'T]c~A ·r To o e Ge TfflC A A e TA A A@)A 
TCAA~GA~CATATATATC00ATATCTATTO 

rrrJo Ar,\TIA[fil 
l'~AC~C·l'll~AACCTTOOC000CTTCOCCOC 

T 11 A oITTc. T~ T Te a Te e A A o o T To o o T Tn.;JT 
A[!}U A~Cl.hl'ilIDA e e A A A e o T(!IO e e Te e T C~T 

AIIJo o~a~.@lr o A 
AC1'0CAU~OA0000ATCA0TCTAOTTTA 

.. º '"' 
ATG~~¡To~TPi.""ªjT•~ATTTTTC~T~ 
e e T T .•• · lfillA o TA '.D(~ A Tt!:JO e e T T o TL!)o@J 

A T O~T o~rp:·~~IT AffiA T Te To e ... 
e A Te cl!JT o~A rtEc .'1!4 1\ AltJO e A A e A rl,-..A" el 

"ro(!} 

T TO~ 
CCTCT!TC·CiTCTTAC[!@JTTCCOCATGCTC(!}O 
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A DCHA Os - box vana •H•x 1 c .. n t r l "r ida 
auoda9 6 uktub•i- 2002 19.17 

fraxr11tl.~i:oll'l 
J•ll.'líbrl'l 
[ri1,'<l/'hrAPJ 
/t<l!(putL1i: • .i.G 
W<"l'l 
U<",\PJ 
.-Ul1SVP 
1UhPl 
,11Jt1IPJ 
AlhAPl 
All114.NRJ 
.-\ll1AGLb 
A//1A.GLJO 
At/11\Gt.17·1 
t\l/11\GL;? 
AthAGLIS 
1Uht\C 

''".'ll'lllLti:API 
fra¡;Tlt•Pl 
fragTbrAPJ 
/1,.gpull.11i:t\C 
'-><PI 
t..i:APJ 
At/1SVP 
A.thPI 
All1APJ 
AlhA.PJ 
Atl1ANRI 
.U/1ACL6 
All1AC:LJO 
Atlull;f.:'1·1 
1\'111\C:l.:! 
.1/lutGLl.'i 
,\tl1AC 

f•aJ;pulh(l\1'1 
¡,,1g1"111f'I 
/MgTft,,\J•J 
fr11.'ipu1L~.r1\G 
1.-.rPI 
/.n"Al'J 
.4thS\'f' 
.·1111/'I 
.-1111 .... PJ 
A/11.o\Pl 
Alht\NRI 
r\thAGL6 
.-\l/1t\Gl.JO 
,11/11\Gl.11·1 
t\lh.-\GI . .:? 
.-\111<\Gl.J.~ 

,·\llu\l; 

