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ABREVIATURAS 
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RESUMEN 
  
 
La plantas pueden desarrollar nuevos órganos post-embrionariamente. Esta capacidad 
de desarrollo depende de la actividad de los meristemos apicales, los cuales son un 
grupo de células indiferenciadas que establecen el nicho de células troncales. Este 
nicho se divide para seguir manteniendo el meristemo y para proporcionar células que 
se diferenciarán en los diferentes órganos. 
 
El Meristemo Apical Aéreo (SAM) transita por diversas etapas durante el ciclo de vida de 
una planta. En Arabidopsis thaliana, este meristemo da lugar al establecimiento de la 
roseta, posteriormente se convierte en el meristemo de inflorescencia que produce hojas 
caulinares y ramificaciones en sus flancos. Finalmente, forma los meristemos florales 
que darán lugar a los órganos florales incluido el pistilo en donde después de la 
fertilización se generarán las semillas con las cuales se mantendrá y propagará la 
especie. En contraste con el SAM, que es un meristemo indeterminado a los largo del 
ciclo de vida de las angiospermas, los meristemos de hojas y de flor son meristemos 
determinados cuyas células troncales se agotan una vez que se desarrollan los órganos 
correspondientes. 
 
La transición del estado vegetativo al estado reproductivo está fuertemente regulado y a 
esta etapa del desarrollo la conocemos como la “floración”. La floración es fuertemente 
influenciada por factores ambientales como el fotoperiodo y la temperatura aunque 
también es regulada por factores intrínsecos de las plantas, como por ejemplo la edad y 
la fisiología. Para entender la base genética que sustenta la transición a la floración, se 
ha identificado una intrincada red genética con base a diferentes mutantes afectadas en 
el tiempo de floración bajo diferentes condiciones de crecimiento. Siete vías 
parcialmente independientes de regulación han sido propuestas. Sin embargo, cada vez 
es más claro que estas vías están interconectadas y resulta difícil encasillar a cada uno 
de los actores moleculares identificados como específico de cada una de ellas.  
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Mediante el empleo de mutantes y líneas de sobreexpresión para XAANTAL2 / 
AGAMOUS-LIKE 14 (XAL2 / AGL14) cuyo gen codifica para un factor transcripcional 
MADS-Box, se determinó que, este gen es necesario y suficiente para inducir la 
floración principalmente en fotoperiodo de día corto. Utilizando RT-PCR cuantitativo se 
determinó que XAL2 forma parte de una red de regulación genética que activa a AP1, 
además se demostró mediante hibridación in situ que XAL2 / AGL14 es un gen que se 
expresa en los meristemos de inflorescencia y de flor. Por otra parte, la sobreexpresión 
de XAL2, así como AGL24 y SOC1 alteran el mantenimiento y determinación de los 
meristemos florales produciendo flores con características vegetativas en las cuales se 
encontró que XAL2 regula directamente a TFL1. Finalmente con base en los resultados 
obtenidos en este trabajo y la evidencia reportada por otros grupos de investigación fue 
posible la modelación del sistema de regulación genético que establece los meristemos 
vegetativos, de inflorescencia y el de flor así como la modelación del paisaje epigenético 
que permitió mostrar el destino de las células así como la transición en estos 
meristemos en las plantas silvestres y en las líneas de sobre-expresión de XAL2. 
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ABSTRACT 
 
 
 
The ability of plants to develop new organs post-embryonically, depends on the activity 
of apical meristems which are a group of undifferentiated cells that establish what is 
known as stem cell niche along plants life. This cell niche, is continuously dividing to 
maintain the meristem and provide cells which will differentiate into different organs. 
 
The Shoot Apical Meristem (SAM) goes through various stages during the life cycle of a 
plant. In Arabidopsis thaliana, this meristem favors the establishment of the rosette, 
which later transits to the inflorescence meristem to produce cauline leaves and 
branches in their flanks and later on it forms the floral meristems that will lead to the 
floral organs. After ovules mature inside the carpels, double fertilization occur to form the 
seeds that will maintain and propagate the species.  
 
The SAM transitions are highly regulated. In this work we particularly focus in the 
vegetative to reproductive transition or flowering and the maintenance of the flower 
meristem. This stage is strongly influenced by environmental factors such as light 
photoperiod and temperature and is also affected by the plant physiology and aging.. 
Seven independent pathways have been proposed based on several mutants that have 
been identified under different growing conditions. However, it is clear that these 
pathways are interconnected and that it is difficult to define each molecular actor as 
specific to each pathway. Therefore, an intricate genetic network is regulating flowering 
transition.  
 
In this work, we demonstrate that XAANTAL2 / AGAMOUS LIKE 14 (XAL2 / AGL14) a 
MADS-box transcription factor is necessary and sufficient to induce flowering, particularly 
under short-day growing condition. By RT-qPCR it was demonstrated that XAL2 belongs 
to the gene regulatory network that induce AP1. and by using in situ hibridization it was 
shown that XAL2 expression was detected in inflorescence and flowers meristems. On 
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the other hand, overexpression of XAL2, AGL24 and SOC1 are able to induce TFL1, 
explaining at least partially the vegetative traits in these lines. Finally, with our results 
and other evidence previously reported by other groups it was possible to propose a 
gene regulatory network and epigenetic landscape models to understand normal and 
altered cell fate and transitions of the vegetative, inflorescence and floral meristems in 
Arabidopsis wild-type plants and the overexpression lines. 
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1. INTRODUCCION. 
 
1.1 . Desarrollo Vegetal.  
 
Las plantas son organismos que crecen y se reproducen en el sitio de germinación de la 
semilla y su desarrollo es plástico, es decir, tienen que ajustarse constantemente a las 
condiciones ambientales que experimentan debido a su condición sésil (Ausin et al., 
2005). Por esta peculiaridad, las plantas son excelentes modelos que permiten estudiar 
mecanismos de integración de señales ambientales. 
 
Una de las diferencias más grandes entre animales y plantas, es que en los primeros 
los patrones de desarrollo se determinan esencialmente antes del nacimiento y todos 
los órganode un individuo adulto se conforman durante el desarrollo embrionario 
(Capron et al., 2009), con excepción de algunos animales, como por ejemplo aquellos 
que sufren metamorfosis. En contraste, las plantas pueden desarrollar nuevos órganos 
después del desarrollo embrionario (Walbot y Evans, 2003). Esta capacidad de 
desarrollo depende de las actividades de los meristemos apicales, los cuales son un 
conjunto de células indiferenciadas (pluripotenciales) que se dividen para seguir 
manteniendo el meristemo y para proporcionar células que posteriormente se 
diferenciarán en los órganos (Kaufmann et al., 2010). De esta manera, las células 
meristemáticas generan dos células: una de ellas conservará la característica de 
mantenerse indiferenciada (cómo la célula madre) y la otra seguirá proliferando hasta 
que entra en un proceso de diferenciación. Durante la diferenciación, las células de un 
linaje atraviesan por cambios, dando como resultado que la célula adquiera la 
morfología y las funciones de un tipo celular específico y diferente al resto de tipos 
celulares del organismo (Long y Barton, 1998). 
 
1.2. Meristemos apicales en las plantas. 
 
Durante la embriogénesis las plantas angiospermas generan dos tipos de meristemos: 
el de la raíz (RAM por sus siglas en inglés Root Apical Meristem) y el aéreo (SAM, 
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Shoot Apical Meristem), los cuales originan diversos tipos celulares y órganos a través 
del ciclo de vida de las plantas (Doerner, 2003; Figura 1). 
 
 El RAM produce las células que formarán todos los tejidos de la raíz, como la raíz 
primaria,  las raíces laterales y los pelos. Este órgano tiene diversas funciones en la 
planta ya que le sirve de sostén, la abastece de nutrientes y agua indispensables para 
el crecimiento, etc. En general, el crecimiento y desarrollo de la raíz ocurre por debajo 
de suelo (Petricka et al., 2012). En cambio, el meristemo aéreo es el responsable de la 
arquitectura aérea de la planta, la cual está a la vista. Este meristemo es el encargado 
de producir hojas, ramas, tallos, flores, meristemos axilares etc. (Barton y Poething, 
1993; Barton, 2010; Bowman y Eshed, 2000). Por lo tanto, la función y comportamiento 
celular de los meristemos es fundamental para el crecimiento y desarrollo de las 
plantas, de tal manera que señales tanto intrínsecas como externas a lo largo del ciclo 
de vida de las plantas modulan el desarrollo de los meristemos lo que repercute 
indudablemente en la arquitectura general de la planta (Medford et al., 1992). 
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Figura 1. A partir de los meristemos apicales se desarrollan todos los órganos de las plantas a lo largo de 
su ciclo de vida. Dos meristemos apicales se observan desde la embriogénesis. El color púrpura 
representa el conjunto de células (SAM) que darán origen a toda la arquitectura aérea de la planta, 
mientras que el color azul representa el RAM que dará origen al sistema radicular. La flecha representa  
el establecimiento de los meristemos desde la embriogénesis hasta la etapa adulta de la planta.  
1.3. El meristemo apical aéreo. 
 
El meristemo apical aéreo de las angiospermas consiste en un pequeño domo celular 
compuesto de diferentes regiones o capas celulares. Para fines de este trabajo nos 
centraremos en las transiciones del meristemo apical aéreo, el cual tiene un arreglo 
celular que está bien estudiado. Con base en análisis citológicos se han propuesto dos 
principales formas de organización del meristemo apical aéreo (Carles y Fletcher, 2003), 
la más evidente es por capas, las cuales han sido nombradas como L1, L2 y L3 (Figura 
2). La túnica esta formada por las capas L1 y L2. La capa L1 es la responsable de 
generar la epidermis mientras que capa L2 genera células del mesófilo y células 
germinales, por último la capa L3 es la responsable de generar los tejidos más internos, 
como el tejido vascular. Las células que se encuentran en la capa L3 conforman lo que 
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se conoce como el corpus y las células que la conforman se dividen en todas las 
direcciones, a diferencia de las células de las capas L1 y L2 que se dividen solamente 
de manera anticlinal (Clark, 1997; Carles y Fletcher, 2003; Sablowski, 2007).  
 
Sobrelapada a la organización anterior (capas L1, L2 y L3), existe otra por medio de 
zonas. La zona central se encuentra en el centro del meristemo y resguarda al nicho de 
células troncales que tienen baja actividad mitótica y en la parte basal se encuentra el 
centro organizador el cual da la identidad a las células troncales; a su alrededor se 
encuentra la zona periférica con una alta proliferación y a partir de la cual se originan los 
meristemos laterales, debajo de la zona central se localiza la zona costillar la cual ha 
sido poco estudiada (Figura 2; Sablowski, 2007).  

 

 

 

 

 

 
Figura 2. Distribución de las capas celulares en el meristemo apical aéreo de A. thaliana. Las células más 
externas en contacto con el ambiente forman la capa L1, la capa celular adyacente es la capa L2. 
Finalmente las células más internas forman la capa L3 (cada una de las capas esta marcada en color 
verde de diferente intensidad). Sobrelapada a la organización antes mencionada se encuentra: La zona 
central marcada en color  púrpura, la zona periférica, marcada en verde mientras que la zona costillar lo 
conforman el resto de las células. El centro organizador se muestra al centro compartiendo el dominio de 
expresión de WUS delimitado en rojo. Tomado y modificado de Sablowski, 2007. 
 

Para obtener un equilibrio en el tamaño del meristemo se requiere de genes que 
promuevan la proliferación y otros que lo delimiten. En el meristemo apical aéreo se ha 
descrito un mecanismo que regula su organización a través de un asa de regulación 
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entre los genes CLAVATA3 y WUSCHEL (WUS). WUS codifica para una proteína 
homeodominio que se expresa en el Centro Organizador (CO) de la zona central del 
meristemo apical aéreo (Laux et al., 1996) y le da la identidad a la células troncales. 
CLAVATA 1, CLAVATA 2 (CLV1, CLV2), CORYNE (CRN) CLAVATA 3 y (CLV3) son 
requeridos para limitar el tamaño del meristemo apical aéreo, al reprimir la expresión de 
WUS vía una cadena de transducción de señales por fosforilación (Clark et al., 1993; 
Clark et al., 1996; Laux et al., 1996; Clark et al., 1997).  
 
Las mutantes para los genes CLV presentan fenotipos de meristemos aéreos 
agrandados y aglomerados mientras que en la mutante wus se observó que terminan su 
crecimiento antes de tiempo y carecen de órganos florales internos debido a una 
aberrante división de las células del nicho de células troncales. (Clark et al., 1993; Clark 
et al., 1996; Laux et al., 1996; Clark et al., 1997).  
 
CLV1 y CLV2 forman parte de una familia de receptores identificados en animales y en 
plantas (Jinn et al., 2000). El gen CLV1 codifica para una proteína que consiste de 21 
repetidos extracelulares ricos en leucina, un dominio transmembranal y un dominio 
intracelular con actividad serina/treonina y su expresión se observa fuertemente en la 
capa L3 de la zona central del  meristemo apical aéreo (Clark et al., 1993; Clark et al., 
1996; Clark et al., 1997). El gen CLV2 codifica para un receptor que consiste de un 
dominio transmembranal tipo LRRs y un tallo citoplásmico de 11 aminoácidos, ambas 
proteínas contienen cisteínas en sus dominios extracelulares que forman homo y 
heterodímeros a través de puentes disulfuro. El patrón de expresión de este gen es 
ubicuo en comparación con los otros dos genes CLV (Jeong et al., 1999). El gen CLV3 
se expresa en las capas L1 y L2 de la zona central del SAM y codifica para un péptido 
extracelular de 96 aminoácidos que se ha sugerido es el ligando del homodímero de 
CLV1 y del heterodímero CLV2-CRN que actúan como sus receptores (Müller et al., 
2008). 

El balance entre la regulación de los genes CLV3 y WUS permite la correcta formación 
del meristemo, se sabe que WUS se expresa en el CO pero su proteína migra hacia las 
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capas L1 y L2 en donde se une y activa al promotor de CLV3, esta inducción da como 
resultado que CLV3 secreta un péptido inmaduro que migra de las capas L1 y L2 al CO 
para reprimir a WUS para lo cual requiere de modificaciones postraduccionales que le 
permiten que sea percibido por fosfatasas que son importantes para que se de la 
correcta interacción con los receptores CLV1 y CLV2 para desencadenar la  
transducción de señales para llevar a cabo la represión. (Fletcher et al., 1999; Kondo et 
al., 2006; Ohyama et al., 2009; Heidstra y Sabatini, 2014). Esta asa de regulación 
existente entre WUS-CLV3 asegura un número constante de células en el nicho de 
células troncales en la zona central (Schoof et al., 2000; Barton 2010; Brand et al., 2000; 
Schoof et al., 2000; Müller et al., 2008). Adicionalmente, también se ha observado que la 
hormona citoquinina juega un papel importante en la regulación WUS-CLV3, activando a 
WUS (Gordon et al., 2009; Chickarmane et al., 2012). Sin embargo, al aplicar 
citoquininas exógenamente no se ha observado que esto afecte el tamaño del 
meristemo apical aéreo en plantas silvestres, lo cual sugiere que hay un mecanismo de 
amortiguamiento en el que miembros de receptores quinasa de la familia ERECTA se 
han visto involucrados (Chickarmane et al., 2012; Uchida et al., 2012). 

El SAM o Meristemo de Inflorescencia (MI) se encuentra indeterminado por la continúa 
expresión de WUS en el centro organizador y la capacidad de las células troncales de 
mantenerse indiferenciadas y proliferando por la acción de los genes KNOX y las 
citoquininas (Leinfried et al., 2005; Scofield et al., 2006). 
 
1.4. Transiciones en el meristemo apical aéreo de Arabidopsis thaliana. 
 
El meristemo apical aéreo de A. thaliana pasa por diversas etapas durante el ciclo de 
vida de la planta. Una vez que la semilla germina, el meristemo apical aéreo produce 
sólo hojas dando origen a la roseta (su tamaño y forma, depende hasta cierto punto de 
las condiciones ambientales). Cuando la planta alcanza la madurez, el meristemo apical 
aéreo se convierte en el meristemo de inflorescencia, el cual genera un escapo que 
produce ramas y hojas caulinares en sus flancos y dará origen a los meristemos de flor 
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que se diferenciarán en los órganos florales (Figura 3; Sablowski, 2007; Huijser and 
Schmid, 2011). 

Figura 3 Etapas de transición del meristemo aéreo en A. thaliana a lo largo del ciclo de vida. La flecha 
representa el desarrollo a lo largo del tiempo hasta llegar a la etapa donde se generan las flores, a la cual 
se le conoce como etapa reproductiva.  
 
 
En Arabidopsis thaliana la transición de la etapa juvenil a la adulta, durante el desarrollo 
vegetativo se caracteriza por la aparición de caracteres morfológicos en las hojas de la 
roseta, por ejemplo, la aparición de tricomas en la parte abaxial y se observa un 
aumento en la longitud de la hoja (Willmann y Poething, 2005). Además, las plantas son 
capaces de responder a estímulos que inducen la floración. Cuando el meristemo 
vegetativo, que únicamente produce hojas de roseta, se convierte en un meristemo de 
inflorescencia la planta transita a la floración y se dejan de producir las primeras (Araki, 
2001). Casi simultáneamente al establecimiento del meristemo de inflorescencia se 
forman los meristemos florales adyacentes al meristemo de inflorescencia y ambos 
tipos de meristemos mantienen sus identidades uno al lado del otro hasta la 
senescencia. Todas las transiciones del SAM son controladas por un sistema de de 
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regulación genética y epigenética íntimamente relacionada con las condiciones 
ambientales. 
 
1.5. Transición a la floración. 
 
Con base en el análisis de mutantes afectadas en el tiempo de transición a la floración 
en A. thaliana, se han podido identificar una multitud de genes que participan en 
respuesta a una o a varias condiciones ambientales por lo que se establecieron 
diferentes vías de señalización. Sin embargo, cabe aclarar que cada vez hay más 
evidencia que indica que todas estas vías están interconectadas. Hasta el momento se 
han descrito siete "vías" de regulación del tiempo de transición a la floración en A. 
thaliana: una vía dependiente de la duración de la luz referida como vía del 
fotoperiodo, una independiente del fotoperiodo denominada vía autónoma, otra 
dependiente de giberelinas y la dependiente de bajas temperaturas conocida como 
vernalización (Figura 5; Wilson et al., 1992; Michaels et al., 2000; Suárez-López et al., 
2001; Mouradov et al., 2002; Sheldon et al., 2002; Yoo et al., 2005). Adicionalmente, 
tres vías más han sido propuestas, una que considera cambios en la temperatura 
ambiental de crecimiento de la planta a la cual se le ha denominado como vía 
termosensora, otra que depende del estado de desarrollo de la planta a la cual se le ha 
llamado vía del envejecimiento (Figura 5; Wang et al., 2009, Balasubramanian et al., 
2006, Srikanth y Schmid, 2011) y la que es regulada por la trehalosa (Wahl et al., 2013; 
Tsai y Gazzarrini, 2014). A continuación se describen brevemente cada una de las 
"vías" de señalización como se ha postulado en la literatura. 
 
1.5.1. Vía del fotoperiodo. 
 
El fotoperiodo es percibido en las hojas, en las cuales existen señales móviles que se 
transmiten al meristemo apical aéreo para inducir la floración (Srikanth y Schmid, 2011). 
La cascada de eventos responsable de detectar la longitud del día y la subsecuente 
iniciación de la floración es referida como vía del fotoperiodo (Srikanth y Schimid., 
2011). En esta vía, las plantas mutantes de los genes que participan en ella, presentan 
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un fenotipo de floración tardía bajo la condición de fotoperiodo de día largo, es decir en 
un fotoperiodo de 16 h de luz por 8 h de oscuridad (Koornneff et al., 1998), pero florecen 
al mismo tiempo que las plantas silvestres en condiciones de días cortos (8 h de luz por 
16 h de oscuridad).  
 
La respuesta al fotoperiodo presenta dos componentes, el primer componente es el 
sistema para la detección de la luz. En las platsexisten tres clases de 
fotoreceptores especializados para este fin. Las fototropinas y los criptocromos detectan 
la longitud de onda para la luz azul y los fitocromos detectan las longitudes de onda para 
luz roja y el rojo lejano (Neff et al., 2000; Franklin et al., 2005). Mediante una cascada de 
señalización que involucra varios genes de regulación de ciclo circadiano, estas señales 
se integran con ayuda del gen CONSTANS (CO; Rédei 1992; Koornneef et al., 1991; 
Putteril et al., 1995) y GIGANTEA (GI;  Rédei 1992; Koornneef et al., 1991; Mizoguchi et 
al., 2005).  
 
El segundo componente comprende la transducción de señales sincronizadas por el 
ciclo circadiano y se basa en un mecanismo por el cual las plantas pueden medir la 
duración del día (Alabadí et al., 2001; Suárez-López et al., 2001; Doyle et al., 2002, 
Srikanth y Schimid, 2011; Andrés y Coupland 2012). El ciclo circadiano es un 
mecanismo con una periodicidad de 24 h que regula un alto porcentaje de genes en A. 
thaliana, este ciclo comprende tres asas de regulación interconectadas: el asa de 
regulación central y las asas de regulación de la mañana y de la tarde que pueden ser 
tanto positivas como negativas (Imaizumi., 2010). En A. thaliana, la capacidad para 
distinguir la duración del día y la noche se basa en la coincidencia de un “reloj” interno 
de la planta el cual está representado por el patrón de la expresión de CO un gen que 
codifica para un factor transcripcional con dedos de zinc, el cual responde a la luz. 
(Putteril et al., 1995). Experimentos con construcciones que presentan una expresión 
inducible de CO mediante dexametasona demostraron que CO promueve la floración al 
inducir la transcripción de FLOWERING LOCUS T (FT), el cual codifica para una 
proteína globular, similar a la familia de inhibidores de RAF cinasas y proteínas de unión 
de fosfatidil-etanolaminas (Kobayashi et al., 1999) de igual manera que a TWIN SISTER 
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OF FT (TSF) en respuesta a la luz. (Samach et al., 2000; Suarez-López et al., 2001, 
Yamaguchi et al., 2005).  
 
La regulación de CO no es únicamente a nivel transcripcional sino que también 
presenta regulación en la estabilidad y acumulación de su proteína (Suárez-López et al., 
2001). En la regulación de CO interviene el ciclo circadiano de 24 h, por lo que la 
transcripción y la traducción de su mensajero varía dependiendo de las condiciones del 
fotoperiodo en la cual crecen las plantas. Durante las condiciones de fotoperiodo de día 
largo los niveles de expresión de CO se van incrementando durante el día presentando 
los niveles más altos durante la tarde, de tal manera que la traducción de la proteína de 
CO alcanza los niveles suficientes para activar a FT e inducir la floración. Un caso 
diferente se presenta en el fotoperiodo de día corto en el cual no se alcanzan los niveles 
adecuados de la proteína CO para inducir a FT debido a que en la oscuridad la proteína 
se degrada vía el proteosoma, dando como consecuencia un retraso en la floración 
(Suárez-López et al., 2001; Imaizumi, 2010). 
 
Durante el fotoperiodo de día largo la luz promueve la interacción entre GI y una familia 
de ubiquitina ligasas con caja F, como FLAVIN-BINDING, KELCH REPEAT F-BOX 1 
(FKF1, Nelson et al., 2000). Estas interacciones estabilizan las proteínas, permitiendo la 
degradación de un conjunto de genes que reprimen a CO, incluyendo numerosos 
factores de transcripción DOF como CYCLING DOF FACTOR (CDF) que retrasan la 
floración por reprimir los niveles de expresión de CO (Fornara et al., 2009). A nivel post-
transcripcional CO es degradado en la noche por la ubiquitina ligasa CONSTITUTIVE 
PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1) y en la mañana por una vía activada por el 
fitocromo B (PHYB). 
 
Los niveles de regulación transcripcional y post-transcripcional aseguran que CO active 
la transcripción del florígeno FT y TSF solamente durante el fotoperiodo de día largo. FT 
es capaz de translocarse desde las hojas al meristemo de inflorescencia en donde se 
une a FLOWERING LOCUS D (FD), un factor de transcripción tipo bZIP, de esta 
manera se forma el complejo FT/FD el cual regula a genes que promueven la floración 
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en el meristemo apical aéreo (Abe et al., 2005; Wigge et al., 2005). CO también activa 
al factor transcripcional MADS-box SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF 
CONSTANS 1 (SOC1), en parte a través de FT (Yoo et al., 2005). Además, SOC1 es 
regulado por todas las vías de floración por lo que se le ha considerado como un 
integrador de todas las señales (Lee et al., 2000; Samach et al., 2000; Moon et al., 
2003; Lee and Lee, 2010). Aunque se desconoce hasta el momento cómo se 
estructuran los complejos proteicos del que forma parte y que le permite responder a las 
diferentes señales que conducen a la transición floral.  
 
1.5. 2. Via de Vernalización. 
 

A. thaliana al igual que muchas plantas que habitan en regiones con estaciones 
del año marcadas, atraviesa por un periodo invernal a bajas temperaturas y esta 
condición favorece la floración de forma acelerada (Sheldon et al., 2000). La vía de la 
vernalización se detectó estudiando a aquellos mutantes que eran incapaces de 
responder a esta condición,  y que por lo tanto, seguían floreciendo como las plantas 
silvestres sin vernalizar (Koorneef et al., 1998). La vía de vernalización favorece que las 
plantas florezcan porque reprime la transcripción de FLOWERING LOCUS C (FLC) en 
respuesta a tiempos prolongados a bajas temperaturas (Michaels y Amasino, 2001). 
FLC codifica para un factor transcripcional tipo MADS-box, el cual funciona como un 
represor de la transición a la floración al unirse a las cajas CArG del promotor de SOC1 
y FT reprimiéndolos e impidiendo así su expresión (Michaels y Amasino, 1999; Michales 
y Amasino, 2000; Searle et al., 2006). Durante la vernalización, actúan procesos 
epigenéticos que reprimen la expresión de FLC lo que conlleva a la activación de SOC1 
y FT por lo tanto se induce la floración (Michaels y Amasino, 1999; Sheldon et al., 2002; 
Sheldon et al., 2006). 
 
Se ha identificado que los genes VERNALIZATION1, VERNALIZATION2 y 
VERNALIZATION INSENSITIVE3  (VRN1, VRN2 y VIN3 respectivamente) están 
involucrados en la represión epigenética de FLC (Gendall et al., 2001; Levi et al., 2002; 
Sung et al., 2006).  
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VRN1 participa en el proceso de vernalización y codifica para una proteína que se une a 
ADN y su papel es mantener la represión epigenética de FLC (Levy et al., 2002). VRN2 
codifica para el homólogo de Suppressor of Zeste 12 (Su(z)12) identificado inicialmente 
en Drosophila, y ahora se sabe que está involucrado en procesos de represión 
epigenética en animales y plantas, formando parte del complejo represivo Polycomb 2 
(PCR2) el cual confiere silenciamiento epigenético estable al represor de la floración 
FLC (Gendall et al., 2001). El complejo PCR2 cataliza la metilación de la lisina 27 de la 
histona H3 (H3K27me) que es una modificación asociada con represión transcripcional 
apagando la expresión de FLC (Gendall et al., 2001). VIN3 posee un dominio tipo Plant 
Homeo Domain (PHD) el cual es característico de los componentes que forman parte de 
los complejos de remodelación de cromatina (Sanchez y Zhou, 2011).  
 
Mediante el empleo de mutantes para VRN1y VRN2 se determinó que en la 
vernalización se puede reprimir a FLC, sin embargo este estado no se mantiene cuando 
la planta deja de estar en vernalización (Sheldon et al., 2006), estos resultados sugieren 
que VRN1 y VRN2 no están involucrados en el establecimiento del silenciamiento de 
FLC en respuesta a bajas temperaturas, pero sí participan en el mantenimiento de la 
represión cuando la planta se desarrolla en condiciones de temperatura normales de 
crecimiento. En el caso de VIN3 su expresión se induce en vernalización y se ha 
propuesto que su participación es establecer el estado represivo de FLC (Sung y 
Amasino, 2004). 
Por otra parte, también se ha demostrado que LIKE HETEROCHROMATIN PROTEIN 1 
(LHP1) también llamado TERMINAL FLOWER 2 (TFL2), es un homólogo de 
HETEROCHROMATIN PROTEIN 1 (HP1) identificado en animales y levaduras, es 
necesario para mantener el estado reprimido de FLC durante la vernalización (Mylne et 
al., 2006; Sung et al., 2006).  
FLC por otra parte es activado con ayuda del complejo PAF1, el cual fue identificado 
inicialmente en levadura. En Arabidopsis se han identificado varios genes homólogos a 
este complejo como por ejemplo VERNALIZATION INDEPENDECE 4 y 
VERNALIZATION INDEPENDECE 5 (VIP4 y VIP5), los cuales reclutan a proteínas con 
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actividad de metil transferasas (Zhan y Van Nocker, 2002; Zhang et al., 2003). El estudio 
de los mutantes de estos complejos en Arabidopsis ha demostrado que en su ausencia 
se suprimen los niveles de FLC, lo que sugiere que el complejo PAF1 es indispensable 
para mantener los niveles de FLC para reprimir la floración (He et al., 2003).  
 
Adicionalmente se ha observado que FLC puede generar un transcrito antisentido, el 
cual es diferencialmente expresado a diferentes temperaturas, este transcrito regula 
negativamente su propia expresión favoreciendo la transición a la floración. El transcrito 
antisentido más grande de FLC se transcribe iniciando en la región 3 UTR  donde se 
encuentra el poly (A),  finalizando su expresión río arriba del sitio de inicio de la 
transcripción del mensajero en dirección sentido. Se sabe que el inicio de la 
transcripción del mensajero antisentido es independiente de la transcripción del 
mensajero sentido de FLC. A este transcrito antisentido se le denominó como COOLAIR 
(cold induced long antisense intragenic RNA) y se mostró recientemente que es la 
primera respuesta al tratamiento por frío y es capaz de reprimir la transcripción de la 
hebra sentido antes de que VIN·3 (VERNALIZATION INSENSITIVE 3) genere un efecto 
en la represión epigenética de FLC (Bond et al., 2009; Swiezewski et al., 2009). 
Adicionalmente se ha observado que cuando las plantas son sometidas a un 
tratamiento por frío, FLC es capaz de transcribir de manera sentido el intrón 1, dando 
origen a un transcrito que se le ha denominado COLDAIR (Cold assisted intronic 
noncoding RNA), el cual  se encontró que se asocia con el núcleo del complejo 2 
represivo de Polycomb (PRC2) y se ha observado que su ausencia provoca disminución 
del silenciamiento epigenético llevado a cabo por el complejo remodelador de 
cromatinas de las proteínas Polycomb (PcG). 
 
1.5.3. Vía dependiente de Giberelinas. 
 
Diversas variantes del ácido giberélico han sido identificadas en plantas, hongos y 
bacterias, pero solamente unas cuantas presentan actividad biológica. La enzima 
GIBBERELLIN 20 OXIDASA (GA20ox), es la responsable de catalizar varios pasos 
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importantes en la síntesis de la giberelinas por llevar a cabo reacciones de oxidación en 
varios precursores, el efecto más fuerte de estas hormonas se presenta en condiciones 
no inductivas de luz, es decir en fotoperiodo de día corto (Hedden y Phillips, 2000; 
Mutasa-Göttgens et al., 2009). Las giberelinas son hormonas vegetales que tienen 
diversas funciones en el desarrollo de las plantas como son: la expansión de la hojas, 
elongación del tallo, germinación de las semillas, etc. Además son importantes para 
inducir las transiciones de fase durante el desarrollo de las plantas (Mutasa-Göttgens et 
al., 2009).  
 
La ausencia de giberelinas afecta la transición a la floración en Arabidopsis lo cual se 
ha observado en mutantes incapaces de sintetizarla o en mutantes afectadas en su 
señalización. Plantas mutantes en el gen GA1 el cual codifica para una ent-caureno 
sintasa A, que es la enzima responsable de catalizar el primer paso en la síntesis de la 
hormona GA, tardan más tiempo en florecer en comparación con las plantas de tipo 
silvestre cuando son crecidas en día corto (Wilson et al., 1992). Algo similar ocurre con 
plantas mutantes afectadas en la señalización de esta hormona. El receptor para 
giberelinas fue identificado en arroz y mediante  comparaciones con el genoma de 
Arabidopsis se encontraron tres genes homólogos con funciones redundantes a los 
cuales se nombró como GIBERRELLIN INSENSITIVE DWARF1A (GID1A), 
GIBERRELLIN INSENSITIVE DWARF1B (GID1B) y GIBERRELLIN INSENSITIVE 
DWARF1C (GIB1C). Mutantes sencillas para cada uno de estos genes fueron 
nombradas respectivamente como gid1a, gid1b y gid1c y se encontró que en las 
mutantes sencillas no se presentaban defectos obvios al compararlas con plantas de 
tipo silvestre (Griffiths et al., 2006). Sin embargo cuando se generaron mutantes 
múltiples, se encontró que las plantas tienen defectos como por ejemplo en la 
elongación del hipocótilo y en el tiempo de floración (Griffiths et al., 2006).  
 
La estructura cristalográfica del receptor GID1 demostró que éste contiene un sitio de 
unión a giberelinas y se determinó que es posible que se forme un puente de hidrógeno 
entre el grupo hidroxilo del carbono 3 de la molécula de la giberelina con la tirosina 31 
del receptor, lo cual induce un cambio conformacional en el extremo N-terminal 



 20 

favoreciendo la interacción de las proteínas DELLAS con el receptor para generar el 
complejo GA-GID1-DELLA (Willige et al., 2007; Murase et al., 2008; Shimada et al., 
2008). 
 
De esta manera, mientras que la ausencia de giberelinas favorece la acumulación de 
proteínas DELLA, las cuales a su vez reprimen respuestas a giberelinas, la formación 
del complejo GA-GID1-DELLA estimula la degradación de las proteínas DELLA, esta 
observación se determinó por los estudios que se llevaron a cabo en arroz en el gen 
GIBERRELLIN INSENSITIVE2 (GID2) y en Arabidopsis en el gen SLEEPY1 (SLY1), 
ambos genes codifican para proteínas de caja F, las cuales son componentes del 
complejo SCF (Sasaki et al., 2003; McGinnis et al., 2003).  
 
Bajo condiciones de fotoperiodo de día corto, donde la temporalidad de luz no está 
participando activamente como inductora de la transición a la floración, debido a que la 
expresión de FT es baja, la floración en Arabidopsis depende en buena medida de las 
giberelinas (Wilson et al., 1992). Las plantas afectadas en los procesos antes 
mencionados (síntesis o señalización de GA) pueden recobrar parcialmente su tiempo 
de floración al suministrarse giberelinas exógenamente. Estas hormonas promueven la 
expresión tanto de SOC1 como de LFY (Achard et al., 2004; Blázquez et al., 2000; 
Moon et al., 2003). 
 
1.5.4. Vía autónoma. 

 
Esta vía responde a señales intrínsecas del desarrollo y es independiente de las 
señales externas. Las plantas mutantes en la vía autónoma son aquellas en las cuales 
sus genes al estar mutados, provocan que las plantas presenten floración tardía en 
condiciones tanto de día corto como largo, sin embargo el fenotipo puede ser suprimido 
por vernalización (Koornneef et al., 1998). Genes de la vía autónoma regulan de forma 
negativa la acumulación del ARN mensajero de FLC cuando las plantas no han pasado 
por la época invernal por lo que en la ausencia de cualquiera de ellos, FLC inhibe la 
floración (Michaels y Amasino, 1999; Searle et al., 2006). Son varios los genes que 
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codifican para proteínas que participan en este proceso: FCA, FPA, FLK (FLOWERING 
LATE KM MOTIF) FY, FVE, FLD (FLOWERING LOCUS D) y LD 
(LUMINIDEPENDENS). FCA, FPA y FLK codifican para proteínas de unión a RNA, las 
cuales heterodimerizan con FY y FVE, que codifican para proteínas con repetidos WD-
40 (Marquardt et al., 2006). Estos heterodímeros afectan post-transcripcionalmente el 
mensajero de FLC evitando que este sea traducido. Adicionalmente, FY junto con FCA 
participa en el procesamiento del ARN. LD codifica para un proteína homeodominio 
(Lee et al., 1994). FVE y FLD son homólogos del complejo de desacetilasas de histonas 
de humanos (HDAC) que también limitan la acumulación de FLC por participar en la 
remodelación de cromatina (Koorneef et al., 1991; Michaels y Amasino., 1999; Michaels 
y Amasino 2001; Henderson y Dean, 2004).  
 
1.5.5 Vía termosensora. 
 
Las plantas son organismos muy sensibles a la temperatura y pueden percibir cambios 
tan sutiles como 1C (Kumar et al., 2010). Normalmente la temperatura de crecimiento 
en el laboratorio para A. thaliana se encuentran entre 20C y 23C, pero se ha 
demostrado que ligeros cambios en la temperatura de crecimiento por ejemplo a 27C 
acelera la floración (Kumar et al., 2012). Se ha visto que la señal de la respuesta a los 
cambios pequeños de temperatura se integran por debajo del gen CO 
(Balasubramanian et al., 2006). Recientemente se ha demostrado el mecanismo por el 
cual se acelera la floración. Se sabe que los aumentos en la temperatura de crecimiento 
favorecen la transcripción del factor PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR4 (PIF4) 
el cual a su vez activa al florígeno FT directamente al unirse a su región promotora 
(Kumar et al., 2012). Las señales dadas por la temperatura son mediadas a través del 
nucleosoma conteniendo la histona H2A.Z (Kumar et al., 2010) de esta manera al haber 
incrementos de temperatura, el nucleosoma libera a la región regulatoria de FT siendo 
accesible para PIF4, dando como resultado una unión más fuerte que favorece la 
transcripción de FT, por lo tanto un incremento del florígeno induce la floración al activar 
a SOC1 (Searle et al., 2006). Por otra parte, SHORT VEGETATIVE PHASE (SVP) es un 
factor transcripcional tipo MADS-box que participa sensando la temperatura ambiental y 
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reprime a FT al unirse directamente a cajas CarG localizadas en su promotor (Lee et al., 
2007). 
 
1.5.6 Vía del envejecimiento y la regulación mediada por la trehalosa. 
 
Se ha utilizado como marcador del envejecimiento los niveles de expresión del 
microRNA156 (miR156), ya que se ha visto que estos van disminuyendo gradualmente 
a medida que la planta se desarrolla y envejece (Wu and Poething, 2006; Wang et al., 
2009). Esta vía propone que los genes SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-
LIKE 3 y 9 (SPL3 y 9) son los blancos del miR156. Cuando se analizaron plantas 
jóvenes en ausencia del fotoperiodo de día largo se encontraron altos niveles de 
miR156, pero bajos niveles de SPL3 y SPL9. Con el paso del tiempo, los niveles de 
miR156 disminuyen y aumentan SPL3 y SPL9 favoreciendo así la floración (Wang et al., 
2009).. Otros genes de la familia SPL han sido involucrados en transiciones de fase, por 
ejemplo, mediante el estudio de la sobreexpresión de los genes SLP3, SPL4 y SLP5, se 
observó que redundantemente integran las señales provenientes de las vías autónoma, 
del fotoperiodo, giberelinas y envejecimiento para favorecer la fase reproductiva (Jung et 
al., 2012; Porri et al., 2012; Yu et al., 2012) y que su regulación es afectada de diversas 
maneras en las condiciones de día corto, estos tres genes son regulados  
negativamente por el miR156 dependiendo de la edad de la planta, pero son activados 
por SOC1 por medio de la vía dependiente de giberelinas (Jung et al., 2011, 2012). 
Mientras que en día largo, SOC1, FT y FD regulan a SLP3, SPL4 y SLP5 en las hojas 
en respuesta a las señales del fotoperiodo (Jung et al., 2012). El miR172 participa en la 
regulación del tiempo de floración, y se sabe que SPL9 es su activador transcripcional el 
cual actúa posiblemente redundantemente con otros genes SPL, como SPL10 en su 
regulación. (Zhao et al., 2007;  Wu et al., 2009). Mediante el empleo de la doble mutante 
spl9 spl15 se ha encontrado que SPL15 participa en la regulación de miR172 
promoviendo su transcripción (Wu et al., 2009). Por otra parte, miR156 regula la 
expresión de miR172, aunque esta regulación no es recíproca y se ha determinado que 
la expresión de miR156 y miR172 tiene patrones inversos, es decir cuando uno aumenta 
el otro disminuye (Wu et al., 2009).  
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El miR172 promueve la floración por medio de un mecanismo de represión post-
trancripcional de los genes TARGET OF EAT1, TARGET OF EAT2 y TARGET OF EAT3 
(TOE1, TOE2 y TOE3), SCLAFMÜTZE (SMZ) y SCHNARCHZAPFEN (SNZ), que son 
represores de FT, todos pertenecientes a la familia de genes AP2-like (Aukerman y 
Sakai 2003; Mathieu et al., 2009; Yant et al., 2009). 
 
Recientemente se ha confirmado que el estado metabólico de las plantas, es decir si la 
planta cuenta con las reservas energéticas adecuadas se favorece la transición a la 
floración. Una de estas reservas energéticas es la trehalosa-6-fosfato (T6P) y desde 
hace mucho tiempo se sospechaba que la señalización mediante los azúcares estaba 
implicada en esta transición del desarrollo (Wahl et al., 2013; Tsai y Gazzarrini, 2014). 
Últimamente se descubrió que la T6P funciona en el SAM como una molécula señal que 
regula a genes implicados en la vía del envejecimiento inhibiendo al miR156 que a su 
vez reprime a los genes SPL3, SPL4 y SPL5 mientras que en las hojas se observó que 
T6P favorece la floración por la vía del fotoperiodo al inducir la expresión de FT (Wahl et 
al., 2013; Tsai y Gazzarrini, 2014).  
 
Figura 4. Integración de los diferentes componentes que participan en la transición a la floración. En A. 
thaliana la transición a la floración inicia después de pasar por un estado vegetativo. El sistema de 
regulación genético ha sido inferido con base en mutantes de pérdida de función y líneas de 
sobreexpresión. Hasta el momento, se han identificado siete vías genéticas que participan en este 
proceso, aquí se muestran: La vía del fotoperiodo, la vía de vernalización, la vía autónoma, la vía 
dependiente de giberelinas, la vía del envejecimiento, la vía termosensora y al vía en la que participa la 
trehalosa. Varias de estas vías convergen en genes claves a los cuales se les conoce como integradores 
(SOC y FT) y que además son promotores de la floración porque inducen a genes de identidad floral 
como AP1 y LFY. Por otra parte, también hay genes que son represores de la floración, el mejor ejemplo  
estudiado es FLC (Tomado y modificado de Fornara et al., 2009).  
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1.6. Identidad del meristemo de Inflorescencia y el meristemo de flor. 
 
Mientras que los meristemos apicales (RAM y SAM) son del tipo indeterminado, es decir 
continúan produciendo células hasta la senescencia, los meristemos florales son 
determinados y cesan la producción de nuevas células después de que se han 
desarrollado los órganos florales (Okamuro et al., 1996; Laudencia-Chingcuanco y 
Hake, 2002; Jack, 2004).  Estas transiciones son reguladas genéticamente de forma 
que el desarrollo prosiga finalmente hasta la generación de flores sin presentar 
reversiones (Bäurle y Dean, 2006). 
 
Existen genes que mantienen la identidad del meristemo de inflorescencia, tal es el 
caso de TERMINAL FLOWER1 (TFL1) que codifica para una proteína pequeñala cual 
tiene homología con proteínas de unión a fosfatidiletanolamina (Bradley et al., 1997). En 
plantas mutantes para este gen se han observado dos características que las distinguen 
de las plantas de tipo silvestre, por un lado la floración es temprana y por el otro, el 
meristemo de inflorescencia eventualmente adquiere identidad floral lo cual provoca que 
se genere una flor terminal (Shannon y Meeks-Wagner, 1991; Alvarez et al., 1992). 
TFL1 pertenece a una familia de proteínas en las que se encuentra también 
FLOWERING LOCUS T (FT), sin embargo el mutante en este último gen tiene fenotipos 
opuestos a tfl1 (Kobayashi et al; 1999; Hanzawa et al., 2005; Hanano y Goto, 2011; 
Wickland y Hanzawa 2015). Mediante herramientas moleculares se ha demostrado que 
TFL1 se expresa en meristemos axilares jóvenes y en el meristemo de inflorescencia su 
patrón de expresión se limita a la zona central (Conti y Bradley, 2007). Sin embargo, la 
proteína es capaz de moverse y su rango de acción es más amplio en el meristemo de 
inflorescencia donde reprime a LEAFY (LFY) y APETALA1 (AP1; Conti y Bradley, 
2007).  

Por otra parte, el meristemo de flor está especificado y le dan identidad un grupo de 
genes: LFY (Schultz y Haughn, 1991; Huala y Sussex, 1992; Blázquez et al., 1997), AP1 
(Irish y Sussex, 1990; Gustafson-Brown et al., 1994) y CAULIFLOWER (CAL, Kempin et 
al., 1995), siendo LFY el que induce directamente a los otros dos (Mandel et al., 1992; 
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Weigel et al., 1992; Parcy et al., 1998). LFY, es fundamental tanto para la especificación 
de la identidad del meristemo floral como para activar a los genes homeóticos que 
participan en el desarrollo de los órganos florales (Weigel and Meyerowitz, 1993; Lamb 
et al., 2002). LFY codifica para un factor transcripcional identificado hasta el momento 
sólo en plantas (Schultz y Haughn, 1991; Weigel et al., 1992). LFY se expresa en las 
hojas durante el estado vegetativo pero después se expresa fuertemente en los flancos 
del meristemo de inflorescencia, justo en las células que darán origen al meristemo de 
flor en una zona conocida como anlagen (Blazquez y Weigel, 2000). Los mutantes lfy 
producen un gran número de hojas, meristemos laterales e inflorescencias secundarias 
y los alelos débiles de este mutante son capaces de producir flores, pero son anormales 
y presentan características de inflorescencia (Weigel et al., 1992; Vijayraghavan et al., 
2005).  

AP1 es un factor transcripcional del tipo MADS-box cuyo mutante produce flores con 
características de inflorescencia (Irish y Sussex, 1990; Bowman et al., 1993). Este gen 
es inducido por el dímero FT-FD y adicionalmente presenta una retro-regulación 
positiva con LFY, permitiendo que este permanezca activo durante todo el desarrollo del 
meristemo de flor. Además, AP1 y LFY son funcionalmente redundantes en el 
mantenimiento de la identidad de este meristemo (Huala y Sussex, 1992; Abe et al., 
2005). CAULIFLOWER (CAL, Kempin et al., 1995) y FRUITFUL (FUL, Mandel y 
Yanofsky, 1995; Gu et al., 1998) son homólogos y funcionalmente redundantes con 
AP1, por lo que la doble mutante ap1 cal y la triple mutante ful ap1 cal, presentan 
fenotipos más severos que el mutante sencillo, dando como resultado inflorescencias 
reiterativas que dan la apariencia de una coliflor en lugar de la formación de flores 
(Ferrándiz et al., 2000). Cabe señalar que FUL normalmente se expresa en el 
meristemo de inflorescencia donde tiene un papel importante en la indeterminación de 
este meristemo y en el desarrollo del tejido vascular (Melzer et al., 2008). En presencia 
de AP1, FUL no se expresa al inicio del desarrollo del meristemo de flor, por lo que al 
parecer sólo puede llevar a cabo la función de AP1 en su ausencia (Blázquez et al., 
2006). 
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Tanto los meristemos de inflorescencia como los meristemos de flor coexisten en el 
meristemo apical sin perder su identidad. Se ha observado que esta restricción de 
dominios se debe a la represión mutua entre TFL1 y los genes de identidad floral (LFY, 
AP1 y CAL). (Figura 5; Liljegren et al., 1999; Ratcliffe et al., 1999; Moon et al., 2003; Liu 
et al., 2013). De esta forma, cuando LFY y AP1 se expresan ectópicamente en la 
mutante tfl1 se favorece la formación de flores terminales (Shannon y Mekks-Wagner, 
1991; Bradley et al., 1997; Conti y Bradley, 2007). En contraste, si LFY y AP1 son 
mutados, TFL1 se expresa en el meristemo de flor y se indetermina (Ratcliffe et al., 
1999). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Represión mutua entre el meristemo de inflorescencia y el de flor. LFY, AP1 y CAL son genes 
que promueven la identidad del meristemo de flor expresándose en los estados de desarrollo floral 1 y 2, 
mientras que TFL1 ayuda a mantener la identidad del meristemo de inflorescencia.  
1.7 Determinación del meristemo floral. 
 
Los meristemos florales se encuentran localizados a los flancos del meristemo de 
inflorescencia y presentan características celulares similares a la organización que tiene 
el meristemo apical aéreo. La mutante wus produce un número cercano normal de 
sépalos y pétalos en los verticilos externos. Sin embargo, pierde la capacidad para 
generar los órganos que producen los verticilos internos y usualmente terminan en un 
estambre solitario. Estos fenotipos revelan que la actividad de WUS es necesaria para 
mantener cierto número de células en el meristemo floral (Schoof et al.,  2000). 
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Adicionalmente se sabe que LFY actúa junto con WUS para inducir a AGAMOUS (AG) 
para formar los estambres y carpelos (Lohmann et al., 2001). A diferencia del meristemo 
apical aéreo la expresión de WUS en el meristemo floral se mantiene solamente hasta el 
estado de desarrollo 6 cuando AG reprime la expresión de WUS (Lenhard et al., 2011). 
 
Un mecanismo molecular adicional que induce AG, involucra a otros genes, ahora 
sabemos que REBELOTE (RBL) el cual codifica para una proteína de función 
desconocida, SQUINT (SQN) que codifica para una ciclofilina y ULTRAPETALA1 
(ULT1) que codifica para un  supuesto factor de transcripción (Prunet et al., 2008) 
actúan redundantemente para inducir la expresión de AG el cual a su vez reprime la 
expresión de WUS, mediante dos vías diferentes, una directa en la cual AG se une a 
dos cajas CArG aproximadamente 1 kb río arriba de la región codificante de WUS, las 
cuales son cruciales para su represión (Liu et al., 2011) y otra vía indirecta en la cual 
AG induce la activación transcripcional de KNUCKLES (KNU), un factor transcripcional 
con dedos de zinc tipo C2H2 que también reprime a WUS. La represión de WUS da 
como consecuencia la inactividad del nicho de células troncales de la flor y por lo tanto 
el meristemo floral se determina (Payne et al., 2004; Sun et al., 2009) después de que 
se han formado los óvulos en el gineceo, así como un número fijo de órganos florales 
(Figura 6; Lenhard et al., 2001; Lohmann et al., 2001; Sablowski, R., 2007; Prunet et al., 
2008). 
 
 
                                          
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. La represión de WUS en el estado 6 floral vía AG y KNU permite que el meristemo floral se 
determine al agotarse el nicho de células troncales. 
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1.8. El fenómeno de reversión floral. 
 
La reversión floral se ha definido como el retorno o regreso a un estado de producción 
de hojas después de haberse desarrollado la flor, una definición más relajada de este 
término sería regresar a un estado temprano o anterior en el desarrollo (Tooke et al., 
2005), esto implicaría una reprogramación celular. Hay dos formas de reversión: 1) 
Reversión del meristemos de inflorescencia: este tipo de reversión se observa cuando 
el desarrollo vegetativo ocurre después o es intercalado con el desarrollo de 
inflorescencia. 2) Reversión del meristemo floral: este tipo de reversión produce una 
forma de flor alterada o incompleta, con algunas partes reemplazadas por caracteres 
vegetativos o puede continuar la proliferación después de la formación de los órganos 
florales (Tooke et al., 2005). 
 
La reversión floral en Arabidopsis thaliana no es común en plantas de tipo silvestre, pero 
se ha reportado que meristemos florales se comportan como meristemos de 
inflorescencia en algunos mutantes (Okamuro et al., 1996; Mizukami y Ma; 1997; 
Ferrándiz et al., 2000). Por ejemplo, en las plantas mutantes ag, la doble mutante ap1 
clv1 y la planta heterocigota lfy/LFY son capaces de producir primordios florales que 
“revierten” a meristemos de inflorescencia una vez que los verticilos florales o los 
órganos florales son producidos cuando éstas son crecidas en condiciones de días 
cortos (Clark et al., 1993; Mizukami et al., 1997; Okamuro et al., 1996). 
 
En otro tipo de mutantes se observa la reversión cuando el meristemo de inflorescencia 
produce primordios que con frecuencia se comportan como meristemos de 
inflorescencia secundaria, esta forma de reversión es clásica en la doble mutante ap1 
cal y de manera más severa se observa en la triple mutante ap1 cal ful, molecularmente 
se determinó en estas líneas mutantes que no tienen la expresión de LFY pero si 
presentan una expresión ectópica de TFL1 en los meristemos laterales (Ferrándiz et al., 
2000). 
 
Para el establecimiento del meristemo floral se requiere de la expresión de genes de 
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LFY, AP1 y/ CAL como se mencionó anteriormente, así como por la expresión de genes 
que regulan la transición a la floración como AGL24, SOC1 y SVP durante los primeros 
dos estados del desarrollo del meristemo floral cooperando con los genes que le dan 
identidad. Sin embargo, se ha observado que AGL24, SOC1 y SVP son reprimidos por 
AP1 y LFY a partir del estado tres del desarrollo del MF (Yu et al., 2004; Liu et al., 
2007). De esta forma, los patrones de expresión indican que AGL24 se expresa en el 
meristemo de inflorescencia y en la túnica en meristemos florales jóvenes de los 
estadios 1 y 2 (Yu et al., 2004). SOC1 se expresa en el meristemo de inflorescencia 
pero casi está ausente en los estadios 1 y 2 de la flor y se vuelve a expresar ligeramente 
en el centro de la flor en el estadio 3, mientras que SVP apenas es detectable en el 
meristemo de inflorescencia, pero es fuertemente expresado en los estados 1 y 2 de la 
flor (Liu et al., 2007). Estos datos, además de las evidencias genéticas, aunadas al 
análisis de inmunoprecipitación de la cromatina, permitieron establecer que AGL24, 
SOC1 y SVP junto con AP1 reprimen la inducción de SEPALLATA 3 (SEP3) en los 
primeros dos estados del desarrollo floral, evitando así la activación temprana de los 
genes homeóticos de las clases B y C (Pelaz et al., 2000; Gregis et al., 2008; Immink et 
al., 2009; Liu et al., 2009) y por otra parte la unión de AP1 junto con AGL24, SOC1, SVP 
y SEP4 reprimen la expresión ectópica de TFL1 en el MF (Liu et al., 2013).  
 
Sin embargo, resulta interesante que la expresión constitutiva de AGL24, SOC1 y SVP 
en plantas silvestres que tienen a LFY y AP1 funcionales, da como resultado flores que 
mantienen características de inflorescencia e indeterminación (Yu et al., 2004; Liu et al., 
2007). Por ejemplo la expresión constitutiva de AGL24 favorece la “reversión floral” al 
desarrollar una inflorescencia que emerge del interior del gineceo (Yu et al., 2004). En 
plantas 35S:SOC1 las flores tienen pétalos verdes parecidos a sépalos, sin embargo en 
la planta 35S:AGL24 35S:SOC1 se observa un fenotipo que produce diversas flores 
secundarias que emergen a partir de un mismo meristemo floral (Liu et al., 2007). En la 
línea 35S:SVP las flores son estructuras quiméricas conformadas por hojas, hojas 
carpeloides y estambres, pero en la línea 35S:AGL24 35S:SVP el fenotipo que se 
observa en la flor es más parecido a un meristemo de inflorescencia (Liu et al., 
2007).Estos fenotipos se han observado también cuando se han sobre expresado los 
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homólogos de AGL24 de otras especies de plantas de forma heteróloga en Arabidopsis 
(Masiero et al., 2004;Trevaskis et al., 2007). .Por lo tanto, toda esta información nos 
indica que o bien la reversión.floral se puede dar aun en presencia de AP1 en estas 
líneas de sobreexpresión, o los caracteres de inflorescencia que se observan no son 
debidos a la reprogramación del MF, que son puntos que se ahondarán en este trabajo.  
 