fri1gp1.tLJC:4.PJ 

'" "º 990 

• -~e TAOA TCfiI]ao~c~TT~T Tm 
• -~CG00TTCC~CC~CT~T~GCN~AG~ 

A o O(!JT c(Ec To Tf!2!]A o 

1000 1010 '"º 
~~~~* *~~ ¿ ;~~III~ ~~~ ~ ~-z.:~+z~n¡:~::;:~~:~ 
; TffiCffi~ ClíírC ~ Tffi;IÍJC ~lil; ~¡~~~~·-~ .. ~~~~~~ 

"" , .. , !050 

e e T a~1· T c(!Jr cfüa c(jJT A e A A@r!DA e A A~c e 

"" 1080 

,,,.NTto'PI c@]A Affi!lc@:§a c@]a e c[IDc~o o[EE!Ja e e o a@!!] 
/'"NTlitA.PJ 
/r,.gp111Lsi:AG 
Lli:Pl 

1-s<".4i'J T@:EOC!!!)T O@:!)Tin~T·T·T.iTIG.t9A!A A@T@)T A T T T~ 
t\lhSVP 
All1Pl 
Atl1.-lPJ 
.... lhAPJ 
AlhANRJ 
Al/1ACl.6 

.w1.-\CU11 A A(EJC ... A AiC.ClAialc:·r Ti•T'G.C!T Te ·r A@@]A o e AlE]c 
1\//1.r\GL.:'7·1 
1\lhACLZ 
AlhACLl.5 
AlhAC 

,.,...~~f'T'"' cr)~;J' l .w.h~ '\., l~ 
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ADCHADS - bo•9•D••M•x ioan tor 1 ur ida 
aónd119 6 oktob•r 2002 lt,S7 

--·------·-----

1090 1100 1110 
frt111putlJcAP1 

fra.,nrl'I o!e;A .... T!o c~c@Jc o o a e e e A A T(!Jc[IDc e e rIEIJo 
fragT/trt\PJ 
/ragpull~c.-\G 

LKPI 
lJfAPJ [!Jo~A Tla...AliiaiT@]A To To T[!JO[ÍJT@A A A A[mJA 
AlliSVP 
AlhPI 
AthtlPJ 
AlltAPI 
AthANRl 
AlllAGL6 

AthAGLJO ~c(j]T o e CE!)T o@]r e A A T c(!Jc A A To T Te o~c 
AthAGL27·1 
AllrAGLZ 
AthAGLlS 
AlhAG 

1120 1130 1140 
fragpu1UcAP1 

frtt1Tl1rPI ~o[!)c o~c~c 
/ragTbAPJ 
fr1tgpull..c,-\G 
úcPJ 

l..sc:APJ A~A[!]A~A A~O[IIAm:JT~T eº~º e o To o e 
AtlrSVP 
llllrl'I 
AlhAPJ 
.·UhAf'l 
,r\/hANRJ 
At/11\Cif.ti 

1\/h1\t:l.Jfl In A .. A•T•Aic ·r[!]o T TCE!)c@)c~o T A~C A A A A e A 
A/111\Gl.:!l·I 
.·\lh"GL.: 
..tthtiGlZS 
.1111,-\G 

f1.1~r1111 •• , -11•1 
/1.,~rl·d'I 

J•m:l/.r.\l'I 
""l;l'ull ... ·.\G 
L•d'I 
L~c.·l/'J 

.. 1111s1·p 
,·\lhP/ 
.'411...t!'J 
Atl11ll'J 
..tth.\NR1 
AlhLIGlti 

.... 

~!~~~~:~~-/ AlilJc T T Te 'fe A@]A@]A T ·re T" A 
.llh:U1/.;? 
.\llotU:t.l.'i 
<1111.-IG 

f•~zru1L.r1ll'l 
/ragTl>rl'I 
/•11,:Tt>t;\l'J 
/•11.~1·111/ ... .,.1c; 
1 ... ·1•1 
LK.-\PJ 
AlhS\'I' 
A.lhPI 
All1A/IJ 
,\1hA.Pl 
A.llrA,\11.:t 
.-\tllACLt> 
AlhAGtJO 
Alh.-!Cl.21·1 
Ath.-tGLZ 
AtlrAGl.1.1 
A.llrAC 

,,.., .... 

Pa9e lO 



A3C:IAD5- bo•v•n• •Ha• ican t r 1ur1 d• 
•ond119 lb oktobcir 2002 l!I ,57 

.fr11spu1Ur.iPI 
fu.-.;flt,/'/ 
/n•,<;fl",\l'J 
Jr•gpull,r.iG 
LnPI 

1220 

~r\PJ lo C!A'JT•·A.o.CdT;,.T~Gi A.'.füT.tA"T .. <ndm..:AJ.;r.·A~G·'l~.o T;.'C...A;.'C•C1T'.I 
Atl1.SVP 
.\tl1P/ 
AlhAPJ 
tUlull'I 
111111\NRI 
,'\f/t,o\GLU 
.-\U.,1CLJO 
ll.lhACL11·1 
1\1/11\CLZ 
Athtl.Gl.15 
..tthAC 

fr•gputl.JtAPJ 
Jr•gTl>rPI 
fr11.~TbrAPJ 

fr11.~pwtl.JtAG 
t..tPI 
l.~APJ 
1\ll1SVP 
Allil'I 
tHhAPJ 

'"'""'' 11th~\NJO 

r\thAGL•• 
Atl1AGlJO 
,-\lhi\CLZi·I 
All1AGLZ 
All1AGU.'l 
Alh,-\G 

1240 1250 1200 
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HULTAL:tQN, AllC:, • , 
aOndag 6 ok~ob•r 

ClustalW 1v1.4J multlpl~ Se<t\ltl!nce ollynmo.nt 

11 Sequenc:e.111 Aliqnttd Aliqnmant Score • :?46715 
aapa Inserta! • 176 Conservo."CI Ident.ities • J4 

Pairwise Aliqnment Hode1 Fast 
P11irwinl!t A.liqrm1mt Parameter1J1 

ktup .. 2 04p l'en4lty • 5 Top DiaQona.ls • 4 Window Size • 4 

MUlt1ple AliQTJlll!nt P11.rameter:11 
Open GaP Pena.lty • 10.0 Extend 04p Penalty• 5.0 
Del.ay Divergent. • 40\ Tr4l\llitioruu We1ghted 

Proceasing timo: 29.4 sccomls 

fraqputl..scAPl 
fraQ'I'brPI 
tragTbrAPJ 
fraqput.L::ic:AO 
Lac:PI 
LscAPJ 
AthSVP 
Athl'l 
AthAPJ 
AthA.PI 
AthAtíll.l 
AthAl.;I.D 
Athl\GLJO 
Atl:AG!.21·! 
,\thAGt.:? 
AthAGLl~ 

Att .. \U 

fragputt.acAPl 
fraq':"brI'I 
frD.qTbrAPJ 
!rawutt.L'cAll 
!..JCI'! 
L.1cAP) 
Alh!Ní' 
Athl'I 
AlhAP) 
Att.Al'l 
AthANRl 
Ath/\OLC. 
Att.AOL)O 
AthAGL27-I 
AthAG:.:? 
AthAGLlS 
AthAG 

tr11uv1.1tt..uc.\i'l 
fra<tit.irPI 
!ra.qTbrAPl 
tra11putt..:icJ\G 
t..scPI 
(.ilC'Ai'J 
Ath!>-JP 
Athl'l 
At~l'l 
,\thA?l 

AthAGt..6 
At!iAGl.)0 
,\thhG:..~., 

AthA,a • .! 
AttJ'l(:;t..lS 
,\thJ.G 

rr119pul1..::<:Al'I 
ff,H(r!>rf'l 
tr.i.<flbrr.1•1 
tr>i•ff"Jt.Lu•~·~ 
1 .. ;cl'I 
J.:iCAP3 
Ath!."VP 
At!lPI 
Att..l\PJ 
AthAF'l 
AthA.~l 

AthAGL6 
AthAGt.JO 
Att-.AOl.::7-l 
AtllAGL2 
AthAGt..15 
>.:.MU 

1 o 
l o 
l o 
1 o 
l ~AOTACOOOO 24 
1 CC\CClC'l'J'l'CAOT~T 55 
1 o 
1 o 
l o 
l 
l 
1 
1 
1 
1 
1 o 
1 CAT'l'T'tC'l.tlCAACTl'CTCCAMTCTCATACM"rCCllGAMATCA~TAAAAC I I ICCCC I l IGl lC ¡ IC IU:C'C'CCAN:ACCMTCA 100 

1 MC'COC'CA 8 
l GATTCAOATCAAQAOGA~ J9 

1 ' l OAOATC'AAGAGGA't'COAGMC;i....."'CACCMTCGOCA J5 
2S GGGC.lQ.'.XlCCQu\TCTl'GAAOCiC'T'l'CT"I'CMCCTCCACATI'OCOC'CA~TCCAMTAAGOAC'.GATCCMAAC':::CCNXAN:.AGGCA t:.a 
'iG r.:TCCA'I'CI'C":"MC"M'CCTCC;.cCGCO:OC tC ICCC lt:: 10: 1 CCOXCATOQOCACiGO'.:AMTC'GAA>.TCAAGAJ\AJ\'l'COAAMCCCAOCC'AACCGGCA l 5 S 

1 A~Tl'CAOA.TC>.OOAAOAT'COACAN:OC~ 53 
l ATOOOTAGAO:;AMOJ\TCOAGA.TAMGAGGATN:.NJAACO::.\AACA>C.~ 53 
l A'roGCO~TCCAGATCAACACGATAGl.~ACAC,\ 53 
1 A'n'.iOGAll0003TACXUITCMTI'CAAGAGGAT1\G.\GAf.CAJICATCAAT,\QACA ~l 

l ATOOOGAOACXJOMGt.TAG'M'ATACGAAGGATCCATMC":'C't"ACMIJrACN:A 
ATOGOAAGAO:;CAGAG'IOOJ\01 .. t'GA/.GAo.'.ü\TAG.\l.AACAAGATIAATAGACA 
ATOOll\AGOGTMMT'I'OAACATAAACAAG'M'AGAGMCACAA.A';GGACCCCJ\ 
A~'l'CCAGA'!"CAACCCAA'l'CGAGMCAAAAOCAITXOACA 

A'l'OOGAAGNJC">A.o\GAG:'AGAG:."':'GAAC'o.AGGA":Al..AACAACJV.w\A~CA 
A~'rc-"...t.GATMAGAGGA'l'CGAG.u'tGCCAATAGC>.G;.c\ 

" " 53 
53 

" 53 
101 C'GOCGTAC"'....AATCGGAGC'TAOGAGGAGAI ICC IC ICCC • i\UIOOAAATCTOJOAG;.GGAAAGA~"GAAATCAAAC'CCA':'CCAGMC,\CMC'C"..V.'IC'J;'CA :.!0,) 

<J Af..-rGACC.":'A't"l\..~~\,\CX'.C\CACGl..G.\TCT'C'C<..~"lUCGACGL"CG>.GG:'CGCrA.-xr,--X;.TL.-r~--cr,.:::~ i;;a 
40 GGTCACC71'CTCC~TCATCAAl.:;AAGG<.,"CMGGAGATC~OC...-CMGGTC":'CC'G'l{'C"X,\-:C.~C:.GCrCr l)9 

) ':"l"rGJ.cC'I'AC"TC'C~-rGATON\GMCCCC/w\OG/\Gen::~o::nc-:'C."'CA'l\.'G7CA..,,_..._.~:_":'C'.:',\C'C i:;;: 
)G O:,~,\C'C"J'l'CTGCAAGOX'CGCAACGGCC':'CC'XAAGMGO:."C"t'ACC.\CC'IWl'Cccii.-..crc-rt-.cGA.TGC"('(".,~/l':"t."1..~'"CAO.."'L"'GC.: 1 lS 

t;:s c..:."rCJ;~'CMCA!XAüGAACCGC.A"!'CATCAAGJ,J.('.0....""'CMOC'..\CA1'CAGCG'!'Ct'"l'C1'GCGA'rGCCAA<C~:>:'CJ.~~-:c-::: :;:..1 
1S6 OGTC.-.ccTAL~xcMCCG..."C\.C'C':'CO<XCTCATAAAAMC",(,."C/\Acx;,\o::'n_"~,'\(',\CAGG'!'C:'CTAT("'JXATGG"l'C'X'C":'CCACC ;!~5 

">·l AG7::.~GAN."..V.G;,GC'.cc!"17l'CMGAAA('Cl'C'.,\N:AAC"fC"l'CC'G'ITt.""":\.-:\X'Gl\CGCC'CATGTCGC'l'C""XA'TC,\"!'C...~1:AC:: l~] 

54 C'~'":-CJU\.~.GA. ... TGGA'!'!'l.m'GAAGMCXX't'AMG>.OATc.\CN..~':'GC.V.AACTTCCCCTCATAA'TC":":"l'GCAACTl\J\"';' l:>) 
~ 4 Acrtt".ACG":'A 1"¡"C AAAGAGAAGGAATGG!'TT A 'l':C\,\Gk!.AGCAC,\ TC"..,\GCl"CACOG'M'M'Gl'G'!U,\ TGCTAGGO'M'TC't'.A TI ATCA ':'CT:\..-:t.."':'AGC7CC l ~ ] 
::.¡ AL.-i'GAC,\7t'C'!'\.-n;vv.AflAA<.•AGo...-:U."TL-:TIT\JAAGAAA0...."'XATG.\C,:..':\.."":'Cl'G'M'l'."TC"ro1UA~.AAG't"T'C".C te. ¡e,. .e.e. IC XCCATAAG 153 
'::4 ....... 'TGAL"'l":"tt.":'CC.\.1\G,\Cl.AO.>AC'I\;G:·1":'r.C!"rMG;\,\GG....,.AA.\G,\G'.l'r.\TL"CATL~--:'GA1\A.."AGAAG"!"!'GGTGTTA~ATA'l':'l-r'C"':'.\GC.\4.-C l~·l 

54 N,J¡'CA'-"'L""":'XX"AAAAA<.1AA...:AAAl..."GG'~GCTI'A'.:~O:...~i"M'GCG.\'IUC'CGAAG'l"I'GC':'CTCATCATCT'l'C"XA.\GCC";1:' l53 
<;,.¡ ATCTAC."XIT!\-.._"'"T.\AAAO::.A.V..V..Tt.;Cr',J,1\.""'l"!'GAA/w\J\G(x:"l'M'.:'G.\C'CTATC"':",,T1'C'I"MUTGAC,\TTCATA'l~A~~ lSl 
.... ,v:;rc,\L'"lºl'l.\.":\.""'l:.\,\Af.."(;.\j_"GC,\}\1'(',(n\.""TCATL""GN.:A.V..(l(..'1'CGJ\C~AT'!\.."'"l'C:TG'l'C' .. V\'l\.'C'I'CCGI'C'GC"IUt''Gl'CG":'L"'CTAl'C":'('.a:-rcc 1Sl 
!J.\ A'-"1"AACL..T.":\lCAJ\.AlA.:GTA,OG,\,\l_'"l..lo..O'!':'G'l"l\;,\,\<.U\Ar\1A.""!•r;,1~1'I't.""'!'L-rG'l"'l'CTC1\.o"""ttlATLil.."'"l\.lAAL..-r"rGCI'CTCATC.\TLl'Tl;.'"!'Ct:MCt.."'CT l ~ l 
~4 ,W:.'CAe:"t"!"!"X'CA/,G.\GGo.~:G'r"l'•'l.C"l"I'AAGAAAGC .. '"l't..~~'l'GC7'GAACT:'OC"!\.,-rc.\TC'G'l\...'"1':"1\."'TML..'"':\.-:" l:>l 

:o l ,\CiTCN::T:~OC,\AACGTADAAAT'f.:G'I'l''.:'\._':C-I'C'AAGAA.\CC'::•rAeG,\1~""'IUI"I'CTC'IUrOATGC'':'GAAGrC'GCAC'XATC~AGC't..."G"!" 

10·1 lA~:;AJl,(J(.'"l'l.'"OAl:CN;'lAL'"tCCJ\C'GC"J\-<-r--·l.:t.'":'oc"1'\•GAMAGA"l"I"L-r"I\;AACO. ... '"l"A~X..."TA't"l\.iC'I'A'IO .... -n.u\AAM'l'Mln'CMCN.:'.'>A':'l' ;!04 
1·10 ,V,CAA<•A1'>lº:"l':,\G'"l"1'<.ºTVCAC't.'tC 1."'l\.''Cll.CCACAC"rt,"Tl'.:CMGA.'I'\.."l.,."'l'GC"J\Gl\llC"!'ll.CCJ\CA1'f/\AC'l"GIU'~"TGí"'C..An:cc.AAOt:'A'r Zlll 
l O l AACMl;l"!"C1.X."CG. ... COI'A<..."'l'\X."NX_T.C-L"'l'\."CACcc.\1'Cl'l"'•Ml>ACCATCTACGN::Ca...'"T'N:CAN.>AAGl't.. .. n."C'C'r'.GA'fCAN.'C'i1.'.."ttlGl\.COIJl'..."TCMTAC 201 
1J6 u;ccGTt_-tcTN.'"t;.\<.OTAl..'"l'C'CAA't,\A C· • --AG'l'\.""!"GAM("'.CAAC'tA1"t'CAOAO:;TllCMAAM·OC-r"i'\,""'I"AC'AGJ\-CACXC'Cl\ACJ.GCAG'?'l'C',V.. :?26 
:::5 ,W..:AAG.\'Il;'"lºl"!"G. ...... ""'I"AL"'TO::'t\L--:'<..."'C·<."'TCG\L"Cll,(_"\,;C'l.'L'"l'CC'MGl\~ACCN.>A1"1'Ml.""'I'C't'\"iQGAJ\.("J\Ml"'1\'1'0lllU\TGC'CAAGC,\'t 1::!1 
:56 MCr..\~TAcroC'AGCCC'·C"rC'CN...."'CCATCTC.v.GAC'CATCTATG..-.c'C'OCT~AGCTGTCMTCTC'rGGAi.-rocrcMTAC JS..l 
154 GGMAA<..~tcTCTN:iCTc·C---·--AGCATCAAOOAAGrccTAGACAOO:ATMC'nttAJ::te~':'CAGC'CA 246 
154 GGTMOA':'CA.TIUA1"l'ACTC't"I\."l'CC·T:'CCA'l'GO,\TCT:"OOTGCTA'I'Cl'i"I'OGACCT~A'l'C'IUJCAAGAA,\CTATGCCAiOC'TMIXAT l52 
l 5 4 AACAAGCTtC'A TCAGT ATATCAOCC'C-TAll.CAC'C.ACAACG.v.GGACA TCOTACA"t'C'tarNXMN::TA 'ITI'CTOATGTCC>SC:'l'I":'OOOCCAC":"CAATAT l 52 
154 ~TAC"'l'CCACTC..\-'t"l"---cTrCtWI'GGAGMGATACTt'GAACO:'l'A1UA.GACX7t'AC'TCTl'~At'roCACC."1' 249 
1~4 CoGAMGCTCT~ACGCA>.CiCJ.A-TT---cMC.-rATCMAACAATCATTGAOCOGTACMCACA-GT~TC.~TCA .::48 
154 GCCMOC'XTAC'OAO'ITl'CUrAG'TO- --- • --'ITCGMl'I'GAAAGCACAATCOAAC'OOTATAATCGM'OTT~MOCAATMTAACC'CT .::46 
154 GCC Mo:x'TOCAA TATal"TGCGOTAC'N::GANJA. 'l'CACQATCT>.M.TATA 2 5 l 
l S 4 GGAAAAC"I'CTAT('oAC":'C"M'CC'l ... n:;- - • AC'GACA'lTTCCAAGA.TCA'l'l'GATC'CT1'ATGAMTACAACATG:TGAT'GMC":"I"ACAGC'CTl'AGc\TCTr 2 4 9 
l'i4 OGAAAOC."l'CTA'l'GAOT't'TTcx:AGCTC-CT---C'MACATGCTCMGACACT'I'GATCOOTNXNJAAATOCNX:l'ATOOATCCA~ 249 
154 GGCAAOC':\..."t'TCGAOTACTCCAGTAC·T·-----GCAA"l'OMOC~TACCCl'M~M.AOCAC.AOOAG 246 
3 01 ~-rATCAGl'ACTCI"AAC'AA-c---- --ACTGTAAAAO:J'TACTAT"l'GAO.NXT,\CMGA.l\a-GCMTAT'C'GCA-CM':'te'TAACACCOOA.Tl:OO l9l 
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HULTALJ:Off, ABC ••• 
•llnda9 6 olttob•r 

frac¡put:WCJl.Pl 
tro.vl'brPl 
fraqTbrAPJ 
fr11.9put~cAG 
t.:ICPt 
1.oCAPJ 
AthSVP 
J\.thPI 
Ath.\Pl 
AthAPl 
AthANnl 
AthAOL6 
AthAGLJO 
AthAOL4i:7-I 
AthACL:! 
AthAOLlS 

"""" 
traqputt.uchl'l 
fraq'l'brPI 
traf,l'I'brAPl 
fraqputl.l'leAG 
1.acPI 
LllcAPJ 
Ath~P 

At.hPI 
AthAPJ 
Jl.thAM 
AthMliU 
AthAGLt.> 
AthAGLlt: 
A:!".ACL:."7-t 
AthAG:OZ 
Athk;Ll;, 
Att11\G 

f::-11.Qputt.Jc:-/,Pl 
ff,l'fi'lir!': 
rr,,rnir,\l'J 
1 t"•1'1fJUtJ-:r,\(¡ 
WcPI 
!.sc,\PJ 
AthS"JP 
Athl'r 
AthAl'j 
AthAl'l 
AthA.~Rl 
AthAGL6 
AthAGLJO 
AthAOL27- I 
AthAOL:! 
l!.thACLlS 

"""" 
fr.ir¡put.L!:CAl'l 
fre.q'l'brPI 
fra'J'l'brAPl 
fraeput.t.scAO 
Lacl•I 
t.scAPJ 
Ath:;".'i' 
AthP! 
Ath.11.Pl 
AthAPl 
AthAt/Rl 
AthAGt.6 
At.:-.ACLJO 
,\tht.Gt.:·1-r 
Al.llAGL.: 
At.hACLl!o 
At.hAO 

!raqput.LSr.APl 
fro.Q'TbrPl 
fr.iltl'llrAPJ 
f r11.qput.L3cAG 
LGcPt 
l..'JcAPl 
Ath:;vr 
o\thP: 
Att' .. \PJ 
A:h!."1 
AthAtml 
Ath;\GLt; 
Alli..\la.JIJ 
AthAGt.~·1-: 

At.hAGL:C 
At!-.J\GLl~ 

:OS CAAGCTCAc--CCCC~'I'l'GGTGTC"MGAATATGGAAMCTCMGTGCAAAG!"tcMGCTl'T~J.GAGGCATCTM~l'---GA 299 
239 GAG-----------------AA1CTAMCCCAGAGA1'TGA'l'CO"rA'i'CMOMGGAGAAC<:lACAACATGCAC-.ATCCMTTMGr..C~..A---GA !la 
:o2 GAO-----------------AAGATGCAGMCCCOCTGAGCCATCTGAAfXJ,GA~TCA~ATGCJG.:;---GA 6.Bl 
:?:7 TATCTGAAOCCM'M'CCCAOTATTACCAACMGAACCATCAA/~AGGCAGCJ\GAT~MTTCCAACAGMATM'hTTGO::l":':"•·GA ~;4 

3:!4 GAfJ· - - - ----- ---- - -- -AA'I"M"GMTGCAOAC'"J.T'l'GATC"OCATCMGAAGGAGAAC'GACAACA't"GCAGATCQAACTAAG<.CA•7t'TCMGr,¡.;A-- .,;;,. 40:? 
155 GAü-----------------AAGATGCAGAACN:ACTN!.OCCAO:re>.>.AGAGATCAJ.CCGCAN..~'t\:,\li.X""o\GAGGA'l\::U.;c-- <JA ·1~4 

247 TCTCTTGAGTTACAGCT--GGTl'GAGMCAGTOATCACOC'CCGAATGAGTAAAGAAA~ACCOACTAA.OOCAM'roAGAO:>A---aA l4l 
251 OAO-----------------AAJ:'CTTAOCMTCAOAT'l'CATAGC'".J\TCAN".AA>.OAGAATGATAOC"M'~AT1'1'0.VICOOA---GA lJ2 
25J GAO-- -- --- --- - - -----CGAATGCAAGAAACCAAGA~GACAAATAGl..AATC"I'CCOOACTCAGTCMOCAGA(,GCTAGG"r---GA ) )2 
250 OAGTCCOAC--GTCAAT~~ATAACAGGC'M'ANXl:TMGA~TTATC'l"I'CX;O---GA )44 
249 'I'GC'CTI:A----GAGATJl.AAO'I"I"I'r~TCTACAAGAATOCCACAOGAAACTAG'I'GCJCA---GA 141 
247 GAA---GAO--N:TACACAGA~AM"n:CAMTACCAA'I'C.'l'CTTO"M'ACT.MCAClGA.A.T't"J'GC'TrG(J---a.\ ))8 
254 COCGAA'MTATl~AC'I'CAAGCAAOGA'l'TC'l'OCAOGC'TM'C."I'OAGATACATGGAAGATI'MOTTA~ JSJ 
250 GM--------------------------0>.MAAA'l'TCACAATTATCI'TCC.~N:T~---CC J20 
:!SO CCTGCCAM--GAAC'l'T'C1IOAAACJ\GAGM.TA't'CTCAAGCTTAAOOOTAGATA1'GNJAACCTTC.AAAACAGACAAA~---GA J44 
:!47 OA'I't'OTOCA--GA0:7l'O:lATATT'TTA.U.00>.~MGAGAAACA'M'T~TCCTC1UACCTM'AA. 144 
]92 Tf"'..OCACAAA'M'MTGCACJ\.GTJ\.TTATCAACAAGAATC/\OCCMA'M'QCGTCAN::MA'M"ATCAOC.AT~AN::JJ:XXM'T'TGATr:Xr:T---OA 488 

JOO ACAGC'l"l'nA-A1r.ATTJ\J\.GC01'CNV\CA•M:TTClll:X:MC'l.'GGNXJl.N:.N.XT'f'GNVl,[J-'I"l.'CC"l"l'TAAJl.GCJ\.CG1"1"GCO:;'l'CTX'GAMGAACAATCTI'C J~fi 

)19 OOATC"l'GM·~-OCTTATTCCM~A--ATOXA'XACCAAAOTT-AGGüATMGCAGA'J'O:"J.TATOT 41) 
:!82 o:JAO::TQ::;A-OCAGA~-~--AGTr..ACTC:MGCTCO"lC-C'OCCAGAGCAAATA'lCATOTGA 176 
J25 G~AAGAO'M'oc:."TAocnA-TCrr~TrATCACMAAATA 400 
404 OGATC'M'AA-CT'CGCT~-OCTTA'l"l'C'CAA~--ATCD::ATCACCAAN:I!T-N:JVJATAAIXAGA~ 498 
4J5 OOAGCTGGP.-o::.GGATOGAGGCOCAOGA-OCIO:OCOGICI JGAGC~--~GTTCGTC-CQCCAGC'OGMATATCA1rn 529 
342 GCAAL-rteA-AGCACI'TGJl.cA'I'I'GMCJ\.·GCTl'CAGCAGCTl\CAGAAGGC'CC'M"CAAA--~-A'n'C"..MACAMGAO'lUAC'\AGA 436 
))] .V.JATl\TACA-~-TC:"l'GA~'l'l'OAAC--Aroxc.-rcGACAAAGTC-CGl.GACC.ACCAc::ATOOAGA.TCC 427 
)Jl GTGTT':"GG,\·C'""~l\'MCNXA-GC'TOCUI'COtC"I"l'GAGCATCAM'I'GG.AA.\--ACACT':"l'CAAACTCOlT-~MGl"I'CAMTCTC 427 
34~ AGAC1"l'GCA-AGCM1'C'".,"\GCCCTMAGA-CCT1"CAOAATCTO:'.oAGCA0CllrCITON:A--CI'GC"I'C'TTAAGCM:ATC-CGc:ACT~A 4J9 
3'12 r.C,\ACtT!"C-tr,GAA'T"l'.lAA'l'GC'TA/.c:GA-CCTN.:/..>.AA.TCTTOAN.lACC>.!rrAGTAA.--CAAmt:':'Ml\AGOTl..."7:'-CGTCTCJl.AA.v.c.cA1"CAACTTA 436 
3) '.I l<GA1"C'"l'l"GO ·AGMA':"C".GCTGTr ... ~-AC"'ttrMGCOC":'CCAG.\.GGCAOC"l'CCAAG· -CCGCTCTTAC-CC-.CCACTCGACAGCGCMCACllCAN:n'TA 4 J J 
!';4 TAACATIMCAJ,T01"IU."\ACAC'i'roGGAc.\OCl'CGAAA'M'l'CCA'I"t'AnX'AA~TCMT'l"'OCC'l'GCACACAAGATOCMCA'l'CXL\'I'rCAGATT 453 
):! AAA""!'GTCGA·TAATG':'MC":'GTAG.\1'TC·TC1'M~AACMC:°!CAGi\·-~-C<:r;ANJTAGAGC':~~ 415 
3-0~ ~T':'TAG<;-ACC17:'CAJ\'l'rcAAJ\.OGA-\J"T'l'AOAGC~~-CT-C1'CTCAAGCAAGTr-CGGTC'CATCMGN:ACAGTACA 439 
345 AO.\Ol_-rr'.C/IAJIGCC'!'TC,\CCAGCMCTA-"l'ATCA'roe'A1T--C>.TTAC'l'(;{'(""AG~TTGC'7CA-<..-rJl.ACCAAC:TGAA.GMTCACG 440 
.: 11 'I GAf._"GA T ACk> -O"'XAA '!'r.n.."'TCCC AJ..AGA-GCTCt.GGAACTl'GGAAGOC.\(' .... 1'TAGACJ\ - -GAAG'l' A't'T ACCCGM 1'C-CGA TCC.V.CAAG.V..TGAGCTCT 5 8 J 

jy-:' "!'t\L"":' 
¡; ·I (:.._;1.,\G< ¡o-;c.. í':",\,\{',,'.,\l:.\. - ¡\-;i:-.. ..-.. -.(;.;,\Tf;('!'l\>MC-,,\l"-'·\G.V\CMC.<COAC1°M'C/\1Trc-l'hL~:'GCA':'r.Ah.",V\CA"R."TG;.,.xA";'\Jl"""'co.JAAA'?'CT 

i ·1·1 ¡, ·,\( ., ·¡,¡;,\<",\(;,,,',\e :11Tt,c.1•rJ1ct..Ac ;r.:.C.,\11< ;,\T,\AM;At>:"l'C"l'C/,T\U\N)'..'CTAC,\/ICAC'l"l'"l'tX.'""t\:"".(..~;,\C::M,(."1'f"i<1,Vu\1ú.'r;,\GA1'f"Qn;,\GQ.'"'GA ..t7f, 
<lül 41JO 
--~·9 Co\.J.,\\OC..-:"l'(_-:Orl\AJ.~c•A- -··ACVGG;.o:.:A1'X.'"T'rt.;AAGAfJC"-">GAAC.\AlX'OCX..T:"rcA'MTC':'Af:r<;.X.ATC.>C,CACCA~ACX:A':UGA'!'GGA>.ATGT !':95 
5)0 "Tl:ACCACAA:Al>AC.AGil.To\C?lrAC.V.C .. v\C .. v.GATMAGAA1'1'C"r'CATG.v.c.ccTAC~-,.o.x;AQAC"C!'GGAGAR-CGCOo\TGGOGGAGOCGA 6:') 
437 't'TA"t"CAG'!"CAGA~AGC'GAA<..-:'r-.:Al!AJ\AAAa:r,AA-ra:::AA"l"X',t\'I'r..C-.A~GNICAAGC'CGt"!'CAGGCJ\.GClv\Gl::>AACO::AJ.C:AACGCAAGAGMC(',;l, 53¡¡ 
i 211 'I'T ATA "I•:,Vu\r.,-..r;i:-J\.C JI.A - - -A1'1'."".AGAJ\.C-u'\1'(',,\TGCC01.VX:AGC AAL-OX>.A.CTC"AC?t"TCCAOCTO:;AACAACAGG:.CAT'!.X;....-: AT,\GC.AN;X:AACGC 
•1211 'l'l•IOl.;A,y¡T."NJATCfW.:ACCAO:AAG/\AA,V\GMCMAA~'"tt:MC,V.C-.N."A1·N_·MJ\J\.GMTt."TCil.TIV.:A"IU/\fX7!"f",GJ\.N..-;A.\GN"ll."ll~A.\C'"..A1'l'r.:.r/I. •,;:·1 
140 TUl'A<..'GN ... "l"CCAT'CAA'rGN:'"'-":.'CC,V...\AJ\N\.GC/,GMl;c;.r.cllTllCNJ'.At-CMllN::,v;;;::ATGCTl"l'CTAAACAG,\1t•V>GGl\GAG<NAMAAA'I"l\'..T!'/\G 
4] 7 1'GACAAA:'GAMTC.i\.GACAAC":"l'AATCCT•"\ACXJt:.ACAAA':'C.ATCCAAAA>.C.'IJ:.AATCACC'.o\GCTACAMATATTGTAGATAT,\.\1"CCGTMGCA.UATA1' ':) 6 
434 TG.\TGCNICJV\ATGGJV~'TN:;JAJl.A.V\C'G/..r".,VXICMCTACG."IGACATAAN:::AAM:~AAOA17AAGT:'TG.\.~"\AGGCC\1'0:"':":"l"CA SJJ 
4'.i4 CCTM'l\l.1/IACAACN:.C1Tf:AATCI"A1V'"TCATCCA'ITC"'M'AATAGC.l\AC'ACt'ACC,\/\CA"l"l'GTCf\CCON;CAACAC\A'rí'C"J\.ATC'CC'GCA<.;;.c;o:;AAG'!'CQ 5!JJ 
416 TGA1'GC'oAGTATJ\.TCGAGTCCC'M'AMGAAAJ\OG:,GAM1"t'GC'TGA.~llGCCAf"".r.t'GTCAGAGMCAAAOGTATGTCTCA '>15 
440 TGC1"I'GACCA<X:TC't'CGGA~TMA.GAOCAAA~TAO.\GCTM'OGCAA't'GMGC.'T('.c;..TG>.TATCATrGCn'GTGAGAAG 5]9 
441 CCTCAN:x:;J\ACMCGAOCAGA~~~rn11.cKCCGICGilCACCCACT,\.TO'l"!CC/\'I'CC 54C 
5 8 4 T A'MT'te":UAAA'IC"l.AC'l'llCA7GCAG.\AA1\G.,\CMG't"t"GA'1Tt'GCATAAC'GATAACC,\CATTCTI'CG70CMAGA T AG....""TGAAAA':'Gl<.CAGCAACM.7.'CC 6 6 3 

401 IOQ 
5: l G- -Ar.:.aJAA~""I"tO::G'l't.1"CATCACAMr .... ccocAArr,v:GCC7."C--C'CAGATnCCI'G-- -TT- -- --TCOGG"IC'CAGC'CGTTCCAo::c_-;,v.c ':.98 
4 77 ---TA'l'GO:n"rA'l'GTl'ATCCA~-- -TG"tCN::Ca:n'· - ---- ---TATCATOGAaGTACCC"lUGCG-ATOGGGAACGGAGC'J:AOC'CCTCACAT 560 - -5 <) 6 o- -AOOGM'ITGO.\OC:"I"roccrr ATCATCACAAN:.:ACCOCAATT AC'CC"M'C- -CCAGA'I'TCt'OGTO'XATT- - - - -TCGAGl'CCAGC'CA 'M'CCAGC'CAMT 6 e 6 
6 3 O -- -TA'l'GOGCI'A":'GTGATAGAC"GACG>.CATCTGI\lGCOCCCX;cAl..-rGCNX>ATAC'GA'roGN:xlGCCACTOOCO-A"I'OGOOM~T 7: 5 
5J7 a--CGAC":'l'CX'.cATCiCAAA.TATGTAACAATO'l'OCATG--CAC~~-CT~ 6)1 
S::S A- -AGAOGl\A~roATCl\GAC-.A'OCATCA'l'GO:'G\-- - - • --- - - • - -- --- ----atTTOOATA-- ---- ----TAGAOTOC:..\ACCGA'I"r"C.\GCC.\.\AT !':91 
5:!11 e- -'rATGG.\CTAGTAGACAA1'GGAGGACA1'- - - ---- - - - --- - - - - - - - - -TACOACrCAGrTCT- - - - - - ---TGGATAC'CAAJ.TCOAAO:XTCACOT 594 
5•10 G--a::r<:AACAGCAGCAC"l.UOl."'.ATC,'.CCAGJ\.N:cM/.XJCCN:.AATAl'CCCICCCCC,CIGCCAC'COCAGCA-•·OCJ\C'CAMTCCAGCATCCTTACATCC 6)4 
537 T· -MJ\.1'IO:MAAGJ\AOCn"TCA100M- -GMC.AAA'I'GTGA'l"TGAAGOCAA'ITCA.AaI'CTAGATCCAATA--·NX.A--A~TA'l'CCA 627 
534 A- -~AAt.;ACT":'A'roGGCAAACTCOO- ·COOCATC'GOTCCCC'GOT.ATCC\AACAA'tTCTOMT'M'-- -CCOGTAGAGCCTTCTCATCCTMTOT 62 6 
554 :.C"1'GC:'('AC'".CCN.t"ITC'I'T('hTI'CGCGAGCTJ\.TC'CAGCC"I'llC'l":'l'GGAACACD:::AAA1':'I'CCTOAM'l'CACAA"ITC't."'OGGTCAAG~ 65) 
'Jlti C-·('(".;..1'"~.11. S:!;:: 
';·\O T . C/\l'\.",\T/l"L,~;C,Jl()G,\"I' ll"ll!/\Al.;1.;c\A"l'f'GAAC,\C'" .. V\ 1·.::1·rAL"'L-rJ\CQ..VCATCATC:AAl.X.""l'CJ\l.."1r.I'CA {);."X""-711.TN..'f:'.,\.(;c"{.-rcT'ft:A/\"10:'.J\. G l·\ 
5 •11 T- - N::J\ TC'J\MTGCTT":'GC"t'- -A TAl."'.A TCCAAAOAACGC'l"CTCAT AA>.CCACCAJ::NJ'rAAA~v:x:t.'TCC- • -11.GAAC-ACCGA"I't"C•'\G,\C./.CAN.. ":TI' 6 l 2 
f,84 G--AG:·:.·rMmcrM-n:-.cCAGG/\("",(>ATC'J'AJ\CT"ACG.\GCJl.OCI'l'An;ccACCJ\CC'T'CAMCOCAATCTCA.---ACCO--T:"l"GA'M"CACm.U.'M'A"M"l' 776 

401 400 
59<J TI"CCAO;AG,V,TMGt'AGAQ.."Tl...~A1"ITAJ\.~~'l'CI'CTC'n::MTCCTGGATA7TrAT 69e 
561 G7XACA':"l'C''C.'GCG'Tl'CAOCCC.AOCCAGCCCMTCTCCACC7CATGCOCMroo:-t'TccATGAICI KG IC ICOCC IAOCTA'M'--- -TCTTCAA"I71'CC 656 
401 400 
G 87 TrCC'J\AOJ\GMTAAATACl>.l::nTA T'M"CCTI'GTACTTM TCAATM'CCACTCl'GA.CC:Ac;A- -TAOACMOTATGAATC'I'- - • - - -A TGTI'CGATGTC'TAT 7'1 8 
'1:!6 (::-:-n:ACGTTCC'GCGl"rcN:k..."'CT:J\OC"CNJC'CCAATCTCCACC'TCATGGOCMTGGC"rí'CCA~1.CC"I'M'C'A':'CCTI'TOAOATr.CT 8.25 
63: C"l'/\1'1'.ll.l.-rA."\l::o:coGAAAL"'T\.-r~-..ccc.ACACM"CCC1'1'AüGC'l'C'OGC'M'AC'CGTA'l'OCm:X71":'AG 1:1 
5'J:! cr.c:AO.:;,\AAA-GAT::'A'l'OTC':"l'TGOTCA"í'C'GATTG/I. 627 
5'.J'.:i r.cTTAcocrcr."CcnTI'CCACCAGA-NXATCACCAC'::'AT':'ACCC'CJ\.ACCATOJCCT:'c.A.TG--cACC'C'l'CTOCC":'CA"r.ACC'MCCA"l'C?re 691 
63!. TC'lt:TCJ\I"C,\OC"CATC'I"CC"l""t"M'C:lCN\CATGlXn'oOTCTGTA1'CA.AGAAGATGATCCMTGO:MTGAGOAATCA~ 734 
6 ~ 8 CC/IC'CGCAAC':TCAN::'X.ATN::AN:rW:MCC/\OCI'CC.'TN.lAGAAAAATCAATCll/J.AcrAa:Jt::CrACMC'ITl'CCTAG 70 5 
f>:!i AT'l\'.",.,'.>A'I"I'GC.V.C,\C."CO.AA~/\CJUV\TAGGGTr"l'C'AACAACATTN:T~-OOTC'M'C'OCiTATCMAOAGT~ 7;::5 
6'i·l 1'\;.V\C"['Jl.A.\l.",\l."'t.U..:ACAGl.."'l'Gl\AACiV:'i;;lN..7-ACIV!l.XTL"GC,"\l.'"C,"ll.XJVJI'TCltl::rAATAATMTMTATCN.;>C,CATACM1'-""C'CMTL""t"TC;.,,;;MTCAT '153 
~:l • s:2 
6J5 ATCCAM.."I"CTGC',\AATGC03TATGATMTC'CAGTA~'l'CACTOC'GACAAAC~ACA"l":'CCAGG 7J4 
6J30CM'M'~ACATGAT~~~ 73:0: 
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f ragputLacAPl 
fragTbrPI 
fraqI'brAPJ 
fraqpuu.ucAG 
La e PI 
LocAPl 
AthSVP 
At.hPI 
At.hAPJ 
AthAPl 
AthANRl 
At.hAOLl!i 
At.hAGt.30 
At.hAGL27-I 
A<hAar.2 
AthAGI.15 
A<hAG 

fraqput.LacAPl 
frag't'brPI 
fraqTbrAPJ 
fraqput.LscAG 
t.scPI 
LocAPJ 
AthSVP 
Al.hPI 
AthA('J 
AthAPl 
AthANRl 
Ath.AOL6 
AthA.GLJO 
AthAGL27-I 
At.hAGt.2 
AthAGLlS 

"""" 
frn9put.t.: .. u:;l\t>l 
fragTbrrI 
fraqTbrAPJ 
fragputl..!lcM'.I 
l.SCPI 
L:iCll.l'l 
At.h!.V(> 
Athl'l 
AthAPJ 
AthAl'l 
11t.thAtml 
ALhAGl.6 
Ath.\Gt.JO 
AthAUl.:!7·1 
AthAGL:? 
AthAGt.15 
At.hAG 

... - ~ 699 crcTGT~MACMTGM.TCCATTO:.."'Mt:ATATA'MTl'l'C'M'C--MCTAQA'l'C'M'OC1'TCATCTAT'ITrITI'AMC'l'AA1Tt' 796 
657 ~T'l'l"l'ACCTT~----ATAGTATCAA'l"J'OCCrl'O'M'--AIWl i JCCJt:CCl lCJ 11 :U::O'CTICI'AA'M'a'rl'ACC 150 - ~ 779 CTC'I'OTCAAGATTClXGCTTCMCTAAACMTGM.TCCATI'CC'M'CATATATI'C'I'OC-----····-AAAO'M'CCATAA'I'CTO:C'rl'•••••--·----- 855 
826 TCAAATGMCATATATATCTATATC'TA'rl'GCATCC"l'roATATCCTCAM'roCMCA'l'TACCTAClGl IO::lQlCWWA'l'CTI'GA~TC 925 

- m - = 692 T'I'GAATAA 699 
735'l'T~TGA 768 - -7:26 'roAGl\CTM~ 759 
754 ATOAATCATCJ,,CC>.AN::Ol I'OCClCC JCC tCCICl lCC lCI IAC'I'CTrCOX'A'l'OC'TCAOal'OTATATI'CCMT'GM'I'C:.MlNlAGNJTA'?CATA'roAATO 853 = m 
735 ATOOA'I'CCTCTGA 747 
733 ~TCAOTCT/\O'lTI'NJCMA~AO 807 
~ ... - ~ 797~AU•••AAAA••••••••'IOTACT~TCQAA~~T 896 
751~~AC 779 - ~ 856---------~ANr~ 893 
926 AT'lTI'CA'M"I'C'I'cTl'O:ATA'rol'MTCOCOOTA'l'TQX1l'A1TI'CC'C1Tl'A'l'OCO'l'l"l'OTC1I"lTl'OCAAAATl"l'ATOATATQATG'I'CATGTO'rl'O 1025 

- m - = - ~ ~ ~ - -- -BS4GA~~~~TCTC95J = m - -- ~ ~ ~ - ~ 897 'I'C'OCCCTMIX;AOTC'OATCMTC 919 
~ ~ - ~ ~ ~ 

1026 ~ACTACJ1'COACOCO'l'TCACT~ATA~T 1125 

- m 628 627 - ~ ~ ~ - -- -9!>4M1't.-r-tc.'UAC'CMT~~'l"I'CTM 1014 
523 52:? - ~ - ~ 

"' 
trnqput.WicAPl 401 "º 919 traqTbrPI 920 
tn,qTbrAPl 780 179 

400 fr4gputt.scM1 
1.m:·rt 
~CAl'J 

Athsvr 
AthPI 
AthAPl 
AthAPl 
AlhANRl 
AthAOt.6 
At.hAGt.30 
AthAGl..27-I 
At.h/\GL2 
AthAGt.15 

"""" 

894 89] 
1126 OC'ATAOCTl'GAO'l'A'M'CTATACl'GTCACCTAAATNJNTCIJO 1166 

724 723 
628 627 
700 6H 
769 768 
706 705 
760 759 
uu uu 

523 522 
748 7'7 
808 807 
856 855 

---~ ____:_--·~- ___ __:;_ _______ ~_· 
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ClustalW (v1 A) Mulllple Allgnment Parameters: 
Open Gap Penalty :i: 10.0; Extend Gap Penalty= 5.0; Oelay Dfvergent = 40% 
Transltlans:. Welghle~ ' 

LscAP3 

0.1 

AthSVP 

AthAGL30 

AthAGL27·1 

lragputLscAG 

l-----.l.WOI....----- AlhAG 

'--------""'""'------~ AlhANR1 
AlhAGL15 

~----"-""""----- fragputLacAP1 

AthAP1 

.L-----....!OW<.lll:..-----~ AlhAGL2 

L-------"-"""'------- AlhAGL6 

~--"''""'"----Í--Jt.JUU-~ fragTbrPI 
._ _ _...,,...._ __ LscPI 

l-----"""""----- AthPI 

l . . 
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NJBOOTSTRAP,ABC ••• Paqe 1 
s8ndag 6 oktober 2002 20. 05 

Method: Nelghbor Jolnlng¡ Bootstrap (1000 reps); tle breaklng'Z::: Random 
Dlslance~ Klmura 2·parameter; Gamma correc11on Q, Olf -
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Capítulo 5: generalidades 
El presente capítulo es una compilación de la información básica sobre la embriología de T. brevislylis, 
incluyendo micro- y mcgagarnctog~ncsis, micro- y mcgaesporogéncsis, así como et<1pas más tardías del 
desarrollo de los gamctofitos. El trabajo de botánica estructural aquí presentado fué realizado en su totalidad 
por Silvia Espinosa-Matías en el laboratorio de Judith Márquez-Guzmán; aparece en la presente tesis (con el 
permiso correspondiente) por su relación reciproca con la interrretación que el autor ha hecho de los 
fenotipos florales hctcrotópicos hallados en esta especie de triurida (capítulo 3). El análisis de los grados de 
similitud entre las subunidades largas de los genes ribosomales de las dos especies de triuridales mexicanas, 
asf como de una matriz morfológica incluyendo varios terminales miembros de Triuridaceae (datos no 
publicados ni incluidos en In presente tesis), sustentaron la discusión entre S. E-M. y el autor que derivó en la 
versión aquí presentada, actualmente en revisión para su publicación en la revista Jnternational foumal of Plaut 
Sdc11ct•s. 

Embryology of Tritwis brevistylis (Triuridaceae) 
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Abstract 

Triuris breuistylis is a dioccious monocot \Vith ocassional bisexual flowers. The mate flowcrs have thrce sessile 
stnmcns. Thc young nnther is bithccal nnd 4-sporangiatc, as common in Triuridnceae, but the maturc anther is 
bitlwcnl .1nd 2-spor.1ngi.1tc with an cxtrorsc dchiscencc through a longitudinnl slit. The nnther \'lfn11 compriscs 
four IJycrs: nn epidermis, an cndotheciun1 with U-shaped wall thickenings, a middle lnycr and a sccrctory 
tnpctum. Thc microsporc tetrad has an isobilateral arrangement. Maturc pallen grains are oblate spheroidal, 
innperturate, intcctatc verrucatc with n thin cxinc and thick intine. Pallen grnins are shcd Js monads at the 3-
ccllcd stagc. In thc fema le ílowers the ovule is basal, nnatropous, tenuinucellate and bitegmic. The megaspore 
tetrad has a linear arrangcment and the embryo sac is monosporic of thc Polygonum type. The first division 
of thc zygotc is transvcrsc and the basal ccll forms a suspensor. Endosperm developmcnt is of the nuclear 