1.9. Especificación de los verticilos florales. 
 
Una vez establecido el meristemo de flor, éste comienza a diferenciarse en los verticilos 
florales (Bowman et al., 1991; Coen y Meyerowitz, 1991; Mandel et al, 1992). LFY y 
AP1 dirigen la expresión de genes homeóticos florales que en A. thaliana darán origen 
a: cuatro sépalos, cuatro pétalos, seis estambres y dos carpelos fusionados que 
conforman el gineceo (Coen y Meyerowitz, 1991; Blazquez et al., 2006). La flor es una 
estructura muy  importante en las plantas porque en ella se producirán las semillas con 
las cuales se propagará la especie. Su regulación genética ha sido estudiada con 
detalle y gracias a los análisis de dobles mutantes y perfiles de expresión de genes que 
participan en su desarrollo, se ha logrado proponer un modelo de regulación que 
establece el patrón básico de desarrollo, el cual es conocido como modelo ABC del 
desarrollo floral (Figura 8). A continuación se describe brevemente cada uno de los 
componentes de este modelo (Bowman et al., 1991; Coen y Meyerowitz, 1991).  

 
Genes de la clase A. Esta clase de genes está representada por los genes AP1 y 
APETALA 2. Son responsables de mantener la identidad de sépalos y en combinación 
con los genes de clase “B”, son responsables de establecer la identidad de pétalos. La 
ausencia de ellos en mutantes provocan fenotipos homeóticos en la flor, por ejemplo en 
apetala 2 se generan carpelos en lugar de sépalos y estambres en lugar de pétalos 
(Bowman et al., 1989; Meyerowitz et al., 1989; Bowman et al., 1991). 
 
Genes de la Clase B.  Los genes que pertenecen a esta clase son APETALA 3 y 
PISTILLATA,  estos genes como se mencionó anteriormente son los responsables de 
generar los pétalos con la participación de los genes de clase “A” que  en conjunción 
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con los genes de clase “C” son los responsables de establecer los estambres. Las 
mutantes para estos genes generan sépalos en lugar de pétalos y carpelos en lugar de 
estambres (Bowman et al., 1989; Bowman et al., 1991). 
Genes de la Clase C. El gen que representa a esta clase es AGAMOUS, el cual es 
responsable de generar los carpelos en el centro de la flor y los estambres son 
generados alrededor de estos en combinación con los genes de la clase “B” como se 
mencionó previamente. Las mutantes para este gen provocan un cambio de identidad 
de estambres a pétalos y de carpelos a sépalos, además de que estas flores son 
indeterminadas porque AG es un represor de WUS como se mencionó anteriormente 
(Bowman et al., 1989; Yanofsky et al., 1990; Bowman et al., 1991).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Modelo ABC del desarrollo de la flor. Este modelo establece que los genes de las clases A, B y 
C del desarrollo floral son los responsables del establecimiento de los verticilos florales que de afuera 
hacia adentro originarán: sépalos, pétalos, estambres y carpelos funcionados en un gineceo.  
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1.10. Los factores transcripcionales MADS-box y su participación en el desarrollo 
de las plantas. 

 
En las secciones anteriores se puede observar que los factores de transcripción tipo 
MADS-box tienen un papel preponderante en la transición a la floración, el 
establecimiento de los meristemos florales y en la identidad de los verticilos florales, por 
lo que para fines de este trabajo se describen brevemente a continuación. 
 
 Los factores transcripcionales con dominio MADS constituyen una familia muy 
conservada en eucariontes que se caracteriza por tener un dominio de unión a ADN 
cuyo acrónimo MADS fue otorgado con base a las primeras letras de los genes de 
diversas especies en que fueron inicialmente identificados: MCM1 de Saccharomyces 
cerevisiae, AGAMOUS de Arabidopsis thaliana (Yanofsky et al., 1990), DEFICIENS de 
Antirrhinum majus y SERUM RESPONSE FACTOR de Homo sapiens (Shore y 
Sharrocks, 1995). En el genoma de A. thaliana existen más de 100 genes AGAMOUS-
LIKE (AGL) y muchos de los genes de esta familia tienen un papel fundamental en la 
regulación de diversos procesos de desarrollo, además de los ya mencionados, como 
por ejemplo: el desarrollo de la raíz, mantenimiento del estado vegetativo, el desarrollo 
de la vaina, la gametogénesis, el desarrollo del óvulo, etc. (Figura 8; Coen y 
Meyerowitz, 1991; Honma y Goto, 2001; Ng y Yanofsky, 2001; Yu et al., 2002; 
Parenicova et al., 2003; Martínez-Castilla y Alvarez-Buylla, 2003; Tapia-López et al., 
2008; Smaczniak et al., 2012, Garay-Arroyo et al., 2013). 
 

Existen dos linajes de genes MADS-box, los del tipo I parecidos a SERUM RESPONSE 
FACTOR de humano y los del tipo II, homólogos a MYOCYTE ENHANCER FACTOR-2 
ambos  presentes en plantas y animales (Black and Olson; 1998: Chai y Tarnawski, 
2002). Adicional al dominio MADS, los del linaje tipo II o MICK presentan un dominio I 
(intermedio) no conservado, el dominio K (Keratin-like) el cual se ha demostrado es 
importante para las interacciones proteína-proteína y el dominio C o carboxilo terminal, 
el cual es variable y puede actuar como un dominio de activación en trans que es 
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importante para determinar la especificidad de las interacciones entre proteínas 
(Purugganan et al., 1995; Riechmann y Meyerowitz 1997; Jack, 2001; Ng y Meyerowitz, 
2001). El dominio MADS de estas proteínas reconoce a una secuencia concenso en el 
ADN de los genes blanco conocida como caja CArG (5-CC(A/T)6-GG3´;Shore and 
Sharrocks, 1995). 

Por estudios genéticos, ensayos de doble, triple y cuádruple híbrido en levadura así 
como por la inmunoprecipitación de algunos complejos, se ha propuesto que las 
proteínas con dominio MADS actúan como hetero y/o homodímeros que pueden 
conformar tetrámeros entre ellas o con otro tipo de proteínas para llevar a cabo su 
función transcripcional (Honma y Goto, 2001; de Folter et al., 2005). 
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Figura 8. Participación de los genes MADS a través del ciclo de vida de A. thaliana. Esta crucífera pasa 
por diversas etapas durante su ciclo de vida y los genes MADS-box juegan papeles muy importantes en 
los procesos que se indican en el esquema. Una vez que la semilla germina se genera una plántula, la 
cual después origina una planta con una roseta joven hasta formar una roseta adulta, la cual transita 
hacia la floración, momento en el cual se generan los botones florales que producirán las flores, dentro de 
estas estructuras ocurre la doble fecundación, posteriormente las vainas elongan y permitirán el 
desarrollo de las semillas a partir de las cuales originarán una nueva generación de plantas (Tomado y 
modificado de Smaczniak et al., 2012). 
  
1.11 Empleo de modelos para estudiar los sistemas de regulación genética 
 
El empleo de modelos matemáticos que expliquen los sistemas de regulación genética 
ayuda a establecer relaciones no intuitivas en un determinado proceso en el cual 
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participan un conjunto de genes y/o proteínas. En plantas este tipo de modelos han sido 
utilizados para explicar diversos procesos como por ejemplo,  el desarrollo de la flor,  la 
Inmunidad vegetal, transporte de auxinas, desarrollo de las hojas (Alvarez-Buylla et al., 
2010; Band et al., 2012; Merks et al., 2011; Muhammad et al., 2013). Para que un 
modelo sea creíble debe cumplir con tres características: debe ser verificable, validado y 
evaluado. Los modelos ayudan al avance científico de diversas maneras, por ejemplo, la 
experimentación es muy importante en los descubrimientos del quehacer científico, sin 
embargo cuando numerosos resultados son obtenidos como por medio de la 
secuenciación masiva, estudios de transcriptómica, proteómica, metabolómica etc. los 
datos y la información generada es difícil de procesar, interpretar e integrar; en este 
sentido los modelos pueden ayudar ordenando la información generada por la 
experimentación y pueden proporcionar hipótesis de trabajo la cual puede ser probada 
posteriormente en el laboratorio. De esta manera la combinación entre los datos 
obtenidos experimentalmente y las consideraciones teóricas ayudan a la generación de 
buenos modelos, con lo cual se pueden realizar predicciones que ayudan al avance 
científico.  
 
Hace unas décadas atrás se había considerado que en biología del desarrollo un 
fenotipo era causado por un gen, sin embargo con el paso del tiempo esta idea se ha 
revolucionado y ahora sabemos que un mismo fenotipo puede ser causado por múltiples 
genes. En un proceso dinámico donde participan varios genes o proteínas, estas 
interacciones pueden ser representadas gráficamente mediante un sistema de 
regulación genética, el cual ilustra de manera sencilla todas las posibles interacciones 
de la red (Darabos et al., 2011). 
 
Los sistemas de regulación genética son considerados en la actualidad muy importantes 
para estudios de frontera en  las ciencias biológicas (Drabos et al., 2011). Uno de los 
primeros modelos dinámicos empleados es el sistema booleano al azar. En este sistema 
los componentes están representados por nodos y las interacciones están indicadas por 
uniones entre los nodos e indica cómo cada nodo ejerce una influencia con los que 
interacciona, por ejemplo las flechas indican activación mientras que las barras indican 
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represión (Alvarez-Buylla et al., 2010). En el sistema booleano las dinámicas de cada 
nodo se simplifican lo más posible, generalmente con valores de 0 que indican por 
ejemplo que los genes están apagados y 1 indican que están encendidos. (Alvarez-
Buylla et al, 2010; Greil, 2012).  
 
En biología de sistemas es necesario utilizar herramientas bioinformáticas y modelos 
computacionales que permitan el estudio integral de los procesos biológicos en 
disciplinas tan complejas como la genética, fisiología, bioquímica, etc. (Darabos et al., 
2011; Gril, 2012). En el presente cada vez mas se conjuntan los datos experimentales 
con los análisis bioinformáticos y modelos computacionales para contar con una visión 
más completa de lo que ocurre en un proceso biológico. 
 
1.12 La diferenciación celular y el paisaje epigenético. 
 
Las células durante el desarrollo atraviesan por distintos estados celulares, algunas 
células permanecen indiferenciadas como las que se encuentran en el nicho de células 
troncales mientras que otras se especializan y se diferencian (Grafi, 2004; Takahashi, 
2012). La diferenciación es el proceso que atraviesa una célula a partir de estar en un 
estado indiferenciado y llegar a un estado en el cual la célula adquiere características 
que le permiten desempeñar una función especifica alcanzando la maduración, este 
proceso en los seres vivos esta regulado por un intrincado sistema de regulación 
genético que es influenciado por factores hormonales y ambientales (Grafi, 2004; 
Takahashi, 2012).  
 
Conrad Hal Waddington estableció una analogía del proceso anteriormente mencionado 
y en 1957 propuso el paisaje epigenético el cual es una descripción gráfica del curso por 
el cual atraviesa una célula en desarrollo hasta llegar a la diferenciación, este paisaje lo 
representó en una superficie inclinada en la cual se encuentran esferas las cuales hacen 
alusión a las células indiferenciadas que van rodando hasta caer dentro de sumideros o 
valles que representan la terminación del destino de las células porque han alcanzado la 
madurez. Estas células no pueden salir de los valles normalmente porque han adquirido 
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estados estables que dan como resultado la determinación celular (Bhattacharya et al., 
2011; Takahashi, 2012). Sin embargo, Waddington también pensó que el destino celular 
podía modificarse y que las células podrían salir de los estados estables en lo que se 
encontraban y llegar a otros estados diferentes lo cual lo representó como una especie 
de puente entre los valles (Bhattacharya et al., 2011;Takahashi, 2012). 
En biología del desarrollo los términos de: desdiferenciación, reprogramación, 
transdeterminación y transdesdiferenciación son utilizados para explicar la conversión 
de las células una vez que han adquirido identidad celular. La desdiferenciación es el 
proceso por el cual la célula de un estado especializado regresa a través del paisaje 
epigenético para convertirse en una célula inmadura hasta llegar a un estado 
indiferenciado. Mientras que la reprogramación o reversión, transdeterminación y 
transdesdiferenciación, son el proceso por el cual las células en un estado pueden pasar 
de un destino celular a otro sin llegar a ser una célula indiferenciada (Takahashi, K., 
2012). 
 

 
Figura 9. Paisaje epigenético de Waddington. Es una descripción gráfica para explicar como la célula en 
estado indiferenciado puede pasar por diversas crestas hasta llegar a un sumidero del cual 
normalmenteya no puede salir y en donde adquiere identidad celular (Tomado y modificado de 
Bhattachrya et al., 2011). 
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2. ANTECEDENTES. 
 
XAL2 / AGL14 es un factor transcripcional perteneciente a la familia de genes MADS-
box el cual se encuentra dentro del clado de SOC1, AGL19, AGL42, AGL71 y AGL72 
(Parenicovaá et al., 2003). Todos los genes de este clado con excepción de XAL2 se ha 
demostrado que participan en la transición a la floración (Schönrock et al., 2006; Dorca-
Fornell et al., 2011). Anteriormente otros grupos habían reportado que XAL2 es un gen 
específico de raíz (Rounsley et al., 1995; Schönrock et al., 2006) en donde 
efectivamente tiene un papel muy importante en su desarrollo. Sin embargo, en el 
laboratorio de Genética Molecular, Evolución, Epigenética y Desarrollo de Plantas se 
encontró que una línea de expresión disminuida para XAL2 (ahora denominada como 
xal2-2 presentaba retraso en su tiempo de floración al compararse con plantas de tipo 
silvestre en condiciones de día largo (Villajuana-Bonequi, 2005; Garay-Arroyo et al., 
2013). 
 
Adicionalmente XAL2 / AGL14 es capaz de interaccionar con otras proteínas con 
dominio MADS, en ensayos de dos híbridos con: SOC1, AGL24, FUL, 
SHATTERPROOF 1 y 2 (SHP1 y SHP2), SEP3 y ARABIDOPSIS B SISTER-2 (ABS-2; 
de Folter et al., 2005). De los cuales SOC1, AGL24 y FUL son importantes en la 
transición a la floración (Hempel et al., 1997; Borner et al., 2000; Lee et al., 2000; Nessi 
et al., 2000; Liljegren et al., 2000;  Michaels et al., 2003; Liu et al., 2007, Liu et al., 2008; 
Lee and Lee, 2010). Este trabajo sugiere que XAL2 pueda participar de forma conjunta 
con estas proteínas en la transición a la floración y en el mantenimiento del meristemo 
de flor. Con base en estos antecedentes se propone conocer con más detalle cómo 
XAL2 participa en la transición a la floración y las posibles relaciones genéticas en 
relación a algunos otros componentes que participan en la floración.  
 
Por lo tanto, el presente trabajo tuvo por objeto conocer cual es la participación de XAL2 
en el tiempo de floración, cuáles son sus relaciones genéticas y explicar los fenotipos 
de la línea de sobreexpresión. 
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3. HIPOTESIS. 
 

XAL2 es parte de la red de regulación genética que participa en la transción a la 
floración, junto con SOC1, AGL24 y SVP. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 41 

4. OBJETIVOS.  
 
 
4.1. General 
 
 
“Determinar la participación de XAL2 durante la transición a la floración y en el 
mantenimiento del meristemo floral en Arabidopsis thaliana“. 
 
4.2 Particulares  
 
1.- Determinar el tiempo de floración de xal2-1 y xal2-2 bajo condiciones de fotoperiodo 
de día corto, día largo, vernalización y tratamiento con giberelinas. 
 
2.- Analizar la regulación transcripcional de XAL2 en la red de regulación que participa 
en la transición a la floración en día largo. 
 
3.- Determinar el patrón de expresión espacio-temporal de XAL2 en el meristemo de 
inflorescencia y en el meristemo floral. 
 
4.- Documentar el fenotipo de la línea de sobreexpresión en condiciones de crecimiento 
de día largo y corto. 
 
5.- Determinar si XAL2 es capaz de inducir la expresión de TFL1 directamente. 
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5. MATERIALES Y METODOS. 
 
A continuación se describen las técnicas utilizadas para este trabajo y que no fueron 
detalladas en el artículo Pérez-Ruiz et al., 2015. Para complementar la información 
revisar la metodología del artículo. 
 
5.1. Extracción de ADN de Arabidopsis thaliana. 
 
Se tomaron 1-3 hojas de plantas creciendo en condiciones de temperatura y humedad 
controlados. Las hojas fueron congeladas y trituradas en N2 líquido con ayuda de 
morteros de porcelana. Posteriormente se adicionaron 150 μl de un amortiguador de 
extracción: (6.9 M de urea, 0.31 NaCl, 0.1M Tris-HCl pH 8.0, 0.02 M EDTA pH 8.0 y 
0.11 M de sarcosina). Después se adicionaron 100 μl de fenol/cloroformo (1:1). Se agitó 
en vortex y se centrifugó a 8049 g por 5 min. El sobrenadante se transfirió a un nuevo 
tubo y se adicionó 2 veces el volumen de etanol, se agitó nuevamente y se centrifugó 
de igual manera que el paso anterior. Se retiró el sobrenadante y se adicionaron 500 μl 
de etanol al 70% para lavar las sales de la pastilla, se centrifugó 1 min y se dejó 
secando al aire. Finalmente la pastilla se resuspendió en agua grado biología molecular 
y se le adicionó 1 µl RNAsa A (Invitrogen), a una concentración de 1 mg/ml. 
 
5.2. Obtención de ARN y síntesis de ADN complementario. 
 
De plantas de 14 días de edad crecidas en placas Petri se colectó la parte aérea y esta 
se trituró en morteros de porcelana previamente enfriados con N2 líquido hasta obtener 
un polvo muy fino. Posteriormente el ARN fue extraído utilizando el reactivo de Trizol 
(Invitrogen) de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Una vez obtenido se 
cuantificó y 2 g fueron utilizados para la síntesis del ADNc utilizando la enzima 
Superscript II (Invitrogen), siguiendo el protocolo del fabricante. 
 
5.3. Preparación de células  competentes Escherichia coli DH5, para 
electroporación. 
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A partir de una colonia aislada previamente, se inocularon 10 ml de medio Luria Broth 
(LB; el cual se preparó con 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura y 10 g de NaCl 
en 1 l de H2O) se dejó creciendo toda la noche a 37ºC en agitación de 300 rpm en una 
incubadora (New Brunswick Scientific Co, serie 25) y este pre-cultivo sirvió para inocular 
1 l de medio LB, el cultivo se creció hasta una D.O. de 0.5-0.6 a 560 nm 
(aproximadamente 2-4 h) en las mismas condiciones de agitación y temperatura que el 
pre-cultivo. Posteriormente se dejaron enfriar los matraces por 10-15 min en hielo. El 
cultivo fue transferido a botellas de 500 ml y fueron centrifugados en una centrífuga 
Beckman J2-21 utilizando un rotor de ángulo fijo por un tiempo de 10 min a una 
velocidad de 1400 g. La pastilla obtenida se resuspendió en 5 ml de agua enfriada a 
4ºC (fria) y se añadió el mismo volumen de agua fria (por ejemplo, si se utilizó 1 l de 
medio, se utiliza 1 l de agua fria). Se agitó en vortex y se centrifugó nuevamente a 1400 
g. Posteriormente, la pastilla se resuspendió en 5 ml de agua fria en tubos falcon y 
después se adicionó agua fria, la mitad del volumen inicial de medio LB que se utilizó 
para el cultivo (por ejemplo 500 ml si se utilizó 1 l de medio). Se centrifugó nuevamente 
a 2744 g. La pastilla obtenida se resuspendió nuevamente en 20 ml de glicerol al 10% 
frío. Se mezcló en vortex y se transfirió a tubos Corning de 50 ml, para centrifugarse 10 
min a 1400 g. Se eliminó el sobrenadante y se adicionaron 2-3 ml de glicerol al 10%, se 
mezcló bien y se hicieron alícuotas de 40 l que se congelaron en N2 líquido y al 
finalizar  se conservaron a -70C. 
 
5.4. Preparación de células competentes para electroporación con Agrobacterium 

tumefasciens. 
 
Para la preparación de células competentes, se inoculó la cepa de Agrobacterium 
tumefasciens C58 en un placa conteniendo medio LB, se colocó a una temperatura de 
28-30C por dos días. Una vez observado el crecimiento en la placa se tomó una 
colonia bien aislada, con ayuda de un palillo estéril y se inoculó en un tubo conteniendo 
3 ml de medio LB y se dejo crecer a 28-30C por 1 día hasta observar el crecimiento de 
las bacterias. 100 l del pre-cultivo fueron inoculados en 100 ml de medio LB  0.1% 
glucosa, y se incubó a 28-30 C. El cultivo fue monitoreado hasta que este alcanzó una 
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D.O. 600 = 0.5-0.7 e inmediatamente se incubó el matraz en hielo. Posteriormente, se 
colectaron las células centrifugando por 15 min a 4032 g en botellas de 250-500 ml. 
Después las células fueron lavadas en 10 ml de HEPES 1 mM pH 7.0. Se centrifugó 
nuevamente en tubos de 50 ml. Se repitió el lavado tres veces más. Se lavó la pastilla 
con 10 ml de glicerol al 10% y se centrifugó nuevamente. Finalmente las células se 
resuspendieron en un volumen de 500-700 l con glicerol al 10% y se hicieron alícuotas 
de 40 l en tubos eppendorf de 600 l. Las alícuotas se congelaron  en N2 líquido y se 
almacenaron a -70 C. 
 
5.5. Transformación por electroporación de células de Agrobacterium 
tumefasciens. 
 
Para este fin, se descongeló en hielo una alicuota de células previamente almacenadas 
a -70C. Se pre-enfrió la celda de electroporación (BioRad). Se mezclaron 10 ng de 
plásmido (el que se necesitaba clonar) con 40 l de las células y se transfirieron a la 
celda, formando un puente entre las dos placas de metal. Posteriormente, se utilizó un 
electroporador (E.C. Apparatus Corporation modelo EC100). Se ajustó el voltaje a 2800 
V, se colocó la celda y se dio el choque eléctrico. Se recolectó de la celda la mayor 
cantidad de la mezcla, la cual se incubó en 1 ml de medio LB por 1 h a 30 C con 
agitación en una incubadora (New Brunswick Scientific Co, serie 25). Después se 
centrifugó a 504 g x 1 min y se decantó la mayor cantidad de medio y la pastilla se 
resuspendió en 100 l del mismo medio, lo cual fue plaqueado en placas conteniendo 
LB con el antibiótico respectivo (rifampicina y ampicilina), se incubó por dos días a 
30C. Se verificó que el plásmido se haya integrado. 
 
5.6. Transformación de Arabidopsis thaliana con Agrobacterium tumefaciens. 
 
Se inocularon 5 ml de medio LB complementado con 50 l/ml con los antibióticos 
(kanamicina, rifampicina y ampicilina, para la cepa C58) y se incubó por 2-3 días a 300 
rpm a 28C en una incubadora (New brunswick Scientific, serie 25). Posteriormente se 
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escaló el cultivo a 250 ml de medio LB con los mismos antibióticos y se dejó en 
agitación toda la noche a 28C. El cultivo fue colocado en botellas de 500 ml de 
capacidad, previamente enfriadas en hielo. Se centrifugó a 5488 g x 15 min. Una vez 
obtenida la pastilla, se resuspendió en medio de infiltración (2.2 g de MS, 50 g de 
sacarosa, 500 l de silwet 77 y se ajustó a un volumen de 1 l). Se utilizaron plantas 
jóvenes (de 3-4 semanas de edad) que presentaban inflorescencias para la 
transformación. A estas plantas se les cortaron previamente las vainas y la mayor 
cantidad de flores, para dejar sólo los botones florales. Se sumergieron por inversión 
para que las inflorescencias quedaran dentro de la solución de infiltración durante 15-20 
s, las macetas con las plantas se colocaron horizontalmente en charolas y se cubrieron 
con bolsas de plástico obscuro por 1 día para permitir la recuperación debido al estrés 
que se sometieron y se recuperaron la mayor cantidad de semillas. 
 
5.7. Microscopía de luz  y electrónica. 
 
Para la documentación fotográfica mediante microscopía de luz de los fenotipos florales 
de la plantas y de las flores, se utilizó un microscopío de disección (Olympus SZ60) al 
cual se le montó una cámara fotográfica (Olympus C-5060) con ayuda de un adaptador. 
Para mayores aumentos se utilizó un microscopio óptico (Olympus BX60). En el caso 
del material analizado por microscopia electrónica de barrido, las muestras fueron 
fijadas y secadas con CO2, después fueron cubiertas con oro y visualizadas en un 
microscopio electrónico (Jeol LTD) en la Facultad de Ciencias de la UNAM. 
 
5.8. Experimentos de Hibridación in situ. 
 
A continuación se describe esta técnica a partir de la obtención del tejido. Como 
recomendaciones generales siempre se deben de usar guantes, limpiar el área de 
trabajo con solución eliminadora de ARNasas y todo el material usado deberá lavarse 
con H2O DEPC activo. Tener presente que trabajamos con ARN. 
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5.8.1 Obtención de tejido vegetal: Se sembraron 5 semillas en tierra por cada una de 
las 48 macetas, una vez que las plantas crecieron tanto de la línea silvestre como la de 
xal2-2, se seleccionaron escapos de 10 cm de longitud, y a las inflorescencias de estos 
escapos se les eliminó la mayor cantidad de botones florales con ayuda de pinzas de 
disección para que el meristemo de inflorescencia quedara lo más desnudo posible. 
 
5.8.2 Fijación: Una vez que se obtuvieron las inflorescencias (al menos 30), estos 
fueron fijados en una solución conteniendo 300 ml de PBS (130 mM NaCl, 7 mM 
Na2HPO4, 3 mM NaH2PO4 a pH 11, utilizando NaOH el cual se calentó 
aproximadamente a 60C en el microondas por un periodo de 30-45 s). Se adicionaron 
10 gramos de paraformaldehído, se agitó muy bien para que se disolviera. Después se 
reajustó el pH a 7 utilizando H2SO4 concentrado, se esperó a que la solución se enfriará 
y se colocó en hielo. El fijador frío se adicionó a tubos de vidrio en donde se colocaron 
las inflorescencias (se pueden usar los frascos de centelleo). Las muestras sumergidas 
en el fijador se sometieron al vacío por dos rondas de 20 min y en cada ronda se liberó 
poco a poco el vacío con el fin de infiltrar el fijador. Finalmente las muestras se dejaron 
a 4C por 10-12 h.  
 
5.8.3 Hidratación: Una vez concluida la fijación se procedió al proceso de 
deshidratación a temperatura ambiente, para este fin se prepararon diluciones de 
alcohol al  60%, 70% 80%, 90%, 95% y 100% y se fueron sustituyendo cada 30 min 
después del proceso de fijación, se dejaron las muestras en etanol al 100% por 8-12 h 
en refrigeración a 4C toda la noche (en este paso las muestras se pueden dejar el fin 
de semana).  
 
5.8.4 Infiltración de Citrisolv: se prepararon soluciones en las proporciones 3:1, 1:1, 
1:3 etanol:citrisolv (Fisher Brand) y se fueron cambiando cada 30 min, hasta que al final 
se cambió por sólo citrisolv (Fisher Brand), el cual se cambio dos-tres veces, cada 30 
min a temperatura ambiente. 
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5.8.5 Infiltración de parafina: Después de que las muestras se dejaron en citrisolv al 
100%, los viales se introdujeron en un horno a 56C (Fisher Scientific, 650D) por 
aproximadamente una hora. Después se fue adicionando parafina fundida, y se dejó 
reposar por otra hora. Se eliminó el 50% del contenido de citrisolv-parafina (hay que 
tener cuidado de que no se tiren las muestras) y este cambio se realizó de 6-8 veces, 
para ir infiltrando poco a poco la parafina, finalmente el vial se dejó en parafina toda la 
noche para que se evaporara el citrisolv. 
 
5.8.6 Preparación de muestras en bloques de parafina: Se limpiaron perfectamente 
los moldes de acero inoxidable con citrisolv caliente a 58C para eliminar la parafina de 
muestras anteriores. Los moldes se dejaron remojando en H2O DEPC activo por al 
menos 2 h, se secaron con toallas de papel hasta su uso.  
Los cartuchos de soporte para las muestras también se lavaron con H2O DEPC activo. 
Con ayuda de pinzas de plástico se tomaron las muestras y se colocaron en moldes 
calientes, se acomodaron las muestras, se fijaron permitiendo que la parafina se 
solidificara un poco, se colocó encima el cartucho de plástico y se adicionó parafina 
hasta que se cubrió la muestra, después los moldes se colocaron sobre hielo para 
permitir la solidificación de la parafina, transcurridos 10-20 min se separaron los 
cartuchos de los moldes ya que la parafina está completamente solidificada, estas 
muestras se guardaron a 4C (se pueden almacenar hasta un año). 
 
5.8.7 Cortes finos: Para este fin se sacaron del refrigerador los bloques conteniendo 
las muestras y se dejaron aproximadamente 1 h a temperatura ambiente para que la 
parafina no estuviera tan dura. Se colocaron las muestra dentro del bloque y se eliminó 
con navajas el exceso de parafina (formando un trapecio), se ajustó el micrótomo 
(Microm HM330) a un grosor del corte de 6-8 M y se procedió a seccionar, una vez 
que empiezaron a salir los tejidos cortados de las muestras, estos se colocaron en 
toallas de papel, y se cortó todo el bloque, después las muestras se colocaron sobre 
portaobjetos cargados positivamente, se analizaron bajo el microscopio estereoscópico 
(Olympus SZ60) y se seleccionaron los mejores cortes para posteriormente guardarse a 
4C.  
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5.8.8 Preparación de las ribosondas: Se buscó en la base de datos del National 
Center for Biotechnology Information (NCBI), una región del gen XAL2 que no hibridara 
cruzadamente con ningún otro gen por lo que se diseñaron los oligonucleótidos 5 ́-
GTTTCCTCCTTCAAACTAACA-3 ́ y 5 ́-GCAACTGCTAAATTCAGTAAG-3 ́ que 
amplifican un fragmento de aproximadamente 113 pb. Posteriormente se usó ADNc 
para amplificar la región y se clonó en el vector P-GEM-T-Easy (Promega). Después se 
envió a secuenciar para verificar la presencia de la sonda dentro del plásmido. El molde 
para la obtención de la ribosonda fue amplificada con los oligonucleótidos SP6 y T7, el 
producto de PCR fue verificado y purificado usando las columnas de QIAGEN e 
inmediatamente se procedió a la síntesis de la ribosonda utilizando el kit de Promega 
con las polimerasas SP6 y T7. Se cuantificó la ribosonda con la tiras para cuantificación 
(Roche) y se guardaron a -70C hasta su uso. 
 
5.8.9 Realización del experimento: La duración de lo que propiamente es el 
experimento de hibridación in situ es de tres días. 
 
5.8.10 Desparafinación del tejido: Las laminillas seleccionadas para el experimento se 
colocaron en porta laminillas, las cuales se sumergieron en citrisol V por 10 min, pasado 
este tiempo se cambiaron a citrisolv fresco por otros 10 min. 
 
5.8.11 Hidratación: Las porta laminillas se colocaron en etanol al 100%, dos veces por 
1 min cada vez y después se pasaron a etanol al 95%, por 30 s y posteriormente se 
transfirieron a soluciones de etanol al 85%, 70% 50% y 30% con 0.85% NaCl cada una, 
por 30 s en cada solución. Se pasaron a una solución con 0.85% NaCl por 2 min y 
después a una solución de PBS por 2 min. 
 
5.8.12 Digestión con Proteinasa K: Se preparó un amortiguador que  contenía 50 mM 
Tris-HCl pH 7.5 y 5 mM EDTA, se adicionaron 30 mg de Proteinasa K a 250 ml del 
amortiguador previamente calentado a 37C y las muestras se dejaron por 25 min a 
37C. Aproximadamente cada 5 min se agitó la solución. Se colocaron los porta 
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laminillas en 0.2% glicina en PBS por 2 min e inmediatamente después se pasaron a 
PBS por otros 2 min. 
 
5.8.13 Refijación de la muestras: Se colocaron las laminillas en solución de fijación 
como la descrita en punto 5.8.2, pero solamente por 2 min. Después se lavaron con 
PBS por 2 min. En 400 ml de una solución de 0.1 M de trietanolamina-HCl pH 8, se 
adicionaron 2 ml de ácido acético anhidro, el cual es inestable en agua y por tal motivo 
la solución de trietanolamina se mantuvo en agitación durante 10 min. Se lavó por 2 min 
en PBS y después en una solución all 0.85% NaCl durante 2 min. 
 
5.8.14 Deshidratación: Los porta laminillas se colocaron  en etanol 30%, 50%, 70%, 
85% más 0.85% NaCl, por 30 s en cada solución. Después se pasaron a una solución 
con 95% etanol por 30 s y dos veces en alcohol al 100%  durante 1 min en  cada una. 
(Las laminillas se pueden guardar a 4ºC en una cámara húmeda de etanol absoluto por 
máximo 2 h, si no se debe proseguir inmediatamente). 
 
5.8.15 Hibridación: Primero se llevo a cabo una pre-hibridación, se utilizaron 250 l de 
solución de hibridación la cual se preparó con 4 ml de formamida, 2 ml de sulfato de 
dextran al 50%, 1ml de sales 10X, 100µl de tRNA a una concentración de 100 mg/ml, 
200 µl de solución de Denhardts 50X y 700 µl de H2O DEPC. Para hacer las sales al 
10X, se utilizaron 6 ml de 5M NaCl, 1 ml de 1M Tris-HCl pH 6.5, 0.78 gramos de 
NaH2PO4:2H2O, 0.71 gramos de Na2HPO4, 1 ml de 0.5M EDTA y se aforó a 10 ml con 
H2O DEPC. La solución para la prehibridación se colocó entre las dos laminillas 
creando una especie de "sandwich" favoreciendo así su dispersión en las caras internas 
de las laminillas conteniendo el tejido fijado, esto con la finalidad de que todo el tejido 
quedara en contacto con la solución, por aproximadamente 30 min, transcurrido este 
tiempo las laminillas se separaron y se le adicionó la ribosonda (500 ng), la cual 
previamente se diluyó con 50l de formamida al 50%, la cual se calentó por dos min a 
80C en un tubo eppendorf, e inmediatamente se colocó en hielo y se adicionó 200 l 
de solución de hibridación con la cual se mezcló. Posteriormente se preparó una 
cámara húmeda. Para este fin se colocaron toallas de papel en un recipiente plástico y 
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estas fueron mojadas con formamida al 50% y 2X SSC, las laminillas fueron colocadas 
encima de pipetas Pasteur para impedir el contacto con las toallas de papel y evitar que 
se secara la solución de hibridación conteniendo la ribosonda (se hace una especie de 
“sandwich” entre dos laminillas, quedando en  la parte interna el tejido en contacto con 
la solución y la ribosonda). Hay que estar seguros de que no queden burbujas de aire 
dentro del "sandwich" para garantizar que todo el tejido esté en contacto con la 
ribosonda. Finalmente el recipiente de plástico se cerró y se colocó en una incubadora a 
58C para hibridar por 10-12 h. 
 
5.8.16 Lavados: Al siguiente día, los “sandwitches” se colocaron en un recipiente 
conteniendo 0.2X SSC para separar las laminillas, posteriormente se colocaron en 
portalaminillas con la cara que contenía el tejido viendo hacia el exterior para que los 
lavados se llevaran a cabo adecuadamente. 
Se lavaron las laminillas por una hora a 56C en 0.2X SSC, este lavado se realizó dos 
veces cambiando la solución. Posteriormente las laminillas se pasaron a un 
amortiguador conteniendo (0.5M NaCl, 10 mM Tris pH 7.5, 1mM EDTA) y esto se 
realizó dos veces por 5 min cada una. Después las laminillas se colocaron nuevamente 
en 0.2X SSC  durante otra hora a 56C. 
 
5.8.17 Bloqueo: Una vez realizados los lavados se procedió a realizar el bloqueo, para 
esto se prepararon 50 ml al 1% del agente de bloqueo de Roche. Se incubó en 
agitación a 70 rpm por 45 min a temperatura ambiente. Hay que estar seguros que la 
solución de bloqueo está en contacto directo con las laminillas. Después se eliminó esta 
solución de bloqueo y se adicionó una nueva solución y se incubó por otros 20 min más. 
Después de eliminar la solución de bloqueo se incubaron las laminillas en 1% albumina 
sérica bovina, 0.3% triton X-100 diluido en TBS. Se dejó en agitación constante a 
temperatura ambiente por 45 min. 
 
5.8.18 Incubación con el anticuerpo: El anticuerpo anti-DIG (Roche) fue diluido 
1:1250 en 1% BSA, 0.3% Triton X-100 en TBS, se utilizaron 7.5 l de anticuerpo en 9.3 
ml de amortiguador (esta cantidad es suficiente para 40 laminillas). Se incubaron las 
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laminillas en otra cámara de humedad a temperatura ambiente por dos h. Se separaron 
las laminillas en solución conteniendo 1% BSA, 0.3% Triton X-100 en TBS (este paso 
se repitió 3 veces más). 
Después se lavaron en un amortiguador conteniendo 100 mM Tris pH 9.5, 50 mM 
MgCl2, 100 mM NaCl, repetir este paso por 10 min con solución fresca. 
En 10 ml de solución que contenía 100 mM Tris pH 9.5, 50 mM MgCl2, 100 mM NaCl, 
se adicionaron 8 l de 1M de levamisol, 22 l de NBT y 16 l de BCIP. Se adicionaron 
250 l de esta solución por cada par de laminillas, al terminar se colocaron los 
sandwitches en una cámara húmeda y se dejó revelando para la obtención del color en 
la oscuridad, se monitoreó para que no se sobre expusieran las muestras. La reacción 
se detuvo con la solución: 10 mM Tris HCl pH 8 y 1 mM EDTA en donde se sumergen 
las laminillas. Finalmente se dejaron secando al aire y se observaron al microscopío. 
 
5.9. Inmunoprecipitación de la cromatina. 

 
Para este experimento se obtuvo la parte aérea de plantas de 14 días de edad. A partir 
de 500-1000 mg de tejido se procedió a la fijación del tejido utilizando 0.4 M sacarosa, 
10 mM Tris pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0, formaldehído al 1%, la fijación se llevó al vacío 
en placas de 6 pozos utilizando una bomba de vacío (Heto Sue 300E), el tratamiento 
fue de 20 min. Después se adicionó glicina hasta tener una concentración final de 0.1M 
y se colocó nuevamente al vacío por 10 min más, al terminar este tratamiento el tejido 
aéreo fue lavado con agua destilada estéril al menos 4 veces y fue secado con ayuda 
de toallas de papel, el material se almacenó a -70C hasta su uso. 
El tejido almacenado fue molido utilizando morteros de porcelana enfriados con ayuda 
de nitrógeno líquido. después de obtener un polvo fino, este fue resuspendido en un 
amortiguador de lisis:  50 mM HEPES, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Tritox X-100, 
0.1% SDS, 1 mM PMSF, 10mM butirato de sodio e inhibidor de proteasas. 
Posteriormente el homogenizado obtenido fue sonicado 6 veces x 15 s (Sonicador 
Brason 150) y con intervalos de descanso de 1 min entre pulso y pulso. La muestra se 
incubó a 4C en agitación durante 20 min e inmediatamente se centrifugo a 9464 g a 
4C, el sobrenadante obtenido se transfirió a un nuevo tubo y se cuantificaron las 
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proteínas totales mediante el reactivo de Bradford en un espectrofotómetro Beckman a 
595 nm. Para cada muestra se tomaron al menos 500 g de proteínas totales y se aforó 
a 1 ml con el mismo amortiguador, se separaron 100 l y se guardaron a -70C. Para 
los 900 l restantes se adicionaron 15 l de esperma de salmón a una concentración de 
10 mg/ml y 10 l de proteína A y se incubaron por una hora con agitación a 4C. Por 
otra parte, también se prepararon tubos para bloquear los anticuerpos, a cada uno de 
los tubos se adicionaron 20 l de proteína A (Santa Cruz), 500 l de PBS 1X y 6.25 l 
de anticuerpo GFP (Santa Cruz), y también se prepararon tubos que no contenían el 
anticuerpo, ambos tubos se incubaron por una hora a temperatura ambiente, después 
se centrifugaron los tubos y se eliminó el sobrenadante y se adicionaron los extractos 
protéicos y se dejaron en agitación a 4 C durante toda la noche. 
Al día siguiente, se realizó una centrifugación a 304 g x 2 min, se eliminó el 
sobrenadante evitando romper la pastilla y se procedió con los lavados, con el mismo 
amortiguador de lisis, una vez por 1 minuto en agitación y otra vez pero por 10 min. 
Posteriormente se realizó un lavado por 1 minuto en amortiguador: 50 mM Tris pH 8.0, 
150 mM NaCl y 0.2% Nonidet 40. Después un lavado por 10 min en otro amortiguador: 
50 mM Tris pH 8.0, 250 mM NaCl y 0.2% Nonidet 40. Dos lavados en 250 mM LiCl2, 1% 
Triton X-100, 1 mM EDTA y 10 mM Tris pH 8.0. Finalmente, se lavó 1 vez en un 
amortiguador de: 10 mM Tris-HCl pH 7.5 y 1 mM EDTA  por 1 min y dos veces por 10 
min. Se retiró el sobrenadante y se adicionaron 300 l de 1% SDS, 0.1 M NaHCO3 con 
el fin de eluir los inmunocomplejos. Se adicionaron 12 l de 5M NaCl. Para liberar el 
ADN se incubó a 65C durante 6 h con ayuda de un termomixer (Eppendorf). Después 
se eliminó  la proteína residual con ayuda de 10 l de proteinasa K 10 mg/ml en 50 mM 
Tris pH 8.0 más 1 mM CaCl2 y 50% Glicerol a 45 C por toda la noche. 
Finalmente, se extrajo el ADN, para este fin a 500 l de muestra se le agregaron 250 l 
de fenol-cloroformo-alcohol-isoamilico (Invitrogen) y se centrifugó a 5600 g x 5 min. El 
ADN se precipitó con 2.5 volumenes de etanol 1/10 de volumen. Se adicionó a cada 
muestra 3M acetato de sodio pH 5.2, 1 l de glucógeno y se incubaron por una hora a -
70 C. Se lavó la pastilla 2 veces con etanol al 70%, para finalmente ser resuspendida 
en 20 l de agua grado biología molecular. 
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6. RESULTADOS. 
 
Los resultados de este trabajo se encuentran en el artículo: Pérez-Ruiz R.V, García-
Ponce B., Marsch-Martínez N., Ugartechea-Chirino Y., Villajuana-Bonequi M., de Folter 
S., Azpeitia E., Dávila-Velderrain J., Cruz-Sánchez D., Garay- Arroyo A., de la Paz 
Sánchez M., Estévez-Palmas J.M., and Alvarez-Buylla E.R. (2015). XAANTAL2 (AGL14) 
is an important component of the complex gene regulatory network that underlies 
Arabidopsis shoot apical meristem transitions. Molecular Plant. 8:796-813. El cual se 
presenta a continuación. 
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XAANT AL2 "'GL 14) In AlabkJopsJs SAM T I'8ns1t1ons 

INTRODUCTION 
Urn.vellng the molecular genetIc machanlsma that underU. ceI 
transltioos and pIa8t!clty la a fundarnentallsaue In deVeIopmental 
blology. Differonl cell Eles (e.g. , proIiferatlve. d ifferontialed. 
transdiffar&m!atad. or reprograrnmad) ara oorreIa!ed 10 dlfferent 
comblnaUons of gene actlvation (Suglmoto lit al .. 201 1). SUth 
gene conftgurv.tiorllI. aOO the lnInailÍDrlll among them. _ge 
!mm cornplex regulatory 0fItw0f1aI (ÁI~-BlI)1lB lit al .. 201Da, 
2OIOb). Plana enabIe In vM:I anatyses of '!he molecular genetIc: 

mechanisms unda1y1ng euch cell plaatic:tty and dynamice of 
stem celia that remaln active dumg lheIr complete l!fe cyde 
wtthIn mertstema. 

At the 8hoot aplcal mertatem ($AM) the tra.nsItIon from • vegeta
ti .... lo a reproductiva Ete la crvcial, wiIh dlrect I~ Implica.
tions (RCIWI et al" 2006). Molecular genetIc approachea have 
uncownd a complex gene regulatory networ1< (QRN) undertylrlg 
Arabidop4ia SAM development (Srikanth and Schmid. 2011: 
Andrés and Co\4:Iland, 201 2). Genet!c 8Cre.lnge lor mutan! 
planta \NIth alter9d belting time tmer con~g envrorrnental 
coodltloos (Koornneef et al ., 1991) have lnCOVer8d the 
components of flowemg tnJneition pathways In responso lo: 
photoperlod (P\¡ttetfll ., al .• 1995; Suárez-lDpez et al., 2001; 
An el al ., 20(4). g lbberellns (glbberellc ecId {GA1: Bl4zquez 
et al" 1998; B li\zquez and WelgeI , 2000; PorTi -': al .• 201 2}. 
non-opUmaI growth lemperalln over "OC (BIizqUIlZ et al .• 
2003: HaBlclay al al ., 2003: Balasubramanlan at al, 2006: 
Loo et al .. 2007). yemallzation (Mlchaele and An"1a$no. 1999: 
SI\eIdon at aL. 2000: MIClMals et aL. 2(03). ot Intemai 
deYeIopmental CIJe& (KoomnNf at al" 1991¡ Slmpson. 2004; 
WU and Poettig, 2006). 

Many of the genes that partlclpate In floral transltlon are MADS
box geI"iM' (Grarnmw et al., 201 0). Some of tham. suct1 as 
SUPPRESSQR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 
(SOC1). I'8If)Ond tIl more Ihan ene condJtlon. and theea ha ... 
been CBI~ integratcrs (BIézquaz and Welgel . 2000: lee el .... 
2000; Moon et al .. 2003; Wq et al" 200Q: Lae and Lee. 
2010). Detailed f1I¡ctional characterization reYeBIed tIlal 
I\owering transition palhways cof1Wll'g& In lhe rE9J1atlon of 
LEAFY (LFY) and A.PeTALAl (AP1), Y\a SOCl-AGAMOUS
LIKE 24 (AGL24) heterodlmer, SCUAMOSA PROMOTER 
BINDING PROTEIN-UKE (SPl.3) ot FLOWERING LOCUS T
FlOWER1NG LOCUS O (FT-FO) comple.x, at the foundlng cells 
of the floral met1stem (FM). lhulI establlshlng a new Identlty 
dismct fTom the inlloresoence merIstem ~M). Tne FM later 
aub-d1t'lII"III'lIiaI_ nto the llora! otgans (Schultz and Haugln. 
1991 , WeIgeI a l aL, 1992; Abe ac al .. 2005: Yamaguchl al al., 
2009). 

Gene expnI86ion corrIIgU'llllon8 that cI1aracteriza the 1M and FM 
ldentItles, In addition lo lI1e floral organ primordla, have tllIIted lo 
be reoowred and explalnad with dynamlc GRN mechanlstlc 
modela. as trtIl1lctors ot sleady miel (Esplnosa-80lo el al., 
2004: ÁlYarez.-BuyIa et al., 201(lII; Yan Mourlt et al., 2010: 
Kaufmann at al., 201' : Ja8ger ~ al •. 2(13). Soch mechat11st1c 
explanatlcJns are lItillacklng for nonnaI and aJIered cell-fate b1In

s/tIons at the SAM In wlld-type pIants, and for certaln MADs-box 

ClY'lfUPre86Ion lnes (Yu lit al ., 2004. FtII'I'IlI'lo tJt al" 2004: Uu 
el al .• 2007; Fomara el al .• 2008). 
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The co.xIslanctl and, al tha &ame time, the claa" dstincllon 01 1M 
and FM I Uggest a common \ofIdartytng cfynamic multl-stabla 
mechanism. Sorne genes haYO been IdentifIed as critica! markenl 
of each of theIe SAM celw.r IdenIltIes. wI1ile othenI ara aI1ared 
among them. DI~ bIJI_ 1M and FM dependa on tOe 
mutual represslon of floral merI9tem ldentlly genes. such as 
LEY, AP1. and CAUUFLOWER (CAL). and 1M geoes, partlcularly 
TERMINAL FLOWER1 (TR.1). an mponant regulator of InIIotes
canee (tayeiopmant (Shanroon anct Meeks-Wagner, 1991 : 
AtYIIr8.l: el a!.. 1992; WeIgaI et aL. 1992; Bowman at al .• 1993: 
Shannon and MeaklI-Wagner. 1993: Gustaf'son-Brown el al .. 
1994; Chan et al .• 1997; OheI1lma et al ., 19117: Ratclitte at al., 
1998. 1999: Fenindlz al al .. 2000; Pan::y lit al .. 2002). TFL1 
encodaI a phosphelidylethanolemina-binding protain (PEBp) 
thalle tranecrtbed In !ha canter 01 the 1M, bu! the protaln move9 

to other celia where AP1 and L.FY are dOWll-ftlljlUla1ed (8fadJey 
at al., 199'7; Con" and Bradley, 2007). tfl1 la en earty fIowering 
mulan! with a datermlnate Inrlor88oenc:e dua lo the ectoplc 
expressIon of LEY and AP1 In the 1M (ShaMon and MeeQ
Wagner. 1991; 5ctJJ1Iz and Haugm. 1993: G.Je1afaon-Brown 
al al., 19Q.t; Mande! aOO YanoPlky, 1995; Uflegren lit al" 1999). 
Converse/y, single and double mutants of l.FY and AP1 acqure 
1n1klrascence-llke atructures becau:se of!he ootoplc expmssion 
of TR..1 (Huela and SussP. 1992; Bowman., al" 1993: Bfadley 
et al., 1997: Ratclme et al., 1998, 1999: Ban90ch et al ., 200n, 

Recantdata show thal tha tight spatlal and lemporal regulatlOl'l or 
the components of ':he GRN LWldariyng tha transItIon to ftowering 
Is aiao InYOlYed In FM Idantlty and maintenance (LIu el al .. 2009: 
Posé at al., 2012). In mis 8M$(I. ganaa llUd1 as SOC1. AGL24, 
aOO SHORT VEGETA1M PHASE (SVPl, known to pa~la 
In the regulatIon of ftowerlng transItIon by regulaUng l.FY In the 
cesa of the ftrst two ganee (Lea lit al .. 2008: Uu a l al .. 2008). 
and SVP In coIiaboratlon wlth FlOWERING LOCUS C (FLe) by 
represslng SOC1 and FT (Hartmann el al. , 2000: lee et 111., 
2007; U el al.. 2006). are aIso Important during the ftrs1 two 
stages of fIower deYaIopmerrt (Greg!s et al., 2009; Uu at al., 
2009). Ñ. these 1tage8, SOC1, AGL24, and SVPhelpto prevent 
the premature axpresslon of tI1e B and C genes (Gregle el al., 
2006. 2009: L..í.J et al., 20(9). MOfIIOV8I' SOC1 , AGL.24. SVP. and 
SEN wIth APl reprea. tha expreaelon of TFL 1 k1 tha FM (Uu 

el al .. 2013). Ñ. etage 3 of FM dflV8lopment. AGL24 and SVP 
ara rapraeaed by LFY and APt. leadlng lo ful"ll'ler dlfferent!Btion 

and clatal'minacy (Y1I el al .. 2004: LIu et al ., 20(1). Meanwhlle, 
expreAIon of socr and FRUfTFUU. fFUL. anQther MADS-box 
gene) n tha lM 18 mportant lO reprae.e ~ry YllBCular gowth 
(Malur a l al., 20(8). Tharefore, SOC1, AGL24, svp. and FUl are 
mportant In both lIowemg transltion. and lIoraIend In1Iorescence 
matisterns idantIty and mlllintSWlC8. 

Additional BYIdIInoe for !ha oornmon lMldertytng multl-alllble 
and non-lheat GRN tor SAM states and transIIIona la !he 
fact that &aVBI'aI of the a1orementIoned MADS-domaIn proteins 
ara InYOlYed In mUtlpla SAM atatea and tranllUon t {Srnaanlak 
el al .. 2012}. aomatlmes wlth apparently paratklxical fu1ctionI. 
Tha 0Yer'8XPI'KSi0n ot sorne MADS-box genes. such as 
AGL24 ot SOC1 and thelr l1omoIog$. k1duce MrIy flowering 
by up-raglJlating LEY and AP1 (Lee el. al .. 2000; Yu et al. , 
2002: I.1Ichae1a et a l., 2003: lee lit al., 2008). bu! al !he 118mB 

time produce ftowera wllh vegetatNe characlartstlcs tI'IErt 
resemble !he ap1 mutan! with eIongated carpeIs, especIaIly 
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under short-day (SO) ccndltlon Otlsh ano SUSSu., 1990: Bowman 
el aL, 1993: Bomer et aL, 2000, Ferrark:l el al, 2004, Mulero 
el al" 2004; Yu el al., 2004: UU el al., 2007; Trevasldto lit al. , 
2.007: Fornera el al" 2008}. Tha p/1anomenon known as "1Ioral 
reversIon" has been aleo deecribecl In ~ tfy, ap1, 
«tJ2, lInd aganJOU$ lag) mutanta, euggeeting that tt
gMfI8 fepraes tNa proca8S and favor FM delarmmcy (Battey 
and Lyndon, 1990; OkalTJl.ll\'l el al., 1993, 1996, 1997). lhete 
Is no expIaoation or mechariatic modeI to acoount ror toe 
pennanenc:e 01 Inf10reecence characteristics when LFY tnd 
APf ar. prematLnly exprnsed In !he MAOS-box overexpr88SIon 
11ne9. 

XAANTA12 (XAL2IAGLl4) la 11 MAOS-box gw. pref..-.ntlally 
expreued In the roo! (Rounsley lit m., 1995; Garay-AtToyo 
et al., 2013). TOO name XAANTAl.2 WBS glven booauae XBl2 
mutanta I'ave short roota almiJar to thosa af ~lIaQ112 
(TapIa.lflpez. lit al., 2008; Garay-Arrnyo 8'C al., 2013). H_, we 
report tha! XAL2 la alIIo 11 key pIayer In SAM ceI lcIentItIes tnd 
trans/tlons. n pmrnotes fIowemg and prasents almiar 10ss Bnd 

geln of f\Jnction phenotypeS such as AGU4 and SOC' . We 
aliso ahow tha1 overupresalon af XAL2, soca, and AGL24 are 
abIe lo Up-flIgIN.te TFL1, thua explalnng, al Ieut In part, 
lile pft!Y8lenoe of vegetlltlYe traIt8, even If APl and l.FY are 
prematurely exprened, ~portlng thIlt XAl.2 la a1so Importan! 
for FM malntenance. Here, _ propose a dynamIc GRN lInd 
~Ic Iandscape (EL) modela (Álvare:z..Buya. ., al., 2008, 
201Ob; VllIaTeal el al. , 2012) that Integre our da wIth 
previous res¡jts to prov\de a mechanlstic aOO dynamlc 
1ramew0fll: to unders1andlng normal and aItered cell tates and 
transItIona al tha At&bIdop4I$ SAM. Thls modeI tt1us provIdaa • 
mochanlstic axplanation for apparentIy paradollical data for 
othar Ioss aOO galn of fulctlon phenotypes (Bomer el al., 2000: 

fBrTWiO '" al" 2004: MssIero et aL, 2004, Yu ec al" 2004, Uu 
• al., 2007; Trevukls al al .. 2007, FOI"T18Ja lit 1\1 .. 20(8) alowlng 
lhe Intagration of additkmal oomponents. 

RESUlTS 
JCAL2 Promotea Flowemg -rr..Itlon 
XAL2 1s a mambaf 01 the lM3ISOCl cIade, baIonging lo tha typ8 
II MAOS-box ow- (ÁlvaJe.z--&lyla 81 al .. 2000; Martine.z-Catllla 
and Álvaraz-BUfIIL 2003: PIw1trIIocMi 81 al ., 2003: Smaczn/ak 
et al .• 2(12). Excapt for XAL2 (Garay-Arrnyo et al., 201 3), a11 
othar rnerrbers ot thls cIade hava been !demt1\ed as actlvatoni 
of ftowerlng tra/'IIIItIon (1M • al .• 2000: Moon et al" 2003: 
Sctmid et 111., 2003; Schllnfock 81 al., 2006: Dorca-Fomell 
et al, 2(1 1). Glven the rola af all other membera of SOC1 
ciada, _ hypotheslad that XAI.2 could also be InvoIved In 
nowemg and leetad Iwo KaI2 alelee lindel" four oondltlona: 
long-day (LD) and SO photoper\odS, vemallz8tlonplusLO.Md 
G.Ao treatment plUs SD. ln addltlon, we genenrted double mutants 
us/ng the JaJI2-2 allele (Which hu Iess somatic En-exc111on ra1es 
than JQi/2-1) and /fIOC1-6, agI24-4, !lOO fuJ-7 rrutants, because 
SOCl, AGL.24, and RJL protÑl8 Interad wtth XAL2 In the yeast 
two-hyb1d system, SJggeStlog that they fonn dlmers (de FoIter 
et al" 2005; van Oljk ot al.. 2010). 