typc, aftcr which therc is n cellularization phase. Protcic bodics and non·soluble polysaccharides are reserve 
mnterinls in cndosperm cells. Achcne maturation is asynchronous with seeds that contain cmbryos with 
approximatcly 14 cclls nt dispcrsnl time. 

Keywords: embryology, floral morphology, reproductive blology, Triuridaceae, Triuris brevistylis 

lntroduction 

The order Triuridales is comprlsed by a single family, Trlurldaceae, and has been nssigned to a separate 
superorder on its own, Triuridiflorae (Dahlgren and Clifford 1982; Dahlgren et al. 1985). 

The Triurldaceae has been subdlvlded lnto two tribes, Sciaphlleae and Triurldeae (Giesen 1938; Maas 
and Rílbsamen 1986). Sciaphlleae Is comprlsed by Sciapliila Blume, Soridilwr Miers, Arrdruris Schlechter, 
Hyalisma Champ and Seyclrellaria Hemsley (GJesen 1938; Maas and R!lbsamen 1986; Rübsamen-Weustenfeid 
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1991). Thc tribc Triurideae indudes Triuris Miers, Peltophyll11m Gnrdner (Gicsen 1938; Maas and Rübsamcn 
1986; Rübsamcn-Weustenfeld 1991), Tri11ridopsis H. Maas & Maas (Maas-van de Kamer and Maas 1994) and 
Lacmidouia E. Martfnez & Ramos (Mans-van de Knmer and Weustenfeld 1998). Lacandoniaceae has been 
proposed as il new monotypic fnmily closely allied to the Triuridaceae (Martfnez and Ramos 1989). 
Nevcrtheless, thc morphological charactcr states observed by sorne authors in Lacmrdonia schismatica have not 
been considered to justify thc propasa) of a new family (Rübsamcn-Weustcnfeld 1991; Maas-van de Kamcr 
1995; Maas-van de Kamer and Weustenfcld 1998). 

Dueto thc variability in number and position of floral whorls present in Scinphíln nlbescens and Trittris 
hynliua, it has bcen argucd that the invertcd placcmcnt of the sexual organs in Lacandouin schismatica could be 
intcrprctcd as onc among othcr comparable floral variations. In this way, it has becn suggcstcd that 
nltcrnntivcly to thc proposals of Lacandonia as a separatc genus, thc specics could be includcd cithcr in 
Scia¡1!1ila, bccause of the sharcd prcscncc of bisexual flowers, or in Pcltopltyll1mt, givcn thc similarities in shape 
and number of tepals (Rübsamen-Weustenfold 1991). 

The Triuridaceae is a fomily of small, saprophytic and mycoheterotrophic plants (Maas 1988; Maos and 
Maas-van de Kamer 1989). These plants occur throughout the tropical and subtropical regions of the Old ond 
Ncw World (Maas 1979; Maas and Rübsamcn 1986; Maas-van de Kamcr and Wcustenfeld 1998). Howevcr, it 
has also bccn rccordcd in cloud forcsts (Maas nnd Rübsamcn 1986). Triuridaceac grow mostly on leaf mold, 
forcst littcr, rotten wood or, rilrely, in tcrmitc nests (Tomlinson 1982; Ma;¡s and Rübsamcn 1986). 

Thc gcnus Triuris is compriscd of T. alntn Brndc, T. hcxop!Jtl1a/111a Mnas, and T. hyaliua Miers. Thc latter 
has bccn includcd as synonymous of T. brcuistylis J.D.Smith, T. mnjor Poulscn and T. mycenoides Ule (Giescn 
1938; l\foas and Rübsamen 1986; Riibsamcn-Weustcnfcld 1991). Howevcr, tvtartíncz (1994) analyzed samplcs 
collccted by van Türckheim, (No 1384 fcmalc flowcr !Holotypc), as wcll as material from both sexcs obtained 
from cxtcnsivc collcctions pcrformcd during fivc years at tite Lacandon rainforc.st, in sitcs adjaccnt to thosc 
visitcd by this author with thc same dimatic, physiographic and floristic charactcristics. According to his 
obscrvation, carpcllate flowcrs are vcry similar in ali species. This is particularly clear in samplcs from 
herbaria. In turn, this author has argued, that malc floral morphology is a useful criterion to decide on thc 
taxonomic stíllUs of thesc triurid specics. Focusing on the sizc and shnpe of the androphore, in the same 
manner as Maas and Rübsamen (1986), he concluded that T. brcuisty/is and T. llyali11a should be considered as 
a scparate specics. 

Thc aim of this rcscnrch is to describe in dctail the cmbryology of the fcmalc nnd malc flowers, 
including pollcn morphology, and seed morphology of T. breuistylis, in order to contribute with new 
embryological charncters states far this spccies. This information could be uscful in subsequent systematic 
studics. 

Materials and methods 

Plant material 

Materials were collectcd from a population of Tri11ris brevisty/is growing In the locality of Naha (16º57.716'N, 
91°35.583' W and 16°57.723' N, 91°35.736' W). This site belongs to the deciduous Lacandon rainforest, located 
in thc statc of Chiapas, Southeastern Mexico. Thc plants werc found in association with Quercus. Vouchers of 
T. brcvistylis are deposited at the Herbarium of the Universidad Nacional Autónoma de México (MEXU): E. 
Martfnez S. 21864 (MEXU 917742); E. Martfnez S. 21920 (MEXU 917961). 

Microlcchniqucs 

Floral buds, anthctic and ~ost-anthctic pistillate, staminate and hcrmaphroditic flowers wcre collected and 
fixed in the field in FAA (formalin, acetic acid, 96% ethanol, water 2:1:10:7). After dehydration in a graded 
cthanol series, the silmples werc cmbcdded in paraplnst and resine }0-4, and scctioncd with an AO rotatory 
microtome and with a Sorvall MT2-B ultramicrotome, rcspectivcly Uohansen 1940; Ruzin 1999). Sorne sections 
of the material embedded in paraplast werc stained with aniline blue for observation with a fluorescencc 
mlcroscope, while other sections were used to perform histochemical tests Oohansen 1940; O'Brien and 
McCully 1981; Ruzin 1999). Resine J,-4 sections were stained with toluidine blue (Ruzin 1999) for observation 
with an Olympus BH-2 photonic mlcroscope. 

Transmission clcctron microscopy 

At the site of collectlon sorne mature anthers were fixed in 5% glutaraldehyde + 4% paraformaldehyde + 0.1 
M s-collidine buffer, pH 7.2 at 4° C, dehydrated In a graded acetone series, embedded in resine Epon 812 
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(Bozzola and Russell 1999) and sectioned with a Sorvall MT2-B ultramicrotome. Ultrathin sections of the 
pallen grains were stained with uranyl acetate followed by lead citrate and exnmincd with an EM-10 Zeiss 
transmisslon elcctron microscope (TEM). 

Scanning electron microscopy 

Fruits, seeds and pallen grains airead y fixed in FAA were dehrdrated in a graded ethanol series and critica! 
point dried using liquid ca, in the CPD 030 Balt-Tec critica point dryer. The sampies were mounted on 
aiuminum stubs using carbon double tape and coated wlth approximately 200 nm of gold by means of a 
Dentan Vacuum Desk II. Observations were carrled out wlth a Jeol JMS-35 scanning electron microscope 
(SEM). 

Results 

Field observations 

Triuris brevistylis Is a dloecious, saprophytlc and mycoheterotrophlc plant that grows on forest lltter, rotten 
wood ar shady grounds where dead leaves accumulate. The relative humldity of the rainforest areas where T. 
brevistylis is found is amounts to approximately 90%. 

Each year during field work, between September and October, most of the population was composed 
mainly by inflorescence axes with floral buds and female flowers at different developmental stages, including 
a fcw nnthctic ílowers. Wc found many fomale flowers but very few males, occurring in an approximate ratio 
of 100:1. During October and November, most of the female flowers were al anthesis and most of them had 
fruits at different developmental stages. Again, very few maie flowers were present, if al ali. By the end of the 
fruiting season, thc femnlc ílo\ ... •ers wcre scarce and the few that were still present had the fruits adhered to 
the rcccptaclc. Thc last fruits werc colcctcd on January and the male flowers were practically gane at this 
time. Flowers with carpcls nnd stamcns ocurring in the same receptacle were very scarce and sometimes were 
nbsolutcl}' abscnt frorn thc populntion. 

Floral morphology 

Thc malc flowers are trimcrous, with tlucc rcflcxcd triangular tcpals in one whorl. The tcpnls have a long 
cnudntc npcx (Fig. 1.1). Thc androphore is a flcshy, hynline, central column of sterile tissue with wing-likc 
tissuc cxtcnsions nt its apcx. Theo androccium consists of thrce sessilc nnthcrs placed nt the base of thc 
androphorc, altcrnnting with thc tcpllls (Fig. 1.2). Anthcr epidcrmnl tissuc is conspicuously papillosc and the 
nnthers dchiscc cxtrorscly through n longitudinal slit (Fig. 1.3). Thc young nnthcrs are bithccal and 
tctrm•poran~iate (Fig. 1.4), but thc scptum bctwccn thc pollen sncs of cnch thecn dcgencrntcs just prior to 
anthcsis. Thcrdorc, thc pallen Siles of c¡¡ch thccae becomc connccted, lending to thc formiltion of 
bispori'lngfr,tc mature anthcrs (Fig. 1.5 ). 

Thc Íl.'111.llc flm\'l.•rs .irl.' trimcrous too. Th(.• pcrigonc hils thrce tri•mgulnr tepills, l.'ou:-h l.'nding in a slwrt 
cmllfatc apex. Thc apocilrpous gynoccium has npproximatcly 350 carpcls (l:¡g, 1.6). Thc stylc is distal on thc 
cnrpcl, and along with thc stigmntic rcgion it is formed by pnrenchymn and epidermal cclls (Fig. 1.7). The 
stigmntic region is not structurally differcntiatcd (Fig. 1.8). During nnthesis the hypodermal cclls of thc 
rcccptaclc of thc fcmalc flowcrs secrete an accumulating mucilaginous substancc that contains non-soluble 
polysacchnridcs and protcin. This substnncc disappcars during In ter stagcs in the maturation of thc fruits. Thc 
vnscular bundlcs rcnch the ílornl rcccptaclc, but thcy do not touch ncither thc carpels nor the ovules (Fig. 2.9). 

Anlher wall dcvelopmcnl 

Male floral mcristcms and tepals nrc protcctcd b)• a 2-3 lnycred brnct. Tcpals are thc first floral whorl to 
diffcrcnti¡¡tc (foig. 2.10). Thc archesporial tissuc is dclimited by a unistratificd epidermis. Primar)' parietal 
laycr and sporogcnous tissuc are thc result of pcriclinal divisions of archcsporinl tissue cclls (Fig. 2.11). 
Subsequcntly, thc primary parietal laycr divides pcriclinally to originntc an outer and an inner secondnry 
parietal laycrs. Thc forrncr diffcrentiates into thc cndothedum, wherens the inner laycr divides agnin in a 
periclinnl rnnnncr, giving rise to the middle layer and to the secretory tapetum (Fig. 2.12). Anthcr wall 
development thcrcforc corresponds to the monocotylcdonous type, rcsulting in thc formation of four 
monostrntified layers: nn epidermis, nn endothecium, a middle Jayer, which disappears early and an uni .. to 
binuclente tnpctum (Fig. 2.13). Al thc free microspore stage, anther wall is comprised by the epidermis and 
the endothccium because the middle lnyer and tapctum become flattened and closely crushed against the 
endothecium (Fig. 2.14). At the 3-nucleate pallen grnin stage, endothecial cell presents U-shaped wall 
thickcnings, which are abscnt from the stomium (Fig. 2.15). 
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Micrasparogenesis and micragametagenesis 

During dcvl'lopmcnl of thL• .-tnthcr wall, thc mkrosporc mothcr cclls hnvc intense mch.llit: il\.·tivity (Fig. 2. lí,). 
Thcse cells are surroundcd by the tapctum, which by then has achieved its maximum sizc and amount of 
cytoplasmic contcnt. At this stage, the anticlinal and internal walls of the tapetum ha ve disappeared, allowing 
the formation of cytoplasmic bridges (Fig. 2.17). 

Isobilatcral microsporc tctrads arise as a result of successive cytokinesis cycles. At this stage, the 
periclinal walls of thc sccrctory tapcturn bccomc thinner nnd their cytoplasmic content is deposited in the 
microsporangial cnvity (Pig. 2.18). Also, uninuclcatc microspores have already developed ornaments in thc 
exine nftcr the cnllose wall hns degencrated (Fig. 3.19). The first mitotic division gives rise to the generative 
and vegetative cells (Fig. 3.20), and mitotic division of the former produces two sperm cells (Fig. 3.21). 
Although the pollen grnins are shed as monads al thc 3-celled stage through the stomium (Flg. 3.22), pre
gcrmination stngcs of nu1turc pallen grains inside the microsporangial cavity can be obsenred (Fig. 3.23). 

Mature pallen grain marphalagy 

Maturc pallen grnins Jre oblate spheroidal, innperturatc, 20-25 µm in diamctcr, and thc exine is intcctate 
vcrrucate (Fig. 3.24). Sorne polleo grains showed arcas with exine detachment (Fig. 3.25). TEM photographs 
show a very thin exine and a thick intine that Is evenly distributed ali over the pallen grain (Fig.3.26). 

Megasparogenesis and megagametagenesis 

Female floral meristems and tepals are covered by a 2-3 layered bract (Fig. 4.27). The merlstem grows 
asynchronously forming lobulations of tissue that will develop into unilocular carpels (Fig. 4.28). In the 
carpe! primordia, the nuccllus curves in opposite direction to the ovary wall that endoses it. The archesporial 
ccll is conspicuous duc to its large size, its denser cytoplnsm and prominent nucleus. The nrchesporial cell acts 
directly as ~ie megaspore mother celi, and shortly aíterwards, integuments primordia begin to develop (Fig. 
4.29). The megaspore mother cell elongates and together with the nucellus, become surrounded by outer and 
inner 2-IJycred integuments. The inner integument forms the micropyle and thcn degenera tes, while thc seed 
is developing (Fig. 4.30). 

The megaspore mother cell divides melotically and gives rise to a linear megaspore tetrad (Fig. 4.31). 
The threc micropylar megasporcs degeneratc whereas the chalazal one remains as the functional megaspore 
(Fig. 4.32). The first mitotic division of the functlonal megaspore results In a binucieate embryo sac and the 
nuciei migrate to the micropylar and chalaza! pole (Fig. 4.33). Two mitotic cycies occur subsequently forming 
a tetra·(Fig.4.34) and octonucieate coenocytic embryo sac (Fig. 4.35). At the ending af the cellularlzation phase, 
the nucclius has been reabsorbed and a 7-celled embryo sac of the Polygonum type Is formed (Fig. 5.36). 

Seed development 

Thc sccd coat is formed only by thc outer integument. The testa is differentiated into an endotesta and an 
exotesta (Fig. 5.37). Endotestal cells are big, mostly at the micropylar region. Their cytoplasm has tannins and 
non-soluble polysaccharidc inclusions. In contrast, exotestal cells are smaller thnn thosc from thc endotesta, 
only somc of thcm having non-soluble polysnccharide inclusions, and none having tannins (Fig. 5.38). 

Endosperm development is of the nuclear type. During the first divlslons, nuclei are attached to the 
embryo sac wall (Fig. 5.38). Afterwards, there is a celiularization phase and the endosperm consists of large 
cclls with conspicuous nuclci and a dense cytoplasm with proteic bodics and non-soluble polysaccharides as 
reserve materials (Fig. 5.39), whereas cellulose and non-soluble polysaccharides were the reserve materials 
observed in wali thickenings of the endosperm cells. These are separate from the seed coat by the nucelius 
and inncr integumcnt cuticulcs (Fig. 5.40). 

A ciump of cells resulting from the divisian af the outer integumentary cells in the chalaza! region af 
the ovule forma chalaza! cap (Fig. 5.41). These cells dye positlvely wlth anllin blue lndicating the presence of 
calloso (Fig. 5.42). 

Remains of the polleo tube occur on the micropyle region suggesting fecundation of the porogamic 
type. A 3-celled linear proembryo indicates that divisions at the beginning of embryogencsis are exclusively 
transverso (Fig. 5.43). Thc basal ccll undergoes a transversal division and forms a 3-4 celled suspensor (Fig. 
5.44). Further transversc and longitudinal divisions occur, glving rlse to nn undifferentiated embryo of 
approximately 14 cells. At thls stage, the suspensor cells were not observed any more (Fig. 6.45). The seed is 
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brown, ovoid and the surface of the seed coat is rcticulate and composed of rectangular cells. The extemal 
anticlinal walls and the cuticle are smoolh (Fig. 6.46). 

Fruit 

The dlspersion unlt is nn achene which develops nsynchronously depending on its posltlon on the receptncle. 
Achenes placed ni the center of the receptacle are the first to ripe (Flg. 6. 47). Pericnrpnl epidermis is reticulate 
and deeply depresscd. The style Is persisten! until the time of nchene dispersa! (Fig. 6.48). 

Discussion 

The nvallable informntion about the reproductive nspects of the lifc history of Triuridnceae is complled In the 
works ofTomlinson (1982), Dnhlgren el al. (1985), Mnas and Rübsamen (1986), Rübsamen-Weustenfcld (1991), 
Maas-van de Kmner (1995) and Maas-van de Kamer and Weustenfcld (1998). 

As in T. l1cxop/Jthalma, T. hyalina and other species of thc Scinphileac (Maas and Rübsamcn 1986; 
IWbsarncn-Weustcnfcld 1991), anther wall development of the monocotyledoneous type is present in T. 
brt'Vistylis. Howcver, thc corrcsponding cha meter statc in T. alata is unknown (Rübsamen-\.Vcustenfcld 1991). 

The foct that the scptum betwecn the pallen sacs of each thcca degenera tes early in floral dcvelopment 
may be the cause of incorrcct interpretiltions of thc numbcr of pollcn sacs in the anthcrs of TriuridilCCilC, 
where putativc bisporanginte, tctrasporangiate and even trisporangfotc conditions have been reported 
(Tornlinson 1982; Dahlgren et ai.1985; Maas and Rübsamen 1986). In T. brevistylis, the dcgeneration of the 
septum bctwecn thc pallen Siles in cach thcca occurs bcfore anthesis, and at this stagc ocurring the anthers 
hnve a single cavity in CilCh theca. Thc issue rcgarding thc number of pallen sacs in each thcca in anthcrs of 
pre-anthetic flowcrs needs to be rcinvestigated in detail for othcr Triuridaceae, in the context of our discovery 
of the early degenerntion of the scptum bctwecn the pallen sacs of cach thcca. 

Periplasmodial and secrctory tapetum, as well as intermediate forms, were observcd in Triuridaceae 
(Maas nnd RUbsamen 1986). The former is present predominantly in Sciaphileae and the second one in 
Triurideae (Rübsamen-Weustenfcld 1991). We hove found that in T. brevistylis, n member of the Triurideae, 
the tapctum is cxclusively secretory, since the intermediate forms recordcd in T. llexopl1tllalma, T. hyalina and 
A111/r11ris cf. a11daje11sis (Sciap/1i/a arfakia11a) (Maos ond Rübsamen 1986) were not observed. Cytoplasmic bridges 
among tapetal cells have not bcen prcviously described for Triuridnccae, but they have becn documented in 
Lnca11do11ia scllismatica (Márquez-Guzmán et al. 1993). 

Isobilateral microsporc tetrads occur in T. brevistylis, a charactcr statc also present in S. albescc11s, S. 
purpurt•a, S. rubra and T. lie:ropl1tltalma (Rilbsamen-Weustenlcld 1991), whereas the decussate microspore 
tetrnds have bcen observed in S. albescens and Scycl1ellaria madagascari'eusis. Observations regarding the tetrad 
stoges far T. a/ata, T. hyali11a and other species in the fomily Triuridaceae have not been reported yet 
(Rübsamen-Weuslenfold 1991; Maas-van de Kamer 1995). 

The results from our palynological observations for T. brevislylis coincide with published information 
on T. /1yali11a (Rlibsamcn-Weuslenícld 1991), but differ from previous reports on proiate monosuknte pallen 
grnins of T. llc:rophtlmlma and Sciaphila nnd other mcmbers of Sciaphileae (Dahlgren et ni. 1985; Maas and 
Rübsomen 1986; Rübsamcn-Weuslenfcld 1991). 

Pallen grilins with a thin exinc or with exinc formed only by a few strata are known in 30 families nnd 
13 ordcrs of monocotylcdons, among which Triuridaccae is includcd (Krcss 1986). In this way, thc prescncc of 
il \'ery thick intine covercd by irregularly sculpted thinner exinc in Seycl1ellaria africana and sorne specics of 
Scinpl1ila has bccn intcrprcted ns an apcrturoid zone (Rübsamen-Weustenfeld 1991). In contrast, it is 
impossiblc to distinguish an cvident aperture in Amlr11ris cf. m1daje11sis (Sciaphila arfakiaua). but there is il 
dccrcase in dcnsity and ornamental dcgree of exinc that contrasts with the highly thickened intinc (Erdtmnn 
1952; Wirz 1910). The pallen grains of T. brc«istylis presenta very thick intinc all over the pallen grain anda 
thin cxinc, which dctaches eilsily. Becausc of this, wc suppose that the functions of protection, dispersion, 
harmomcgathy and rccognition, which usually corrcspond to the exine, are assumcd by thc intine. 

Embryo sac development is monosporic ilnd of thc Polygonum type in Scinphileae, whereas in species 
of Triurideac e\•idcnce allows an interprctation of cmbryo sac dcvclopmcnt as corresponding to the Fritillaria 
type (Rübsamen-Weustenfeld 1991; Maas-van de Kamer 1995). lt is likely that T. hyali11a and T. /1cxop/1tha/111a 
exhlbit this kind of embryo sac de\'elopment (Rübsamen-Weustenfeld 1991). Even though T. brcvistylis 
belongs to Triuridene, this species hils a lincilr megaspore tetrad, nnd according with the developmental 
sequencc observed in the present investigation, we conclude that embryo sac devclopment is monosporic of 
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the Polygonum typc, as in Sciapl1ila albesce11s and Soridium sprucemmm (Maas and Rtlbsamen 1986; Rübsamen
Weustenfcld 1991). 

Mature seeds of sorne Triuridaceac ha ve ccll remnants from thc inner integument, characterized by thc 
presence of tannins in the chalaza) region (Maas and Rübsamcn 1986). A different condition is found in T. 
brevislylis, wherc tannins Jrc prcscnt only in the endotesta and pericarp. Besides, the chalaza! cap origina tes 
from the outer intcgumcnt and only the inner integument cuticle is present. 

Rlibsarnen-Wcustcnfcld (1991) rccorded starch in inrnature seed, which disappears continuously 
during secd maturation in Triuridcae. Besides, this author rccorded oil in the ccll lumina. In contrast with 
thosc results, ncither lipids nor Stólrch wcre found by us at any dcvclopmcnt<ll stage of thc seed of T. 
brevistylis. Jnstcnd, m<lturc sceds of this spccics prcsent protcins, non-soluble polysnccharides and cellulosc as 
majar reserve mntcrials. 

Sex-allocation arguments prcdict malc-biased sex ratios in dioecious spccies (Willson 1983). However, a 
female-biascd scx ratio was observcd in T. brevistylis (ca. 100 fornalc:l male). lt is passible that bisexual 
flowers may cantribute with pollen to double fcrtilization. Among thc Triuridaceae, doublc fertilization has 
been obscrvcd only in Snridium spruceamm (J~übsamcn-\.Vcustenfcld 1991). In T. brevislylis, a doublc 
fcrtilization pracess was not dircctly obscrvcd but the occurrcnce of pollcn tubc remnnnts on thc micropylc, 
besidcs an cndaspcrm, suggest that sexual rcproduction takcs plilCC. lt shauld be notin·d that until this 
moment we havc not observed thc starting point for assaciatian bctween mycorrhyzic fungi and thc 
fruit/secd. J-lowever, it is most likely th<it this physiologicnl rclationship is of impartance during gcrmination 
and /ar thc establishment of sccdlings. 

Even though thc specics of Triuris havc bcen rcportcd as bcing dioccious (Gicscn 1938; Jonker 1943; 
Dahlgren et ni. 1985; l'vtans and Rübsamen 1986; .rvtaas <ind Mans 1987; Maas 1988; Maas and Mans-vas de 
Kamer 1989; Rübs¡rnu~n-\Vcustcnfcld 1991; MailS-Viln de Kamer ilnd Wcustcnfeld 1998), fcmale flowcrs of T. 
lryaliua from Suriname sometimcs havc thrcc st;.iminodes sunken into the receptaclc altcrnilting with pcrianth 
segments (Jonker 1943). Otherwisc unisexual flowcrs of T. hyalina with many carpels and two or thrce 
stnmcns thcrdarc bisexual, havc also becn abscrvcd (Rübsamen-Weustcnícld 1991). Thc production of 
bisexual flowers alang with the occurrence of carpcllatc and staminate ílowcrs has been documented in T. 
[Jretiistylis (tvlartínez 1994, Vergarn-Silvil et al. 2002). Inflarescences bearing thesc flowcrs wcre found to be 
vcry scarcc during our field work. Initial cmbryalogical results suggcst that both scxcs are functional; 
howcvcr, it is still ncccssary to pcrform detailed studies rcgarding morphological and structural aspccts of 
biscxunl flowl!rs (e.g. arrangcmcnt and fertility of anthcrs and carpcls, as well as ccological-papulational 
nnalyses of thc distribution of thcsc. A detailed study of thc rcproductive anntom)' of thcsc bisexual flowers is 
currcntly in progrcss. In spite of thc flornl variation alrcady rccorded for Seyclrcl/aria (Hcmslcy 1907) Sciaphila 
Uonkcr 1943), T /1m•i<tylis (Martfncz 19941 Scia¡1/1ila albescens nnd T. l1y11/i11a (Rübsamen-Weustcnfcld 1991; 
rvtails-vm1 de Kamer 1995), is5ues re~arding thc \•iability or functianality of carpcls nnd anthers are not 
mcntioned in thosL' studies. 

Dicringcr and Cilbrcr.1 (1994) considered that a pallen grain has gcrminated when the length of the 
cytoplasmic milterial corning out of thc pallen grnin is equal or larger than thc día meter of the pallen grain. In 
T. l1n•Pistylis, thc abservcd cytoplasrnic cxtcnsians werc shorter than the diamcter of the pallen grnin, and 
thcrcforc, nccording to thc previous dcfinitian, the pallen grain perhaps only undergoes the initial phases of 
germinntion. Ncvcrthelcss, the occurrcnce af pollen grains in a pre-germination phase in T. breuistylis is 
particularly significant considering the pre-anthesis cleistagamy proccss documented in L. sc11ismatica, where 