Undar LO condlllon both aI2 81181811 (GaraV-Ar-royo l1li. aI ~ 20"1 3) 
showed a aubtle but siglillcanl deIay In boItng lime (figtle , A 
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and 1 B snd Supplomen\81 Tabla 1). Under"!ha sama condltlon, 
fIOCl-6 wu epIsIatIc rMIt: JaIII2-2, whle JQJ/2-2 and ful-7 had a 
sl91tty additlYe eIfect on boImg time oompared wilh !he 
par&ntaI planls. No dltrerances W8(8 obaerYad In !he xal2-2 
agI24-4 double mutant wtth respect to mgle rr'Mant. 
(Agl.!fVl 8). IntllJitl8ti1l\í1ly, the ftI88tte leaf m.mber (RLN) dld oot 
aJways oonclda with tha boIti'lg tima phenotypa (F9Jre 1 B and 
lC). In fact, JQJ/2-, aod 11812-2 a11e1es and KlJI2-2 fu#-7 h8ve!he 
lSIm8 number ot 188'1811 lIS wild·type planls undar LO condition, 
whlle 412-2 /fIOC1-6 double mutarrts had f_ Ieawa than 
/fIOC f-B (F\gI.n 18 and Supp!emen'1I1 TabIe 1). 

Undar SO conditlon bolh J(a/2 aleles ara rumarkabIy deIayod 
comparad with wlld-typa planta af1d only xaJ2-2 /fIOCf-6 planta 
9how&d an addltlye boIIlng time phanotypa In oompaison wtth 
both paremal!l (FIgure l e and Supplernental TabIe 1). However, 
xaJ2·2 WBS epl5tat1c ovar ag/24"" and 1IJ1-7 mutanta tJ'Ider thi& 
condltlon (f1g1ft l C). Unaxpactedly, !.he ./Qti2·2 .socT-6 RLN 
iII Iower than In both parenlal linea (FIgure 1 C). lharefore, 
It saams that XAL2 affects on boItng time and rosetla l8af 
daYeIopmant ..-e partIaIly Indapendent. Wa aIso found tila! 
caulne lNf ntJiOOer is dimh"i8had In Jatl2.2 ~ lIlder SO 
conditlon and Is eplatatic r:Ner .soc1-8, agl24 .... , ancI ful-7 
(Sup~emantal Agure 1 ~. 

Since GA play8 a re6evant rola In fIowamg oodar SO, we leetud 
lhe effect of thls hormona In all mutlWlta:. GA appllc8tiOn partially 
suppresaed fIowar1ng phenotypes under SO condltlon In al. cases 
excapt for xal2-2 soo1-6 (Fig\re 1 e and 1 0). Inlerestif9y, 62% of 
tha JC8I2·2 !OC1·S planta grown under SO ccndltlon W8f'II unable 
lo 1\owar atter 117 days 8ft ... eowlng (OAS), and none of them 
I\owared after GA treatmenl (88 DAS), thus 1lU1ilgad'lg that 
XAL2 and SOC1 addltlvaly patlclpate In GA responsa dUrTIg 
1'\owarfog vanslllo!1. To expkn how the Impalrment of GA 
r8SpI:IIla8lnRAl2-2 soc1-8 affucts GA homeostaals, _ an.ayad 
Iwo GA bIosynlhesis ganas (GA200X1 aod 2) and .. catabollc 
ona (GA20XI : Rleu et al., 2006) at 14 DAS, wf1en moet of!he 
1Ioweriog ftne genae are I.p-reguleted under LO ccndltion. Our 
resulta In the ckxble mutan!: ahowed Up-t"8gIN.tion ot GA2OOX1 
compared wlth 11812-2 lW'Id down-rugulatlon of GA2OX1 
oomparod wlth wlld-Iypa pIants (Supplemental Agute: 2A). Thls 
flnang auggMts Il compenastory mechanillm In which the pIIInt 
tr1aa lo maka up for raduced GA 188pOI11I8B by pnxIuclng more 
GA. FlM'ther analyaia &hould be performad 10 clarlfy !ha role ot 
XAL2 In reIIrtIon lo SOCf In GA I'Iomeostasls du1ng fIowerIng ".,.tI,,,. 
Ovara", our flIIUta for single and doubla mul&nl!l Indlcatll tIlat 
both JaJI2 aleles hava a dalayed boltlng ftne comparad tMth 
wId·typ8 planta lindar 1111 condltlona teet&d, ucept forvemallza. 
Ilon natmanl (Figure lA-10 and SU.Pl)lamet1tal TabIe 1). To 
fl.riher explora tha role ot XAL2 In lIowaring transitlon and lo 
...,cover poaslble radlmdancles ot tt11a gene WIth othar relatad 
MAOS-box genes, wa generaled severa! 35S::XAL2 11ne9 and 
selectacI thr8& 01 tham that ahowed !ha h~ leveIII. of XAL2 
lranecrlpt accumulatlon (Supplamel1ta1 Agl.A 2B) and s imilar 
phanoIypas among tham (sea deacr1Jtlon In !ha foIlowlng 
paragaphI).ln FJgur9 'IE and SUpplamantal FlgIftI I B_ahow 
tha1 35S::XAL2 Ilne (QT4) hal a smllBt earty bolting trne and 
tew., roMtIa and caulln8 181"'81 In comparlson wIIh wlld-type 
pIants, undef boIh LD and SO oondillon. lherefore, XAL2 Is 
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W Tha mutanl allaht XIII2-2 and \ha DVEltBl<prasslDn lIna 35S::XAL2 ara Iota and aatIy ~a..erlng compared with wild-type {Wl1 plantII. raapectivety. 
(aJ F\Dwertng tlll'll!! of cJOubll! rnutarrt planlll.o:all!·2 fui· 7, /(1I/2·211fJ/24--4, 8I'Id MJ2·2 sccl-6 comparad '11M parantal and WT pIIIn\$ grown unCler iang-day 
(lD) c;onditjon, shaNlng that !iOC1-6" epiIItat~ ovar JUl!2.2. DAS, diI)IIIlIfter !IOWing. 
(CJ The sama planlllgrown UI'ICI1or ahOrt-ciay (SO) COndltkln showed1hllt \ha1$l2·2 lOe/-S doob18 mutlll1l pIilnts have "" edditive eff.ct oomparlld with \ha 
parental .nd WT planta. 
(O) GA. appllcaticn moatly suppresaed \he Iot. ftowaing phanotype ar all genotypes. Not. that nona DI th8 XIII2-2 socl·S dDUbIa mutanl pIBnb now.ed 
lIfter 88 DAS. 
(El OvarltlCprauIon DI XAL2 II sul'Tlc1enl lo Induce a similar 8III1y boltlog tm. pt¡anotype undaf LO and SO condiIlons. 
Flowaing II'lII'ISIdon W88 analyzed as !ha boItIng 11m. (gray benI) .Kpl88S8ClII'I DAS and !ha I'088na leaf nurnbar (wh1t8 bara) as maan '" standard 8I1'Qr 

(n .. 35-42 pl&nlsundorLD and n .. 16-23 underSD and SD + GAj. Un9s wllt! Blatl8tlcally significant dllhlr'BnCH compared with WT pINrt!I {l;lIack asteri!lks) 
DI' alngla mutanta (red aslariska) are Indlcotar:lee'P <0.05, "P < 0.01, and '''P < 0.001 aecordlng 10 ~ay analy$il uf ~arieo1ce (ANOVI\! IDIIowing 
Tukey's multiplo comparlson Iarrt. 
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Agur. 2. XAL2 Regutatlon In ttIe Aowming Ga". ReguLirIOlY 
N.nwor1t (QRN! under LO concfrtlon. 
tAl XAL2 posItIveIy ragulatllllAPf. 
lB) /..FY la up-regulatad by XAI.2 onI~ In tila overaxpresslon line. 
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XAANTAL2 (AGL74) In Arabldopsls SAM Transltlons 

sufficient lo Induce early flowering independently of photoperiod, 
and may p!lf1it:lpala in lhe 1M lo FM tnmsitIon. ThBae results 
confirm that XAJ.2 Is a key componenl ot tha GRN that controls 
tlowarlng t1ar1sitlon. 

XAL2la Part of!.he ORN \hat Induces AP' dunng Floral 
Transltlon 

We than ~ lhe role o f XAJ.21n the f10wering lransition GRN 
uslng quantltatlve RT -PeR. In agreement wfth the flowerlng tran
sltlon phenolypeS observed In figure 1, we foune! lhat .APl 
expresslon was doWn-regulalecl ln xa12-2 (FIgUfll 2A) whlle LFY 
did nol show signllicant repression (Flg1lNl 28). In contrast, 
bottI genes were up-regulatecl In the XAJ.2 overexpresslon Ilne 
(Figure 2A and 28). SOCl and AGI.24 were also down
regulaled in xal2-2, Indlcating that XAl.2 posítivaly regulatas 
bottI genes. Surprisingly, XAJ.2 ovarellpresslon drastically 
repressed SOCl and AGL24 (FlgI.lre 2C and 20). Tharalofe. it la 
possibla that lha BSrly fIo",yllfing phenotypa observed In lha 
XAL2 oval"llltprasslon Una is due to an up-rugulation of LEY and 
APl and IIlat thls Is partlally Independer1t of SOCl-AGL24. 

XAL2 1s dOWn-regU!lIled In constans-l mutant (ro-1; Hlln el aL, 
2008), IndlcaUng thal CO pos!tlvely ragulatas XAL2 whao plants 
&ra growo under LO condition (FIgure 2E). XAL2 transcripl 
accumolal ion In socl-6 (Wang at al., 2009) end agl24-4 was 
unaffllCtBd (Agurs 2F and 2G). Thllll, al lha transcripliQflllIIev8I , 
XAL2 Is regulated by ca and posltlvely regulates SOCT and 
AGI.24. Interestlogly, whe!1 we analyzecl XAL2 accumuiation In 
the SOCT (ag~101D; Lee at 111., 2000) and AG1.24 (Vu 11'1 al , 
2002) ov8fllxprellslon linas, we found lha! XAL2 was atrongly 
repressed only In agJ20-101D (FIgure 2F 1100 20). TNs suggests 
lhal XA1.2 and $OC! overaxprassion llnes IndllCB earty 
flowaling Irldapandently 01 one aroothar. 

In summary, the RT-pCR results Indlcale lhat XAL21s aM Impor
tanl component of the GRN Iha! regulates APT . Is undar lhe 
conlrol of CO, and partlclpat&S In !he up-nlgu!allon of SOCT 
and AGL24 upon floral transltlon. 

XAL2 Participatea In Rower Meristem Malntanance and 
Determinacy 

To aOdress!ha role 01 XAL2 ln FM development, we analyzad ita 
spallo-temporal IIlIpresslon patlam with In sitU hybrldlzation at 
dlffarent FM stages. XAL2 expresslon appears very earIy al lhe 
flanks of \he 1M In the IInlagens upon the transitlon lo fIowering 
(F1gl,re 3A). Subsaquantly, XAL2 ellpress!on levals Iocrease In 
the nrsl and second alagas 01 the FM (SmyU"l el al ., 1990), 800 

IC and O) SOCl (e) and AGL24 IDJ lIf8 down-ragu~ in XIIf2-2. lII1CI are 
repressed in !he XAL.2 overexpreeston line. 
IEI ca posltively regulates XAL2. 
(F) OVeraxpreeslon 01 SOCI repfIIII8IIII l ha lIl<p(esalon 01 XAL2, but 
1'10 signlfiC8rtl d)ffer"ence ¡, tM laner w ft5 nbe.....-.ed .... 1IOC1-6 w!th respecI 

towr. 
(O) AGL24 d""" no! "'11111"' .. XAL2. 
A~ mANA IIOCUII"IUIPtlon from \time bIologlcel repllcat.,. W&rfl Ob

tainad ~ 14 DAS =-cIlinglI (bIue bar!I) and 10 DAS plan!!! (nId b8n1) 
grown undef LO oondiUon. Data II!S ahown as m88tl ± atandard II!TOI". 

StIllistic8l signiflcance r'p< 0.01) WII8 evaluatad uai'1og !ha M~Whltney 

'''' 
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f1sIurwo3. XAL2 Spatlal and Temponll Expreeslon In wr SAM during the Tranaitlon to ~ng end XAL2 Ovllnlxprwoulon FIonII 
Pt.notypn. 
IA--CJ mRNAXAL2 in:sitv ~iurtion in wr and 118/2-2 i~. 1Al XAL2;' detectad In 1h$1II1111Qt1n (a), staQe 1 oIlhe floral rneriosl&m (FM), a'ld L 1 
IInd L2l11yers 01 FU staga 3. (8) XAL2 aoournuIatas lItstaga 2 01 tha FU and al tha inftomscenoa maristam (1M). Lata< In FM devulopmanl (sta1/8 8), XAL2 lB 
11180 detacted In !hu atam,," (st) ano:! gynoacium (g) primordla. (C) Aa a nagallve t;Qnlrol, no algnal WM detectad when XAL2 antI_ probo was usad In 
!he 11812-2 mutant. 
(D-Q) FIon!I phanotype 01 'Che 3.SS;.:)G4L2 comparad wIth WT grown llnÓ8I' LO condItlon. (O) 3.5S::XAL2 sapals In largar !han WT sapaIs. and &eannlng 
alectmn mlcrographa show that !ha ceIIuIsr ldantIty 0I1Ila35$::XAL2 sapals (F) ls mora similar lo Wflaaf calls (O) thBn to wr 88pIII celia 1El.1nclud1ng!he 
presence 01 trIchomas (F). 

(H) Under SO cond~ion, earty ansing carpals 01 lila 35S::XAL2 pjants ~ongata and Inf'torascences deveIop lnsIde IIlam. 
(l-Iq Langttudlnal lOIuidine blue-Sl8Inad sactlona conftnned that lIowets al difieren! developmental stages can be obsarved Inside !ha3SS..:XAL2 c:atpeIs 
comparad with B sim~ar stage 01 wr cwpeja basad on 0 ..... 18 dewIopmen1 111 . (IQ Magnitlcation of!he rectangIe In (Jl shows 8 FM al atage 4 01 
deve~ (yeI1ow arrowhead) and palien gralns (red arrowheadsj hsId8!he XAL2 overexpression carpeI. 
Scale bar.¡ correspood 10 50 11m ~), 20 ¡&ITl (E-G), Md 500 11m (I-IQ. 

al staga 3, XAL2 Is restrlcted lo !he L 1 and L2 iayers (FIgure 3A 
8Ild 38). Laler 00, XAL2 Is e)(pressed In !he gyooeclum and 
starnen prlrllCH'dia at slage 6 (Figure 3B). Inlereslingly, XAL2 
mRNA Is aJso detectad in lhe 1M ~ (FIgura 38). We 
usad xaI2-2 mutant as a negative control lO rule out cross
hybridlzatlon of our probe with the closely relatad ,AGL 19 
mRNA (FIgura 3C). 

The XAL2 spatio-temporal e)(prossion pattem is similar" te that of 
AGL24 and SVP (Y"lJ el al. , 2004; lJu et al. , 2007; Gregle lit al. , 
2(09). It has been rapor1ad that SOC1 , in addition te \'he lattlll" 
two genes, are Importanl durlng the flrnl two slagas of FM 
developmant, but are repressed al 81aga 3 ro.. proper 
subsBquent FM ditf&rentIaUon (Yu el al ., 2004; GregIa el al. , 
2006; Uu el al ., 2007; Gregls el al., 2009: Uu el al ., 20(9). 
Furtl1ermore, LFY aod APl (partlcularly the latter) repress 
AGL24 and SVP al FM stage 3 (Yu et al .. 2004: Uu el al., 20071-
Coinck:lentally, we found \ha! XAL2 accumulation Is hlgher In 

!he ap1-15 (Ng and Yanof5ky, 2001 ) aod apH caI-5 mutanls 
(Femindlz el al " 2000) and Is down-regulaled In the rfll-2 mulant, 
In whlch !he 1M Is cooverted Into FM (Supplemental FIgure 3A; 
Shaflnon 8Ild Meeks-Wagner, 1991 ; Alvarez el al., 1992). In 
agreement, an opposlte pattem of e)(presslon for LFY was 
detectad in these muTants (Supplemenlal Rgure 3A). Therefore, 
APl and CAL probably repress XAL2 In the FM al slage 3, as 
occurs with AGL24 and SVP. 

As all'68dy axplained, XAL2 0V91'811pression Induces early flower
ing with the produclion of very fIIw rosette leaves (F1!r.Jre l A and 
lE). It 18 noteworthy lhal caullna Ieaves In thesa Hnos are rounder 
and largar, similar 10 I"O$8ttelaava8 (Flgure~, and flowlll'S hava 
leaf-like traits, such as larga sepals lhal remeln Indehlsc&nl: afTer 
fertillzalion (FIgures 30 and 50), and sepal cells with a 
morphology remlniscent 01 wlld-type leal cells (FIgure 3E-3G). 
These phenotypes are similar to those reported for SOC1, 
AGL24, 8Ild their homolog ov8f6XPreMlon l!nas (Bomer el al .. 
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2OtlO; MichMla el al" 2003; Femsr10 el al" 200d; Malero el al" 
2004: Yu _ al" 2004; UIoI el al" 2007; Travuldl vt al " 2007; 
FQfN/'8 et al., 2(08). Interestin¡;y, In the 35S::XAL2 Lmet 
SO condtion, earty arjlllng _peta! CIUpÑ defurmed (ataQM 
14.-11 of IIow8f cIeYeIopment; Smytl1 el al, 1990: Roeder anO 
YSnof!Jky', 2006) and a whoIa InflOf9SC8r'lC8 glllW from 1!'tIIde. 
beerlng n_lertile II~ (Figure 3H, 3J, and 31<), The lIowers 
that dev8Iop from th_ 1ndel:1III1111nate C8IpeI8 IIttaln d1ferent 
developmental ltag88, Irom FM (staga 4 In lhe plchJre) up lo 
fI~ with matln ovUes and polen grains (FIgure 31 and 31<). 
Those rD8lJllIi lndIcate that correct apIrtIo-ternporal control 01 
XAL2 axprnaloo le lunda'nentallof normal FM ceI lIffer8ntlatlcJ1 
and detoonlnacy. 

In concIusion, XAl.2 overexpreulon acceIenItes the tranaltion lo 
ftowerhg by lerminatlng the vegetativa pheM premattJreIy, bul al 
the sama time tha IIowars produoed In the5e l nes 100w Ieaf-lika 
traIts.ln additlon,lftdar non·nctucttve fIowerlng candltlons, ovar
expraealon 01 XAL2 prevanls FM Oeterminacy, laadlng 10 wha! 
appaanl lo be cel reprograrrming wlth soma carpe( celia U1C~ 
tionlng aa 1M ceI ... 

XAL2 Overexprualon PoMI'vely Regul.lte. 1R 1 
and WU$ ElcprMIlOn •• nd DIreetty Bloda 
lo the TR.1 Ragullltory Saq.llnou 

To UlTllvel the mollllCUlar baila ot !he XAl.2 ov8lexpl888lon 
phenotypea In wtllch thls gene up-regu!etel APt and LEY 
(FlgloA 2A and 2B), and al tIle lIIftme 'time yieIdIJ 'IIower. WitI1 
soma flP7 mutant characl:eristlce (Figure 3D a"Id SF; lriah 
ancI SuSS8ll, 1990: Bowman el al., 1993), _ tlypothe8lz8d 
that en Inflorescence Identlty gene capabIe of repres:slng API 
could be lnvoIved. Hence. _ anaIyzed tha exprM8Ion al TFLI 
In 1tIII2-2 and the 35S::XAL2 lIna, and ftu1d lhal It was down
and up-feglJlaled In Ihese IIn89, respectIYeIy (FIgure " A). 
Fur1tamore, lo estabIlsh whether XA12 la BbIe 10 dlractly bInd 
te TFLl re¡pJlalory aequences, we performed a chromatln 
ImmunopnlClpltatlon (ChiP) upa1ment liSIng a 35S::GFP-XAL2 
1I!'Ie. In FIgure " B _ 9how that ttYee different TRI r'8(JJlatory 

ragIona ccntaInlng CAtG box. are anr\ched 011, V, and VI) 
wtthln thfI 6' promoter and the Int.-genlc reglen downatream 01 
th& 3' stop codon of the TFL 1 g_. n- raault9 aIrongly 
8l.Wor1 thal LJnder oonltitutlve exprenlon, XAL2 dnctty b lnda 
lo TFU reg.¡1atory aequencea. Slnee SOC1 and AGL24 
OV8f1tXpreesiClfl ~ are aimiler lo thoM of 35&XAL2, 
wa !UrtI'w 8fI8Iyzad TFL 1 tranacrlpt accumulatlon In t"
two linea. TFLl w .. aIso UP'f9gu\at8d In ~1010 a.nd 
35S::AGL24 (F\gl.lre 4C). 

We have ..r.::ty shown that AP1 la up-n!gulated In !he XAL2 
overexpreM!oo Ilne at 10 DAS (Figure 2A), but 'He wanted lo 
be 8IJ!lI Iha! the flP1-lika phanotype W88 no1 ll.Ie lO 118 down
I1IgUIetIen al dlflarant developrnantal .tag ... Wa parlormed an 
AP1 expresslon tme CO!r.Ie from 8 to 14 DAS pIan1s, end at 
all trne ponts ana/yzed 35S;)(J\L2 piantlllIhowad hlgh .. leveIII 
al AP1 !han wId·type planta (Supplemantal FIgure 3B). Henca, 
we can conclude that leal-tire traibs of!he 35S::XAL2 nower (lf
gens are not dIJe 10 decrM8ed IeveIs of AP1, Aleo, SOC1 and 
AGL24 overexprencn: ahowad up-regulatlon cA AP7 aa ex· 
pactad (FIgure -'O). 111U$, ovarexpraasIon 01 XAL2, SOC1, (lf 

AGL24 la ablo lo up-ruglRte boIh TFLf and AP1 and cause 
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eaf1y tlow.lng, and al the same time yieId now.. with 1eBf
lika call types. 

FM celia stop prolllenUing atlar the c:af1)G1s are fam1ed In wild
type fIower. (MinJkaml ano Ma. 199n, WUSCHEI. (WUS), a key 
QII08 IrwoIved In tha ldarrtIty al Itarn celia In th& SAM, la 
repfW8ed in the central zooe ot the FM at stage 6 (Lenhard 
et al .. '2001; LomIarIIl It al .. 2001 ; Sun et aL, 2009). S1lCe_ 
observed that In non-lnduc:tiv8 fI~ condlt!0n8 FM dat8lTnl
rae)' Is last and a new lflI\oresceoce emmges from Inalde of earIy 
ari5ng carpeIs In theXAL2 CMlfexprellllon lnas (FIgure 3H, 3J, 
and 31<), _ ttypotr-Jzad thaI WIlS la panllstantty ~ad In 
thege 11nes. Thefefore, we analyzed WUS and TRI mANA 
aocumulatlon In th_ o¡wpels comparad wltIl wId-typo oarpeIa 
al similar dsvelopmentaJ atallM. Indeed, wa Iound that both 
ganas. were u~ulated In the XAL2 ovsrexpreeaIon Ilna 
(FIgure 4E and <tf), oonflrmilg that when XAL2 la de-regulalad, 
soma of tha molecular componerrt:& that are mportanl Ior 1M 
and FM Idenltty and cllterm!nacy ara aI80 a!latld, 

T o teat whethertha floral - raverslon" phenotypa ot tha35S::XAL2 
llne was due to hlgher cornpetenos alm 1 0'I8t AP1, we croased 
It lo 8 35S::AP1 plant 10 1l1li wl'teth8f tha ~ of AP1 could 
COlJ'IIIIf'SICI TFLI (F9J1'B 5: MandsI and Yanolliky, 1995). A!J 
expectad, both Iln.. partIaIy complementéd each othet'l 
phenotype8 In tne dOl.ilIe tJVer8Xpreaeor lna glQWn I,njer SO 
conditlon. I'8$Ulllng In planta with smallar ca¡jne 1_Y8I and 
1IoWars wIth reduced sepaIs comparecl wlth tha 35S::XAL2 
parental pIant (Flgln SAo se, 50, and 5F). en the olller hend, 
!he conversIon ot InfIo~88 Inlo lOIite.ry lIowers, typic&I of 
the 35S::AP1 lna, dls6ppe8t9d (Flglll't 58 and 5C) . .... tthough 
both parentel IIlles were earty IIowering, !he boltlng time of 
!he 35S::APl 35S::XAL2 Hila was tha urna 81 for 35S::AP1 
planlB, but tha doubla ovarexpreeeor Ina had an Intarmediate 
I"lImber al rosette leaves wlth respect lo both parental IInes 
(Figura 5G). Interestngly. !he double CMlfexpRIIMIJ had fewer 
swohn carpele comparad wlth the XAJ..2 ov~n Ilna 
(figure 51-1), nlicating ttw.1 tha lndetermlnacy obMrved III the 
35S::XAL2 FM (FIg¡n 3H, 3.1, and 31<) WB8 amost reoovered 
whan APl was Increued. 

GRN.nd EL ModeIlng for XAL.21n1:8t1IctIona under" LD 
Condlúon: A Mechanfstlc Dynarnlc úpIMetlon tor 
XAL.2. SOC1, .nd AGL.24 Oventllpresskln Phenotypetr 

Our dala IWlCClYat a complex. BIt of Interactlons and rolas far XAL2 
In SAM lranaItIona. To provida en Integratlve, aystern-leYeI, 
dynamlc and mechanlstic axpIanatIon for OU' resulta, a GAN 
modeIIng approactt la l81:juirad. Wa Inlagr'ated the lWidence 
cA thla worX, together wtth p¡eW:Jusly reportad Informatlon 
(Supplsmeotal Table 2). te uncover a ~ 2nd IIumc1ent 
_ of componenl. and Intemctions ~ ... , clynamic GRN modula) 
tila! l'8COVII' obesfved pe:ttama of gane axprasslon In vsgsta!1ve 
merlstem (VM), 1M, and FM celia In wlkHype plBnls. These 
pattarna corrsapond lo !he expected set or steady-fiale gane 
conI'lglRtlons te whlch such wlld-type GAN IIhouId con .... rge 
(FIgure 6 and Table 1), 2nd can be velidsted iI!I also explalna 
whal _ obsM'l1Iln!he ana/yzed loas and gai1 of functlon linea. 

Wa formalzed exptrlmemal data as ioglcaJ hn::tiona toIlowtng 
pravlous Iludí. (see !he Methodl section and Supplemental 
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(Al mI retlllive ANA accumuIBtlon 19 down-f8l1Ulated In 1C8I2-2 and up-ngulaled In \ha XAL2 cverexpnlSSion 1Ine. 
(8) Chromalln Immunopraclplratlon (Chip) as.say was performad 10 examina In ..va blllding at XAL2 10 tila TFLI regulalOly reglons In the XAL2 
OV1II'1UIpreBSion . 00. Top panal shows a lICtKwnatk: dIagram of Ihft TFL I kx:Ua, illdlcaling In romnn nLnlefBl5 lhII regionll ampHlh,d by PCR 8111 .. DNA 
!mmunoPfQClpitKtkln. P!1m" IIar1k1ng!he CArO boxe. (+lllfld theF positiQn$ n'IIatlve 10 !he 7ft 1 nnscriptionBl.rart sita 1lI\!I1ndb11ed. Tho botft¡m paI'lel 
sho_ ONA fragments corresponding 10 mi 111, 11, and VI regiona enrIched in the35&:GFP".xAL2 planlll sft8l' ChiP wIth 8 GFP anllbody. 
te e nd O) Up-regulatloo 01 mI le¡ andAPI (O) in Ihe SOCI \Il9120-1010) anct35S::AGL24 OVIIIlIlIpresaiDo 1Irws. 
lE and F) Hlgner RNA accumulation lev8IB 01 both 7Fl.l lE) and WUS (FI wera detectad In Iitst arIsIng carpeIs 01100 3SS::XAJ..2 pIafItII comparad with 
wr pI.eIrrt!I grDWn under so (l(.>ndItiof'\. 

Ou8ntiIativa RT -PeR Wll6 performad wllh RNA eJ<1nJcl:ed from 1 ( DAS soedllngs (bIuu baraj, 10 DAS seedllngs (red tJa"j, and carpe~ wIth slmUar ovule 
stage deYelopmlll1l (green baraj. Data In !Al elld IC-Fl era shown II!I mean 1 s\arIdard error. Statlstlcal slgn~k:ance rp < 0.05, ~p < 0.01) waa eveluated 
uaing Mantt-Whltney test. 