pallen grains gcrminntc insidc thc anthers of pre-anthetic flowers and the pallen tube grows through the 
ílornl rcccptncle into thc carpels to fertilizo thc ovules (Márqucz-Guzmán et al. 1993). The finding of flowers 
af T. bretiistylis with stamens nnd carpels on thc same receptacle (Vergara-Silva et al. 2002) and the presencc of 
pallen grains in a pre-gcrmination phasc in male flowcrs may be rclated to the cvolution of specics with 
hermaphroditic flowers, thraugh changcs in the reproductive system. The questian of thc similarity between 
thc floral morphalogy and rcproductivc processes in T. brt:vistylis and L. sclzismalica should be addressed in a 
broad evolutianary contcxt. A detailed discussion of possible developmental-genetic and microevalutionary 
scenarias for the origin of L. schismatica from Triuris-like ancestors is given in Vergara~Silva et al. (2002). 

Based on the liternturc regnrding embryological information for T. hexophthalma, T. /1yali11a and T. a/ata 
(Moas nnd Rübsnmen 1986; Rnbsnmen-Weustenfeld 1991; Maas-van de Kamer 1995), andas a result of this 
investigation, we suggcst that the cmbryolagical fcaturcs of T. brevislylis should be considcrcd the best known 
for the genus and the family Triuridaccae. . 
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Figure legends 

Figure l. Floral morphology of Triuris brevistylis. Fig. 1.1, Male flower showlng three reflexed tepals (TP) with 
long caudate apexs (CA). Bar= 1.8 mm. Fig. 1.2, Fleshy and hyaline androphore (AD), the arrows mark wing 
like tissue extension at lts apex. Bar = 0.51 mm. Fig. 1.3, Anther (AN) showing extrorse dehiscence by 
longitudinal sllt and papillose epidermis. Bar= 155 µm. Fig. 1.4, Tetrasporangiate young anther, the arrow 
lndicate the septum. Bar= 119 ¡1m. Fig. 1.5, Bisporangiate mature anther without septum between pallen sacs. 
Bar= 119 ¡1m. Fig. 1.6, Femalc flowcr showing apocarpous gynoccium and tepals (TP) with short caudate 
apex (CA). Bar= 1.1 mm. Fig. 1.7, Longisection of the carpe! showing style (S) terminal. Bar= 80.5 µm. Fig. 1.8, 
Carpcls showing glabrous stigmatic zonc (ST). Bar= 10511m. 

Figure 2. Light micrographs of thc anthcr wall development and microsporogenesis. Fig. 2.9, Longisection of 
female flowcr showing vascular tissuc and mucilaginous ducts (MD) in the receptad e (R). Bar= 10.2 µm. Fig. 
2.10, Longisection of male floral bud showing floral meristem, tepals primordio (TP) and 2-3 Iayered bract (B). 
Bar= 53 ¡1m. Fig. 2.11, Young anther with primary parietal (PP) !ayer and sporogenous tissue (SS). Bar= 20 
¡1m. Fig. 2.12, Periclinal division of the inner secondary parietal !ayer (SI'). Bar= 39 µm. Fig. 2.13, Young 
anther wall showing epidermis (El'), endothecium (ED), middle layer (M) and tapetum (T). Bar= 26 ¡1m. Fig. 
2.14, lfomains oí middlc layt..•r omd tapctum (arrow) flattcncd and crushcad to thc cndothccium (ED). Bar= 14 
11m. Fig. 2.15, Maturc anthcr wall showing epidermis and cndothccium (ED) with U-shapcd wall thickcnings. 
UJr == 11 11111. Fig. 2.16, Microspon.• rnothcr cclls (MM) in mciosis. Bar= 48 11m. Fig. 2.17, Cytoplasmic bridgcs 
(arro\\') ;unong tapdill cdls. Uar == 911m. Fig. 2.18, Jsobilatcral microspore tetrads (arrows). Bar= 26 ~1m. 

Figure 3. Microgamctogcncsis and pollcn grain morphology. Fig. 3. 19, Free uninuclcatc microspore with 
ornamcntcd cxinc (E). ílar = 6 11111. Fig. 3.20, Pollcn grain showing vcgctative and genera ti ve cell. Bar= 6 ~1m. 
Fir,. J.:!t, J-cl'lll•d p~tllt..'n r,r.ün. U.u,,..') 11111. Pii;. 3.2:!, 3-cdlt..•d pollt..•n grain shcd thruugh lht..• stnmium. B.1r..,. 18 
11111. Fig. 3.2.1, Pollcn gr.iin in prc-gcrmination stagc insidc of thc pallen sacs. Bar = 12 11111. Fig. 3.24, Oblatc 
~phL•ruidi!I, inapl.1 rtur.1lL', intl.·ctatc vcrrugntc pollcn grain. Uar = 5 11m. Fig. 3.25, J>artial cxinclcss (;irrow) 
pollcn gr;iin. Oar.,,. 2 11111. Fig. 3.26, TEM photograph showing thin cxinc (E) m1d thick intinc (1) cvcnly 
distributcd .111 O\'cr the polkn grain. Bar= 0.511111. 

Figure 4. Mcgasporogcncsis and mcgagamctogcncsis. Fig. 4.27, Fcmalc floral mcristem surroundcd by 
primordia of thc tcpals (TP) and bract (U). Bnr = 110 11m. Fig. 4.28, Rcceptaclc (R) showing ovarics primordia. 
Bar= 83 µm. l~ig. 4.29, Nuccllus tissuc ;ind mcgasporc mothcr cell cnclosed by ov01ry wall (O\V). Bar= 4111m. 
Fig. 4.30, Ovule showing e longa te mcgasporc mothcr cell and outcr (OI) and inncr (JI) 2-laycrcd intcguments. 
Bilr = 29 µm. Fig. 4.31, Linear megasporc tctrad. Bar= 20 ¡1m. Fig. 4.32, Functional mcgasporc (FM) in chalaza! 
region, the arrows indicate mcgasporcs degcneratc. [far= 1611m. Fig. 4.32, l3inuclcatc cmbryo sac. B01r ==- 20 
11111. Fig. 4.3..J, Tctranuclcate cmbryo sac. Unr = 2011m. Fig. 4.35 Octanuclcatc cmbryo sac. Bar= 2911111. 

Figure 5. Embryo sac .111d secd morphology. Fig. 5. 36, 7-ccllcd cmbryo sac showing antipodal ccll (A). central 
ccll (C) with two polar nuclci fusc and cgg apparatus (EG). Bar= 24 11m. Fig. 5.37, Trnnscction of secd 
showing rcmnants of inncr intcgumcnt (nrrows) and cndotcsta (EN) with tannins and non-soluble 
poly.s.1charidc.s and cxotcsta (EX) with non-soluble polysacharidcs. Bar = 25 11m. Fig. 5.38, Free cndospcrm 
(EC) nuclei and big ceils of cndotesta (EN) toward micropylar region. Bar= 40 ¡1m. Fig. 5.39, Cellular stage of 
cndospcrm (EC) thc arrow indicatc rcmnants of inner integumcnt cuticlc at the micropylar region. Bar= 61 
¡1m. Fig. 5.40, Endosperm showing protein bodies and non-soluble polysacharides and externa! wall cell thick 
and inner integumcnt and nucetla cuticles (arrow). Bar = 9 11m. Fig. 5.41, Chalaza} cap (CC) and endotesta 
(EN) with non-soluble polysacharides (arrow). Bar = 24 ¡1m. Fig. 5.42, The chalaza! cap (CC) showing 
íluorl.'SCl.'ll('l.'. 11.ir = 6811111. Fig. 5.43, 3-cl.'llcd lilwar procmbryo and remnants of thc pollcn tubc (nrrow). Bar= 
1611111. Fig. 5.44, Suspcnsor and cmbryo propcr. Bar= 1911m. 

Figure 6. Fig. 6.45, Undifferentiated embryo. Bar= 121 ¡1m.Fig. 6.46, Seed. Bar= 54 µm. Fig. 6.47, Receptacle 
with ripc fruit in their centre. Bar = 590 11m. Fig. 6.48, Achene showing reticulate epidermis and style 
pcrsistcnt Bar = 64 11m. 
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MADS-box gene evolution beyond flowers: expression in 
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Summary 

MADS-box genes encade transcrlptlonal regulators lnvolved in diversa aspects of plant development. 
Here we describe the cloning and mRNA spatlo·temporal expresslon patterns of five new MADS-box 
genes from Arabldopsis: AGL16, AGL18, AGL19, AGL27 and AGL31. These genes wlll probably become 
important molecular tools for both evolutlonary and functlonal analyses of vegetotive structures. We 
mapped our data and previous expression patterns onto a new MADS-box phylogeny. These analyses 
suggest that the evolution of the MADS·box fomlly has involved a rapid ond slmultaneous functional 
diversification in vegetativo as well as reproductivo structures. The hypothetical ancestral genes had 
broader expresslon patterns than more derivad ones, which hove been co-opted for putativa speciallzed 
funclfons as suggested by thelr expression patterns. AGL27 and AGL31, which are closely related to the 
recently described flowering-time gene FLC lpreviously AGL251, are expressed in most plant tissues. 
AGL19 is speclfically expressed in the outer layers of the root meristem !lateral root cap and epidermis) 
and In the central cylinder cells of mature roots. AGL 18, which Is most similar In sequence to the 
embryo·expressed AGL 15 gene, Is expressed In the endosperm and in developing male and female 
ga01etophytes, suggesting a role for AGL 18 that Is dlstlnct from previously characterized MADS-box 
genes. Finally, AGL 16 RNA accumulates In leaf guard cells and trichomes. Our new phylogeny reveals 
seven new monophyletlc ciadas of MADS-box sequences not speclfic to flowers, suggesting that 
complex regulatory networks lnvolving severa! MADS·box genes, similar to those that control flower 
development, underlie development of vegetativa structures. 

Ke'(Vlfords: MADS-box, endosperm, guard cells, root, trlchome, Arabidopsis. 

lntroductlon 

Transcriptional rcgulators play important roles in devel· 
opmental pathways ISchwechheimer and Bevan, 1998), 
and changos in them are likcly to be key molecular 
determinants of the morphological cvolution of plants 
and animals IDoeblcy and Lukens. 1998). Phylogonies and 
ancestral character reconstructions of developmental 
regulators. such as the one presentad here, provide the 
historical framework far studies of the evolution of devel· 
opmental genetic pathways and give useful clues about 
the molecular basis of morphological evolution, thus 
linking tne fields of development and evolution 
(Purugganan, 1998). To this end, complete phylogenies 
of these regulatory multigene familias for model systems 

are fundamental for comparative an<1lyses and interpret
ations of sequences from other species. 

1;. 2000 Blackwell Science Lid 

The MADS-box gene family encades transcription 
factors involved in diversa biological functions in 
eukaryotes {Riechmann and Meyerowitz, 1997; Shore 
and Sharrocks, 1995). In plants these genes play central 
roles in flower and fruit development !Bowman eta/., 
1999; Weigel, 19951. Other MAOS-box genes are 
expressed in vegetativa tissues, ovules and embryos, 
suggesting that this family of genes plays diversc roles 
throughout plant development (Colombo eta/., 1995; Ma 
eta/., 1991; Rounsley eta/., 1995; Zhang and Forde, 
19981. 
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We report the isolation, chromosome mapplng and 
mRNA in situ expression profiles of five new MADS-box 
genes from Arabidopsfs thaliana. Our data suggost that 
these genes play novel regulatory roles in guard colls, 
trichomes, roots, pallen and cndosporm. and thus mny 
prevido useful markers far furthcr functional and cvolu
tionary nnalyscs. Expression data mapped anta a ncw 
MADS·box phylogeny rcveal now ciados that group genes 
with similar expression patterns, mostly in vegelative 
structuros, and that seom to have ovolvcd at about the 
same time that the majar floral ciados evolvcd 
(Purugganan, 1997). Mapping analysos suggest that the 
ancestrnl patlcrn of oxpression was a goncralizcd ene, and 
that duplications oavo riso 10 genes with rcstrictcd spatio
tempornl cxpression pattcrns probably rccruitcd to spe· 
cializod functions in cithor reproductiva ar vegetativo 
structures. We a/so idcntify 10 ncw groups of potontially 
redundant genes that are prcdictcd to shnro more than 
70% amino acid idcntity. Thcsc results will aid futuro 
functional analyscs because sevcral closoly related MADS· 
box genes with ovorlapping cxpression patterns encado 
redundan! functions (Ferrándiz eta/., 2000; Kempin eta/., 
1995; liljogrcn eta/., 2000; Pelaz et.1/., 2000). Because 
prcvious studics havo found a clase correlation between 
expression patterns of MADS·box genes and assigned 
functions (Gu eta/., 1998; liljegren eta/., 2000), this study 
is the first step toward functional characterization of 
scveral MADS·box genes involvcd in vegetativa develop· 
mcnt, and providcs a guido to charactcrizing the corres· 
ponding mulant allelcs. 

Results and Discusslon 

Five new Arabidopsis MADS·box genes 

Phylogenetic studies are most informativa when ali or 
most members of a multigene family aro known. A PCA
based approach led to the identification of threc ncw 
MADS-box genes: AGL16, AGL18 and AGL19. In addition, 
through a ycast two-hybrid wc found AGL27 that is closcly 
rclated to AGL31, a gene rccently identified lhrough 
Ar~1bidopsis genoma sequcncing, and to FLC (Michacls 
and Amasino, 1999; Sheldon eta/., 1999). 

AGL 16, AGL 18 and AGL 19 are similar to previously 
characterized plant MADS·box genes. Each encades 
deduced proteins of 240, 256 and 219 amino acids, 
respectivoly, with a highly conservad MADS-box at the 
amino-terminus, a clearly identifiable K·box region, and a 
divargent C·lerminal regían. In contrast, cDNAs far AGL27 
and AGL31 encade deduced proteins of 192 and 178 amino 
acids, respoctively. Two transcripts, resulting from differ
ential splicing, were detectad via AT-PCA far AGL27U and 
11). The more abundant transcript would encade a dcduced 
protein of 192 amino acids, and the less abundant 

transcrlpt would encade a protein of 173 amino acids. 
AGL27 and AGL31 each have well defined MADS-box 
regions, and although their K regions are very similar to 
each other, they are quite different from the K regions 
prcviously dcscribed far othcr MIKC type MADS·box 
genes (Alvarez·Buylla eta/., 20001. As in other plant 
MADS·box genes, the C-terminal regions of AGL27 and 
AGL31 are also more divergent, both bctween themselves 
and with respect to other MADS·box genes. 

Cl1romosomo mapping 

To discover whether any of the now MADS·box genes 
could be linked lo known mutants, we dotermined tho map 
position of each gene, shown in Figure 1 along with 
positions of all MAOS-box sequences found in Arabidopsis 
up to now. AGL 16 maps to chromosome 111 between the 
AFLP markers 249 and g4014. AGL 18 also maps to 
chromosomo 111 approximatcly 3.9 cM bclow tho g277B 
marker. AGL 19 maps to chromosome IV betweon markers 
g10086 and g4564a; and AGL 27 maps to the bottom of 
chromosome 1, approximately 2.8 CM from marker m532 
and 8.6 CM from marker g17311. 

Novel expresslon patterns of MADS-box genes 

A prellmlnary ldentlfication of organs ln whlch these newly 
isolated genes are expressed was undortaken using ANA 
gel·blot analyses. In addition, gone·specific probas wero 
used In RNA In situ hybridlzatlon analyses to define the 
temporal and spatial patterns of expression of these 
genes. 

AGL 16 is expressed in trichomes and guard ce/Is 

AGL 76RNA accumulatos at high lovels In leaves, moderate 
lovels in roots and stoms, and at low ievels in flowers and 
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young siliques (Figure 2). Within rosette /caves AGL 16 is 
cxprcssccl in maturo guard cells and trichomes found in 
both the abaxial and adaxial epidermis !Figuro 3). 
Additional data suggest that AGL 16 is also expressed in 
cpidermal cells of roots {C. Burgeff, S. Liljcgron, M. 
Yanoísky and E.A. Alvarcz-Buylla, unpublished results). 
Recent studies have begun to uncover thc molecular 
mechanisms of cell-type spccification in leavos and roots 
(rcviewed by Larkin eta/ .• 1997; Schiefclbein etal., 1997), 
including a numbor of genes that have boen found to be 
expressed in both leaf and root epidcrmal cells. 
Furthermore, it has bcen shown that GLA8RA2 IGL2) is 
part of regula1ory networks regulating both leaf and root 
epidermis development (Schiefclbein et al., 1997). Further 
functional analyses should be porformcd to test if AGL 16 
c1nd other MADS·box genes with similar sequcnces and 
m<pression p;itll!tnS are also pnrt of such consmved 
networks !see Frgure 6). 

AGL 16 exprnssion was also observed in guard cells of 
the hypocotyl, but was nol dctcctecJ in guard cclls of the 
inflorcsccnce stcm. flowcr pcdicel or sepals (data not 
s/lownJ. The evolution of stomata was a kcy event during 
thc carly cvolulion of land planls, yct very litlle is knawn 
about thc rcgulatory pathways undcrlying the dovelop· 
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ment of this differentiated epidermel cell type !Larkln eta/., 
1997). Other genes havo been shown to control stomatal 
p;111umi11u 011 holh llui hypoi:olyl ;uul 1nol t!pid1H1111~; 

(Bcrger etal., 1998; Leo and Schiofelbein, 19991, and il 
will bo interosting to investigato the possiblc regulatory 
role of AGL 16 in controlling theso patterning processes. 

AGL 18 is expressed in poi/en and endosperm 

AGL 18 is expressed at highest levels in roats, flowers and 
siliquos, and slgnificant expressian was observed in stems 
and leaves (Figure 21. In flowers, no expression was 
detectad In sepals ar petals. Within stamens, expression 
was first detectad during stage 9 and was localizad to the 
sporogenous tissuo of anthers, while it was absent from 
filaments ar anther walls. AGL 18 RNA was panicularly 
t:1pparent in the microspores befare they separate from 
each ather fstage 9-10, data not shown), but it was still 
obscrved at high levels within pallen grains up to stage 13 
of flower development when anthers dehisce (Figure 4aJ. 
AGL 18 is the first Arabidopsis MADS·box gene reported to 
show high oxpression levels in pallen. Previously, pollen
spccific genes havo been assigncd eitlwr to 'carly' genes, 
probably encoding cytoskcletal .1nd cell wall proteins 
(McCormick, 1991), or 'Jale' genes, exprcssed t:1raund the 
time of microspare mitosis and strongly expressed during 
poi/en maturation. AGL 18 is expressed during both stages. 
Anothor MADS-lmx gene, DEF125, w;is shown to be 
expressed 'late' in pallen from Antirrhinum IZachgo 
eta/., 1997), but this gene is more similar to the ANR1 
Arabidopsis root gene thnn to AGL 18. 

During carpel developmcnt, AGL 18 ANA is first detectad 
in developing ovules (stage 10). Expression appears 
uniform early in ovule dcvelopment (Figure 4bl. After 
fertilization, AGL 18 ANA was detected only in globular 
structures or nodules of prolifcra1ing free nuclear ende· 
sperm that are important far cmbryo development 
(Mansfield and Briarty, 1991; Scott eta/., 1998). This gene 
was de1ected only up ta the hean stage of embryo 
development, when very little nuclear endosperm 
remains, and it was not detectad in developing embryos 
al any stage (Figure 4c,g; data not shown). In contrast. the 
closely relatad AGL 15 MADS·box gene is expressed in 
embryos. but not in the endosperm IRounsley eta/., 19951. 

Despite the key evolutionary and functional relevance of 
thc cndospcrm, one of thc kcy innovations of angiaspcrms 
(Fricdman, 1992J. little is known about lhe genetic circuitry 
controlling its developmenl. AGL 18 represents one of the 
few reported molecular markers of endospcrm in 
Arabidopsis (Orews etal .• 1998). Diffcrenlial cxpression of 
AGL 18 within endosperm tissucs correlatas with the 
significant structural and developmental differenccs 
between the micropylar and the chalaza! chambers in 
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Arabidopsis and other Brassicaccae lM<msfield ami 
Briarty, 1991). 

AGL 19 is expressed in roots 

AGL 19 ANA is spccific to roots, and no oxpression was 
dctcctcd in lcnvcs, stcms, flowcrs. or siliqucs (Figure 2). 
This gene is expressed in the columella, lateral root cap 
and epidermal cells of the meristematic region of the 
primary and lateral root tips (Figure Sb-d). In tho mature 

Figura l. AGL 16 el(pre<;;S1on m leal guard 
cells and lnchomr.s 
Socl!ons ol wlld·lype rosctte lcavos wore 
probed wuh AGL 16 antisense RNA, and 
br1ghHield (leltl and dark·l•eld (righO 
pho!Ogfilphs of !he s.1me sect1on .1re shown 
mp;melsta-cl. 
(a.b) AGL 16 is o•pressed in stometa (sil of 
e•panding (al and more malure lbl leaves, 
along the pore·factng cdge of each guard 
cell. !el S101ta1e leal 1richome showlng 
AGL 16 e•prcssion. Scale b.irs. 25 µm. 

diffcrcntiatcd rcgion of the root, AGL 79RNA was observed 
in all ccll types of the central cylinder from the pericycle to 
the inncr ccll types of the vascular bundles, but the 
cndodcrmis, cortex and epidermis remained unlabelled 
(Figure Se). 

Thc root cap plays an important role in gravitropic 
scnsing, and rcccnt ablation cxpcrimcnts show that this 
tissue is important for the signaling system determining 
root growth rate and the suppression of lateral root 
formation ffsugeki and Fedoroff, 1999). Such signaling 
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circuits are probably linked to transduction pathways that 
respond to externa! stimuli, as is has been propasad far 
the ANR1 MADS-box gene (Zhang and Forde, 19981. 

AGL27 and AGL31 are similar in sequence and 
expression patterns to FLC 

ANA blot analyses revealed significant levels of AGL27 and 
AGL31 expression in most plant tissues, including roots, 
!caves, stems and flowers, and low levels of expression 
were detectecl in siliques with the AGL31 probe (Figure 2). 
In sit11 <lata w;in~J inflorcscom:es (dt11<1 not shown) rcvenled 

ttwt thcy twvc verv simil;1r overnll cxpression patterns. 
Their rnRNAs were cfclcctcd in nll flower org<1ns ;mcl in 

1?.:11ly flnrnl nwr1s1ums, with tlw t1ighes1 lovels of expres· 

siun observcd in flowPt pt!d1cr.ls. Ttwse sirnilar expression 

pJllt'tllS s11m11~S! !h;1! !ht~~;p IWO clllSt>Jy 1clalt~d 1Jt!lll!~> 

ffi~1ur1! GI pmh;1bly repwsimt ftmctionally rcdundanl loci. 

FLC 1~ verv clo~ely related tu AGL27 all(I AGL31 (Figure 

6). and they <1JI stwre sirniJ<H expression patlcrns. 
Thcreforn FLC coulcJ shllrc sorne functions with AGL27 
and AGL31. but it nlso ílppcars to trnvc íll leas! some 
independcnl roles bccause the single tic loss of funclion 
mutants hílllt? a clear phcnotypc of carly fJowcring. This 

phunotyp1: suo~1us1s th;11 lhis ~¡orm is a rnprussor ar 
flowcring. Ousµ11u !hu gcnural1led prnsence of FLC lríln· 

scripts in all plant organs, the mutants only show alter· 
ations in flowering time lMichacls ílncl Amasino, 1999; 
Sheldon eta/., 1999). The overlapping cxprcssion patterns 
of these two genes and FLC, and the clase sequence 
similarity of thc threc genes, suggcst that AGL27 and 
AGL31 mny also control !he trnnsition to flowcring. These 
two genes could also sharc adcHtional rcdundant functions 
with FLC that might be revealed in double ar triple 
mutanls. 

1oots. 
111) Long11udin11I stlct1on or root mt•ristcni 
ptolied w1th AGL 19 ANA. 
Lonn11ud1n.1I !WCl1uns ol 11M111 lhl ,11111 l.1tl'!i•I 
lct HJUI tips prolll.'11 W•th ,1nt1s1•11st! AGL 19 

ANA ~Jf1!11 fh.11 lcl 1\ not il m•1r11;1t !'>•!ChlJll 
.mll .1 h:w stanH:cl ••pafo11n.1I culls ;no• <;l't'll 
rw.11 the l!p 1111 M.11ure tool probc1l w1th 
,111l1H'll~t• 40L l!l flN,\ slm\\11'!1 si,111111111 trl 

rtll Ct•ll IYPt!S ol lhl! Cl!/l!r,¡)\ c~lmdv1 hiuhl 

arrow: pcr1cycle. phloPm and pare11chvm11 
cellsl. L1~ft .irrow points al unstained 
.. mdm1erm15 ci•ll s~.ilt• b;u, ('1.b.tll 50 1u11; 
¡~) 100 11111 

a 

., i 

.• 
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Figure 4. AGL 18 c~¡m.1ssion 1n wild typt! llowef'i, ovules .lnd c!c,clqi1t"Jg 
secds 
1,1-cJ Bri¡¡ht'dmk f1uld doublc e•posures ol in srru hybr1d11at1ons probed 
w1th AGL 18 ant1scnse ANA: signa! in red. !al Long1tud111al sec11on ol an 
an1hc1 al stago 13 of flowet development 'b! Long1tudina1 sec11on of a 
cmpet 111 stago 16 of ftower developmonl. le) Longitudinal scc11on of an 
embryo sac showing ondosporm chalaza! nodules. (d-gl Sections ol 
urnhryo siles wuru prohcd w11h AGL 18 antiscnsc ANA. and b11ghH1eld 
Ucll) anti dark-lie!cl lrighU pholog111phs ol lhc snmn secllom. Arrows 
pomt al thu nodules of free-nuclear slago endospcrm w11h strong s1gnal. 
Sca1e bars, 50 µm. 
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Phylogenv: cvolution of MADS-box gene function in 
pf,wts 

We used MIK amino acid scqucnces to infer phylogenies 
of the newly identifiod MADS-box genes together with 42 
prcviously rcportcd MADS·hox scqucnccs (Alvarcz·Buylla 
et ,1/., 2000 and rcfcrcnces lhcrcin far scquence sourccs). 
Thc only known MAOS-box scqucnce not includcd in our 
phylogcny was AGL32, as wo wcre not able to predict its 
ílmino acirl scqu11ncc rcliably. We prnscnt a treo (Figure 6a) 
rootcd with thu AGL34-liko sequences that are clear 
members of the Type 1 MADS-box lineage (Alvarez·Buylla 

et al .• 20001. 11 is likcly that most of thc different cladcs thal 
define the MADS-box gene family in Arabidopsis are 
represented in this phylogcny and that the clades that 
include the well-charactcrized ABC genes are complete, 
whilo the newly uncovered clades may still lack additional 
members. 

Scqucnces far which n prcdiclcd coilccf·coil protcin 
domain (K·domain) downstrcam of thc MADS-domain 
was found are within thc purple box outside the dash·linc 
square (Alvarez-Buylla et al., 2000). Within the dashed· 
square are sequences with more divergent K domains in 
which sorne of the conservcd amino acids are missing, 
end for which the programs do not predict coiled-coils. 
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These and previous analyses (Alvarez-Buy/la et al., 2000), 
which showed that predictcd coiled-coils are round only in 
plant sequences, suggest that the K domaln cvolved along 
the plant lineage after its divergcnce from the animal 
lineage. 

Our analyses !Figure 6al confirm that genes within oach 
monophyletic ciada share similar cxpression pattorns 
!Doyle, 1994; Purugganan eta/., 1995; Theissen atal., 
1996J. The previously idcntified floral·spccific ciados are 
recovercd and indicated by thc lcttcrs ABC (originally 
typificd by AP1, AP3!P/ and AG. respectivcly). Thc ABC 
ct.:ldcs are largcly flower- and fruit-specific, and nonc 
appears to be expressed in roots. Howevcr, sorne genes in 
the A ciado are also expressed in !caves and stcms 
IPurugganan. 1998; Rounsley eta/., 1995). Within this 
cl,1de it is noteworthy that the reccntly characterized 
SEPALLATA ~SEP> genes are required far the canonical B 
and C funclions (Pelat eta/., 2000), As mentioned abovc, B
function genes, APETALA3 (AP31 and PISTILLATA IPn. 
woup w1tll SHORT VEGET .4 TIVE PHASE (SVP, prcviously 
AGL22, Hattm;¡nn et al .. 2000J ;¡nd AGL2•1. 8111 SVP and 
AGL2.J me also cxprcssecl in rnfloresccnce mcristcms. 
st11rns ancl leaves (C. Gustafson-Brown. C. Ferr.:incliz. and 
M. Yanofsky, unpublished rcsults; Hm1ma11n et ,1/., 2000). 

None ol lhe seven newly ident1fied clacJes is specific to 
flowcrs or fruits (Figure 6a). The ANR1 clacle is lmgcly roo!· 
specif1c. although AGL 16 is atso expressed in leaves. The 
SOC1 clade is cliso lmgely root·specific, with 
SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 
'SLlCI. Plt'VltlUSIV ,\GL.?V\ .llSLI t!,Jlll'SSl!ll 111 ll'aves and 

flow1:1·; !Sa111,11:h 1•t .11., ?oom. wt11l1~ 11s ~;i~•tm ~1rnw. AGL·I.?, 
li.i~. 110! y1·1 lwet1 ~tud11:d. J\GL 15 ¡uul AGL 18 uruup 
lll~t 1 !h1!1 111 .11w1tw1 cl,1de, ¡md they me e>.p1esscll in the 
embryo ancl nuclear endospcrm, respuctively, ns wcll as in 
ntlwr plan! t1ssues lhroughout llrn complete lifc cycle of 
,\1,11'11f,1p.o.;1.o.; \\111/1111 lhl' pol.,.·lomy lhal u11.1ups .. u tlw 
clades described up to now, AGL 12 is thu only single· 
gcnu branch. AGL 12 is atso exprnssed al high levels in 
roots. and is found in .1 fcw cell types in flowers and shoots 
(C. But~'Jl~ff <1ml E.A. Alvme1-Buylla. unpuhlished rcsultsL 
FLC, AGL27 a11d AGL31 forma sisll!r monophyletic claclc to 
ali lhe groups describcd above (Figure 6a). All three ganes 
have a very similar nnd generalized cxpression patlcrn. 
Thc ncwly discovurcd ciadas of MADS-box genes, whose 
1?x1Hessron 1s restrictccl to vcyetalivc structurcs, suggests 
lhal complex gunctic circ:UllS also underlic dcvelopment of 
ttiesc sttuctures (Schcres tH <1/., 1995). 

Outsrde thc ciados dcscribed above, scveral monophy
letic grou11s are well resolved (Figure 6n). None of thc 
sequences in thc latter shows clear similarity beyond the 
MADS·domain, and cDNA clones have not beon identified 
far any uf thcsc scquenccs, nlthough an AGL39 EST is 
available IAlvmcz·Buylla etal .. 2000). Thus thc cxpression 
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patterns and functlons of all of these sequences have yet to 
be determinad. 

Purugganan (1998) has interpretad previous similar 
expression and phylogenetlc analyses as an indication 
that vegetativa MADS-box functions evolved before repro
ductiva ones. Ha argues that rapid early duplications and 
functional diversification or these genes could have been 
c:aused by selectiva pressures on ancestral land plant 
lineages to evolve more complex reproductive structures. 
The mapping of the expression patterns onto the gene 
phylogeny cnables us to revisit these arguments on thc 
functional diversification within and among gene ciados in 
the MADS-box family. 

Mapping analyses on the bootstrap (not shown) and the 
most parsimonious tree (Figure 6b) suggest that the 
ancestral pattern of expression was a generalizad one, 
and that duplications gavc rise to genes with restricted 
patterns of expression probably recruited to spccialized 
functions in either reproductiva ar vegelativc structures. In 
most cases the anccstr.11 states within cl,1dcs are nmbigu· 
OlJS. However, the puliltivc ancestral gene of thc AG-SHP 
clmlc nppcars to hnve had an rnANA cxprcss1on alreacly 
restricted to reproduc11ve structures. Similarly, !he puta· 
tive ancestral gene in the AGL 17-AGL21-ANR1 clade 
nppears lo have hacl an cxpression rcstr1cted to vegetative 
tissuc, bu! lhc putativc anccstor of these two cltides hada 
generalized pattern of exprcssion. Therefore our daln 
suggesl that the function of the plant MADS·bOx genes 
did not progrcss from vcgetative to reprocluctive. lnstead, 
il seems lhnt difforcnti,11 gene recruitment was correlated 
with spatio·lcmpo1<1I rcst11ct1011 of e>.p1css1on p;11te111 in 

hoth wproduclive anti v1?~Wlill1ve struc:lures 11s Hl!lle 
duplication cvents occurrcd. 

Trad1tional morphological studies iFoster and Gifford, 
1991) and the nnalyscs presentcd here suggest that 
~pccializcd veuct.itive structures hnvc npparently evolved 
simullaneously to reproductivc structuics ah.mu .i spccms 
tree. Furthermore, under these assumptions selectionist 
arguments that would explain the diversification of repro· 
ductive structures durlng early evolution of land plants 
should also be npplicd to the divcrsification of vegetatlvc 
structures. On thc other hand, rnpid cvolution could 
explain the lack of resolution in the branching arder of 
the ciadas within the purple box in Figure 61a). These are 
appealing hypotheses that should be testad with estima
tions of divergencc times among gene c1adcs and analyses 
of other specics sequences IPurugganan, 1997, 
Purugganan, 1998). 

Finally, our phylogeny reveals new groups of closely 
related and possibly functionally redundant MADS·box 
sequences, with over 70% identity at the MIK amino acid 
/evel and supported by bootstrap values >87%: AGL 131 
AGL6, AGL14/AGL19, AGL17/AGL21, SOC!AGL42, SVP! 
AGL24. AGL27/AGL31/FLC, AGL23/AGL28/AGL40/AGL29, 

! 
'· 
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AGL30/AGL33, AGL34/AGL36 and AGL37/AGL38. Those 
díll<l should be useful to guido furthor functional char· 

acterization of these genes. as it is possiblc that only 

double, triple (Pelaz et al., 2000) or even quadruple 

mutants of these closcly relatad sequences may show 
phenotypes amcnable to further anatysis. 

Given the crucial roles of MADS-box genes in plant 

dcvctopmcnt ¡¡ncl lhe rnpid pace at which ncw MADS·box 

genes from diverse plant spccics are bcing cloned, lhis 

family is becoming a promising paradigm far unravelling 

mysterics undcrlying thc molecular basis of morpho

logical cvolution in ptants (Krnmer etal .. 1998; Theissen 

et ;1/., 2000). Far examplc, AGL 15 ,1nd AGL 18 mav bccome 

useful molecular mnrkcrs far studying thc molecular 

evolution of rmdospcrm clevcloprnent, nnd thus tesling 

tlw theury that endosperrn cvolvcd frorn íl supcrnumerary 

cmbryo llrnt WilS trilnsformed into nourishing lissue 

durmg e.1rl~1 angiosperm cvolution (Friedman, 1992). 
Ttrnse two genes appc<lr to shme a moro recent common 

<1ncestor with c.ich othür than with any othor fomily 

mcmbür. Within the cmbryo sac, AGL 15 exprcssion is 

res1rrctccl to lhc ümbryo, wllilc thilt of AGL 18 is specific to 

tho free nuclem cndospcrm. Pro!Jílbly both genes wcro 

e\prcsscd 111 embryos in tlw common ancestors of 

gyrnnospcrms <md angiospcrms, ancl cluring evolution of 

the l<1tWr onc of tlwm IAGL 18) was rccrui1ed to control 

endosperrn clevelopment. Tllis hypotllcsis could be testcd 
wit11 expression pattcrns of genes orthologous to AGL 15 

.i11d AGL 18 in uvmnusperrns tlrnt constitute thc sistcr 

grollp to a11~1iosperms. and stitl lrnve supcrnurnornry 
cmtnyos. 

Experimental procedures 

Cfoning of 1w1i· Arnbidopsis MADS·box genes 

AGL 16 was cloned following RounsltJy etaf. 119951 and its 5' 
coding region was dcnved from a genomic clono ISL76J, which 
\.Wl<.> 1d1:nt1fwd liy ~creerun!J 11 genornic libr;uy IJ. Mulligan and R. 
ÜilY1!>. unpubllstied resultsl w11h a probe synthesized from a 
-100 lip E.._·oAI AGL 16 cONA frngment (pSL41. AGL 18 nmt AGL 19 
""ere clorwd w111l degcnerale primurs IJ¡¡sed on the tomalo TMB 
scqucnce. S'·CGGAATTCATGGG(AGCTl(CAlG!AGCTIGG{AGCT)· 
1AC1G1AGCT!AC·3· and 5'·CGGGATCCIAGTC)ACICT)TC(AGTCI· 
GC!GA1TCtGA1CAIAGTC!A!GAHTGAIAT·3'. With lhe sequences 
of Hwsc no11cl MADS·bmi:es, nesled oligonucleotides wcre 
dc~igned to .:impl1fy tlw corrcsponding cDNAs by reverse trnn· 
•,cr1pl1on PCl1 •·.-1tt1 oliuo({lT¡, ANA from roo!, from leal ancl roo! 
11~~ut·~. ;rntl lrom wholl' plant t1ssue was uscd to clone AGL 19, 
AGL 16 ,md AGL '·"' cDNAs. tt•spet:t1vely. E¡¡ch cDNA was imlc
rient11~ntly arn11ld11!d, clom!cl, and 'ie11um1ced at lenst 1wice 10 

d11~1J for l'CH 1r11Jtu.f'd mutillmns. T AIL1flCH w.1!> usetl lo obtain 
the ~ emh moehr111uer Kit, lnt11;111apohs. USAL 

AGL27 was 1sola1ed as an internctor of AP1. The cONA 
c)(presston l1brnry was polyffl primed IS. Pelaz eta/., unpublishcd 
resultsl aruJ cloned into p81771 plasmid (pPC86 plasmid from 
Ctwvray and Nath<ins, 1992 with minar modific.itionsl in Sall-Notl 

sitas, The internctor clone was not fulHength as it began 61 bases 
nfter the end of the MAOS box of AGL27·1. Based on tho genomic 
sequenco that lalor appeared in the dalabase, oligos were 
designad to isolate the entire AGL27 cDNA using AT-PCR: 
YSP28.11·3': 5'-CCAATCCGTACATICAGACA·3' (for ATJ and 
AGL27·6: 5'·CCGGATCCGAAGCCATGGGAAGAAGA·3'. and 
AGL27-7: 5'-CCGGATCCTCAGGCTTIGAGITTAAGG·3'. Two dif· 
ferent full·lenglh cONAs were isolated: AGL27·1 and AGL27-ll. 
AGL31 cDNA clone was deduced from the overlapping ESTs (one 
putativo intron, by similarity wilh AGL27, present in the cDNA was 
removed; the ESTs are T45787 and comprise tho 5' end and 
H36546J. cDNA sequences are in accession numbers: AGL 16 
(AF312662), AGL18 IAF312663), AGL19 IAF312664), AGL27-1 
(AF3126651, AGL27·11 (AF312666) and AGL3' IAF3126671. 

Cllromosomal nrnpping 

To m¡¡p AGL 16, a genorrnc clono ISL76! was uscd to score un Xbal 
polymo1plusm hclween 1hc Columbi¡¡ !Col) ami Lcr ucolypcs for 
36 1nd1v1duats of .1 m<1ppi11g popul,1t1on. AGL 1B .md ~Gl 19 were 
milpped using PCA·arnpldicd genornic clones and analyzing 
EcoAI ami EcoAV polymorph1srns. ft.'SPt.'Cl1vel;'. bctwccn Ler and 
Col for 79 1ndiv1du11ls. To m.:ip AGL27, ¡m art1f11,;1¡1I 1\.7,wlll 
poly•rnorpl11sm IH?twecn Ler ¡md Col wa<> cruated arHl scored for 
22 ind1v1duals. Ttw gcnotyp1ng aligo des1oned 10 produce th1s 
polymorph1sm, 5'·CCCGGT ATTITT AATTTGTGAAATTTGT AA-3', 
took advanlitgu of two nucleotrde d1ffcrences between lhese 
ccotypcs: AT ~Col) .ind CA !Lerl. Mapping data werc ¡¡nnlyzcd with 
MAPMAKE:R MACINTOSH vcrsion 2.0 lE.I. duPont de Nemours. 
Wilmington, DE. USA) as described by Ri?iler er.1/. (19921. 

RNA blot a11<1lyscs 

Total ANA W>ts extracted lrom landsborg ercct.1 plant tissucs as 
described by Aounsley et.1/. (1995) and used for the AGL16, 
AGL 18 and AGL 19 Northcrn blots. Poly(A)+ ANA was isolated 
from Columbia plant tissues using the Oynabeads Oligo!dTI kit 
from Oynar AS IOslo, Norwayl and used for lhe AGL27 and AGL31 
ANA blots. The AGL '6 probo was synthesizud from a JOO bp 
EcoAI fragment of pSL4; the AGL 18probo from 3 700 bp fragment 
of pAGLlB-4; the AGL19 proba from a. 670 bp fragment of 
pAGL 19·3; the AGL27 probo from a 670 bp fragment of AGL27-I 
which starts al the end of thc 1 region; >tnd lhe AGL31 proba from 
a 500 bp fragment of H36546 which starts al the beginning of the 
K·box. All probes used are gono·specific and exclude tho MADS· 
box reglan. As RNA·loading controls, blots were stripped and 
rehybtidized with P· TUBULIN probos (data not shownl as 
described by Marks et.11. 119871. 

In situ hybridization 

T1ssue fixation and sectioning wore performed as described by 
Orews et.1/. 11991), with minar modificalions. Hybridization 
cond1tions uscd for AGL 16 and AGL 18 were as described by 
Orews eral. (1991) and Ferrándiz t.•tal. (2000) far AGL19. AGL16 
.md AGL 'ª 3.-.S·lnbcled ilntisense mANAs wcrc synthcsized with 
SP6 ANA polymurnsc from Sgn·digesled pSL5 lemplate and Xb.11· 
digcsted pAGL 18·3 template, respectively. AGL 19 digoxigenin· 
labeled lllltisense mANA was synthesized with T7 ANA polymer· 
aso from BamHl·digested pAGL 19·3 template and AGL 19 scnse 
mANA with SP6 ANA polymer.lse from the same Nott-digested 
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plasmid, both according 10 tho manufaclurer's lnstructions 
(Boehringer). 

Phyloganetic analyses 

Tho soquoncvs uscci nnd lhcir ncconsion numburs mo oivon by 
Alvarc1-Buyll.1 et ,1/, 12000). Ncw scquences includod me: AGL4 I 
(AC005168J, AGL41 IAB016880), nnd AGL43 IAB0168851. To lcst 
thc robustnoss ol thc phylogcnv undor diffcrent alignmonls, wo 
variad the gap ancl cxtension pcnalties to obtain 11 diHerent 
alignmenls. These alignments were put in n larga matrix that 
contained !hu 11 alignmcmls placed onu nftor tho next. This is 
cnlled ,1n 'l'lison lllillnx"; if unod to H!Construct phylooony, 1ho 
l'lft•d ol ;1111b1u11ous s11t•s m1 llw 111•e topolouy is 111i111111í1od. The 
topoloHv tlwn targcly dopends on unnmbiguously ahgncct sitos 
th<il rntain then nliunmcnt across various gap ponnttics !Whoolor 
etill, 1995!. Phylogenclic ,walyses wcrn conductod w11h un· 
weighted par~imony us1nu f'AUP 4b2 !Swofford, 2000). H1Juristic 
searct11nu wns uscd w1tll 100 repJ1cntes of random acf(htion 
scqucnccs. TBR hranch swnppin!), cmd no flli!J(llCes l1m1t. keepmg 
n!I op!1nial lree!; and w1th !l<IPS trea!ccl <lS rn1sSHlfl cl:1t.i Tt1c trno 
\\'ilS roott•tl w1tt1 the AGL3-l 111..e c..ladc ;is uufnroup, dpfm1119 itas '1 

monoph¡·t1~t1c ~1~tt•f Hroup to the u101oup Ttw non par,1mctr1c 
bootstr.ip !1000 rt!plir.atesJ wn~ u~t!rl to asscss lho rnl1nhllity of 
br<mc.hes. Exprcssmn pat1crns Wl'rl' üSS1[J111?d as reproductivo. 
vegetilt•vc troaUe,wesl ar gt>rwrnl !both rL•producl1vL• anrl raot1 
lc<IVl!S), amt the p.1rs1111011y t1!COllSPlJCl1on of <JflCl!STrill SfH\US 

mcthod fM;1dd1so11 and Ma!ldison, 19921 w;1s used to 111fer 
ancestral express1on pat1crns of putíltrvu ancostrnl genes al 
ench nade !Figure 6b). 

Acknowledgements 

We thank Ale¡nnclr¡1 Mandcl tAGL 16 111 srtusl, Lnurn Alper (AGL 16 
gonomic clones/, Francisca Ac1!vedo, America Castmled.1, 
Ros11hnda fap1a·lo¡mz !AGL 19 cDNA clomnu, ANA blol and in 
s1t11.sl, .1ml espec1aJly Cr1st1nn Ferrnnthl (e)(tonsive <1i{lox1gonin ifl 
~''" 1t•d11111:.11 ;11tvu·p .111d !;1•t trpl hu t'"-Pt!llllh!tll,11 <1ssist;111c1~. 

Cristina Fcnand1l, 8111 Croshy. Cmdy Gu~lnlson·Brown .incl Swvc 
ílouri!.l!:y h:I 11!. u•,1: ur1p1d1l1~,lwd '>equcnct:!;, Sum¡¡ Va1que1 ami 
Ncd Frreclman prov1dcd cxtcnsivc ;1ss1sta11co intorprcting tho 
AGL 18 in s1tt1 rosul1s. nnd Medarcl Ng rnndo commonts on this 
m;musc11pt Tt1is work w<1s supportcd by {lrm1ts from the Nalional 
Sc1t•1icL• Fotmd.111011 tu M.F.Y. ami from CONACYT !Consejo 
Nncmnal de C1encm y Tecnoloy1n. Mexu:ol lo E.A.A.e. E.A.A.e. 
w,1s a PEW follow d1111nn ltw cmnptct1on of lhis worl.. .ind was 
<tlso suppmlt•d h\' Jn~•llluto 11L' h·oh1\11,1 (UNAl\I M1?-..1col. S.l. had 
a Lucrlll' P. J\l;irkey prcdm.:tornl fcllowslup, S P. hnd n lonu-terrn 
po!.tduc.to1al f1>tlow~h1p lwm tlw Hum;m Fro111ior Scit:ncc 
Progr.1111 Or¡¡;muatnrn. ami C.e. ;11ul F.V had docloral scholar· 
sl11ps lru111 CON•\CYT .md UNAf..1 

Aeferences 

Alvarez·Buylla. E.A., Pelaz, S., liljegren, S.L. et al. 120001 An 
,1ncPstr;1I MADS·box gnnc duplicntion occurred prior 10 thc 
d1v1:rwmc11 ul pl;mls 11nd animnls. Pruc. N.:itl Ac,1cl. Sci. USA. 97, 
5328-5333. 

Berger, F., Llndstead, P., Colan, L and Haselofl, J. 11998) Stomala 
pnttcrning on 1ho hypocolyl of Arabidopsis thiJlian.1 is 
controlled by genes involved in thc control of root epidermis 
pattcrning. Dcv. Biol. 194, 226-234. 

r.·1 elnckwotl Scicnco ltcl, Tlw Plm1r Journ.11, (20001, 24, 457-466 

MADS·box evo/ution beyond flowers 465 

Bowman, J.L, Baum, S.F., Eshed, Y .• Putterill, J. and Alvarez, J. 
(19991 Molecular genetics of gynoeclum developmant in 
Arabidopsis. Curr. Top. Dev. Biol. 45, 155-205. 

Chevray, P.M. and Nathans, D. 119921 Protein inleractlon cloning 
in yoast: identificntion of mammallan proteins that react with 
the leuclne zipper of Jun. Proc. Natl Acad. Sci. USA, 89, 
5789-5793. 

Colombo, L, Franken, J., Koetje, E., van Went, J., Dons, H.J.M., 
Angenat, G.C. and van Tunen, A.J. (1995) The pelunia MADS· 
box gene FBP11 delermines ovule identity. Plant Cell, 1, 
1859-1868. . 

Ooebley, J. and Lukens, L. 11998) Transcriptional regulators and 
lha evolution al ptant form. Plant Cefl, 10, 1075-1082. 

Ooyle, J.J. 119941 Evolution of n ptnnl multigene family- towards 
comu!clinu molecu/111 syslenmtic:s ami molucul.ir 
developmon1nl gcnetics. Sytematic Bio/. 43. 307-328. 

Drows, G.N., Bowman, J.L. and Meyerowitz, E.M. (19911 Negativa 
rcgul.1tion ol ltm Arnbidopsis homeotic gene AGAMOUS by !he 
APETALA2 producl. Ce//, 65. 991-1002. 

Orews, G.N .. Lee, O. and Chrlstensen. C.A. 119981 Gonctic analysis 
of fomalo gametophyto devclopment. Plant Ce//, 10, 5-17. 

Femindiz, C., Gu. O., Martlenssen, R. and Vanofsky, M.F. 120001 
RHdundnnt rül}ulntmn of mcrisfcm 1dt:ntitv and plan! 
archilcclure by FRUITFULL. APETAL,.'\1 ;11HI C.4ULIFLm\1ER. 
DevPlopmont, 127, 725-734 

Foster, A.A. and Gifford, E.M. ( 19911 Cump,1r,1t1~'t-' Morphology of 
Vascular Plants. 3rtl edn ~Jew Yo1k· ".',' H Frt>cmiln. 

Friedman, W.E. !t992' Ev1drncc of prtJ-t111~pu~perrn or1s¡rn of 
cndospcrm: imp11cntm11s für the e·.·oh1t1011 uf flower1ng µlnnts 
Scienc1.>, 255. 336-339 

Gu, O., Ferrándiz, C., Vanolsky, M.F. and Martienssen, R. !1998! 
The FRUITFULL MADS·box gene mod1atl.!s ceU d1fferenlia1ion 
during Arnbidopsis fruat dcvclopment. Dín-elopmenr. 125, 
1509-1517. 

Hartmann, U .. Hóhmann, S., Netteshelm, K .. Wisman, E., Saedler, 
H. and Huljser, P. 12000) Molecular cloning or SVP: a negative 
regulntor of !lm floral transition iri Ar.1bidopsis. P/,mt J. 21. 
351-360. 

K!!mpin, S.A .• S.1vldgc, B. and Vanolsky, M.F. t 1995) Mlllt•cut;n 
bílSIS of lhc c.wM/owerphtJrlolypu 111 Ar,1b1d,1p.-;1s. s~·nHlt...t'. 267. 
522-525. 

Kramer, E.M .• Dorlt. R.l. and hish. V.F. 119981 Molecut;11 evolution 
al genes controlling petal and stamen development: 
dupticntion nncl divcrgence within !he APETALA 3 and 
PISTILLATA. l\tADS·box geno lineagcs. Gtmt't1cs. 149. 765-783. 

larkln, J.C .. Marks, M.O., Nadeau, J. and Sack, F. t 19971 
Epidormal colt falo nnd patterning in tcaves. PJ,1nt Ce//, 9, 
1109-1120. 

lee, M.M. and Schielelboin, J. 119991 WERU'OLF, n MYB·rela!cd 
protein in Ar,1/Jl(/Opsis, is a posilion·dep1mdun1 reguli1101 of 
cpidermal cell patlorning. Ct!ll, 99, 473-483. 

liljegren, S.J .• Di11a, G.S., Eshed, V., Savidgl!, B., Bowman, J.L 
and Vanofsky, M.F. 120001 SHATTERPROOF l\1ADS·box genes 
control seed dispersa/ in Arabidopsis. Narure. 404, 766-770. 

Ma, H .. Vanofsky, M.F. and Meyerowitz, E.M. (19911 AGL1-AGL6. 
an Arabidopsis gene family with similarity to floral homeotic 
and transcription factor genes. Genes DtH'. 5, 48-l-495. 

Maddison, W.P. and Maddlson, O.A. (19921 m,1cc/,1de: Analysis of 
Pllyloyeny .1ml C/1.1/,lCfOf Evol11tiot1. Vc.•rsio11 3.0. Sunderland, 
MA, USA: Sinauor. 

Mansfield, S.G. and Brlarty, L.G. 11991) Early embryogenesis in 
Ambidopsis th,1/imta. 11. The developing embryo. Can. J. Sot. 
69, 461-476. 

Marks, M.O., West, J.L. and Weeks, O.P. 119871 The re/alively large 



466 Elena R. Alvarez-Buylla et al. 

beta-tubulin gene family of Arabidopsis contains a member 
wilh m1 unusual tr;mscrihml 5' noncodin!J sC!q1wncn. Pl;mt Mol. 
Biol. 10, 91-104. 

McCormlck, S. (19911 Molecular nnatysis of malo gametogenesis 
In p/ants. Trends Gonot. 7, 298-303, 

Michaels, S.D. and Amasino, R.M. 11999) FLOWERING LOCUS C 
encades a novel MADS domain protcin thal acts as a rcpressor 
of flowcring. Pforlt Cell, 11, 949-956. 

Pelaz, S., Oitta, G.S., Baumann, E., Wisman, E. and Yanolsky, M.F. 
120001 B and C floral organ identity functions requirn 
SEPALLATA MADS·box genes. N,1t11re, 405, 200-203. 

Purugganan, M.O. (1997) The MAOS-box floral homeotic gene 
lineages pred.:itc !he origin of 1he sced plants: phylogenctic and 
molecular clock estimaltls. J. Mol. Evof. 45, 392-396. 

Purugganan, M.O. (1998) Thc molecular evolution al 
dcvclopmenl. Bioessays, 20, 700-711. 

Purugganan, M.O .. Rounsley, S.0., Schmidt, R.J. and Vanofsky, 
M.F. ( 1995) Molecular evofution of flower dcvclopmonl 
-d1versific<1t1on ol ltrn plan! MADS·bO)( regulalory geno 
lamily. Gcnefics. 140, 345-356. 

Reiter, R.S .. Williams, J.G.K., Feldman, K.A .. Rafalski, J.A .. Tlngey, 
S.V. and Scolnlk, P.A. (1992) Global and local gonome mapping 
in Ar.1bidop!ús rh.11inna by using recombinan! inbred linos and 
random amplified polymorphic DNAs. Proc. Narf Acad. Sci. 
USA. 89, 1477-1481. 

RJechmann, J.L. and Meyerowitz, E.M. (1997) MADS domain 
prolcins in plilnl dovelopment. J. Biof. Chem. 378, 1079-1101. 

Rounsley, S.O., Oitta, G.S. and Vanofsky, M.F. t 1995) Diverso toles 
for MAOS·hox genes Aralmfop~is dcvolopnient. PJ,wr Cell. 7, 
125!J-12G9. 

Samach, A., Onouchl, H., Gold, S.E.. Ditta, G.S.. Schwarz
Sommer, z .. Vanofsky, M.F. and Coupland, G, 120001 Distinct 
roles of CONSTANStnr~¡et gcmcs in mproduclivc dovclopmcnt 
ol Ar.1túclopsis. Sdvr1c1.•, 288, 1613-1616. 

Scheres, B .. Wolkenlelt, H., Willemsen, V., Terlouw, M., Lawson, 
D .. Oean, C. and Weisbeek, P. '1995) Mut.1tions .:1ffccting the 
radial organization ol the Arabidopsis root display specific 
defccts throughout !he embryonic axis. Developmont, 121, 
53-62. 

Schlefelbeln. J.W .. Massucl, J.O. and Wang, H. (19971 Building a 

Gll-Q 

root: the control of pattorning and morphogenesis during root 
tlcvelopnwnt. Pl.1r1t CP.11, 9, 10R9-109H 

Schwechheimer, C. and Bovan, M. (1998) Tlu~ ruuulat1011 uf 
lranscription factor activity in plants. Tronds Plant Sci. 3. 
378-383. 

Scott, R.J., Spielman, M., Bailey, J. and Dickinson, H.G. t 19981 
Parent·of·origin effecls on secd development in Arabidopsis 
tllalianD. DcvelopmtJnt, 125, 3329-3341. 

Sheldon, e.e .. Bum, J.E., Perez, P.P .. Metzger, J., Edwards, J.A., 
Peacock, W.J. and Dennls. E.S. (19991 The FLF MAOS·bo11. gene: 
a rcpressor of flowering in Arabidopsis regulated bv 
vernalization and methytation. Planr Celf. 11. 445-458. 

Shore, P. and Sharrocks, A.O. 119951 Thc MAOS-box family of 
trnnscriplion factors. Eur. J. Biochem. 229, 1-13. 

Swottord, O.L. 120001 Paup •. Phylogencric Analysis Using 
P.irsi'mony ("and Other Merhods), Version 4. Sunderland. MA, 
USA: Sinauer. 

Theissen, G., Kim, J.T. and Saedler, H. {19961 Classifica11on rmd 
phylogcnv of tho MADS-box mull1yenc fmrnly suuocsts dcfined 
roles of MADS-box gene subfamilias in tho morphological 
evolution of eukaryotcs. J. Mol. Evo/. 43. 484-516. 

Theissen, G., Becker, A.. DIRosa, A., Kanno, A., Klm, J.T .. 
Münster, T. and Saedler, H. (2000) A short history of MADS· 
box genes in plants. Pfant Mol. Biof. 42, 115-149. 

Tsugekl, R. and Fedorott, N.V. (1999) Gcnctic abtation of root cap 
cclls in Arabídopsis. Proc. Natl Acad. Sci. USA, 96, 
12941-12946. 

Welgel, O. (1995) Tho gonctics of flower dcvelopment- from floral 
induclion to ovule morphogcnosis. Annu. Rov. Genct. 29, 
19-39. 

Wheeler, W.C .. Gatesy, J. and OeSalle, R.11995} ELISON: a method 
far accomodating multiple molecular sequence alignmenls 
with alignmcnt·mnbiguous siles. Mol. Phylogoner. Evo/. 4, 1-9. 

Zachgo, S., Saedler, H. and Schwarz-Sommer, Z. (19971 Pallen· 
spocific exprossion of DEFH125. a MADS·box transcription 
fac1or in Antirrhinum with unusual Features, 11. 1043-1050. 

Zhang, H. and Forde, B.G. (1998) An Arabidopsis MADS·box gene 
that conlrols nutrient-ir.duced changes in root architecture. 
Science, 279. 407-409. 

Acccssion numbcrs AF312662. AF312663, AF312664, AF312665, AF312666, AF312667. 

C Blockwell Sclence ltd, The Plant Journal, (2000), 24, 457-466 



Biología evolutiva del desarrollo en las triuridalcs mexicanas 65 

Capítulo 6: generalidades 
El presente artículo, correspondiente .i un estudio conducido por Elenil Alvilrcz-Buyll.1 cn el lilbur.1torio de 
Milrlin Yanofsky (Univcrsity of C'illiforni<l -San Dit.•go, EUA), preSl'lltil lo~ patrones dt.• cxprcsil'ln de cinco 
uenes MADS-box en Arnbitlo11sis llwli1ma-los genes AGLl6, AGLl8, AGl.19, AGL2.7 y 1\CL11 en l.'! contexto de 
sus n..•laciones filogcnL·tkas CPll otros gt.'lll'!-i rvlJ\DS-bnx provt.•nicnlt.•s dt.•I mismo genomil. L1 contribución cll•I 
m1lor consistil\ en el mapco dc los p.1trones dt.• cxprcssion sobrt.• J,1 lilugeni.1; l·~ta m.1nipul,1dún fl'Mlltó en l,1 
postulación e.Je que la funcit.'>n de los genes MJ\DS-box en plantas no ha progrcsado de illributos \'egetiltivu~ a 
rl!productivos, y en la sugerencia alternativa de eventos de reclutamiento diferencial de genes a partir de 
st.·cucncias .inct.•strales t]UC prob.1blerncntc tcnÍiln patronc>s dc exprcssion gcnt.•ralizados . 

. ~---------·-------· 
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Capítulo 7: generalidades 
El 11rtículo que concluye l<i presente tesis es un trabajo de filoso(fa de la biologfa1 oricnt<ido a evnluar de 
mnncrn crític11 algunos aspectos nctunlcs de lil construcción del marco conccptuill de la biología evolutiva del 
des&trrollo ("evo-dcvo") en referencia í1 episodios históricos y hallazgos experimentillcs concretos en botánica, 