Teole 3). We were eble 10 recover a wlkHype GRN modal under 
LO condlllorl thal !rllegrates lhe data presenlad In thls work and 
the rlocessary and sufficlerll se! 01 additiooal components end In
leractlons from lhe literatura, 10 recover lhe expectad sleady 
states lO( '1M, 1M, and FM ter the genss considerad (FIgure 6C 
Bnd Teble 1). Loss of tunctlon Unes were slmulaled by tumlng 

Ihe cOmlspondlng gene to "O" dlXlng the complete slmulatlon, 
wh\1e the o\lerexpresslon Unes were slmulalad by lumlng the 
corrospondlng gene lo "2." The proposed GRN le validated 
because, ss expected by the observad phenotypeS, a11 slngie 
1089 01 functJon mutants qualltatlveiy l'8OO\Iered the sama sel of 
steady states as wild-Iype GRNs, whlle galn 01 functlon GRN 
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slmulatklns recovered wlld-type steady states, plus a new Sleady 

slate wlth an IMIFM mlxed call1d&rltlty (Rg\lre 6C and TabI!! 1). 
Indood, experlmeolBl data has shown !hat socl, 8g/24, and xaJ2 
single mutants do not modify cell ldentities bu! orVy flowering 
time, whlch cannot be simulated with thls versIon of the model. 
On the other hund, XAL2, SOC1, or AGL24 o'fflrexpresslon no! 
only modifies nowefing time, bu! also produces sorne flowers 
with InfIoresceoce-like charactefistics. Colncldentally, our modal 
suggests thaI such ftowers have some celts with a mixed IMlFM 
ldenüty. 

To gajn further Inslght Inlo how the a/lQration In the expression 01 
SOC1, AGL24, and especially XAL2 modify SAM call transllions, 
we pl"opose an EL ana/ysis similar 10 thal reportad by Á.lvarez
Boylla al al, (2008) (Figure 7 and Supplementat F1gur'e 4). 
Such anatysls addresses whetoor !he sel of components 
and Interactioos coosldered in the uncovered GRN module In 
FIgure 68 also underites the obsarved temporal pettern 01 
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'. 
FlOur..5.. Contplemw¡tation Altalysls of UIe 
35S::XAL2 and U. 35S::AP1 Phenot)'pM In 
thIt Oouble OverexpreSIlOl" Plants Grown 
under SO Condltion. 
lA and 01 XAL2 OYerel<pre$$ioo pIants heve large: 
c;auliroe 1e:aY85 almilat to rosette Ieaves lA.! and 
fIowers w1th Iurye &e:pals mal persIst att", 1ertIl
_ !DI. 
lB and E) 355::APl planta show • d8termlnatB 
growth In which each pad\ceI g!ves risa trom two 
to Ihree terminal fIowers 181. F1ow8I!I 01 !he 
35S::AP1 ara almUat to thcse 01 WT (EJ. 
(C andf}DoIsrmlnatagrowth ofthB35S::APl tna 
la complernented In !ha doI.tlIB ovemx~ 
355::AP1 :J5S::XAL2 pi¡'lnb. On tha other I"IIIncI, 
the cauHroe Ieu_ phenotype 01 lhe 355::XA!.2 
la complementad to WT In tNs lina (A-C) . SepaIa 
01 Ihe double overaxpressor lino 818 partlally 
complementad. rasuHIng In eepaIs thet In much 
amallar than !he 35S::XAL.2 sepBls ID Md F). 

ScBIe bars COO'BIIPOIld to 1 cm ¡.t,-CJ and 2 mm .,...,. 
(O and H) The double ~ p¡¡"'ts (O) 
hava !he sama boIting tima as !he 35S::APl lina, 
bu! have an intarmediPt9 ~Ia IBIIf number 
comparad with parentBI pIants. 111e number 01 
Indatermlnata carpels (NIC) eIong!he shoot axJsol 
lhe dDlDla overupresaor (H) lB al90 reduced 
comp&'8d wtth !he 35S::XAL2 noe. Bars corre
spond to standanl" 8(1'01" !mm everage (n .. 211-32 
planb). StslistIcBl $lgnifiClltl(l8 with respect I(l 

JRUIIIaI plants C-P < 0 .001: red ..... tori!lks) Wa!I 
evaluated accordIng ID one-_y NKJVA followlng 
TuI<ey's multlple oompalison IBSI (O) Of Merv>
Whitnay 11IIII1H). 

transition among caN types in wild-type 
8I1d o!her llnes (sleady slolas): VM > 1M > 
FM. Importantly, thls typEJ of modal can 
d lscriminale betWEIEIIl two hypotheses: tha 
obseNed kIa1-lIke struch.Jr9S In nowers 01 
the OV(Iraxpressor$ Is due 10 o reversIon 
frorn FM calls lo 1M call!, or '" lhase Unes a 

new type of sleady slata wlth mlKed Identity (fMIFM) appeBts dur
Ing SAM development. Thus, thls and!he GRN modellng provlde 
11 mechanisllc eJO:planallon lar !he apparentty paradOK1ca1 pheno

type of the QYereKpressofS. 

We thus performed a stochasllc slmulation of lhe proposed GRN 
modal lo propase a modellor a population of caHs at lhe SAM 
(sea SupplementaI Methods). SinC$ VM celle are the first lo 
attain Iheir lala ln wild-type, 011 cells wara 8SSIJmed 10 be in thts 
state al Inltlal conditlons. Thus, in the vector with ,he proport!on 
01 cells in each GRN staedy stale 101" the dynamlc $Ioc::haatic 
equation, VM was sal lo 1 ancf the res!: lo O (FIgure 7A-7D). This 
equatlon was iteratad to lol\ow !he changes in the probabllity 
01 reachlng each one of the other steady states ovar tima. The 
graph clearly shows how the ~tory lar eech of tha steady 
states' probabUity reaches its maxlmum at a giveo time. In 
aCCOJdance wllh blologlcaJ obseI'vations, !he results show !hat 
the mosl probable sequence 01 can ottalnmenl la. VM > 1M > FM 
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Fi liJure 6. Modal for theXAL2 Reljlulatory Network Modu'- duñng SAM Development.,d Ita Stead)' Statator the wr, Lou and Galn 
af Functlon XAL2, SOC1, ItIld "G~ Un ... 
W Schema.tic: representalion 01 SAM Ir1IIlsltions lrom a vegetative (VM) lo ln"orucel'lCl'l (1M) aPld lIomI (FM) rnerisl&m $tates. 
lBl GRN showlng lhe lntu<actlons urICQYI)I'!ld In lhIa papar and publl.ned f'9!JIlibJ (sea $uppl0m1ll1\B1 Tabltt 2). Alrowu (g~ and bar-I~ (red) IrdcatB 

Induction and represslon, respeclive/y. In sorne C8HS. 'olla discovered tila! !he slgn oIlhe Intaractlon Irnerred chaoged depending N the k:IB8 or galn 01 
lunctlon ~nes were belng tested (regulatlon 01 XAL.2. SOC1. aOO AGL24 ove. sorne of IheIr largats) . DotIed IlneB represen! predlctions o( regulatlona that 
need lurther verificatlon. In the case 01 GA aoo ca, lhe pos;live feedback Ioops 8/1IIntroduced because their upstream regulato:s thal keep 1hem tumed 
On _ not coosklered In ¡ha mod&l proposed 1lIInI. API plu!l SOCl or AGL24 Indicata protein dimDnl that repms!I 7Fll (Uu at al, 21113). 

¡el A schematic representatiol'l of \he netwofk in (6) is used lo represen! Ihe steady states !IChleved by Ihls moóeI under \he differen! tines OOIISidered 
(oolooms). In 9i>Ch row. the steadv states oornrspoodlng to the \1M. 1M. FM. orthe noveI lMlFM staI9 recoY«ed In the overel!pr9S3O/1I. The componenlll of 
!he ootwork are ahown by 8Q\J8/'8S or a cIr'cIe (GA) that 8ra tumed onIoff In each of !he steady-stata conflguratlooa belng consldered. The coIoos 

corresiJOOd to!ha acti'o'atJon state 01 !he nade In each case: red . O; ~. 1: yeIIow . O DI 1: purp4e . 1 01' 2: Hght b1ue " 2: and dat1I bIue ,, 0 . 1, 01'2. 

In wlld-type planta (FIgure 71\¡. In conclUSion. our simulatlol1$ 
suggest lt1at the complex GRN that underlies the attalnment of 
VM, 1M. aOO FM cell idantitlas 81so re5tr1cts. to a larga externo 
the temporal pattem of transitions among tI1em as lound for lhe 
floral organ apecificalion GRN reportad by Álvarez-Buy"a et al. 
(2008). 

Interestingly. In the case of gain of functlon simulations 01 XAL2, 
SOC1, and AGL24. !he asme pattem of temporal transitiona as 
In wild-type was recovered, but In \hase cesas tIle fTl8){lmum 
probabllity 01 tIle mlxed IM/FM identity occurs alter !he 1M aOO 

bef«e lhe FM conligUllltlons (Figure 78-70). Thla analysis also 
recovers all the possIble transltiona among lhe steady states 
(Flgulll 7E and 7F). The net transition rate was pos!tivefor the 1M 
lo FM dlreclion In sil the linee lasted. but WlUI iower under galn 
01 functlon linea In compartson with lhe wlld-type (Supplemerrtal 
Figure 4). This means that the net probabllity lIow preferantially 
follows the direction Irorn 1M to FM. both in wild-type and in 
each 01 the overexpression tlnes 01 XAL2. SOCI. and AGL24 
(FIgure 7F). These resulta are COflslslern with!he observad most 
probable temporal order 01 traoslllons In planta. Ukewise, the 
resulta do not aupport the hypothe5is of an Induced. ravarse 
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.... LFf OOCl A<IU4 l1AU m.l FT .. ca 
11M o o o o o 1 o • o 
1M o o • • • 1 • • • 
FM 1 1 • • • o . · . 

TIIbIa t . 0bHIwd e.-1orI at.t.: oth o.r.. ~ In the Nftwortl Modlllln WIId· Type P\an'b durlne DItf.-.nt at.SItMI of .. 
SAM """"opmerrt. 
"1VTy ~ vaJue DI It'e nocla In lt!6 nvtwork. 

rate oftransitlon fn:Im FM to 1M or IMlFM celia II$IlI\ explanatlon of 
the observed phenotype In the oveJ'6xp18f11Of5, as boItI_ 
tralllltlona (FM lo 1M and FM lo IMIFM) ahoWed a negatIw na! 
transition l'III:e (FIgure 1E). Overall, !he results of the stoohatlc 
EL anaIysta augoest thal lnatMd of an acceIera!ed rate ot 
transttlon In !he fOfW8fd ~M te FM) dlrectlon, It Is the novel 
po1IantiaItty of the 1M state te now chooaa betwNn two 
preferential fposIllve net tranaiIIorl me) late declslooe (FM or IMI 
FM phenotypea) IrWoed by gene overupresaion lhal accounta 
ter Ihe observed prorri8cu0u8 IMIFM sta!a In such flowers 
(FIgvrv 1F and &pplemef1ta1 flgure4). 

DISCUSSIDN 
In thla WQI'k _ hava shown, In contrast lo praytous 8Jlpec::tatIon$ 

(Sch6nrock et al" 2006; Ger.JorArroyo et al" 2013), that XAL2 Is 
exp B 88 a t:l In the 1M and FM and la a key pl8y8r In !he compiex 
GRN InterIylng SAM lnInsItIons (Flgure 8). XAL2 la a promoter 
of fIowwlng In raaponae te muitlple slgnala and la aIso 
I~ ter FM malrrtenance and determNcy. We propase a 
GRN and EL modeIng approach Ihat together proYides • 
rnechanlallc dynamlc lramework te 8XpIUl tha role of XAJ..2 
at the SAM and the appa~ paradoxIcaJ phenotypes of 
ita ovarexpr8SaIon. MoreoYar, suc:h a modal-.g ~ 
constitutes a sysI8nic mechanIstIc: expIanatlon for !he 
ob8aved pattema of ~on of mu~1e ganea undert)'lng 
VM, 1M, and FM call fate!I, and the observed 1rana/ti0n8 wnong 
them In wld·typeA/ebldop$l$. It thusc:onetlb.rtee a uaeful fratM
WQI'k lo Incorporate addltlonal cornponen~ lInd 1n18I'IICtlona 
that partlclpate In SAM deYeIopment. FInalIy, It ptCIvIdes an 
explanatlon for AGL24, SOC1 , ano thelr homoIog overexpreealon 
phonotypas In AnIb/dop&is (Bomar el al., 2000; Mlchaels at al., 
2003; FemIrID lJf al., 2004; Muiato et al, 2004; Yu 111 al ., 2004; 
UJ et al. , 2007: TrevaskIs et al., 2007: Fomara et al .• 2008). 

XAI.2 Promotes FIoWeñng Tl'WI$tion 

XAL2 ~_In I\owering tran5ItIon in responaa te IOOI"I!I than 
one signal, havlng a IlIgh11r Impect undar non-Inr:iJctIve photope
r10d condItlons (FIgure l C). FiowerIng trne Is no1 so cIearty 
sffactad In !ha xaI2 allelea, undar all conditlons tested, 81 18 
sacf, probably bec:ause SOCl and AGL.24 are abIe lo dlrectly 
activata LFY Indepelloantly of XAl.2 (Lee el al., 2008; Uu lit al .. 
200II). We pn::r.oed tllat CO poatttyety regulates XAL2 aod that 
the latter poaIIiYeIy r.gulatea SOCf and probabiy AI3L24 
(FIgure 2C-2fJ. Balng I/IOCf epi8lat1c OY8r xtII2 l.rIcIer LO 
condltlon confinne thls flIeUIt (FlgtJre t B). We 8180 proved that 
undar SO condilion, aod In respone8 to GA, xall la "ffactad In 
bo/ting t ime and)(8/2.2 sac1.fi Me en additive etfect oompared 
wIth the parental planta (Flg1n 1e and 10 and SUpplemental 
Tab~ 1). The&e reds oould im~ thBIltley BCt Independent/y 

.., MoIeclAar Planta, 796-813, May2015 C1 ThaAuthor2015. 

aver lFY ancI APl regulallon, ot thBllt1ey are part of the same 
regulatory module. We argue that XAL2 Ir; probab/y part ot the 
88IT18 GRN In wtdch SOC1 partlcJpates, Inlagrallng al Ieaat 
some of !he flowerIng transltlon pathways ~ response 10 

dltferent algnals. In fact, !he apatial ano temporal pattema 
of expressloo of XAL2, and Its losa and ga~ of fln:tjoo 

pheooIypes, -oole thoea cclITeepouding "lo SOCf and 
AGL2" linea (Bomer el al., 2000; Yu el al., 2004: Uu lit el., 
2007; Gregla et al., 20(9), thua IlUggesting lhal XAL2 la pert of 
tha SOCf-AGL24 regulalory moctuJe. Moreover, XAl2 ~18I"IIct& 

wllh SOCl and AG1.24 8C<lOrdJng te yeut two--hybrid data 
(da Faltar In al" 2005: Irm!~k el al" 2009). 

XAL2 <>venxp,.. .. lon Af'fecta FM Malntenance end 
Detenninacyby t.tp...Regulatlng TR1 and WlJS 

Nt.w the 1Ioweri1g 1ran5iIion, L.FY. AP1, and CAL Ere neces5lIf)' 

for FM identlty (Wa/gaI el al" 1992; Bawrnan et al, 1993: 
ferrindll at al. , 2000) by repreNing tha 1M ganes, partlclAar1y 
7Flf (Shamon and Maef<B.Wag¡er, 1991: Sc;h.¡ltz and HaJ.¡glln, 
1993; IlustafsoI\-B~ et al., 1994: Mandel end Y8tICIfsl<y, 

19Q5; UI~ et al" 1999). Ourtlg the flrat and MCOnd etagee 
of FM d8Y8loprnent, SOCl, AGL.24, and SW malrrtaln FM 
Idanllty In coIlaboratIon wIth APl by ~ng AG and SEP3 
(Gregle et aJ., 2008, 2009; Uu el al" 2(09). Al staga 3 ot 1Iower 
deYeIopment, lFY and AP"I repn!SS the expressIon ot !he 
''fIowertng ganea, ~ allowlng the trwlacltptIon of !he ftoral organ 
ldentlty genes (V"u el el., 2004: Uu et al., 20(7). L.FY ene! WUS, 
among other genea, Induca !ha 8XpfIII8ion of AG durlng thla 
atage, whlch In tum r&¡::lf88:SeI WUS al slege 6, together wIIh 
othef protNla (\..eI1han:i 81 al., 2OO1 j Lohmann., el at" 2001; 
a~·Mana el al" 2005; lee el al., 2006; Su1 el al. , 2009; Sun 
and 110, 2010; Uu et al., 201 1). lhi8 evenl drastlcally atrects the 
FM atern eaHa, whk:h sbJp proIferatlng (MizUk8m1 and Ma, 199n. 

TheM experimental data Irdcate that cataln genes nave 
elea" effecIs In the FM when lheW" axpre89ion la depIetecI or 
augrnentsd; 1'KJwev .... _ thlnk that FM Idantlty, mUllenanoe, 
ancl dalermll'lllC)' emerge from 8 c:omplex GRN In whlch apatlo
tamporal regulationa of SOC1, AGL.2of, S\IP, and XAL2 are also 
Importantloo-l, In thIa aludy we have shown that OWf8Xprea. 

sIon ot XAL2 at'rect3 FM malntenanc:e and )'leida phenotypes 
smlar 10 thoIIe reportad for !he overexpreeaion 1.,. of SOCJ , 
AGL2-f, and Ih&lr homologa (8orner et al., 2000: Mlc:I1ae1s et al., 
2003; FBmlrio.t al., 2004; Maalarv el: al" 2004; Yu lit al" 2004: 
Uu lit s I. , 2007; Trovll8kl8 et al., 2007; Forrvua et al. , 2008). 
MOftI Importantly, we demonstrats that overwxpfM8lon of any 
of thM& genee la aulficil!lnl lo Induce TFU 8llpI"fMIsIof'I 
(f'Gtn 4A and 4C), auggesting!hat mls·!"8!J.I1atIon of TFL J under· 
IIea the "Iesf"'ke" 1Ioww phenotype obeervecI in the ~ 
sion of!hase three MADS-box genes. In Ihls regan:I , Hanano Ilnd 
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GotoI2011) h8d demonstrated th8tm 1 actsatatraMcr1ptk)naI 
r8pftIISIOr, and the 35S::1FL1-sRDX 108 phenatype ruported by 
thaM 8LIIhor!I la, In fact. vety amilar lo the XAL2 pn.notype ,. 
portad here (Figure 3), 

0\.t8r6xpJessI0 of SOCl. AGL24. or X4L2 genes affacts SAM 
trar\aItIona, awslng prernatl.n ftowerlng and LFYIAP1 u~ 
Ngulation (FiglA9 2, 4, and 5). Al !he sam& tmB. _ have 
proved that OYeI'8J(prMSIon of thMa MADS-box oer- Inducea 
high8f laveIs of TFLJ mRNA accumulatlon oomp¡nd wlth 
wId-type plante (AgtJra ~ and 4CJ- Furthermore, _ hIlvG 

stIown thal XAI..2 dlrectly ~ lo TFL 1 regulalory 8KlUllOC8S 
uMlg the overexpres.sIon lne 35S::GFP"JCAL2 (Fig¡,n 4\8). 
Intenlsllngly, ene of these blna1ng aIt_ (fragmeIot V 01 !he TFL1 
3' I'lIglon aJ'Il'llfl8d In cu- ChiP asaay) COITeSpOI'Ida lo ona of the 
binc:lng s/tee crf API, wI1ich hB8 been óemonatnded to be 
Importan! for direcl: rapresaion of TFL1 (KaulrNln el al, 2(1 0). 
More recentty, It was demonstrated mal SCK:l, AGL24, SVP, 
and SEP4 ~ with API In tIW action (I...W al al ., 201 3). 
Howsver, It 15 possI:)le that, wtten overaxpressed, hlghar ratIos 
otXAJ..2, SCK:l, or AGL2-i rN8f AP1118 .ole 10 compete 101' me 
sama bindng .!lita, affecü'lg TFLJ transcr1ptiOl1 in an opposIte 
w~. The partIaJ complernentatlon cA the vegatatlve and 
Indetermlnacy taatlftS eX the 35S::XAL2 11118 by crouIng It wlth 
35S::APl supports thIs hypothesis (F'II1JI'8 5). If TFL1 ando 
probably, other genn Important for 1M identlty ate ectoplcally 
expres.sed In the FM. thl5 would expIaIn the lnfIorescence 
characteristlce of those 1Iowera aven In the pn11111111Ce of APl 
whlch Is no! dCJwn...feglJated (rlglJfeS 2 and 4: &ppIemen\aI 
FIgI.n 3), and probabIy na! mle-Iocallzed either, .. r.ported 
Ior AGl24/SVP homoIog 0sMADS47 ~ lioe 
(FotNlt'llIlll~ .. 2008). In thIs MI'IM. \he FM does nat chanQe lis 
IdenIlty thn:n.tgh a lIoraJ l'8YaI'1Iion procesa. Inst-.J II behaves 
cttferently, probabIy I\aVIng a mlxad IMlFM 1dentIty, dua lo en 
aIt8fed beha'<1or ot the GRN (F1QUI'W 8 and 7), 

l-\eterochronlc "floral reveraIon M has been !hown to be depen
denlon lighl and glbberelln sIgnallng that alfects a slgnal com
Ing from '!he Mves te the SAM (Okamlftl 01 al, ; 996; Ilampe! 
al al" 2(00). w. oow know tIlat thls IIgnal le FT (Jaeger and 
Wlgge. 2007; MllIlet-XIng e1 al., 2014). Ourtlg fIoWer1ng 
transItlon, ttU protein competee with TFL1 for FD, and thls 
asaocIatIon up-f'eQulBtes SOC1 m APl ¡, the anlagen ~ 
et aI., 2005; Wlgge et al, 2005; Hanano and GoIo, 2011; 
Jaeger el al .. 201 3). In the overexprvsaIon 1lne8 of X4L2. 
SOC1, and AGl..2.f, ~1J1atIon of TFLI or delayed expreMIon 
~ FT uncler SO concIltion would a1fect sud1 balance until 
andog«Ious FT proIein attail'll cartaln level! during Atabidops/3 
If'IfIoreaeence deYeIopment. TNe wOlJd 6Iq)laIn Why the IICI'OI> 
etal fIoWlIn lhow a wid-type pI1enotype whlle the earty onetI 

Ihow 1M matUraL Thll and ratated ~ could be taetIId 
by upa"ldlng the dynamlc GRN 800 a. modellrlg framewort< """""'" ..... 
Ewty F1owtr'inQ .-.d FM Phenotypu 01 the XAL2 
Overexpreulan Uno uncSor LO Condldon are Reconcllecl 
U.lna. GAN Modal and EL Analpls 
We piopoeed GRN Ind EL modsle tllat provide a hrnItwonI for 
rnectaJlstIc explenetionl of SAM transltlons In wlki-typa pIants, 
but aleo the complex losa and gaIn af b1ct1on p/'oenr:Ilype8 af 
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JCAL2 and other regulatora 01 SAM tren~JtIons. In particular, thls 
prov\dee a novel f~ with which tu evaluate ~ r.ver
Blon. F\OraI r'IMII'BIon hila bIIen datlnad 88 thII r1IIIP¡)IIIl/'8I'IC8 

ot vegatetive traltt dlJl"lng fIower dewllopment or the loas of FM 
determlnacy after floral organs ate Iormed. Thls I,R;lOITlmon 
process In A/rIIJIdopfñ has been atbtIuted to reverslon of the 
FM to the 1M ldentlty, partk;Uarty In the lit aOO ep1 mutantl 
(8attBy and Lyrdon, 1990; Okamuro lit 81., 1993, 1998, 1997; 
TooI<* at aL, 2(05), In ccntrut, baed en prevIous data and 
tha experimental mulla summattzed heAI, _ postulate IW'I 

aIt8matIve axpIanatkln ror !he eo-ealed floral r-.Ion In the 
C8M 01 the SOC1, AGL24. and XAI....2 overexpresalon t~. 

Ot.r r'8IUlts of the determlnlstic GRN modeI auggeet that a mixed 
l'I'I8I'Ist8m iCIentIty Is attarnad as 11 steedy slate when X4L2. 
AGL2 .... or SOCl ere~, wI1lle1he same GRN yIeIda 
normal configuratlona when the sama gansa 8('8 kepI: to NO." 
Indeed, based on our expetImentel data, In \:ha rnodeI the 1M! 
FM ldentlty la the ....... 11 DI the ~ regullltlon 01 theM thrae 
MAOS-box gane5tNf1r m.l. LFY, and APT. Whenalther ofthesa 
genee le OIIfII'UPNIUed, n=t.1 and APl or I..FY are actIvated, 
while al the sane tme the multiple feedback loopI lII11OI'\Q 

tIwTI etablllze thel r ex,oreeaIon, thue y\eldlng the IMlFM lderrtlty 
('F",1nS e and 7). 

The EL aimulatloos suggest a mechanlsm by wNctl35S::SOC1 , 
35S::AGL.24, or 35S::XAL2 cause a fractlon ofthe 001 populallon 
at the 1M ID acquire a mlxed IMIFM ldentIty (Figure 1)- lhia 
could be e.xpIU'Ied by two e/ternatlIIe hypotheees. DuIt!g 
normal tIeYeIopmental VM ,. 1M ,. FM tnIneitIons •• fractlon 
of celia. may atQIIn !he l18W mllted ldenllty IMIFM. UrJtler ÜlIa 
clrcumstanoe the estabIlshmenl eX \he nagonlattc relatlon5hlp 
betWMn 1M and FM regulatora may be waakened. On the other 
hand, an Induced, reversa rata of lranIItIon from FM te 1M or 
IMlFM celle could 8OCOI.a'l1 fot Ihe reautta. The modeIlng reeults 
Ihow thal tha nrat one Is tha moa! proOabk¡ one, ana \he 
DWIfIIJIIlI'8MO global tIMaItIon pattern la: VM ,. 1M ,. IMIfM ,. 
FM (R¡¡'-" 1F and SUpp1ernentat Agure 4). Therefora, for thl9 
and similar ca_ \he tarm "floral nMnIonM ahould be avoIded. 

loa of FM Datermlnecy 10\XAl.2 ov.r.xpresalon Unn 
I,hier SO Cond"lon 

ConstItutIVe expreaaIon of XAl:J aleo affecle floral determlnacy 
under SO conalllon. Hera _ showed thaI under Ül1t oondlllon 

new Inflorescence8 devalop from tha IMIde of !he c."als of 
the baslpmJ no-. (F9.ira 3H, 3.1, and ~. At the moIec:Uar 
1eveI, un may be explarroed 1n two ditlerant ways: elther 
the preeence 01 XAl2 prevenlll WUS repreeeIon or eccoplc 
axpw.eIon of this gene la sufl'iclent 10 ~uiate WUS. We 
obMrved that WUS expras:sIon In the 35S::XAL.2 la malntalnad 
8fter slaga 6, enllbllngltem celia te ramaln actfve (Flgum aJ, 
31<. and 4F). Al. this polnt, we canrJOt know ir !he FM 
rnalntanance and Indetel'mlnacy phenotypes oo--ved In the 
overexpesslon IInas of XAL2, SOCl , or AGL24 are due lo • 
domlnant negatlve ef'fecI: or 10 galn of MctIon. Interelrtingly, 
0V8I'1IXpf1I88I ot X4L2 DI' SOC1 repreIIIIII each other 
(FIglft lO and 2F), Indicatlng that In these lnes altered prutei'I 
complMea. could be formed. n- hypothesee can be tastad 
uslng an 8lC¡)8r1ded GAN module Incli.dng addlllonal SAM 
~. FurthermOl"ll, such • modeI colJld ada'ess wheIher FM 
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A gur. 7. Eplgene& .... ndS<:ill~ Analysls for the XAL2 Reguliftofy Network Module. 
(A-OJ Temporal sequence 01 ceII-fate attaInment pattem undet lhII stocnastic GRN modeI during SAM cell-fate transl1lons. Tha maxJmum protIIIbllity p of 

attalnlng eactl attractor. as a lunction oftime (In fteratIon stepe) la ahown Ior W wr. ('B) XAL2 OYBnI~~on (XA12.Qf). (C) SOCI -CE, and (O)AGW
OE Vertlcalllnas mark!he lime al whlch maxImurn probabl llty 01 aach stB8dy state ~_e .• cell late. VM. 1M. FM. or IMlFM) la attaIned. Note lhat thtI 
mulmum probablltty Ior aach steady state. 1_1"he mast probableaequence oIceI-late attalnmemlorlhll wr la VM. 1M, FM: and Ior OE IIoas VM. 1M OMl 
FM), FM. The value 01 the error probabIltty uSlld In U. casa WIIS e .. o.CJ5. TOe &ame panems were obtaJned wl1t1error probablli1les from O.O! 10 o.! (data 
notshown). 
tE) Schematic rvpresentatlon oIthtI possible transItIona ~ palra 01 steady states (cel l lates atlhe SAM) 101' wr and DE 1Ines. Arraws Indlcate lI1e 
dlrectIonaIi!y 0I1hII tranaltions. AbOYe each 8()'OW a sIgn (+) or (-) Indlcates wtlethar lt1a calculaled net transltlon rata beIwearl the correspondlng 

~ oorrtint.JfxI on ~ pIIge) 
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lo 1M transltlon In !he ndetermnte c.peIs, whlch correspondl 
to <:eI1 reprognwnmlng, II flMlfIId u~ .. XAL2 01' other MADS
boJ( overexpressIoo. 