a p;irtir de Goethc y hast<i los descubrimientos contemporáneos sobre la base genético-molecular de Ja 
cspccificnción, 11 lo lnrgo de 111 ontogeni11, de la identidad de diferentes tipos celulares, tejidos y 6rg<1nos 
vegetales en diferentes grupos tnxonómicos. El artículo problema tiza alrededor de las limitaciones presentes 
de lil versión ;ictual de c\'o-devo, derivadas de su casi 11bsolut11 dependencia de investigaciones hechas en 
animales, al tiempo que propone, como contribución original, una nueva reflexión sobre la noción de 
cxtr.1pol11ción en biología evolutiva. 

Este artículo scr.i incluiJo en un número especial sobre evolución y desarrollo editado por J<1son Scott 
Robcrt (D<1lhousic Univcrsity, Canad.i) y Sahotra Sarkar (University oí Tcx<1s, EUA) pnra l<i revista Biohigy tmd 
l'ltih1sopl1y, íl publicarse en 2003. 

Plants and the conceptual articulation of evolutionary 
developmental biology 

Vcrgarn-Silva, F 

Runnlng title: Plants nnd evo-devo 

Laboratorio de Genética Molecular y Evolución, Departamento de Ecología Evolutiva, Instituto de Ecología, 
UNAM; México D. F. 04510, México 
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Swedcn 
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l. lntroduction 

Coming from SL'\'Crnl diffcrcnt standpoints, an alrcady considerable number o( biologists and a growing 
numbl•r oí philosopht:>rs llÍ sdt..•nct..• intcrcstcd in biology are now participating in an cnthusiastic discussion of 
tlw roll• llt dt..•\'t..•lo¡1mL'nt01l prot..·cssL's in thc dctcrmination of cvolution<1ry pattern and thc phcnotypic aspects 
oí biodi\'L'rsity. T ll' main tht!mcs of this discussion are not original1, but most people conccrncd with thc 
histnry uf t..•volutionary biulogy -for profcssion<1l rcasons or othcrwise· acknowlcdgc that thcir current, 
rcncwed relev<inct! is inevitable. On OnL' hand, thc existcnce o( the molecular biology tcchniques that have led 
to thc rcsults that nowadays form thc c."<pcrimcnt<1I corco( evolution<1ry dcvelopmcntal biolog}.: studics was 
nut cven inrngi1ll'd whcn thc qucstion.s first arosc; on thc othcr, an appropriatc conceptual intcgration 
h•h\'\.'l'll onh1geny .md L•volution \\",1s nt.•\•er fulfillcd within thc par<1digmatic thcory in thc ficld, tht..• Modern 
Synthc-~is (st..'L', lor L':\,1111plc, Gilbert t..•l al. 1996). Arguably, disagrecmcnts with thL' latter d.lim 1 <1nd <1ssod.1tt..•d 
issues rclated to modcls of cpistcmologic<il drnngc in cvolutionary biology will continue to be thc m.1in focus 
for philosnphcrs nnd histurians, rcv,arcllcss of thc laxonomic affinity o( the organisms from which the 
dt..•vclopml'nt;il-gcnetic datíl are colkctcd (scc, for example, Robcrt 2001, Griffiths 2002). Howc\'Cr, since the 
conccpts <111d cxpcrimcnt01l focts th<1t give C\'o-dcvo its individuality as a scientific discoursc come from the 
~tudy of dl'vclopmcntal mcchanisms, it is not inconscqucntial that most o( thc currcnt cfforts to cstablish thc 
boundarics .:md intt!rnal structurc o( this biologk<1I discipline rely on infor111<1tion pcrtaining to only one of thc 
kingdoms in \\'hich ontogcnctic dc\'clopmcnt occurs: anima Is. 

In this paper, 1 prcsent a review of selected empírica! facts and hypotheses generated in the fields of 
plant devclopment<1l genctics, comparative morphology and systematics, coupled to a discussion o( the 
implications that these data could havc far two issues of current interest to the community involved in evo
dcvo research. Thcse issues are (a) the scope of application of the evo-devo modularity concept, and (b) the 
role o( homeotic and other developmental genes in thc determinatlon o( macroevolutionary pattern. 
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Consideration of thesc issues will lcad me to postulate a schcme of relationships betwccn dcvelopmcntal
gcnctic processcs and cvolutionary pattcrn that is in opposition to the corresponding consensus in thc 
Modern Synthesis, and to suggcst that extrapolation in cvolutionary biology might not be a valid 
mcthodological principie. 

11. Development occurs in plants, too, but is homoplasious with respect to 
anima Is 

Evo·dcvo biologists nppcnr to ngrcc nbout thc status of systcmatics or, more propcrly, of the branching 
pallcrn of laxa rcprcscntcd in phylogcnlcs obtaincd after thc application of objcctivc algorithms on charilcter 
míltrices~. as thc indispcnsílble frmncwork to which aspects of ontogcny should be referred to ensurn reliable 
inícrenccs on thc cvolution of characters related to development at all lcvels (sec, for example, Raff 2000, 
Arthur 2002). Phylogcnctic rcconstructions on matrices comprising taxa from ali kingdoms consistcntly 
support a sister group-rclationship between animals and fungi, with plants branching out as sister group of 
them, in turn (Baldauf and Palmcr 1993). This taxonomic arrangemcnt, addcd to the simple mapfing of thc 
prcsL•nce of onlogenclic dcvelopmcnt in two of thesc thrcc lincagcs ·animals and plants - and thc 
unproblematic po~tulntion of a unicellular anccstor for thc cl01dc that includes them ali. results in a couplc of 
11llL'rn.iti\'l'S for tlw evolution of developmcnt in its most gencr.11 tcrms: it was cither a synapomorphy for the 
group induding thl' threc laxa .111d was lost in onc of thcm (fungi), or it was gaincd scparatcly by both 
ilnim.1ls .1nd plants. 

In a couple of cssays, Mcycrowitz (1997, 2002) has madc it possiblc to decide among thesc altcrnatives. 
J le hns ¡irgucd that it is possiblc, mctaphorically, to trcat thc cvolution of dcvclopmcnt in thcsc lineages as the 
rt'!-illlt oí a uniqt1L' "n,1turnl experimcnt" that opl'fntcd on common unicellulílr (or coloniill) ancestors oí 
unknown idcnlity. Each of thc two outcomcs of lhc cxpcrimcnt -animal and plant dcvclopmcntill procc~scs· 
sccms to be, strictly spL'ilking, indepcndently dcrivcd: when thc molccular-gcnctic identity oí thc multigenic 
fomilies that ilfl' involvl'd in thc orchestration of a major proportion of thc criticnl aspects of ontogeny -most 
notably, pattcrn form11tion in early prt:'cursors of complex anatomicnl structures- arc comparcd, thcy turn out 
to be non-homologous. Howcvcr, molecular cvolutionar}' unrclatedness in many of thesc cases is 
accompannicd by a striking similarity in "functional logic": this is thc case of thc transcription foctor·encoding 
1 fom/l IOX mctaz.oan homcobox genes nnd thc MIKC MADS~box genes in spcrmntophytcs {the secd plnnts)". 
In each of thcsc familics of coding sequcnccs, sclcctcd mcmbcrs bchnvc as homcotic st..•lcctor gcncs7

• Following 
thc original abstract charactcrizíltion dcviscd far them in Drosop/Jila, selector loci are currcntly modelcd as 
clemcnts that act combinatorinlly to spccify thc cxprcssion of cascades of realizators11 which in tum define cell 
diffcrentintion pathways nnd determine organ identitics in adult structurcs (Gcrhart and Kirschncr 1997, 
Carroll et al. 2001). 

The exprcssion pattcrns of nngiospcrm homcotic selector genes -also known as the floral homeotic loci· 
dcfincd in lhc dicotylcdon modcl systcms Ara/Jidopsis t/Jalimra (the thnlc cress; simply namcd "Arabidopsis" in 
what follows) .1nd Antirrhinum majus (the snapdragon) form the basis of tite Al3C model far thc 
determination of floral organ identily (Bowman et al. 1989, Carpenter and Caen 1990, Coen and Mcyero\\."itz 
1991). The corc postul11tion of thc modcl statcs that the propcr diffcrentiation of thc four organs typical of 
bisexual -hcrmílphroditic or "pcrfect", uccording to thc botanicnl jargon- flowcrs is thc product of the partial 
overlapping of thrcc gene activities (A, B, nnd C) cach of which is carricd out by a variable numbcr of MADS· 
box gL'llCS: activity ¡\ alone deíint'S sepa Is, A plus [l pt.?tals, B plus e stamcns ande alonc carpels. This simple, 
clcgant and highly prcdictive model has bccn the milin guidc in evo-devo studics conccrned with the 
evolution of rcproductive structurcs inside thc sccd plant clade and in its dose phylogcnetic ncighborhood 
(Thcisscn et al. 2000, Vergara-Silva et al. 2000, Cronk 2001)9. As has happened in animal evo-devo rcscarch 
(sce, tor cxamplc, Bolkcr and Raff 1996, Abouheif et al. 1998, Wray and Abouheif 1998) after a timely 
recvaluation of thc contributions of Gavin de Bcer (see, far cxamplc, Gilbert et al. 1996, Hall 2000, Gilbert and 
Bolker 2001), biologists concerncd with thc application of moleculnr-genctic information on plant 
dcvelopment to elucid.1te character evolution qucstions are generally awarc that experimental demonstration 
of thc conser\'ation of cxprcssion patterns of orthologous genes with a developmcntal role is nota dcfinitive 
tt..•st of homology at higher levcls in thc hicrarchy of structural organization (scc, far exnmple, Niklas 2000, 
Vcrgar.1-Silva et al. 2000). 

111. In plants, differentialion and other cellular mechanisms involving !he ¡ 

regulation of gene expression are carried out by severa! families of transcription 1 

foctors ---- ___ ll 

Thc ABC t-.·tADS-box genes are of inherent interest to anyone involved in the study of homeosis nnd related 
dcvclopmcntal-genctic phcnomcnn, since thcy nre gcnuine plant correlatcs of thc first homcotic genes 

- ------------·-··-·--~·-----·~ 
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discovercd in nnimals. In addition to these genes, rn<1inly cxpressed in tissues with a floral fatc, other 
mcmbcrs uf thc famil}' havc 11011-rcproductivc but illso spccific sitcs of cxprcssion, likc thc root and thc 
cndosperm (Alvare~·Buylla et al. 2000, Burgeff et al. 2002). Howevcr, thesc genes are not thc only group of 
transcription foctor·cncoding scqucnccs implicatcd in difforentiation throughout ontogcny in plants. In íact, 
somc transcriplion foctors in volved in pl.111t cell division proccsse~ are cncoded by membcrs oí onc homcobox 
subf,1111ily, thc KNOTl'ED dass 111

• Expcrinu .. •nlíll m;mipul.1linn of thL'SL' benes has not rcsultcd in IHllllL'l'lic 
phcnotypcs so Íilr, but it hils bccn .!>hown that thcy pl.iy an importílnt role in lcaf de\'elopmcnt, mainly by 
dcfining -just likL' animal l lnm/ l IOX ílml plilnt M,\DS-bnx lod do- íiclds of ccll~ that hilv1..• unique responses 
to differentiiltion signills ilnd therdore .1ctivíllc the lrilnscriptinn of spccific SL'ts oí t.irgL'l genl'~ (l'nzzi l'l ill. 
1999). The pattcrns oí L'Xpressinn of homolog11cs oí the 111.1izL' KNOTTEDI (KNI) gl'lll' ht1\'L' rL'CL'ntly bccn 
used ilS molL"cular indirntors of homology in !L'.1Í form in the dicotyledon gL'lllh l.t'pld111111, ,1!-t \vcll ils in il 
discrclt.• s,1111pling oí :-.l·ed plant lilXil, with thL' help of indL•pcndcntly gL•nerilted org.111i~mill phylogl•flil'!i. An 
import;int cnnclu!->ion of this study is th.1t tests oí honrnlogy b<tSl'd 011 íinill le¡¡f morphology urc not 
str.1ightforward (Bh.irath.rn l'l ill. 200::?, ~L'l' l.,t>low). ,\mong lllilny othl'rs, .1ddition.1I lud with .1 dL•111on ... tr.1tl•d 
particip.1tio11 in dc\'elopnll'nt.11 mechanisms ill'L' tlll' YABUY genes -which ilre in\'olvcd in the dL'lermination uf 
thc ilb.1xiill-,1lfoXiill idcntity of most Jater,11 plant structurcs (Bowmm12000)- ilnd CURLY LEAF (CLF), ,, locus 
which cncodcs a factor th.1t he!ps to 111ai11t.1in íixcd chnHníltin stiltcs (Goodrich et ¡¡l. 1997}. lntl~rcstingly. 
whilc the íormer group oí ~equences h.:1s no ;:rnimill counterpílrt, CLF is a homolog of Enh.rncer of zesll'. a wL'll 
known mcmber of the Polycumb group of duomíttill rcmodcllL•rs in Droso11hilt1 (Meycrowitz 2002). 

\Vith thc impulse pro\'ided by dcvclopmentill-gcnl'tic studics, Arabidopsis is alrcildy one of thc few 
Spl•cics of cukaryotcs for which a compll•tc gcnomic draft is i\Vílilablc in computcr dat.ibilscs (Thc Arilbidopsis 
Gcnomics lnitiativc 2000). According to íl rcccnl compilrativc illlalysis of t..]Uílntitativc .:rnd quillitati\'C diversity 
oí tmnscription factor filmiliL'S in this plant spccics and othcr cukaryotcs far which '"·hale gcnomcs ha ve been 
also scqucnccd (Ricchmann et al. 2000), thc numbcr of transcriptionil) regulators in this plilnt spccics is 1533, 
whkh correspnnds to 1.3 •md 1.7 times thosc prcscnt in Drosol'hila mdtmogasll'r and Cat•11orlzal1dilis clt•ga115, 
rl'~pl'ctivl'ly. Thl•se factors .irc encodcd by approxinrntcly s;:, of thc gcnornc, and about 45% oí thcm come 
from fomilics spccific to plants. Severa! addilional estima tes are intcrprctcd by thcsc authors to show that thc 
rcguliltion of tr.1nscription in plants is ilS complcx as thilt in anirnals. 

IV. Mcristcms, Gocthc's linc of intcllectual deseen! and evo-devo -style 
modularity 

As stilted abovc, experimental cvidcncc lcads onc to postulate that the logic behind thc devclopmentally· 
rclcvant biochcmical function of thc phylogcnetically di verse molecular plnyers enumeratcd is similar in most 
animill •rnd plant instilnccs studicd until now. This observation could provide n good ad hoc rcason for the 
foilure of ll•xtbnok authors, íor cxampll•, to acknowlcdgc rcccnt ndvanccs in the corrcsponding rcsenrch 11 • Jf 
plm1t dt.•\'t.•lopmcntal gcnl'~ funclion like thcir nnim.il countcrpnrts, somctimcs vcry similnrly, why bothcr to 
revicw thL·m, also? \Vhilt ncw things could possiblc come out from thc analysis oí thc role oí plnnt 
de\'clopmcnt.11 proccsscs in c\•olution thill hils not íllrcady bl'cn found ar hypothcsizcd in nnimals? 

A. Mcristcms cstablish a qualitativc diffcrcncc bchvccn plant dcvclopmcntal proccsscs and 
thcir animal countcrpilrls 

An implicit ilssumption of il major proportion of biologists, including i1 considerable number of rescnrchers 
working 011 c\•olutionary issucs, is th.1t planls ilrc "lower orgm1isms". Indced, some animal spccics havc more 
-somctimcs lllill\}' more- orgilllS and ccll typcs th<tn any known plant spccics do. Also, thc ilbscncc in plants oí 
emcrgcnt propcrlics likc cognilion might justify that, in this zoological-vcrsus-botanicill comparison, the lattcr 
uniVl'rsc oí proccsscs will be forcvcr dccmcd "lt. .. •ss complcx''. Howcvcr, as Niklas (2000) has pointcd out, "thc 
cvolution of pl;mt body plans is far more complcx lhiln that of ilnimals bccausc the orgtmisms c.11lcd plants 
are polyphylctic" (p. 413). Additionally. plant dcvelopment is inextricably linked to numerous physiological 
pron•sscs -milinly related to signal tr<111sduction pathwil)'S lriggcrcd by cxtcrrlill stimuli like light and 
tempera tu re- that strcnghtcn the stability of morphogcnctic processcs, while at thc S.1mc time .1rc at the basis 
oí phcnotypic plilsticity in thc focc of erwironmcntal chnnge (see, for example, Trcwnvas 2002)12 • ln any case, a 
closcr look ill sorne dcl.1ils oí plant ontogcny and its cvolutionary history could show that, in line with the 
devcloprncntal-gcnclic ami gcnomic considcrntions made nbovc, thc pnthway from gene nctworks that 
regulillc dc\'clopmcnt to adult phenotypes is hardly simplcr in these taxa than in animals. Morcovcr, 
biological structurc nnd proccss in plants conforms differently to sorne notions that are currently taken as 
ct.mtrnl to thc conceptual framcwork of evo-devo, to the point of having suggcsted thcoretical appro¡¡ches that 
dcpilrt from thc cohercncy of receivcd vicws. 

Animal body pl<1ns are cssentially complete ¡¡fter embryogcncsis. Together with the rccognition of 
phylolypic stagcs with varying dcgrces of flexibility, this fact has lcd to the postulation of the zootypc (Slack 
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et al. 1993) and rclated proposals on the nnturc of animal body plans. An individual plant, howevcr, 
continuously forms new anatomical parts throughout its life. This is possible because of the existcnce of 
meristems, structures that, in thc ontology of plant biological structures, particularly from the standpoint of 
devclopmcntal biology, should be regnrdcd ns cxtrcmcly salient. A meristcm is an apparently 
undiffcrcntintcd tissue that providcs ncw cclls that acquirc differcnt fates (see, far example, Lyndon 1990, 
Howell 1998) according to their gene expression states, which in turn depend on thc lntegration of 
cnvironmcntnl as wcll as inlcrnal signals. In a typical "higher plant'' two primary meristcms -the shoot apical 
meristcm (SAM) nnd the root npical mcristem (RAM)- develop during embryogenesis. In parallel, secondary 
mcristcms cnn be formed at specific pinces, starting from ccll zoncs that previously were non-mcristcmatic 
(Vrocmcn and thc Vrics 1999). Ocsides organs of thc reproductive structurcs, like those comprislng the floral 
whorls of angiospcrms and gymnospcrm strobili (also known ns eones), cach type of organ from thc limitcd 
set of additional distinctive structurcs with this leve! of organization ·basically the stems, the lea ves and the 
roots- is ahvnys formed from a meristcm with a specific gene expression profile (Howell 1998). The function 
o( meristcms in turn depends on the cnpacity that plant cells hnvc to recapitulate development, a property 
cnlled totipotency. On the bnsis of this propcrty, cells from differentinted tissues likc leaf mesophyll, 
sccondnry phloem, pith, cnmbium, peta) epidermis and ovule and nucetlus layers havc been succcsfully uscd 
in thc lnboratory to regencratc whole plants in culture (Lyndon 1990). Given the above, rneristems provide the 
basis for the ccntenary or millenary ngc that individual plants of sorne specics ~far example, certain pines- can 
achieve. Ncedless to sny, the biology of meristems is of potential interest to mcmbers of the biomedicnl 
community, specinlly to students of the molecular mcchanisms underlying cancer orto those working in the 
now foshionablc field of stem ccll rcscarch (sce, far cxnmple, Wcigcl and jürgens 2002). 

Graham et al. (2000) have rccently put the evolutionary origin of meristems in perspective, along with 
other innovations. to asscss their proper contribution to the cvolution of body plans in embryophytes (the 
lami plants). lllustrating again the use of rcliable phylogenetic reconstructions, they have listed and mapped 
what thcy considcr are the fundamental fea tu res that appeared during the radiation of charophycean algae -
thc group than includes thc direct anccstors of thc first land plants (see, far example, Kenrick and Crane 1997, 
Soltis et al. 2000)w as \-\•cll as those whose origin is linked to the early stagcs in thc evolution of thc group13

• An 
importanl obscrvation madc by thesc authors rcfcrs to the sexual aspccts of life histories: from thc beginnings 
of thcir divt.?rsiíicntion14

, land plants posscss two multicellular bodics -the sporophyte and thc gametophyte
which are structurally and íunctionally diffcrcnt, and that have cxpericnced separa te evolutionary processes 
through time. This condition, commonly known as "altcrnation of gencr01tions", is another importnnt plant 
attributc wilhout an animal counterpart. 

Thc above factual considerations set the stage far a supported assessment, from n botanical point of 
view, of modularity. Since its introduction in contemporary discussions within evolutionary biology by 
Wagner (1989), the notion of modularity is a subject that has received speclal attention by sorne prominent 
figures in the ongoing discussion on the principies of evo·devo (see, far cxample, Raff 1996, Wagner 1996, 
Minclli 1998, Bolker 2000, Raff and Sly 2000 and Gilbert and Bolker 2001). Therefore, it has occupied a 
privileged position -quite justified, in my opinionw in sevcral foundational tcxts commcnting on thc research 
agenda, key concepts, curren! issues and I or controversies in the field (Hall 2000b, Ralf 2000, Wagner et al. 
2000, Carroll 2001, Arthur 2002). According to the glossary in Carroll et al. (2001), the term refers to "the 
organization of nnimals into developmentally and anatomically distinct parts (and to) the organization of 
gene regulatory regions in to discrete cis·regulatory elements". Raff and Raff (2000) have pointcd out that "a 
vie\\' of ontogcny as composed of cvolutionnrily dissociílblc cassettes or modules with underlying identities at 
thc ccllular or gene lcvel has becomc nn important concept in the discussion of how development evolves" (p. 
235), and \Vinther (2001) has claborated a useful list of "criteria far the rccognition of structurnl, 
dcvclopmental nnd physiological modules" (p. 119) that refer to their intra- and interconncctivity, their 
mechanisms of gcnetic specificntion and thcir vnriation/conservation across taxa at different taxonomic 
lcvels. Modulnrity, undcrstood as a morphological and development·relatcd property in multicellular 
organisms, would sccm thcn a rather rccent invcntion, but the modulnr naturc of plant structure has bccn 
recognizcd long bcforc. 

B. Modularity in plants is more complicated !han in animals: a brief account of historical 
cvcnts in rclrospcctive 

Mnny contemporary botanists talk naturally about the modular construction of plants, even when its 
treatment is not formally connected to developmental biology (see, for example, Niklas 1994, 1997). From 
what has been said befare about plan! Jife-cycles, it should be totally acceptable to postulatc that a basic, 
ancestral kind of modularlty Is present in thc land plant clade: the gametophyte·sporophyte distinction. In 
line with thls, sorne researchers have tried to adapt -or adopt· the corresponding terms that are more 
commonly uscd in animal studies, whilc at the same time implying that modulnrity is "deeper" in plants. Far 
example, Crane and Kcnrick (1997) statc that "the notions of unitary construction and strongly integrated 
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pntterns o( clevclopmcnt mny hnvc been overcmphasized and recent discussions highlight the import¡mcc o( 
modulnrity and dissocintion to focilitate co-option o( genes, tissucs and structurcs far ncw purposes ( ... ) in 
plants, compartmentalizcd and flxed cell structure, combined with more obviously modular construction, 
providcs a dcgree of inhcrent dissociation that makes both vegctative and reproductive parts especially 
susceptible to processes of co-option and modification" (p. 171, italics added). From the previous cilation and 
many others of similar na tu re, it would seem that a straightforward application o( the cvo-devo version of the 
modularity conccpt to plants is completely justified and might (continue to) sustain productive research lines 
in dcvelopmental genetics. 

As aptly revicwed and clabornled by Rieppel (1988), Hall (1992), Amundson (1996, 1998 and 2001), 
Brigandt (2001) and olhers -and not lo be discussed here in detail- concepts like "Bauplan" and "homology", 
used for the description and explanation of pattem in contemporary biology, have their roots in the works of 
severa) European natural philosophcrs/biologists of the 18th and 19th centuries. Mosto( these individuals 
converged in deriving their spcculations from the (metaphysical) idea of unity of type -a term coined by G. L. 
Buffon- which in turn is also a fundamental component of the structuralist (or internalist) school in 
comparative biology. J. W. Goethe, one o( the most important structuralist thinkcrs during the late 18th 
century, had n special interest in plant form and his views have bccn frcquently citcd in association with 
devclopmcntal-gcnetic rcsults in plnnt model systems (scc bclow). The conceptions hcld by Goethc iníluenced 
subsequcnt gcncrations of botnnists, particularly in Gcrmany, although individual workers dcvcloped 
divcrgcnt mctaphysicnl and methodologicnl stólnces. In her rccent revicw of the subject, Classcn·Bockhoff 
(2001) has idcntificd, among olhers, Agncs Arber (1879-1969) and Wallcr Zimmcrmann (1892-1980) as two of 
thc most prominent plant scientists whosc works, being intellectual offsprings oí Gocthe·s ideas, havc pavcd 
thc way far what now should be considercd as thc original contribution of botany to the undcrstnnding of the 
rclationships bctwccn dcvelopmcntal-gcnetic process nnd anatomical structurc -and thercfore, to a 
contcmporary conception of modularity. lntcrestingly, at least in the case of Arber, definitions rcgarding the 
structure and evolution of plant form providc real illternatives, because they entail a critique o( the 
interpretation of charactcr coding in modero comparativc morphology and a dissatisfoction with the \vay 
abstrilctions of developmental-genctic units in the context of thcir causal correspondence to phenotypic traits 
are constructed. 

Goelhc was lhc founder of the ficld of "morphology" itself, conceiving itas an approach lo deal "with the 
outer appcarance of the enlirc organism" (Kuhn 1987). According to Classen-Bockhoff (op. cit.), two aspects of 
Goethe's view of plant morphology are of particular interest: (a) slncc the dynamlc force inherent in 
organisms is lifc ilsclf, ali of lhem -including plants- changc, transform thcmselves conlinuously, and (b) the 
scientific approach for the study of these changes must be an holistic one, unifying objective and subjective 
aspects of the cognitivc process. In his best·known botanical work, Versuch die Metamorphose der Pflanzen 
zu erklarcn, Goelhe first poslulaled that the leal" was the primary plan! organ, and that cotyledons, foliage 
leavcs and floral organs wcre identical in bcing )caves•. Thc word "leaf' followed by an astcrisk refcrs to the 
fact that he took thif> org.:111 to be immatcrial, an archetype. A series of developmental gcnetics studies, 
pcrformcd mainly in Arabidopsis, have confirmcd the "leavcs as ilrchctypcs" scheme for plant organ idcntity. 
This coníirmation is worth noticing, though, because conceptually thcre is a clcar opposition bctween the 
rcductionistic approach that gencratcd the rcsults and some of Goethe's basic tenets. It ha_s bcen found that a 
disruption in thc normal function of thc .MADS-box genes in chargc of the three canonical activities of the 
ABC model (set:- abovc) givcs risc to flowcrs that, though prcserving thcir whorled pattern and merosity, are 
cnmposl•d nnly of orgnns wilh n tc.1fy phcnot}'pc (\Vcihcl nnd Mcycrowitz. 1994). MorcO\'C'r, thc gcncrill 
din·ctiun in the identity dl.rnge tlf org.111s th.1t (.;oetlu.~ hypothesizcd -fmm sced to foli.1gc, frum br.1cts tu 
flowcrs, from carpcls to fruits- could also be interprctcd as supported by the rcccntly chnractcrized function 
nf anolhcr subgroup of MADS-box loci ·lhc so callcd SEPALLATA (SEi') genes (Pclaz el al. 2000), A mulation 
in each of the thrce mcmbcrs of this subgroup (SEPl, 2 and 3) rcsulted in flowers whose organs were 
transformed to a scpaloid idcntity, indicating that their products intcract with thc proteins encodcd by the B 
and C activity genes of thc ABC modcl. Sepals, then, would appear to be an intermediate stage in the 
"pro~ressivc scqucntial changc" of structures with a foliar charactcr towards thosc thnt occupy more central 
positions in thc tlor,11 nwrish..•m; this in turn would nrnke thcm more "dcrivcd" or "sped,11ized" morphulugico'.11 
structures than lcaves, but IL'ss so thnn other floral orgnns (sce bclow). 

Goethe postulalcd the cxistcncc of an ordcrcd series of discrcte organ idcntitics thnt originnted from thc 
lenr. lt is important to notice that, simultancously, he was also introducing the complcment.Jry notion of 
scqucntial changc -that is, transformation- of onc anatomic.:tl part into another. To deal with this aspect, 
Gocthc uscd thc term "metamorphosis'', and with it he was describing the process of changc that thc "primary 
unit of plant form" ·that is, the lcnf plus the internode placed below it and the bud located in its axil- turned 
into somcthing else during growth. Takcn togcther, both ideas constitute the basis of W. Zimmermann .. s 
conccption of charactcr transformation, a central tenct oí his views on thc ways in which plant form has 
chnnged over thc coursc of evolution. For the latter author, "mutations modify determining factors relating to 
special characters, which thcn appear in the offspring in a changed form" (Classen-Bockhoff 2001: 1164); most 
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notlceably, he thought that phylogenetic modifications must entail changes in ontogeny. The fact that 
Zimmermann considered taxon phylogeny to be the result of information on these changes has led Donoghue 
and Kadcrcit (1992) to claboratc on thc influcncc that he might have had on the conceptual development of 
phylogenetic systematics through Willi I-lcnnig himself. Finally, and despite Zimmermann's fondncss of 
linking dcvclopmcnt to phylogcny, it is important not to conflate a literal reading of character transformation 
-onc that in principie would derive from a purcly Goethinn intcrprctation of, say, the SEP mutations- with 
what is actual thc legacy of Zimmcrnrnnn to dadistic practiccs. In thc former instance, the "activity" of 
devclopmcntnl genes will changc in such manncr that its phcnotypic rcsult would be the production of 
differcnt, scquentia1 and not neccssarilly discrete (sce below) states. In contrast, in the latter case character 
transformation (sce, for cxample, Patterson 1982, H.icppel 1988, Carinc and Scotland 1999. Brigandt 2001) only 
rcfors to the trnnsition of one symbolic, discontinuous state to nnothcr -far example, zero to 1- ovcr íl 
particular branch in a phylogcnctic trce which has bcen prcviously reconstructcd on the basis of thc 
identification of shared derived chttrnctcr statcs. 

In what constitutcs a vcry interesting case of intellcctual divergence from a common ancestral stock of 
ideas, A. Arber did not endorse a categorical definition of organ types. In contrast to Zimmcrmnnn, Arber wns 
basically a constructivist scicntist: far her, "leaves", "roots", "stems" -and arguably also animal organs- should 
be always hcld tts mental cntities, despitc tlwir legitimate opcrationnl uses. In her "partial-shoot theory of thc 
lenf', Arbcr (1950) cxpanded Gocthc's conccption of metamorphosis to specifically suggest thilt thcre is a 
certain dcgrcc of ovcrlap bctwccn thc identitics of thc shoot* (notice thc asterisk) as a wholc and thc lcaf* as 
its part. Ho\'\'cvcr, it would scem that thc confirmation of Arber's thcory on thc basis of dcvelopmcntal
gcnetic evidcnce could be problema tic, since from the start it is at odds with thc acceptcd framework used for 
the specification of charttcters (in particular, organ types) in plants -a scheme thnt has becn prcsuposscd 
throughout my discussion. Aftcr identifying this, thc standard methodological stancc for chnracter coding, ilS 
the "classical plan! morphology (ClaM) approach" -one that looks at !he root, stem and leaf as rigidly discrele 
units- Rutislrnuser ilnd lsler (2001) havc contrastcd it against the "fuzzy Arberiiln morphology (FAM) 
approilch". This illtcrnativc vicwpoint, obviously dcrived from thc Gcrman tradition alrcttdy rcferrcd, consists 
in the postultttion of il "continuum rm,t-shoot modcl" (my itttlics) in which thc root, stL'll"I ilnd lcilf ttrc vicwcd 
tts thc products of uvL•rl<1pping devclopmcnt.11 pttlhways. Wlrnt is rcmarkttble in this rcspecl is that othcr 
rcccnt dcvclopmcntnl·gcnetic findings, ha\•ing thc snmc reductionistic charnctcr ns thc SEP MADS·box gene 
data discusscd abovc hil\'C, ttrc currcntly bcing intcrprctcd according to gcncralizations that havc íl grcater 
affinity to thc FAM appronch thttn to thc standard framework, implying in principie that some plant 
morphological "modules" do not hilve clettr·cut corrcsponding devclopmcntal·genctic regulatory nctworks. 
Among othcrs, Sinha (1999) ·on thc basis of her work on KNOX genes and othcr evidenccs- has proposcd thnt 
"the tcndency to rndiality and thc tcndency to dorsiventrnlity coexist (towards each other) both in shoot ttnd 
leaí", while Hofor et al. (2001), wilh data pertaining to the pea gene UNIFOL!ATA (UNJ) -a homolog of 
LEAFY (LFY), the Arabidopsis rcgulator of the inflorescence/ flower meristem transition- havc postulatcd that 
in spccies with compound leaves, thc "compoundedncss" (branching) of these structures may b<? duc to the 
expression of "shoot-specific" genes. Evidcntly, in both en.ses the interprctation of rcsults entail that distinct 
groups of genes that in principie act in one categorical structurc, are actually also expressed in another, and 
that the conscquencc that this overlapping pattern has on ccll diffcrcntiation is an effective blurring of the 
phenotypic boundary bctwccn thc structures themsclves. 

Thc previous paragraphs illustratc that, in plants, both "either-or" and "dynamic" conceptions of the 
rclationship bctwccn thc cxpression and function of devclopmental genes are being used by practicing 
scicntists in thcir cxplanations on how the genome is translated into a phcnotype. In animal developmental· 
genctíc rcscarch, only rccently has the ítem "partial homology" of developmental-genetic pathways been a 
mallcr of discussion (sce Mcycr 1998 and Wilkins 1998). Surprisingly (or probably not), at least in one instance 
the definition entcrtained includes the notion of ovcrlnpping intcractions (see, far example, Wake 1999). Since 
;1ppi1rently illlh11ill rcse<1rchers are ttrriving at this conclusions so late (and without any acknowledged 
botttnical input), it scems rettsonablc to conclude that theoretical pluralism in the plant scicnccs -cxcmplificd, 
for cxamplc, by Arbcr~s thcory- htts providcd a widcr perspective on what modularity is. From what has bccn 
prescntcd abovc, though, it is difficult to asscss thc evolutionary significance of the partial homology scheme. 
For instance, would it be va1id to suggests, on the basis of the Goethian interpretation of the Arabidopsis SEP 
mutations, that floral detcrmination processcs in angiosperms reflect an actual evolutionary acquisition of 
sequcntially more complex dcvclopmental-gcnctic rcgulntory controls for organ identity? Clearly, more work 
is ncedcd to cstimatc to what extent are putatively overlapping developmental pathways relcvant to the 
discussion of thc role of modularity in thc gencrntion of plant body plan divcrsity. 

V. Natural heterotopic plant phenotypes, Rolf Sattler's "process morphology" 
and Modern Synthesis -style macroevolution 

In congruencc with the prcvious obscrvations, it is probably convenient to state at this point that the role of 
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partial homology mechanisms <is hypothetical proximal processes by which modularity of plant structures 
could ha ve been related to the diversification of taxa and / or the origin of novel organs still has to be 
investigated in depth beforn lcading to any definitive conclusions. Additionally, one would expect that this 
could take sorne time, because the source ideas involved are not commonly considered to belong to the 
conceptual foundations of the "mainstream" of experimental research. In contrast, the obscrvation and 
interprctation of homcotic and rclatcd plant phenotypes in nature -stimulatcd in reccnt times, of course, by 
thc wealth of developmcntal-gcnctic data gcnerated in the model systcms through the study of homeotic 
mutations- has becn by far thc corc basis for thc postulation of both general theorctical modcls as wcll as 
cmpirically tcstablc hypotheses on the relationships bctween microevolution and macroevolution. Homeosis 
has becn recently rcdcfined in the contcxt of heterotopy, which is currently recognized as any "positional 
displaccmcnt or translocation of nn organ ar structure" (sec, for example, Li and Johnston 2000). As these 
authors have pointcd out, the homcotic rcplaccment or transformation of plant organs -scpals, petals, 
stamens, carpcls and other non-floral structures- "may also be described as a displaccment or translocation of 
an organ's development; that is, as hcterotopy" (p. 75). Thcrefore, homeosis and hetcrotopy overlap, complete 
homeosis being cquivalent to hetcrotopy. Undcr these definitions, too, homcosis is automatically placed at the 
opposite side of the spectrum of morphological variation whcn comparcd to the phcnomcna of ovcrlapping 
organ identity, that in turn forms thc basis of the partial homology notion. 

lt is interesting to notice that thc analysis of hetcrotopy in a botanical contcxt has also led to 
dissatisfaction with the accepted ways in which charactcrs are codcd in standard morphological studics (sec 
below). On top of that, vicws hcld by a fcw othcr researchcrs are dcfinitely more congruent with the 
postulation of snltatory modes of morphological evolution than with phyletic gradualism. As widely 
ncknowledgcd (see, far cxamplc, Smocovitis 1996 nnd Reif et al. 2000) the postulation of an explanatory 
continuum that gocs from thc population gcnetic dimcnsion to that of macroevolutionary pattern, which 
states thnt accumulation of infinitesimal morphological differenccs controlled by man y small effect loci is the 
only acccptable mode of phenotypic evolution, is considered one of the main achievements of the Modero 
Synthcsis. As such, this statcmcnt has bcen already incorporated almost without modification to thc basic 
principies oí thc cvo-devo framework (see, for example, Akam 1998, Haag and True 2001, Carroll et al. 2001). 
Evidently, the models and theories rcíerred above should be of interest to anyone trylng to define the 
structurc of scientific cxplanations in cvo-dcvo: confirmation of thcm would rcpresent a truly profound 
critique to fundamental principies of thc framework, in its prcsent state. 

A. Homcosis from a botanical pcrspcctivc: thc case of Rolf Sattlcr 

Thc modcrn scicntific documentation of natural homeotic phenotypes in plants goes back to William 
Batcson's Matt-rials for tite Study of Variation, in which he wrotc that pctals could be interchanged by stamens 
(p. 84)". However, most likely in connection to the fote that embryological evidences suffered during the 
dccadcs around thc construction of thc Modcrn Synthesis, the possiblc participation of thcse kinds of 
macromutations -scnsu Dictrich (1992)- in thc c\'olutionary process was fcrociously argued against in 
cvolutionary biology 1

". Ucsides thc carly paper by Leavitt (1909) and thc rcview by Meycr {1966) -wherc 
dozcns of angiospcrm genera in which phyllod)', bracteody, sepalody, staminody and carpe11ody occur were 
countcd - almost nothing wJs published on thesc phenomcna in plant journals. lt was not until the 1980s, 
through thc influcncc of thc gcnetic invcstigations of Edward Lewis and subscqucnt workcrs, that hypothcscs 
about the possiblc role of hcterotopy and hctcrochronic mcchanisms in gcnerJI began to appcar ngain in thc 
botanical litcraturc. Of coursc, the impílct of Lewis'work on this rencwcd intcrcst was nrguably syncrgistic 
with the positi\'c rcception of Gould's Ouloge11y ami Pl1ylogeuy, the dispute around punctuated cquilibrin and, 
lnst but not lcast. thc pcrvasivc prcscncc of Goldschmidt's old challcngc to thc Synthcsis (scc Dictrich 1995, 
2000) in academic discussions through severa) decades during the 20th century. 

Legitimately included in the FAM tradition {see Rutishauser and lsler 2001), Rolf Sattler is one of the 
most significant contcmporary plant morphologists who have shown a serious interest in thc ocurrence of 
homeosis in naturc1

', as attcstcd by his general reviews on thc subject (particularly Sattler 1988) and his 
empirical rescarch -most notably, his study of floral development on Ca11a palustris (a monocotylcdon specics 
o( thc family Araceae; Lehmann and Sattler 1992). As his FAM colleagues, Sattler appreciates plant 
dcvclopmental gcnctics, particularly thc devclopmental part -probably more than any of thcm. Bccausc o( 
this, he stands apart in what represents a sort of "cpistemic breakpoint" in the tradition of German plant 
morphologists that continues the Goethe-Arber line of intellectual deseen!, therefore constituting an 
interesting case study for historians. Sattler is an atypical structuralist: In his attempt to take further the 
conceptions charateristic of FAM, he has proposcd that organisms are not objects that have developmental 
processes, but instead they are devclopmental processcs. As advanced nbove, he has also suggested that 
morphological variation cannot be properly understood in the context of mutually exclusive categorics (see 
Sattler 1984, 1992, 1994 and 1996). Wliile it is by virtue of the )alter standpoint that he is inserted in the 
Goethe-Arber tradition {Rutishauser and lsler 2001, Sattler 2001), the former conception entails the definltive 
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substitution of evcrything deemcd structural In fovor of what could be called a "dynamk continuum of 
functions" with n dcvelopmcntnl aífinity. From thc prcvious dcscription, it is thereforc no surprise that Sattlcr 
-along with other like-minded botanists (see, for example, Hay and Mabberley 1994)- has been always 
unhappy not only with the ClaM approach, but also with the methodology of dadistics (see Weston 2000), 
cspccially whcn this onc is locked into a strict mcthodology far morphological character coding. 

While cmphasizing the ;1lrcady mentioncd drawbacks of that thc ''either-or" perspcctivc on character 
coding could havc, thc alternativc offcrcd by Sattler-process morphology (sce, far cxamplc, Sattler 1992 and 
1994)- nmounts to nn "ontology of form" thnt in principie would appcal to any dcvelopmcntal biologist. The 
problcm thal thc adoption of proccss morphology could cntail, though, is dcar by now: thc modularity 
conccpt put fonvard by most evo-dcvo proponcnts is catcgorical and defines separntc and dissociable cntities, 
nnd its cvolutionary intcrprctation (as explaincd in prcvious scctions of this paper) hcavily rcsts on the 
prcvious rcconstruction of phylogcnctic relationships that in turn dcpend on the coding of discrctc charncters. 
Now, as compcllingly argucd by Wcston (2000), nlthough in principie proccss morphology poses a problcm to 
thc logical justificalion of phylogenctic systcmntic practiccs, it does not "impact scvcrcly on thc ability of 
cladistics to nchicvc its primary goal: to rcconstruct taxic rclationships" (p. 141). lnsh.•ad, Sattler's 
contributions imply a valid criticism that is rclatcd to the transformntional aspccts of homology (scc abovc). I 
thcrcforc suggcst thnt thc hctcrodoxy rcflcctcd in thc work of Sattler and othcr "fuzzy morphologists" could 
;ictually rcsult in an innov.1tion far thl' common prncticcs of chílractcr coding in cladistics, in a way that does 
not compromisc its utility far thc inferencc of pnttcrn: dcvdopmcntal-gcnctic modules dcfincd by strong data 
could be a reliable guidc in thc rcdcfinition, whcn nccdcd, of morphological charncters and thc inclusion of 
ncw ontogcnctic oncs in matrices uscd for the reconstruction of both phylogeny and character cvolution. l\.1ost 
importnntly, it would scem that the implcmcntation of this suggestion could givc its bcst rcsults if no a priori 
cntcgorization rcl<1tcd to discretcness or continuity is imposcd on thc data. Pinally, it is tcmpting to prcdict 
that, if c,lfricd out carcfully, such practice could contributc to thc narrowing of thc possiblc ways in which 
pathwnys composcd by devclopmcnt;il loci could be co-optcd, shuffled, duplic.:ltcd and, in sorne cases, cvcn 
"tr.111sfnrml'd" in .1 litt•ral, GoL•thi.111 SL'llSL' through cvolutionary time. 

lt should be noted tlrnt thc above suggcstion is not cntircly ncw. Actunlly, arguments in pro and against 
the incorporation of "phylogcny-neutral principies" in systematics havc contributcd to itn intcrcsting, 
nlthough scparatc, debate on tautology, rcdundancc and circulnrity in cvolutionary infcrcnce (scc, for 
cxamph.>, Lee 1999 and rcfercnccs thercin). As with the pilrtial homology proposals, it remains to be sccn how 
much could FAM-likc charactcr coding practiccs, couplcd to standard cladistic annlyscs, contribute to our 
understanding of thc evolution of devclopmcntal processes. But as anticipated above, though, a growing 
body of cvidcncc and thcorizing in plant evo-dcvo is supporting that the gcneration of discontinuous, 
cmincntly hetcrotopic, variation could be effcctivcly linked to major body plan tmnsitions and morphological 
innovntions, in contrndiction to thc main prcdictions of thc gradualistic stance in cvolutionary biology. 

B. Curren! plan! evo-devo models on the role of heterotopy in macroevolution are more 
advanced than their counterparts in animal evo-devo 

Chronologically, thc first significant contcmporary hypotheses that connccted dcvclopmental-genctic findings 
to tlw origin of (morphological charactcrs in) plant groups of high taxonomic rank wcrc proposcd b)' thc 
Russian palcobotanist S. V. Mcycn, to account far thc origin of gymnosperm morphological structurcs in 
general (Mcycn 1984; thc same ycar of thc cloning of the first animal homcotic genes) and carpcls in 
angiospcrms (Mcycn 1988). Befare this work, thc non-saltational models of botanists writing insidc the 
!v1odern Synthcsis context -among whom G. L. Stebbins is an outstnnding figure (scc Smocovitis 2002 and 
refcrences thcrein)· were almost thc only acccptcd vicws on plant evolution. Far thc first taxonomic group, 
Mcycn postulatcd thnt thrcc proccsscs could havc bccn involved in morphologic<ll cvolution: "(i) homoeotic 
hetcrotopy with complete violntion of the 'criterion of position' ( ... ) (ii) posthctcrotopic conscrvation of organs, 
oítcn concomitant with epimorphological revcrsion, and (iii) cvolutionary dcdifferentiation in accordancc to 
tht.> criterion of pusition ( ... ) but with thc rcllrrangcmcnt of severa! ontogcnetic programs into onc". Notice that 
thc third point rcscmblcs l!Spccts of the ontolog}' of dcvclopmcnt promulgatcd by thc FAM approach; 
Mabbcrlcy and Hay (1994) hove also statcd that homcotic transformations suggest "(that) disruption leads to 
the rcllrrangcmcnt of proccsscs nnd destabilizlltion of process combinations, or dccanalization", a proccss that 
in turn could le.ld "to thc cxprcssion of lost fcatures" (p. 117). Regarding the origin of the androecium (the 
carpcl whorl) in llowcring plants, Meyen (1988) considcred that il had been possible through gamoheterotopy 
·thc transfcr of charactcrs from onc sex to anothcr- involving a microsporophyll (pollen-bearing) structure 
arising in thc sccd-bcnring (fema le) organ, both with affinitics to the structurcs found in the cxtinct secd plant 
group Oennctittalcs. 

The general picture of the second Meyen hypothesis has becn reccntly reelaborated by M. Frohlich in a 
highly !estable and partially corroborated model on the origin of the angiosperm flower: the "mostly male 
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theory" (Frohlich and Parker 2000, Frohlich 2001). According to him, "developmental control of flower 
organizatlon derives more from systcms active In thc malc rcproductive structurcs of thc gymnosperm 
ancestor, rathcr than from thc female, with ovules being ectopic in thc original flower" (Frohlich and Parkcr 
2000: 155); here, lhe direction of transfcr is opposite to the one suggested In Meyen's hypothesis. Additionally, 
Frohlich's instance of hcterotopy rclies on differcnt fossil groups ·the Corystospcrmales and/or the 
pteridospcrm Ptcroma (Frohlich 2002)· for the reconstruction of thc corresponding anccstor. The fcatures that 
makc thc mostly malc theory of flower cvolutionary origins a particularly attractive model have to do mainly 
with its spccific prcdictions on gene function and cxprcssion patterns, involving homologues of genes alrcady 
mcntioned in prcvious scctions of this papcr ·namcly, the LFY gene and members of the MADS·box and 
YABBY families (Frohlich 2001). Additiom1lly, the modcl contemr,lates a sccnario with severa) stagcs in which 
thc potential sclcctive value of different morphological features t lat appcar sequentially nre evaluated. In line 
with this, the author clcarly statcs that these stages do not impl}' periodic innovation and stasis ·that is, a 
"punctuated" tempo for thc origin of structurcs. Howcvcr, it should be observcd that thc cctopic exprcssion of 
ovules simply docs not conform to a gradualistic notion, since the idcntity of the organs would be prescrvcd 
and no intcrmediatcs are postulatcd: hctcrotopy/homeosis are phcnomcna that always involve discontinuity. 

Contrasting with thc cautious nature of thc mostly mate model with regard to tempo, Bateman and 
DiMichele (1994) havc prcsented a "metnmodel" -a ncoGoldschmidtian paradigm, in their own words· that 
cmphatically strcsscs that mcchanisms of saltational cvolution ·a tcrm narrowly dcíincd by thcm as "a gcnctic 
modificalion that is cxprcsscd as a profound phcnotypic changc ilCross a single gcncration and rcsults in n 
potcntially indcpcndcnt evolutionary lineagc" (p. 62) probably gencratcd many Vólscular plant specics and 
most higher taxa. J\s thc namc indicatcs, thc propasa! by these authors accepts Goldschmidt's conccpt of 
instilntancous (singlc·gcncrntion) specintion, whilc nt the same time rejects his prcfcrrcd causal mcchanism of 
mncromutíltions (a point in which cvcrybody ngrecs nowndays; scc Dictrich 2000 and rcforcnccs thercin). In 
accordancc with thc cxistcncc of numcrous cases of níltural homeosis in scvcr;il plant t<lXa (rccall thc work of 
Snttlcr, and sec bclow), Batcman nnd DiMichelc suggcst that a considcrílblc numbcr of "hopcful monsters" 
havc ariscn frcqucntly through mutntions in homeotic and othcr developmentally rclcvant genes. Sincc thc 
fitncss of thcse individuals would be most likcly low, the ncoGoldschmidtiíln paradigm rcquires that they are 
temporarily relcased from Ncodan,•inian sclcction in locations empty of compctitors in arder to survivc 
successfully. lnsidc thc model, thc period corrcsponding to the unfolding of the phenotypic conscquenccs of 