"ETHODS 

PIant ""atertal..nd~ 01 IItUt.nl.Une. 

~ ........ wllcf.-type anc mutn: p¡.nts u.d .., ~ stucIy 
__ 001-0 wi#l tM lIIlOIIPllon Dlapl-1 ~ Ird 1111-2, whIoh _In 1M 
eootypa. t.tJ1IInI ...... aI2·1 n DI2 __ dIIIIortIed jlI'8'IiDusIy 
(Ga .. y~ 111 al., 2013). Tha aocl-a (SAU(..138131; Wa1U 111 -.1 .. 
~ 1\&L7($AL..K.JI33647; wang 111111 .• 2IlOB), and8Q124-4 (GK874F05.0Sf 
N386337) mutam ~, wete: provItIed by the Atal:llcloplols BIoIogIeaI 
~ Cemer or ltIe N~nam ~ Stock cenIre, anCI 
ltM ~ ... '" __ Hile*! UIIng '11M ~ lIhoom ~ 
~Il~ .. 

PIsnI: Orawth COndiIlona mil ~ TlIM MeuufttnJllntll 

s.d1i19l _grown 01' YI!1icaI I!Ia*1II1tI"I O.2X h4~ and Skoog 
(MS) mlld.,m (M~. aré ShoosI. 1162) oonc.lrq 1" lUI:tWe. FOf 
ftowerrog expenmanla, pIBn ___ I/rtnm on d {M8tromix 200) undar 

ID (111 h 1II¡h1/8 h ~ or SO (8 h Ilghtl1l1 h dañ() oondttlon 111 22"c. Fa" 
G.\s \JntmrIt, pina __ ~ tRIar SO conIItIon fOr 2 WMks 
baIorIo thay _a~ wIth 100 ¡oM G.\s twIce a __ untllloww1ng. 
Fa ~ u~lnUI, SMds __ pIItad on MS med"m and 
Iaopt In Iho d.n< lar 8 ...... lit 4"C .ni tIIan tranahlmod 11:1 aoII and 
lI"MI1 und8r LD 1DI<II!an. FIawarW1g 1""'" ... m-nod .. 
bcMlq¡ tmo (dlI)'II alter .00 ~ ~ 101" ........ lo l/IV« lo 
1 cm o-.w and by the RLN al belting. lo oAorwcellces for ti .tItu 
tTybrduIIon __ cot.cted wt.n!he:nm rHChad 10 cm long. n
oomprIHd FM 111 dfferwIt ~ lIlIIgeL 

PIaImld Cona~ WICI PIant SllIectlon 
TrIe JG.U2 gane _ wnpltied from COI-O, ualng the ~F fJ-N3AA 
GMTOOTGAGOOGMA-3' and XAl..2g-R 5'-ATGTTAGTTTGAAGGAG 
(JJ,I1.4 prima'II , Tha 3603 ni O~ l'nIgmenI: _ doned .., lha pCA8I 

GWfTOPO-TA ~,and wrillad by ~ng. M _Ihen recc:wnblned 
Intoallher~ ~ pGDt125 (~FoIW"' •• 2006) oru. 
~WGF2 that hck.IdtII (3FP (lW1m1 111 11 .. 2002) ea/?Ylng .. QnemycIn 

-' ~~~yoIn ~ oaaett.. ~. 
~)'Cin (50 1'QIm~ ~II'II pIants __ MI«Iad on plata 

In Sftu M,brkiution ~b 

"'6ÍtU nybriciz.ation _ parforrnad ~ laT~ . aI. I2OO8). 
In ~ ~pliallIIi\t'I I~ Ola ANA IBbIIIJ,¡¡ KIt {Roche MoIeouIlr 
~ _ petfgrm«i 10 ~ !he ~ XAL2 ¡;woba 

umg .. a tllmpl!lte 1M XAL..2-f 6'..aI II CClCCIICAAACTAACA·" 
.ni XAL..2-R 6'-GCAACTGCTAMTTCAGTMG-3' ampllllMl cONA fr1Ig
mn okIn«IllIID p-GBr/I-T. 

Q~ .... lntRT-PCR 

AaI18I tllawtrom It'ww ~anl bIoIoglcll rwpIcatet (1S planta MCh) 
_ lIAd for totII FWA 8Idraction wIttI TrIzcI ...,.. .nI1wc lrDpen-
den! c:I:lNM ____ ITa IIC1I:l«1 using Superaaipt 11 (1nvttroger1). 

W. ""pII1\«I PDF2 (ATlG133211) and UPt.7 (ATlG1332O) .. poaItIvtI 
fm.maI conI!I:lIs (Cleehowsklllt 111 .. 2OO!l). ene! lheIr .tebtllly acroas lile 
c:omparIId amp¡. _ (:(II'ftfTIed l.Utg U.rokWm ¡v-s-om_ el: al" 
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:2002). ~11k:at!or! ~ __ eneIyzed UIing FIeeI Time PCR 
Mina! (Vreoar4 F~, 2006), and reIeIIve expI'e8IIor1_ calculatad 
UIing !he MCT mIIIhod (Va,.jBeOl'l1pe1e el al" alO2). Primer eequenc_ 
_ pr.-n.:l ln SuppIBmarMI TabIa~ . 

M~ 

ArI0!yrnpull szso cleaecting mlaaKope wttn c-soao dlgllal amera_ 
I.IMCI forllUhl mlCl'O$COp)'. SectIoned ear¡IeIs~ ftxed In 4'16 ~1'Iform"'" 
~. d.nydratecI.., fIUIanoIsetIea, ene! IlTlbecIO«I.., ptnIIIn. sectIons 
(8 l'ITIl wano ~IIMd wIth tokIk!lna bIua 0.05". F« acannlng lIecIron 
mkroecopy, PlIIlt material _ IIx«IIIt 4'e _nlUtd In SO" etra\OI. 
S')!j aoetIc ecId, .ni 3.7" formaIdaI1)'da In 0.025 M pt'mp/Iata buff8r 
(,oH 7.0). Sernplas _ BtJbeequently wIIIIhIId twk:e (30 mln) In 70" 
lIIhancj In thII lIIIIna phoaphatel:lUfrer, IoIIowed by 0.06 h4 ~ 
butrw (pH 7.0). Sernp¡. wano \teIIydrad graduelly lo ethrooI 1~. 

"II'Id drIed In 1!Qu1d eatbon d~ el'" crIIIcaI poIrc. R'Ially. ean'IPM: 
__ oov.red wIth goId u.lng a *IJUfter oo.tar and ~ wIth a 
-.,nlng eIacV"on rnirIn:I5oope. 

Tl"U ChiP AaAp 

WlId-~ and 1he36S::GfP-XAL2 l1na __ Urvwn In MS plata ~ ID 
oondItion and Infloo __ tIaIue (D.S 1Il_1Ix«I for20 rrWI. QvansIin 

_ ~Iized wIttI a acricator by ttne pullesa/lB s..:/l.lrrwnunopra
clpllIItIon _ parIormed ovemlUtd .-In¡¡ a'ttI-GFP rabbII IgG lractIon 
(A11122; Invl!rogen) lnCI protein A II(IIf"OSe I)eeds ts-naCtIaJ. ~ 
__ u.tecI wtti'I proIeIr..e IC .,.. GIuIIon loIowed by precipltallon. 
T.,.,piId. ChIP O~ _ dl lbCl and ampIfII<I for 36-40 cycles 
(~ Fo~ ... ti .... 2001: ~ Fat., 201 1). Prlmer pIirI_ cMalgnad In 
tlrtJng r-.;¡Jaw al CArG box. Iound aIong 2 kb ~ DlIhe.., 
oodon, __ U _4.6kb d~ altha mi gena (9J~ 

labIa 4). 

ORH ModeI: Aec:OWfJ' af Gene ~ ProfksI 
a--t.n.tIcafVM,,,,~ FM c.¡tTw-
1ha GRN .. rnodoIad UIing a ch:nD m"ItI-.ta1lo aRN !armaI!!m 
• "'-"iba<! by EapIncsa-Soto e' aL ClOO'I) and ~~ el 111. 
~lo... 201(1'0). 

stochMtIo ClAN Mod.t" .... I .. ,.Iort: EL ~ 
To uplote tM pIrttems DI ceIJ-fats attahI!ent and lr.-.ItIcn lnIOIlIiI 
celia, a cIecnIle .tochIIIItIc GRN dynamk: modal _ irnp!emeIlled .. 

l1l'I ~ allhs deI*~BooIeIwl modeIdeKItJ«Iln!he preYIous 

1MCOorI. StochaIItIdty " model«l by ~ng a eOI"1IWIt probabIllIy 01 
_101' thI cIattmW'IIstIo soo.n I0IlI0Il funotlonl aoootdng lO; 

{
,,(I), withprobl-f} 

x¡(t+1 )* l-W), witlprobe . 

W.IoIIowtdAtv-.-euy¡ ...... CI!ooa¡. This~y\tldla~ 
matrb: Ih.t ..... t"-' u-' 10 descriJe how !ha PfQbebility al being In I 
partiaW.ady lIlate ch.-Q8I in tima by Itvraling the dynamic aq\Üon 

P.(t+ 1) >=P.(t)p, 

whete P la t~ lrIII'I$ItIOn probabIIty lnItrt. lII'Id p~(t) the dltlrtlUllon vector 
eptC!IyIng tht ~ DI c.I" 01' tM probItIIIty al a 11nI/'-~ btIrW In 
eac:I'I _dy _. al a gMon .-n •. 

attrw;:tora la poeIlIve 01' nagallYa. Red ~ raprwenI tht globally con.l8tenI ordertng Ior!he 3(1) .ttracton: IhII ordarot \he attnICIors In whlch 111 
lnI;tIYII;Q.l tranIit\o01 ti-. al)Olil;Ye net ~te. reeultlng n a global probsbllty now actO$!I the B. .. allo __ I~ (F) <-SwpItmentll ~~ 

lA SchemetIc ,._,tllion af\he B. al theGRN modeled here.1lIereIeitIW bsrf1er hlllUlU,.--t \he l\Ier'ateIIy DlefIk'.:IAIIIed posIM fiel probIbIly 
ratM. whicl'i altogatillr~tm'llna a consiIttnt Uloba! ordemg af.,. rIIIti'4 fltady-$!"~'" AccoI'ding la \he nII PtObIbiIity rIIIeI, 0t\Jy ona .. of 
ordtNd lrIII'IIitIori (VM > 1M > [lMlFM] > FM) PrOdIolCla. J)CSitive ~ lIow (1M SUpPlI!I'naI'IIII M4n/Iod$). Aa ........... ~ ~ 
o;¡,1Idlent In tI1e EL" J)fOdUCIII. Importrily Ihie 20 ~ 11; for II~ j)W~ oo'IIy n •• IUCh. 110M not reprIIMI .... bued on 
.acI csIcuIabid val .... 
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EL bplonrtlon 

To lIIIpIore !he El.. 88IOC1InMI IIOlh a GRN, lila runber, ci!IpItI, wldlt1, lWld 
~ poetIIon al lile GRN lIItrectDnI .,. ~Ied I!y trie la arv:I val. al W~'. (EL) metaphor (Alv.,ez·B!.l)'II. _ .... 20(6). 

In lIócIIIon 10 the c:.Ieulallan 01 !he tI'IC*- pObIIb4e temponll e.l-I!de 
PIft*TI. a ~ ltOCI'utIe ORN modII IlIows calQ¡lIItIOn:I 01 1hI 
II'KII*lIWld lMw.t pllhwaYl al otIl-liIIa~. al _ .. ponIbIa 
rlllltttlch al _ caI~ tr'al'IIIIonI: lhM alto lIn*OI from 1M 
GRN lCIpOIogy .-.d tha auaclllfad a.. w. ealculated 1M ~ Iht ~ 
Mil' tima (MFFT) bat-. aach pIIlr 01 poaibla tr..ttlons lo 1l000111M' 
..mIch 01 Ih.a la moAI '-'IbIa. MFPT _ asUonmEld numartcally by 

IIIIng tila tnnaItJon ~1_.-r1q .teady .... trom • ..". r..Imber 
oI~ oIp11h alrnMllllClu a ftnIte MarkoY ehIIn proc:.- (WIlkInIon. 
:1011J. Tna MFPT from ona -..cIy -.ta QJ 10 IfIOIMor q¡ cornapondt, 
lo tha aYll'JlQe ",II,¡. or 1M ruTlbW of .. takIIn to Yi*C lI!tTICtQr I 
Ior the fiM tirn., gh<en I~ !he entno ~biIIIy ~ _ lnitiaJy 
To"aU:ted IllI1t81dy IlllbiIl. The --oa la ta\Qw1 (MOr a lIrg8 number 
of l'1I8IzstIona (~IIdIonaj. s-I en ttI8 MFPT vaTu., 1 net 
tnnoItIon rsla ~ lMIIdy 8lataa j and / CIr1 be deofined .. foIowa; 

d¡",, - 1/t.1FPTr~l- I/ MWTj..¡. n.1e cpntity ~ ..-..!he 
facllty by whlch 1 _. trarlIItI: from 01lIO .... 10 ~ .. 1 rwt 

¡¡robabaf ftoW (Zhou "- 11 .. 2014J. F'or .. stochuIIc ~, 
/ObU~ was ....ud by ~ UWM diPrwWll YO- Jar the 
....". probabilily (0.01, 0.05, 0.1). ~.....m.aI &ImuIated ~_ 
1ncr-.I wrtIl stabIe ..... Ita -.. llftalnod. Sea .. O $.¡~ M_ 
SUPPLEMEN'TALINFORMATION 
SuppIetrIentaI1nformIIIIon b ~ at Mo/!raIW ".,,~. 
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7. DISCUSION 
 
En este trabajo se describe el papel que tiene el gen XAL2 / AGL14 durante el desarrollo 
del meristemo apical aéreo, este gen pertenece a la familia de factores transcripcionales 
MADS-box que llevan a cabo diversas funciones muy importantes en el desarrollo de 
Arabidopsis (Coen y Meyerowitz, 1991; Honma y Goto, 2001; Ng y Yanofsky, 2001; Yu 
et al., 2002; Parenicova et al., 2003; Martínez-Castilla y Alvarez-Buylla, 2003; Tapia-
López et al., 2008; Smaczniak et al., 2012, Garay-Arroyo et al., 2013). 
 
 XAL2 pertenece al mismo clado que AGL19, SOC1 / AGL20, AGL42, AGL71 y AGL72 y 
comparte un 70% de similitud con AGL19, el gen más cercano y un 64% de similitud con 
SOC1 (Alvarez-Buylla et al., 2000; Martínez-Castilla et al., 2003; Parenicova et al., 
2003Dorca-Fornell et al., 2011). Todos los miembros del clado se han caracterizado y se 
han descrito las funciones que llevan a cabo durante el desarrollo. Por ejemplo, SOC1 
es un gen que se ha estudiado con detalle y se sabe que participa en la transición a la 
floración en respuesta a señales ambientales e intrínsecas de la planta como la estado 
de desarrollo, etc. por lo que se le ha considerado un integrador de las diferentes vías 
señalización (Borner et al., 2000; Lee et al., 2000; Samach et al., 2000; Lee y Lee, 
2010).  
 
En el caso de AGL19 se ha observado mediante líneas mutantes para este gen, que las 
plantas presentan un retraso en su tiempo de floración en condiciones no inductivas de 
luz, después de haber sido vernalizadas, y su expresión es independiente de la 
represión de FLC por vernalización (Schönrock et al., 2006). En el caso de los genes 
AGL42, AGL71 y AGL72 ahora se sabe que participan de forma redundante en la 
transición floral al inducir genes que participan en la biosíntesis de giberelinas como 
GA20OX1 y GA20OX2 (Dorca-Fornell et al., 2011). Se ha demostrado por otros grupos 
de investigación que todos los genes el clado donde se ubica XAL2 / AGL14 participan 
en la transición a la floración (Borner et al., 2000; Lee et al., 2000; Samach et al., 2000; 
Schönrock et al., 2006; Lee y Lee, 2010; Dorca-Fornell et al., 2011).  
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Mas allá del análisis de las relaciones filogenéticas para llevar a cabo este trabajo, nos 
centramos en el hecho de que los fenotipos descritos en la literatura de floración tardía 
tanto en día largo como día corto de los mutantes de SOC1 y AGL24, y que sus líneas 
de sobre-expresión además de ser de floración temprana sus flores presentan 
caracteres vegetativos (Yu et al., 2004; Liu et al., 2007) fenotipos similares a los 
observados para los mutantes y sobre-expresión de XAL2, respectivamente. Además, 
tanto SOC1 como AGL24 y FUL interaccionan en ensayos de doble híbrido con XAL2, 
por lo que quisimos averiguar que tipo de relaciones genéticas y transcripcionales 
guardaban entre estos genes. Primeramente se hicieron los análisis floración bajo 
diferentes fondos genéticos. 
 
7.1 XAL2 es un activador de la floración. 
 
En este trabajo se analizaron dos alelos mutantes para el gen XAL2 / AGL14, utilizando 
diversas condiciones de crecimiento con el fin de determinar en que vía genética de 
transición a la floración participa este gen y se encontró que los alelos xal2-1 y xal2-2, 
son de floración tardía en ambas condiciones del fotoperiodo (Tabla 1 material 
suplementario). Encontrándose que el mayor retraso en floración lo presenta xal2-2 en 
el fotoperiodo de día corto aún más que soc1-6 (Figura 1C). Mientras que la doble 
mutante xal2-2 soc1-6 presentan un efecto aditivo sobre el tiempo de floración con 
respecto a las plantas parentales, lo que sugiere que estos genes podrían estar 
actuando de manera independiente en esta condición.  
 
En el caso de día largo sucede lo contrario porque soc1-6 es la línea que presenta el 
mayor retraso con 10 días a diferencia de xal2-2 que sólo se retrasa 3 días en 
comparación con las planta de tipo silvestre, en el caso de la doble mutante xal2-2 soc1-
6 el tiempo de floración es idéntico al tiempo que tarda en florecer soc1-6, lo que sugiere 
que en esta condición SOC1 es epistático sobre XAL2 (Figura 1B). Cabe mencionar que 
la determinación del tiempo de floración para xal2-2, agl24-4 y ful-7 fue más consistente 
utilizando el parámetro de días en que tarda en emerger el escapo a un centímetro de la 
roseta ya que con el parámetro de hojas de la roseta cuando el escapo tiene un 
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centímetro de longitud, por ejemplo en la condición de día largo estas mutantes se 
comportaban como la planta de tipo silvestre. Esto hace pensar que quizás XAL2 tiene 
una participación importante en el desarrollo del meristemo de las hojas o en la 
organogénesis de estas, probablemente participando en la regulación de algún gen 
implicado en su desarrollo como podrían ser los genes BLADE ON PETIOLE1 y 2 
(BOP1 y BOP2), que codifican para proteínas que regulan la actividad meristemática 
durante la morfogénesis de las hojas (Ha et al., 2004; McKim et al., 2008).  
 
En el caso de soc1-6 el tiempo de floración puede ser explicado mediante los dos 
parámetros utilizados a diferencia de XAL2, aunque en la literatura el parámetro más 
ampliamente empleado para cuantificar el tiempo de floración es mediante la 
cuantificación de hojas de la roseta (Borner et al., 2000; Lee et al., 2000). Los reportes 
existentes con respecto al comportamiento de las mutantes de SOC1 (Borner et al., 
2000; Lee et al., 2000) van en el mismo sentido que los resultados obtenidos en este 
trabajo, sin embargo, las determinaciones no son idénticas lo cual pueden ser debido a 
diversos factores como por ejemplos la diferencia de los alelos utilizados así como a 
cambios sutiles en las condiciones de crecimiento como la luz, temperatura, humedad, 
etc. en las líneas utilizadas. 
 
Para profundizar en el entendimiento sobre la posible regulación que XAL2 pudiera estar 
ejerciendo en el desarrollo de las hojas, se sugiere explorar su participación en este 
proceso de desarrollo mediante la generación de mutantes múltiples entre xal2-2 y 
mutantes de los genes BOP1 y BOP2, así como el análisis de expresión utilizando 
construcciones tanto transcripcionales como traduccionales de estos genes en xal2-2. 
Otra posibilidad por explorarse puede ser mediante el empleo de microarreglos.  
 