the mut<tlions is c,11Jcd thc "gencration ph<tsc of s<lltation"; concomitan ti y, the time during which thc original 
mutant individuills grow into a stablc popul<ttion is considcrcd an "establishment ph<lse". Jn my opinion, 
Batcman and DiMichclc's vicws are cspccially nppcílling for the purposcs of the prescnt discussion, because 
thcy havc fc<trlessly cmbraccd, in a critic<ll manner, proposals that are unfortunatcly herctic far most animal 
rescarchcrs. J\t thc samc time, thc almost complete lack of ilcknowlcdgemcnt of thcse idc<ts by the nuthors 
curren ti y cstabli~hing thc st<tndílrds of what is cvo·dcvo simply reinforce my point on thc issuc. 

Rcccntly, Datcm<tn and DiMichcle (2002) havc rcvisitcd thcir own modcl and tricd to ammend it in 
places \ .. ·hcre argumcnt<ttion was not strong. Among many important reformulations", thcy have suggestcd 
that fundamental clcmcnts which define a distinction bctwcen the onsct of thc saltation ph<tses in plants 
comparcd to animílls havc to do with meristcm·bascd modularity: explicitly, thc authors makc reference to 
thc "scdcntílry, autotrophic liícstyle (of plants and thcir) reliance on a root·shoot dichotomy and (multiplicity 
oí) localizcd mcristems that <lllow open, additivc growth and difforentiation, offering thc potcntial for cloníll 
vcget~1tivc rcproduction" (p. 135-136). Anothcr noticcílble improvement in their model is connected to a direct 
requcst far extcnsive, sharply focuscd ficld collection work, to improve our empirical knowledge of the 
establishment phase of saltation. Sincc the 1994 vcrsion, after recalling that most plílnt spccies consist of 
hermnphroditic individuals, Batcm<ln and DiMichele híld airead y suggestcd that when macromutations occur 
in these sclí-compatible orgnnisms "many ( ... ) hilve the potential to establish thcir own mut<lnt lineages 
without thc aid of a partner, nullifying the improbable requircment for two compatible and mutuíllly 
attr<lctcd hopeful monsters that led to the ridicule of Goldschmidt's original zoological formulation of 
saltation (p. 75)". Aftcr several ycars of ficld work, a group of researchers working in sevcral of the arcas thnt 
converge in evo·devo have put together a series of concatenated hypothcses on the origin of thc floral 
homeotic/heterotopic phcnotype of Lacm1donia scl1ismatica, n Mexican mycoheterotrophic monocotyledon 
cndcmic oí thc Lacandon rainforest in thc stílte of Chiapas (Vergara·Silva et al. 2002) and member of its own 
monotypic fomily, Lacandoniaceae (Martfnez and Ramos 1989). Since their discovery in the 1980's, the 
bisexual flowers of this triurid species had bcen the only known case of mutual spatial invcrsion oí the 
stamen and carpe! whorls among the approximately 250 000 angiosperm spccies currently classified by plant 
taxonomists (Márquez·Guzmdn et al. 1989 and 1993; for an independent recognition of this status see Endress 
2001). In thílt papcr, we document thc existcnce of several classes of discontinuous floral variants in the 
putative sister taxon of L. scl1ismatica ·the dioecious Triuris brcvistylis- sorne of which benr flowcrs that 
rcsemble those of the formcr spccies. lt is likcly that this and other similar instances of saltation19 could be of 
special intercst to animal cvo-devo \\•orkers ·sce, for cxample, the concem for microevolution in evo-devo 
expresed by Stern (2000). Regarding the triurid heterotopic mutants, the information that we hove on the 
exact locntion of the natural populations of both specics makes possible a series of detailcd population genetic 
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studies that could clariíy the microevolutionary aspects of these interesting evolutionary cvent. In accordancc 
with the wealth of dcvelopmental-genetic information reviewed up to now, we currently hypothesize that thc 
described morphological change is most likely linked to a changc in thc exprcssion pattcm of MADS-box gene 
homologs and/or thcir regulatory regions. While awaiting for even more experimental data to accumulate, l 
considcr fair to recognize that Batcman and DiMichclc~s model, together with othcr recent, complementary 
contributions to the developmcnt of more rcfined concepts on thc role of hetcrotopy and developmental 
genes in macrocvolution (see, far examplc, Baum and Donoghuc 2002 and Kellogg 2002) put pkmt evo-devo 
ahcad of its animal counterpart. 

VI. Evo-devo and plants: a brief integrative perspective 

In this paper 1 have tried to support the claim that comparative, FAM/NeoGoldschmidtian pian! 
devclopmcntal-genctic studies hnve the potential to influcnce the "emergent conceptual framework of evo
devo" (Arthur 2002). This is to say that connections should be established with efforts by philosophy of 
biology-minded students of the phenomcna. Far examplc, l cncounter that Bateman and DiMichele's views 
could be conccptually rclatcd ·in a sort of "rcduction"- to the idea o( renewed elaboration, in each of their 
mutants, of dcvclopmental-gcnctic patways inhcrited from the corresponding ancestors. This kind of thinking 
has becn compellingly exposed in the writings of O. Rieppcl, particularly in his work on the connection 
between (the notions of) ontogeny, phylogeny and classification (Rieppel 1992). Noting that "it has been 
rccognized that essentially similar (homologous) structures may originate through radically differcnt 
ontogenetic trajectories" -which, by the way, had been de Beer's point on the nature of homology- he added 
that spccific morphological structurcs are homologous to others "onty in an abstract, archetypal or taxic sense" 
(p. 21). His cxample involves thc bird wing with rcspect to othcr tetrapod limbs; ours could be angiosperm 
flowcrs and gymnospcrm eones (scc above). In summary, this kind of observations have allowed him to 
postula te that, far evcry morphological structure, thcrc always and only exists this particular morphological 
structurc in this particular specics. In my opinion, a conccpt appcaring in Rieppel's argumentation • 
ontogcnetic divcrgcnce (p. 18)· could wcll be adoptcd to redefine Bateman and DiMichele's "hopcful 
monstcrs" as the evolutionary process that lcads to thc redeploymcnt, in ccrtain branchcs of previously 
rcconstructcd phylogcnetic patterns at evcry taxonomic leve!, of developmental-genctic potcntials preexistent 
in putati\•c ílllCcstors. The qucstion o( whcthcr thcse potentials determine the generation of ovcrlapping or 
discontinuous chnractcr stntcs sccms to be unprcdictablc a priori and open to cmpirical invcstigation. 

Rcvicwing acccptt.?d focts from molecular genctics, devclopmcntal biology, morphology and systcmatics, 
as well ns thc morc-complcx-than-usually-acknowledged historical dimcnsion oí sorne of thcm, J focused on 
two issucs that in no way exhaust thc empirical observations ar thcoretical arguments that could be o( 
rclcvancc far cvo-devo: modulnrity and thc phyletic gradualism tenet on the evolution of morphological 
structurcs at diffcrcnt taxonomic lcvcls. Allhough much lab \\'ork and conceptual intcgration Jies ahead, i 
think thnt at lcast onc working conclusion can be put fan\•ard far cach tapie. 

i) lt scems that thc "modalitics of modularity" -ccrtainly an issue of capital importance far cvo-dcvo- are widcr 
than what studics in animals have suggestcd until now. Further studics on thcm would demonstrate how 
thcy havc bccn implicatcd in thc gcncration of vnriation. As anyonc could scc, this would be an enormous 
achicvcmcnt in ilsclf if only bt.?c01usc it will contributc to thc solution of thc origin01! D01rwinian qucstions on 
thc naturc of cvolution. So, not only should 01nimal rcscarchcrs acknowledge discovcrics achicved in plants: 
both camps should al so go dcepcr in thcir sampling of objccts of study. Thcrc is currcntly no way to cnsure 
that thc dcvclopmcntal-genctic mcchanisms known to dah.', in both anima Is and plants, are the only possiblc 
proccsses dctcrmining thc poten tia) far evolution -evolvability- cxisting in natural populations. In conncction 
with this, n more vigorous intcrcst in thc possibilities of complcx systcms·theory and mathcmaticnl modclling 
dcri\·ed from tite work of Stuart Kauííman (sce, for exampk>, \Vcbcr 1998 and Richardson 2001) ns auxilliary 
tools in the discovcry of tll!W propcrtics of biological modules might be advisablc. 

ii) lt is likely that somc prominent animal evo-dcvo rcsearchers will continue to be convinced that saltational 
vicws on macroevolution should be rcjcctcd, and that a sustained endorscment oí thc perspective crcated in 
thc contcxt of thc Modcrn Synthcsis around thc dichotomy micro-macrocvolution is nota bad idea (again, see 
J\kom 1998, H.1ag and True 2001 and Carroii et al. 2001, but aiso Rieppel 2001 and Ronshaugen et al. 2002). 
l lowcvcr, it is not difficult to imaginf.! that this position could cvcntually be reconsidert!d, too. As statcd 
above, phylogenctic reconstruction mcthods and cladistics in particulnr can still stand criticism and their 
rcsults -as attested by somc of the foundational tcxts nlready citcd· continuc to be taken as rcliable 
framcworks to infcr charactcr cvolution at scvcral differcnt hicrarchical levcls. Thcn, whcn confronted to 
robust trccs bascd on nlíltriccs that include a widc sclcction of taxa, particularly at high taxonomic categories, 
evcrybod)• should be open to consider thcm as strong statemcnts suggesting either gradualism or saltation. In 
anima Is. thc most rcccnt molecular systcmatic cvidenccs indica te that thc traditional Hymanian hypothcsis of 
"simple worms gradually lcading to complex chordatcs" is not correct (sce, (or example, Adoutte et al. 2000 
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and references therein). Simultaneously, in current plant evo·devo, the longstanding transformational ·Sensu 
Modern Synthesis cvolutionists- hypothesis on the origin of the angiosperm flowcr from the reproductive 
structurcs chnracteristic of n supposcdly closely refoted group of gymnosperms, thc Order Gnetalcs (Frohlich 
and Parkcr 2000, Thcisscn et al. 2000, nnd rcfcrences therein) has been replaced by a model in which both 
groups of secd plílnts are monophylctic, sharing a last nncestor that had a developmental genetic potcntial 
(mainly constitutcd by a regulatory network composcd of MADS·box gene homologues) acquired well before 
the divcrgencc of both organismnl clades (scc Vcrgara-Silva et al. 2000 and refcrences thcrein). In summary1 

thc branching pattcrn of highcr taxa in both the animal and plant kingdoms do not support the idea that body 
plans and their constitucnt parts nrose gradually. As said befare. though, it is of extreme intercst to 
inve:Hip.ntc in which W<l}'S could thc mcclrnnisms thnt determine pnrti01l homology of dcvclopnwnlnl 
pnthways nnd morphological structurcs falsify or corrobor¡itc thcsc views. In any case, theorcticíll stnndpoints 
nnd intcrprctations of data similar to the ones prcsented herc suggest that evolutionnry divergcnce of 
ontogenctic patlnvílys whosc mnin foaturcs hlld bccn prcscnt in hypothetical anccstors is " plausible 
cvolutionary model to cxplain how thc main phenotypic fo¡itures of (plant and animal) body plans could have 
¡irisen through time. 

VII. Concluding rcmark: on thc naturc of cxtrapolation in cvolutionary biology 

l ll1 rt•, l have nrgucd that dcvL'lopmcntnl gcnclic modules equivnlcnt to complcx gene rcgulntory nctworks 
(and thcir mulcculílr cunstilucnl parls), spl:'cifying cithcr continuuus or discuntinuuus chitr~u.:tcrs, could be 
crcated, shufflcd or destroycd through molecular cvolutionnry proccsscs and, cvcntually, be inherited in 
populations ·latcr recognized as "ancestors"· that subsequcntly diversify establishing "tílxa" thílt tílxonomists 
h•wc clnssificd in catcgories bclonging to different hicrnrchical levels. This description is postulated as a 
rninimally accurate way to describe what is common in the p¡iltcrn of animal and plant phcnotypic evolution. 
1-lowever, the careful rcadcr might havc noticcd that my argumcnts implicitly entllil that an experimental 
result from onc taxon, no mattcr its idcntity or affinity, could ncvcr be completely extrapolated to another 
taxon. 1:or me, this is a direct lesson from thc mnnner in which phylogenetic systcmntics hJs served as a 
reliablc source of our knowledgc of evolutionary pJttern: purc cxtrapolation simply does not exist in 
cvolutionary biology. In contr;,st to whnt sccms to be thc stylc of cxplanation in biomcdicinc and realted arcas 
('111 of thcm good instanccs of "functional biology"), in evo·dcvo and other "historicóll biology" subdisciplines, 
hypothcscs at ali hicr11rchical lcvcls are put forwarcl (ar at lcnst, should be) ¡is a meílns to cxplain diversity, 
not to attcmpt uni\'crsality or homogcncity. lt is intercsting. noncthcless, to noticc how evcn debates closely 
rclntcd to the issues tre11tcd here could havc becn more readily solved if this simple idea was takcn more 
seriously ·pnrticulnrly, the nrgumcnts between Rosenberg (1997) and Laubichler and Wngner (2001) come to 
mind. At thc san1c time, it is likcly thílt very valuablc proposals on other subjects like, far instancc, how sorne 
genome projects should be carried out (see McConkey nnd Goodman 1997 and McConkey et al. 2000), would 
hnvc bccn takcn more scriously if this notion had more acccptance. In summary, l conclude suggesting that, 
despite its apparent countcrintuitivc character, the practice of extrapolation in evolutionary biology should be 
ªf,plied with n1uch reserve and only carried out as a guidc to discover the actual, material b¡isis of the 
p ienotypic aspccts of biodivcrsity. 
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Notes 

1 Severa) historians and philosophers of biology point to 20th century biologlsts Jike C. H. Waddlngton, 
Richard Goldschmidt and Gnvin de Becr ns prominent charncters who, usunlly against the mainstream, were 
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interestcd in the interconnection of ontogenctic processes and the diversification of taxa; see the contributions 
of Hall, Gilbert ond Dietrich In American Zoo/ogist 40(5). The books by Hall (1992) and Schwartz (1999) deal 
with historicnl a~pects of this rclationship bcfore the 20th century nnd around the time of constitution of the 
Modern Synthesis, respcctivcly. The journal Evolution attd Devclopmeut has also reccntly published papers 
related to thc subjcct. 

2 By 1997, thc tcrm "cvo-dcvo" had already bcen used as a designator of cvolutionary devclopmcntal 
biology (see thc Spccial Ncws Rcport in Scicnce 277 (5322)); it seems th.at Hall (1992) Wi\S thc first author who 
uscd this combination o( terms in its current sensc. Dcspitc thc richncss o( antecedents that now are part o( 
thc discussions in thc flcld, its foundational empírica! cvidcnce is of a moleculnr naturc and is without 
quc!'ition rclatcd to thc cloning o( thc Drosopllila homcotic genes, previously uncovcrcd by thc genetic work o( 
Edward Lcwis at CalTech. 

3 Thc apprecintion of evolutionary devclopmental biology as a separate "research paradigm" that 
chollenges ar competes with the Modern Synthesis Is not shored by everybody in the evolutionary biology 
,community. In 2001, far cxample, Tire American Naturalist publishcd an "cxecutivc document "on cvolution, 
sciencc and socicty in which cvo-devo is completely subsumed to thc Synthesis, appcaring as a "subdiscipline 
o( cvolutionary biology". This document híls an overly adaptationist charactcr. 

4 Although Roff (2000) and Arthur (2002) ·among others· converge in (correctly) considering that cladistics 
(thot is, phylogenetic systematics) has "revolutionized phylogeny" (Raff 2000: 75) because of lts "very brand 
applicability (and) widcsprcad use in thc ;malysis oí molecular sequence data, including the sequcnces o( 
mony developmental genes"(Arthur 2002: 757), the use of other methodologies far phylogenetic 
rcconstruction is progressivcly surrnounting it. The discussion around the differences in thc logical 
íoundations of cladistics and othcr classcs of reconstruction algorithms and thc justification of thcir 
npplic01bility to systcmatics spans dccades; for a rcccnt updntc on the debate, thc readcr is rcforrcd to Issue 3 
o( Systematic Biology, volumc 50. 

5 In nn evolutionary sensc, multiccllularity is an indispensable requisitc far ontogcny (Hall 1992: 131). 
Thcrcfore, in taxa outside thc animal and plant kingdoms, developmcntal processcs could potentia!Jy occur. 
Some membcrs o( thc Myxobncteria, fungal specics such as Neurospora crassa .:md thc still enigmatic 
Diclyoste/iwu discoideum are able to build multicellular bodies under certain physiological conditions; since 
this cvent involves differentiation, growth and morphogenesis, it could be properly be considered 
devclopmcntal in nature. The complexity of gene expression in sorne prokaryotes also maintains the 
specification of different cell types and growth, although probably not morphogenesis (at least not in the 
usual sense, related to the formation of distinct anatomical structures). See Russo et al. (1999) (or individual 
rcvicws on arguable instanccs oí thc prcscncc of ontogenctic proccsses outside anima Is and plants. 

6 Both multigcnic fomilics nrc composcd of numerous transcription factor-encoding sequences whose 
DNA-binding domains are widely conservcd across taxa. The namc "MADS-box" actually derives from an 
analogy to thc homeobox, whcre thc particle "MADS" is an acronym reforring to the first four characterized 
mcrnbcrs o( the fnmily. 

7 The term "selector gene" was coincd by Spanish geneticist Antonio Garcfa-Bellido to deslgnate the locl 
whose unique combinations of activities -basicnlly, their on or off states (García-Bellido 1975)- are causal for 
the differentiation processcs that take place in founder cells Cor a particular tissue or organ. 

Also o par! of Gorc!a-Bellido's scheme, thc reallzator genes correspond to those loci "hierarchically 
downstrcam, that transform their signals into developmental operations leading to the observable 
morphology" (Gorcfo·Bellido 1981: 194). 

9 Rccentiy, the opproprioteness of the ABC modelas a necessary and sufficlent guide far this purpose has 
been critically addrcsscd (scc, far cxamplc, Egcn Gutiérrez-Cortincs and Davies 2000, Theissen et al. 2002). 
This is moinly dueto the finding of additional genes -also belonging to the MADS·box family- whose protein 
products interact in an indispensable manner to allow the originally characterized B and C genetic activities to 
tokc place (see Section IV. B). Though it is rlght thot the model -as it was first proposed- only partially 
accounts far thc phenomena latcr observed in sorne angiosperm species, it has not proven false and has 
e(foctivcly lcd to thc finding of valuable devclopmental-genetic cvidence regarding thc possible cvolutionnry 
c\'ents thnt havc been at work in thc speciíication of the identity of reproductive axes in selectt?d 
gymnosperm, pteridophyte and bryophyte taxo (see, far example, Tandre et al. 1995, Münster et al. 1997, 
Krogan and Ashton 2000 and Svensson and Engstr6m 2002). 

IO Th" KNOTTED·like (KNOX) genes are included in a larger superfamily of homebox·contoining 
scqucnces, thc TALE ("thrcc an1inoacid loop extension") genes. In addHion to thc homeodomain, thcsc genes 

._._·; 
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have other conserved motifs that could be important for protcln-protein interactions. The plant KNOX genes 
foil in two classcs (1 and JI), distinguished frorn each othcr by thelr spcdfic conscrved residucs and intron 
positions. Class l genes are cxpressed mainly in mcristems, while Class JI members have broader patterns of 
cxprcssion (scc Reiser et al. 2000 for a rcview). 

11 A couplc of rcccnt outstanding books on evo-dcvo (Gcrhart and Kirschncr 1997, Carroll et al. 2001) do 
not cover plants; although thc first states clearly that these organisms are dcliberatcly left out and thc second 
has a subtitlc that warrants thc same rcstriction in scopc, both of them reach genernlizations that in principie 
would apply to any taxa in which developmcnt occurs. With rcgard to dcvelopmental biology tcxts publishcd 
during thc last fivc years, only two of them have chapters dcvoted to plants (Wolpcrt et al. 1998 and Gilbert 
2000). 

12 Gilbert (2001) has suggested that the addition of the envlronment as a fundamental factor in the control 
of the ways in which the genotypc produces a phenotype would create an "enhanced evo-devo" that should 
be called "ecological developmental biology" or "eco·devo". lnterestingly, Gilbert does mention plants only as 
interactors with animals; howcver, in a rcccnt comment on the subject, an animal researchcr is quoted as 
snying that "plnnt people nre the ones who really do eco-devo" (Dusheck 2002: 578). 

13 The chnracters considered by Grnham et al. (2000) to have evolved befare the origin of apical 
mcristcntatic cclls and thcir proliferation (branching) includc (i) ccllulosic cell walls, (ii) multicellular bodies, 
(iii) cytokinetic phragmoplasts and (iv) plasmodcsmata. Arter meristems appeared, characters involved in the 
establishment of the ancestral algac from which land plants arase are (v) threc-dimcnsional tissues, (vi) 
assymmctric ccll division, (vii) cell specialization capacity, (viii) zygote retention and (ix) placenta. Finally, 
ch11ractcrs important far the ulterior evolution of plant body plans include (x) multicellulnr sporophyte 
bodies, (xi) histogcnctic <1picnl mcristcms in thc gametophyte body and (xii) capacity far tissue differentiation 
in both sporophytc nnd gametophytc. 

14 Evid1..•nce for this asscrtion c•m be found in Remy et al. (1993) nnd Kcnrick (1994). 

15 Masters (1869) has already described exnmples of homeosis/heterotopy In plants under the nnme 
"mctamorphosis", not to be confuscd with Goethc~s concept under thc samc word. 

16 Fundamental tcxts for thc constitution of thc Modcrn Synthcsis from thc 30's and 40's (cspeclally E. Mayr 
1md T. Dobzhansky's work; scc Smocovitis 1996 and Rcif et al. 2000) as well as sorne recent opinions (see, far 
example, Mayr 1997) sufficiently support the claim that evolutionary biologists working inside this research 
trndition rejccted thc participation of non-gradual modes of cvolutionary chnnge in the origin of complcx 
organs and/or higher taxn. Traditional (evolutionary) systematlcs has no particular method of choice for the 
selection of a spccific hypothesis of taxic rclationships among two or more nlternatives, and henvily rcsts in 
thc subjcctivity ("1..'xpertise") of speci111ists in thc group undcr study. Jn general, for thc cvolutionists it is 
cnough to rcst on o\'crall similaritics betwcen organisms to arrivc nt inductivc conclusions on clustcring of 
tilxa, and thcir conccpt of transfornrntion is a rnúvc notion that cntails acrítica) acccptancc of unobscrvcd 
transitions bctwccn phcnotypcs. 

17 Othcr contemporary botanists intcrcsted in thc structural aspccts of homeosis/hctcrotopy include Dcnis 
Barabé (lv1ontrcal Botanical G.irdcn, Cannda; sc1..~, for cxnmplc, B¡'lrabé •md LJcroix 2000), Shirlcy Tucker 
(Unin•rsity uf c.11iforni.1-S.111ta Barb01r.1, USA; SL'l.'. for cx.1mpll', Tuckcr :!000), f{ich.1rd B.1t1..•m.1n (Natur.11 
J listory Muscum, London, England) and \\'illiam Di!\.1ichelc (National f\..tuscum of N.-itur.11 History 
(Smithsonian), \\'ashington, USA; scc Biltcm.in ;md Di~1ichdc 2002 nnd rcforcnccs thcrcin). 

18 Bat1..•miln ami Ditvtichcl1..• (2002) hilvc arri\'cd to nn c.xtr.1ordinarily thought-pro\'oking statcmcnt that 
rL'il:-.01t.1bly summarizcs thcir work: "punctuntcd CL)ttilibria in morphology, plus phylctic grndualism in DNA 
st:'qucnccs, cquals cvolution" (p. 120). Of coursc, thcy rcfcr hcre to the appnrcntly graduill pace of mutations, 
t.•\'1..•11 wlll'n thcsc t.1kc place in rcguliltory St:'C]UL'nccs of honwotic loci or othcr ontogcnctically critica! places in 
thc gcnomc; howc\'cr, in my opinion, punctuatcd cquilibria could also occur thcrc \\'hcn gene shuflling or 
duplic.1tion, as wcll as othcr molecular evolutionary phenomcna, take place. Besidcs this, the ncw version of 
thcir ncoGoldschmidtian paradigm cont;iins uscful criteria for the folsification of adaptntion, cxaptation, 
transícrcncc of function and saltation itsclf, ns wcll as a sound criticism to the traditional population-genetic 
t1..'rlL'ts th11t for ycms mndt:' impossible a !ierious considcrntion o( snltntional mcchanisms as cxplanations of 
111acro1..•\•olutio11ary pnttcrn. 

19 Ex.imples of homcotic phcnotypes that are relevnnt to account for the origin of new taxa in orchids are 
also given in Batemnn and DiMichele (2002). An expanslon for other taxa and further elaboration of the 
corresponding argumcnts can be found in Rudall and Batcman (2002). 
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