Con respecto al estudio de las mutantes agl24-4 y ful-7, se determinó que xal2-2 es 
epistático sobre estos genes en la condición de día corto (Figura 1C) Mientras que en la 
condición de día largo, existe una diferencia sutil pero significativa en la doble mutante 
xal2-2 ful-7 con respecto a sus parentales, lo que sugiere que estos genes podría actuar 
independientemente en esta condición. En el caso de la doble mutante xal2-2 agl24-4 
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no se encontraron diferencias significativas entre esta mutante y las parentales. 
Debido a que se conoce que las giberelinas juegan un papel muy importante en la 
transición a la floración (Ross et al., 1997; Telfer et al., 1997) y además las mutantes 
para XAL2 presentan el mayor retraso en el fotoperiodo de día corto, en el que las 
giberelinas tienen un papel preponderante en esta condición, se probó la hipotesis de 
que XAL2 participara en esta vía genética. Para esto se aplicó la hormona 
exógenamente y se encontró que las plantas mutantes para XAL2 no se recuperan 
completamente como las plantas control cuando se les asperjó la hormona, es decir no 
florecen a los 50 días como lo hace la silvestre, sino que lo hacen a 56 días (Figura 1C y 
D).  
XAL2 podría estar afectando la vía de síntesis o de señalización de las GAs, para 
descartar la primera, se analizó la expresión de dos genes de síntesis GA20OX1 y 
GA20OX2 y uno de degradación de las giberelinas activas GA2OX1. Los resultados 
obtenidos sugieren que XAL2 induce ligeramente a los genes GA20OX1 y GA2OX1 lo 
que parece contradictorio debido a que al mismo tiempo que se sintetiza la hormona 
también se esta degradando, sin embargo estos resultados pueden interpretarse como 
un mecanismo de regulación por parte de XAL2 el cual permite mantener la 
homeostasis de la hormona. Para el caso de los genes AGL42, AGL71 y AGL72 se sabe 
que participan de forma redundante en la transición floral al inducir a los genes 
GA20OX1 y GA20OX2 favoreciendo la biosíntesis de la hormona (Dorca-Fornell et al., 
2011), los cuales son expresados tanto en el desarrollo vegetativo como en el 
reproductivo (Rieu et al., 2008). Por otra parte la expresión de GA20OX1 es reprimida 
por SOC1, pero en el caso del gen GA20OX2 solamente se reprime en el fondo soc1 
agl42 ami::agl71-72, sugiriendo que los genes del clado de SOC1 son importantes para 
el control de la expresión de los genes de síntesis de giberelinas activas (Dorca-Fornell 
et al., 2011).  
Con los resultados obtenidos en este trabajo, no podemos concluir cual es el papel de 
XAL2 sobre los genes de biosíntesis de giberelinas, cabe aclarar que el metabolismo de 
dichas hormonas es muy complejo. Por lo tanto será interesante la generación de 
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mutantes múltiples con los genes del mismo clado de XAL2 para tratar de esclarecer 
cual es su papel con respecto a estas hormonas vegetales, lo cual puede determinarse 
por análisis cuantitativos como el PCR en tiempo real o por estudios de cromatografía 
de gases acoplada a espectrometría de masas para cuantificar la hormona en cada 
caso.  
En la condición de vernalización no hay ningún efecto en el tiempo de floración de xal2-
2, ya que las plantas se comportan de la misma manera que la plantas de tipo silvestre 
(Tabla 1 material suplementario). Este resultado es interesante al compararlo con 
AGL19 porque es el gen hermano de XAL2 y para el cual se ha determinado que es 
inducido por vernalizacion (Schönrock et al., 2006). Esta pareja de genes posiblemente 
sea un ejemplo más, y que puede ser interesante de estudiar para profundizar sobre el 
efecto de la duplicación de genes con funciones diferentes, de manera similar a lo que 
ocurre con FT y TFL1 que presentan funciones opuestas, pues el primero es un 
activador y el segundo un represor de la floración que al sufrir cambios sutiles a nivel 
genético generan fenotipos antagónicos (Kobayashi et al., 1999; Hanzawa et al., 2005; 
Hanano y Goto, 2001; Wickland y Hanzawa 2015). La duplicación de genes favorece la 
divergencia funcional permitiendo la aparición de nuevas funciones por medio de 
mutaciones que afectan el patrón de expresión o la secuencia a nivel proteico, lo cual 
permite versatilidad y adaptación a las plantas como se ha observado con los miembros 
de la familia de TFL1 (Mimida et al., 2001; Hanzawa et al., 2005). Por lo tanto, sería 
interesante estudiar los promotores y las proteínas con quienes forman complejos XAL2 
y AGL19. Por ejemplo, AGL24 y SOC1 si participan en la vía de vernalización (Yu et al., 
2002; Michaels et al., 2003; Moon et al., 2003), con lo cual podemos sugerir que en esta 
condición de crecimiento es probable que AGL19 pueda estar formando complejos con 
estas proteínas para llevar cabo su función en la transición a la floración. 
Por otra parte se generaron diversas líneas 35S:XAL2 (Figura suplementaria 2B) con el 
fin de determinar si este gen es suficiente para inducir la transición a la floración, y 
efectivamente observamos que las plantas transgénicas son de floración temprana en 
ambas condiciones de fotoperiodo y presentan pocas hojas de la roseta al compararse 
con las plantas de tipo silvestre (Figura 1E).  
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Los datos obtenidos del tiempo de floración, tanto de los mutantes como de las líneas 
de expresión ectópica de XAL2, sugieren que XAL2 es un inductor de la floración que 
presenta el efecto más severo en la condición de fotoperiodo de día corto, sugiriendo 
que es un componente importante del sistema de regulación genética que participa en la 
transición a la floración y en el que todos los genes del clado de SOC1 participan en 
este proceso de desarrollo. De estos resultados es importante la de generación de  
mutantes múltiples para ver efectos de redundancia funcional (Borner et al., 2000; 
Schönrock et al., 2006; Dorca-Fornell et al., 2011). 
7.2 XAL2 es parte del sistema de regulación genética que induce a AP1.  
Para explicar si XAL2 es un gen que participa en el sistema de regulación genética de 
AP1 y LFY, lo cual era muy probable debido a los fenotipos de floración observados en 
los alelos mutantes y las líneas de sobre-expresión de XAL2, que sugerían fuertemente 
que estos genes estuvieran reprimidos e inducidos en estas líneas, respectivamente. En 
este trabajo se comprobó efectivamente esta posibilidad para el caso de AP1, mientras 
que para LFY sólo se encontró la inducción en la línea de sobre-expresión de XAL2, 
pero no la represión en la mutante (Figura 2A y 2B). Estos resultados sugieren que 
XAL2 forma parte del sistema de regulación genética que regula a AP1, como también 
lo hace AGL24 (Grandi et al., 2012). En el caso de LFY se sabe que AGL24 y SOC1 lo 
inducen directamente, pero los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que XAL2 
no participa en el sistema de regulación genética de LFY, o al menos no fue posible 
determinarlo solamente con la mutante sencilla xal2-2 debido, posiblemente, a la 
redundancia funcional o a que no es una mutante nula (Lee et al., 2008; Liu et al., 2008).  
Nuestros datos indican que XAL2 es uno de los reguladores positivos de SOC1 y AGL24 
y es regulado a su vez por CO bajo condiciones de fotoperiodo de día largo. Estos datos 
están sustentados además por los datos genéticos arriba mencionados. Sin embargo, 
los datos de la línea 35S:XAL2 muestran que reprime tanto a SOC1 como a AGL24, lo 
que sugiere que muy posiblemente el fenotipo de floración temprana observado debido 
a la sobre expresión de AP1 y LFY es independiente de la expresión de estos genes 
(Figura 2C-D). Este tipo de regulaciones contra-intuitivas sólo se pueden explicar 
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mediante el uso de modelos de regulación in sílico como el utilizado en el artículo (fig 6) 
Por otra parte se encontró que XAL2 no es regulado por AGL24 y SOC1 a nivel 
transcripcional porque, en ninguno de los fondos mutantes analizados (agl24-4 y soc1-6) 
se encontraron diferencias significativas en los niveles de expresión de XAL2 con 
respecto a la planta silvestre (Figura 2F y 2G), sin embargo sí se observó una fuerte 
represión de XAL2 en la línea de sobreexpresión de SOC1, pero no en la de 
sobreexpresión de AGL24, lo que sugiere que tanto en la línea de sobreexpresión de 
SOC1 como en la línea de sobreexpresión de XAL2, el fenotipo de floración temprana 
observado es independiente entre los dos genes, pero no ocurre lo mismo cuando se 
trata de AGL24 (Figura 2D y 2G). Estos resultados a nivel transcripcional sugieren una 
regulación importante entre estos genes los cuales forman parte del sistema de 
regulación genético que induce la transición a la floración. Una posibilidad para entender 
mejor las relaciones de regulación trancripcional sería el análisis de la expresión de los 
genes en el meristemos mediante líneas reporteras en diferentes fondos genéticos. 
7.3 XAL2 se expresa en el meristemo de inflorescencia y en el meristemo de flor. 
En estudios anteriores llevados a cabo por otros grupos de investigación, se propuso 
que XAL2 sólo se expresaba en la raíz (Rounsley et al., 1995; Schönrock et al, 2006). 
En este trabajo determinamos mediante hibridación in situ que XAL2 se expresa en el 
meristemo de inflorescencia en la zona conocida como “anlagen” y en el meristemo de 
flor en los estadios 1 y 2, restringiéndose en el estado tres floral a las células que darán 
origen a los sépalos y a las células de las capas L1 y L2, mientras que para el estado 
seis floral la expresión se restringe a los meristemos que darán origen al carpelo y a los 
estambres (Figura 3A y 3B). Estos resultados demuestran que la expresión de XAL2 no 
se limita a la raíz como se pensó en un principio ya que su expresión se presenta en 
diversos estados del meristemo. Los resultados también sugieren que XAL2 puede estar 
participando en otros procesos de desarrollo aunque esta posibilidad queda por 
explorarse.  
Al comparar los perfiles de expresión de XAL2 se encontró que se expresa de manera 
similar a AGL24 y SVP que se sabe reprimen la expresión de SEP3 para evitar que se 
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formen los verticilos florales en etapas tempranas del meristemo de flor (debido a que 
no existe quien induzca a los genes florales de la clase B y C (AP3, PI y AG; Gregis et 
al., 2008, 2009; Liu et al., 2009).  Por lo tanto, es lógico pensar que XAL2 puede tener 
una participación como estos genes en dar la identidad al meristemo de flor y 
posiblemente su represión en el estado tres floral sea regulada por AP1, LFY y CAL, tal 
como ocurre para AGL24 y SVP. Es necesario e interesante determinar la expresión de 
XAL2 en los fondos mutantes de estos genes y generar mutantes múltiples con ellos 
para comprobar o descartar su participación a este nivel. 
Por otra parte, recientemente se ha demostrado que XAL2 juega un papel importante en 
el desarrollo de la raíz (Garay-Arroyo et al.,2013), en donde afecta el transporte de 
auxinas mediante la regulación transcripcional de PIN1;  este resultado se obtuvo 
mediante el análisis con las mismas mutantes que se utilizaron en este trabajo y se 
demostró que su ausencia genera patrones celulares alterados en el nicho de células 
troncales en el meristemo apical de la raíz, además de afectar el tamaño del meristemo 
y el crecimiento de la raíz (Garay-Arroyo et al., 2013). También en posible que en 
ausencia de XAL2 puedan existir alteraciones en el meristemo aéreo de manera similar 
a como ocurre en la raíz, sin embargo nosotros nos fuimos capaces de ver un efecto a 
este nivel en xal2-2, posiblemente debido a redundancia funcional, por lo que una 
posibilidad por explorar sería generar mutantes múltiples y llevar a cabo análisis 
celulares para determinar si existe desarreglo.  
7.4 XAL2 regula directamente a TFL1. 
Un fenotipo evidente en la línea 35S:XAL2 bajo condiciones de fotoperiodo de día largo 
es que los sépalos en las flores presentan características vegetativas, como por ejemplo 
que son de tamaño grande con tricomas compuestos (Figura 3D). Además, utilizando 
microscopía electrónica de barrido se encontró que en las plantas que expresan 
ectópicamente a XAL2, los sépalos tienen un tipo celular que se parece mas al de las 
hojas de tipo silvestre (Figura 3E-3G) en vez de tener arreglos celulares de células 
alargadas como se observa en los sépalos de las plantas silvestres (Figura 3E). Este 
fenotipo se parece a las plantas mutantes ap1 (Irish y Sussex, 1990; Bowman et al., 
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1993) y sin embargo como ya se mencionó anteriormente AP1 está sobreexpresado. 
Esta aparente contradicción puede conciliarse de la siguiente manera: en el caso de la 
mutante de ap1-1 no hay quien reprima a TFL1, el gen que da identidad a las células de 
inflorescencia, provocando el fenotipo de características vegetativas en el meristemo de 
flor, mientras que en la línea 35S:XAL2 a pesar de que se encuentra AP1 inducido, la 
expresión ectópica de XAL2 es capaz de inducir TFL1, responsable de mantener las 
características vegetativas lo cual explicaría en parte los fenotipos observados. 
Con esta hipótesis y para tratar de entender a nivel molecular si XAL2 es capaz de 
desregular a TFL1 para permitir que se presenten las características vegetativas, se 
analizó la expresión de este gen en la línea de expresión ectópica de XAL2. En este 
trabajo encontramos que TFL1 es inducido de 2 a 4 veces cuando se sobreexpresa no 
sólo XAL2, sino también SOC1 y AGL24 como era de esperarse (Figura 4A y 4C). Esto 
sugiere que la desregulación llevada a cabo por estos tres genes MADS-box puede 
modificar la identidad del meristemo floral y que los fenotipos observados en las tres 
líneas probadas puedan ser posiblemente explicados debido a la expresión ectópica de 
TFL1.  
Adicionalmente se determinó que la inducción de TFL1 por la expresión ectópica de 
XAL2 es directa ya que los experimentos de immunoprecipitación de la cromatina 
permitieron establecer que XAL2 es capaz de unirse directamente a tres fragmentos de 
la región reguladora de TFL1 (Figura 4B), interesantemente el fragmento 5 en nuestro 
estudio es también blanco de la represión por AP1 (Kaufmann et al., 2010). Se ha 
demostrado que tanto la línea 35S:AP1 como la línea tfl1 presentan fenotipos similares, 
esto es debido a que en el caso de la línea de expresión ectópica de AP1 se reprime a 
TFL1, dando como consecuencia que la planta se comporte como si se tratara de tfl1 
(Liljegren et al., 1999). Integrando estas evidencias a nuestros resultados, se puede 
sugerir un mecanismo de regulación entre XAL2 y AP1 sobre TFL1, en otras palabras 
mientras que la sobreexpresión del primero lo induce, la sobreexpresión de AP1 lo 
reprime (Kaufmann et al., 2010), esto abre la posibilidad de que haya una competencia 
por estas cajas de regulación y que esto sea parte de un mecanismo de regulación fina 
que permita la transición hacia el meristemo de flor. 
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Para tratar de entender a nivel genético si AP1 y XAL2 son capaces de regular a TFL1 
de forma contraria, es decir mientras AP1 lo reprime (Kaufmann et al., 2010) XAL2 lo 
induce, se generó la doble línea sobreexpresora 35S:XAL2 35S:AP1, en la cual como 
era de esperarse se presenta una complementación parcial de ambos fenotipos (Figura 
5A-C), por ejemplo el tiempo de floración en la doble sobreexpresora es intermedio al 
de las líneas parentales (Figura 5G) y además el número de carpelos indeterminados 
disminuye a 1 en comparación con la línea parental 35S:XAL2 que generaba 5 (Figura 
5H). 
Cabe la posibilidad que cuando XAL2 se expresa ectópicamente otros genes que dan 
identidad al meristemo de inflorescencia podrían ser desregulados adicionalmente como 
ocurre con TFL1 en el meristemo de flor. Para obtener más información que ayude a 
comprender a nivel molecular que está ocurriendo en plantas que expresan 
ectópicamente a XAL2, sería interesante realizar análisis de microarreglos en estas 
líneas, y con los datos obtenidos mediante la metodología de inmunoprecipitación de la 
cromatina determinar si los genes afectados son regulados directamente por XAL2, esto 
permitirá entender mejor el comportamiento del desarrollo en estas líneas de expresión 
ectópica. 
7.5 La sobreexpresión de XAL2 afecta la determinación del meristemo de flor en 
condiciones de fotoperiodo de día corto. 
Al crecer las plantas que sobreexpresan a XAL2 en condiciones de fotoperiodo de día 
corto se observó el fenotipo de indeterminación del meristemo de flor que se ilustra en 
las figuras 3H, 3J y 3K el cual consiste en el desarrollo de inflorescencias dentro de 
carpelos. Con el fin de entender que estaba sucediendo molecularmente, se decidió 
analizar la expresión de WUS porque es el gen que mantiene el nicho de células 
troncales (Laux et al., 1996; Schoof et al., 2000). Cuando WUS esta activo existe un 
abastecimiento de células indiferenciadas con capacidad para formar los órganos que la 
planta requiere, sin embargo después del estado seis floral ocurre el agotamiento del 
nicho de células troncales debido a que WUS es apagado por la acción directa de AG, o 
indirectamente, al inducir a KNU que también lo reprime, y con lo cual el meristemo 
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floral se agota y la flor se determina al formar un número estable de órganos florales 
(Payne et al., 2004; Prunet et al., 2008; Lenhard et al., 2011). Estos antecedentes hacen 
suponer que en la líneas de sobreexpresión de XAL2 se desregula a WUS, 
encontrándose que efectivamente existe una fuerte inducción de la expresión de WUS 
más allá del estado seis de desarrollo floral, en donde normalmente se encuentra 
apagado. Los resultados obtenidos demuestran que la expresión ectópica de XAL2 es 
capaz de alterar la regulación del nicho de células troncales vía la activación de WUS ya 
sea por su inducción directa o por una vía indirecta reprimiendo a KNU u otro de sus 
represores (Schoof et al., 2000; Müller et al., 2008). Sería muy interesante comenzar por 
hacer la inmunoprecipitación de la cromatina de WUS utilizando la línea 35S:GFP-XAL2, 
aunque lo ideal sería generar la construcción de XAL2 bajo su propio promotor para 
llevar a cabo este estudio. Por otra parte, el efecto fenotípico observado en estas líneas 
de sobreexpresión con los datos que obtuvimos en este trabajo no se puede explicar 
categóricamente si se debe a una ganancia de función o a un efecto dominante 
negativo. Para tratar de contestar esta pregunta propongo utilizar una versión con la 
proteína truncada de XAL2 por eliminaciones bajo un promotor constitutivo, esto sería 
un acercamiento para elucidar si el fenotipo en las plantas 35S:XAL2 es debido a 
activación transcripcional o a un efecto dominante negativo.  
7.6 Valoración de la reversión floral en plantas 35S:XAL2. 
Con los datos obtenidos experimentalmente en este trabajo y mediante la incorporación 
de los datos de regulación para CO, TFL1, FD, FT, LFY y AP1 así como de las 
hormonas giberelinas que otros grupos de investigación han determinado (Tabla 2, 
material suplementario), se realizó un modelo que estableciera las regulaciones 
genéticas en las que participa XAL2 y que permitiera dar una explicación mecanicista 
de lo fenotipos de “reversión floral” que se presentan en las líneas que sobreexpresan 
XAL2, AGL24 y SOC1.  
 
Con base en lo anterior se estableció el sistema de regulación genética que favorece el 
establecimiento de los meristemos: vegetativo, de inflorescencia y de flor con los 
mismos genes, sin embargo la configuración del sistema de regulación genética es el 
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que cambia para dar origen a cada uno de los meristemos, en otras palabras los 
mismos genes pueden estar inducidos o reprimidos  dependiendo del meristemo que se 
trate. El modelaje permitió simular la interacción entre el grupo de genes que lo integran 
y se establecieron los estados estacionarios en cada uno de los meristemos en las 
diferentes líneas utilizadas. 
 
Como validación de este modelo se encontró que las plantas mutantes presentan los 
mismos estados estacionarios que se presentan en la planta de tipo silvestre, ya que el 
modelo permitió establecer tres atractores o sumideros que equivalen a los tres tipos de 
meristemo (vegetativo, inflorescencia y flor). Asimismo, en el caso de las líneas de 
sobreexpresión el modelo permitió establecer un cuarto estado estacionario mixto 
(MI/MF) que ayuda a explicar el comportamiento del sistema de regulación genético en 
las plantas sobreexpresantes para XAL2, SOC1 y AGL24. 
Puede pensarse que la configuración del sistema de regulación genética que da 
identidad al meristemo de inflorescencia no se apaga completamente en el meristemo 
de flor y que en algunas células se mantenga encendido, de tal manera que el 
meristemo que debería ser sólo de flor se comporte como una quimera con los dos tipos 
de identidad celular, debido a que los dos sistemas de regulación genética se 
encuentran presentes generando una mezcla de las identidades de los meristemos de 
inflorescencia y de flor (Figura 6). Esto no ocurre en la planta silvestre en la que la 
configuración del meristemo de inflorescencia se apaga en su totalidad para dar lugar al 
establecimiento de la configuración del sistema de regulación genético que establece el 
meristemo floral.  
La pregunta seguía siendo si como estaba descrito en la literatura esto se debía a una 
reversión floral es decir reprogramación de células diferenciadas de sépalo que se 
convirtieran en células tipo hoja o dicho en otros términos que el meristemo de flor 
adquiriera ciertas propiedades del meristemo de inflorescencia (Battey y Lyndon, 1990; 
Tooke et al., 2005). Este fenómeno en Arabidopsis sólo se ha visto en mutantes de 
identidad del meristemo floral y otros grupos y el nuestro (Yu et al., 2004; Liu et al., 
2007; ) ya habíamos demostrado que en las líneas de sobre expresión de XAL2, SOC1 
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y AGL24, los niveles de expresión de LFY y AP1 también se encuentran incrementados. 
Por lo que recurrimos a hacer el modelamiento del paisaje epigenético de las líneas de 
sobreexpresión de XAL2, AGL24 y SOC1 y se pudo analizar el comportamiento de un 
grupo de células y no sólo de una célula como en la red de regulación genética. 
 
En este trabajo el fenotipo de flores con rasgos vegetativos puede ser explicado de dos 
maneras: 1.- La primera posibilidad es que una parte de las células con características 
de inflorescencia adquiera características del meristemo de flor, de tal forma que el 
conjunto de células que deberían de comportarse sólo como meristemo de flor, se 
comporta como una quimera por contar con ambos tipos de meristemo. 2.- La segunda 
posibilidad es que una parte del meristemo de flor regrese a una etapa anterior en el 
desarrollo para formar el meristemo quimérico con características duales, esta 
posibilidad es el equivalente a una reversión o reprogramación. Sin embargo la 
simulación del paisaje epigenético de las líneas analizadas sugiere que la primera 
opción es la más posible, debido a que la probabilidad de que se establezca presenta 
tasa positiva a diferencia de la reversión, ya que para que esta ocurra la probabilidad es 
más baja debido a su tasa negativa (Figura 7). Por lo tanto, el término de reversión floral 
utilizado en la literatura no se acopla para el caso de la sobreexpresión de XAL2, 
AGL24 y SOC1 aunque no se descarta la posibilidad de que otros casos, incluso la 
indeterminación que observamos en los carpelos de las líneas de sobre expresión de 
XAL2, SOC1 y AGL24 y sus homólogos pueden ser explicados por la reversión o 
reprogramación de algunas células diferenciadas dentro de los carpelos. Sin embargo, 
se requiere de análisis celulares durante todos los estadíos de desarrollo anteriores a la 
emergencia de la inflorescencia para saber de donde vienen las células troncales. Así 
mismo, para que este tipo de modelos pueda explicar otros fenómenos como la 
indeterminación que se genera en la condición de día corto se deben de integrar otros 
actores moleculares, quizás para los cuales aún no se tengan todas las interacciones 
posibles así como considerar a diversos factores externos que afectan a la planta (como 
el fotoperiodo de día corto, temperatura etc.).  
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Por lo tanto es posible que en la misma línea de sobre expresión de XAL2 durante 
diferentes estados de desarrollo y en respuesta a diferentes condiciones ambientales 
pueden estar ocurriendo diferentes procesos de (des)diferenciación, pero esto es una 
hipótesis que queda por probar. 
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8. CONCLUSIONES. 
 
8.1. XAL2 es necesario y suficiente para inducir la floración. Los mutantes en este gen 
presentan floración tardía en respuesta a las condiciones de fotoperiodo de día largo y 
corto, siendo en está última donde se observa un fenotipo más fuerte.  
 
8.2. SOC1 es epistático a XAL2 en la condición de fotoperiodo de día largo, mientras 
que XAL2 y SOC1 participan de forma aditiva en el fotoperiodo de día corto y en la 
respuesta a giberelinas. 
 
8.3. XAL2 es parte de la red de regulación genética que induce a AP1. El análisis de 
expresión al comparar el mutante xal2-2 con las plantas silvestre reveló que XAL2 es un 
regulador positivo de SOC1 y AGL24. Sin embargo la sobre expresión de XAL2 reprime 
a SOC1 y a AGL24. De igual forma que la sobre expresión de SOC1 reprime a XAL2. 
Adicionalmente XAL2 es inducido por CO en el fotoperiodo de día largo. 
 
8.4. XAL2 se expresa en los meristemos de inflorescencia y en el de flor, desde la 
formación del anlagen los estados 1 y 2 del desarrollo del meristemo de flor, 
restringiendo su expresión a las capa L1 y L2 en el estado 3 floral, mientras que el 
estado 6 floral su expresión se limita a los estambres y carpelos. 
 
8.5. La expresión ectópica de XAL2 induce directamente a TFL1, uniéndose 
directamente a las secuencias reguladoras de éste.  
 
8.6. La doble línea sobreexpresora 35S:XAL2 35S:AP1 complementa parcialmente los 
fenotipos de las líneas parentales, lo que sugiere un mecanismo de regulación de AP1 y 
XAL2 sobre TFL1. 
 
8.7. La expresión ectópica de XAL2 es capaz de mantener la expresión de WUS 
después del estadío 6 floral, sugiriendo que esta es la razón de la indeterminación del 
meristemo de flor en esta línea, en las condiciones de fotoperiodo de día corto. 
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8.8. Con base en el modelo de la red de regulación genética, y junto con la simulación 
del paisaje epigenético, proponemos una explicación mecanicista de los fenotipos 
observados de floración temprana y flores con caracteres vegetativos en las líneas de 
sobre expresión de XAL2, SOC1 y AGL24, en la que las transiciones sucesivas, y una 
de esas transiciones, se presenta un estado adicional que resulta de la mezcla de la 
identidad de los dos meristemos MI/MF y no a un retorno a fases de desarrollo 
anteriores del MF al MI como sugiere la reversión floral.  
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9. PERSPECTIVAS. 
 
9.1. Generación de mutantes múltiples entre xal2-2 con mutantes que participan en el 
desarrollo de la hojas pueden dar información sobre el posible papel que XAL2 puede 
estar llevando a cabo en estos órganos. Otra posibilidad para entender sobre este papel 
es mediante el empleo de construcciones con genes reporteros de esos genes y 
analizarlos bajo el fondo xal2-2. Finalmente microarreglos en hojas así como análisis de 
ChIP también pueden ser ejecutados. 
 
9.2. Generación de mutantes múltiples de xal2-2 con las mutantes de su clado para 
evitar la redundancia funcional y determinar de manera clara el efecto que pudiera tener 
en la regulación de las giberelinas. 
 
9.3. Realizar mutaciones sitio dirigidas en las secuencias de AGL14 para estudiar la 
divergencia funcional con AGL19 para tratar de entender que los hace diferentes. 
 
9.4. Obtener la triple mutante xal2 soc1 agl24 para estudiar la participación de XAL2 en 
la determinación del meristemo de flor. 
 
9.5 Estudiar el arreglo celular del meristemo apical aéreo para determinar si XAL2 juega 
un papel importante a este nivel como lo hace en la raíz, mediante construcciones con 
genes reporteros. 
 
9.6. Realizar microarreglos de botones florales con potencialidad de indeterminarse con 
el fin de encontrar a nivel global que genes se desregulan en el fondo 35S:XAL2 y 
mediante la metodología de ChIP determinar si son regulados directamente por XAL2. 
 
9.7. Ampliar la capacidad de respuesta de los modelos utilizados en este trabajo 
mediante la integración de más actores moleculares para tener la posibilidad de explicar 
diversos procesos de desarrollo, porque como se ha visto los mismos genes actúan en 
varios procesos. 
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 ANEXO A 
 
Material suplementario del artículo:  
 
Pérez-Ruiz R.V., García-Ponce B., Marsch-Martínez N., Ugartechea-Chirino Y., 
Villajuana-Bonequi M., de Folter S., Azpeitia E., Dávila-Velderrain J., Cruz-Sánchez D., 
Garay- Arroyo A., de la Paz Sánchez M., Estévez-Palmas J.M., and Alvarez-Buylla E.R. 
(2015). XAANTAL2 (AGL14) is an important component of the complex gene regulatory 
network that underlies Arabidopsis shoot apical meristem transitions. Molecular Plant. 
8:796-813. 
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Supplemental Figure 1 Cauline leaf number is diminished in XAL2 mutants and the overexpression 
line.!
(A) xal2-2 develops fewer cauline leaves than WT plants and it is epistatic in double mutants under SD 
condition.!
(B)  XAL2  overpression  line  presents  fewer  cauline  leaves  than  WT plants  under  both  LD  and  SD 
conditions. !
Bars represent Standard Error from the average. Significant differences *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 
0.001 were obtained by Tukey’s Multiple Comparison Test (A) or Student Test (B), respectively. !
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B!

XAL2!
TUB2!

Supplemental  Figure 2  Regulation  of  some GA  metabolic genes by  XAL2  and  transcript 
accumulation of this gene in several overexpression lines. !
(A) RT-qPCR of GA biosynthetic genes GA20OX1 and GA20OX2, showed that they are not regulated by 
XAL2, however, up-regulation of both genes is observed in the xal2-2 soc1-6 double mutant compared to 
WT plants. The catabolic gene GA2OX1 relative expression is lower in all mutants compared to WT. Bars 
represent Standard Error from the average. Statistical differences *p < 0.05, **p < 0.01 were obtained by 
Mann Whitney test. !
(B) Several independent XAL2 overexpression lines, from which 9T4 was selected for the flowering and 
RT-qPCR assays presented in this work as 35S::XAL2. TUBULIN2 (TUB2) was used as a loading control 
control for this experiment.!
!
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TUB2!

XAL2!

LFY!

A!

AP1!
TUB2!

WT! 35S:XAL2!

8          10        12        14!  8         10        12        14    DAS      !

B!

Supplemental Figure 3 XAL2 is sufficient to induce AP1 and the latter partially represses 
the former. !
(A) Comparative RT-PCR analysis show that XAL2 is up-regulated in the ap1-15 and ap1-1 cal-5 
plants  and  it  is  down-regulated  in  the  tfl1-1  mutant  in  which  LFY and  AP1 are  ectopically 
expressed in the IM. LFY pattern of expression is the opposite to that of XAL2. Numbers reflect 
relative mRNA accumulation compared to Columbia (Col) or Landsberg (Ler) WT plants. !
(B) AP1 is up-regulated in the XAL2 overexpression line and its mRNA accumulation levels are 
maintained along flowering transition. Days after sowing (DAS). !
TUBULIN2 (TUB2) was used as a loading control.!  
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Supplemental Figure 4 Net transitions rates among steady states. 

(A) Calculated net transition rates from IM to FM in Ihe XAI2- SOC1- and AG124-

overexpressors (OE) compared 10 WT. 

(B) Net transition rates fromIM 10 IMIFM forlheXAI2- SOC1- andAGL24- OE Iines. 
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lower in Ihe OE-Iines. The net transition rate between IM and IMIFM states in Ihe three OE Iines 
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Supplemental Table 1 Comparative bolting time of xal2-1 and xal2-2 alleles versus wild-
type (WT) plants, quantified as days after sowing (DAS) and rosette leaf number (RLN) 
at different growing conditions. 

 

 
 

Data is expressed as mean ± standard error. Student Test significant differences from the WT 
under the same growth condition at *p < 0.001. 

Plant Line LD LD + VER SD SD + GA3 
WT 36.03 ± 0.45 DAS 

(n=30) 
14.5 ± 0.41 RLN 
(n=28) 

25.59 ± 0.56 DAS 
(n=27) 
7.41 ± 0.15 RLN 
(n=27) 

70.68 ± 0.87 DAS 
(n=34) 
52.06 ± 1.07 RLN 
(n=34) 

46.79 ± 0.44 DAS 
(n=24) 
25.04 ± 0.48 RLN 
(n=24) 

xal2-1 39.43 ± 0.44*** DAS  
(n=30) 
15.3 ± 0.26 RLN 
(n=30) 

25.83 ± 0.61 DAS (n=30) 
8.41 ± 0.34 RLN 
(n=29) 

87.77 ± 1.24*** DAS (n=35) 
61.08 ± 0.94*** RLN 
(n=35) 

50.68 ± 0.46*** DAS (n=25) 
26.8 ± 0.8 RLN 
(n=25) 

xal2-2 40.13 ± 0.44*** 
DAS  
(n=32) 
15.28 ± 0.41 RLN 
(n=32) 

25.96 ± 0.65 DAS 
(n=29) 
8.57 ± 0.49 RLN 
(n=28) 
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Supplemental Table 2 GRN information used to construct the model 
 
GA self-regulation 
GA active hormones increased just before flowering transition and play and important 
role during this process (Wilson et al., 1992; Putterill et al., 1995; Blázquez et al., 1997, 
1998; Blázquez & Weigel, 2000; Moon et al., 2003; Porri et al., 2012). However, in our 
model none of the nodes of the GRN regulates GA metabolism. Thus in order to obtain 
different stable values of GA expression we included GA self-regulation, although is 
worth notice that this interaction does implicate that GA is actually positively self-
regulated. 
 
CO self-regulation: 
In this model CO autorregulates itself as an entrance because their known regulators are 
not included here. 
 
FT regulators: 
CO ! FT (Kobayashi et al., 1999; Kardailsky et al., 1999; Wigge et al., 2005; Yoo et 
al., 2005; Corbesier et al., 2007; Jang et al., 2009) 
GAs ! FT (Hisamatsu and King, 2008; Porri et al., 2012)  
AP1 --|  FT/FD (Kaufman et al., 2010)  
TFL1/FD --|  FT/FD (Jaeger et al., 2013)  
 
SOC1 regulators: 
GAs ! SOC1 (Moon et al., 2003; Liu et al., 2008) 
FT ! SOC1 (Yoo et al., 2005; Searle et al., 2006) 
AGL24 ! SOC1 (Liu et al., 2008)  
SOC1 !SOC1 (Immink et al., 2012; Tao et al., 2012)  
XAL2 ! SOC1 (this work) 
XAL2 overexpression --| SOC1 (this work) 
AP1 --| SOC1 (Liu et al., 2007; Gregis, et al., 2009; Kaufmann et al., 2010)  
 
AGL24 regulators: 
GAs ! AGL24 (Yu et al., 2002; Liu et al., 2008) 
CO ! AGL24 (Yu et al., 2002)   
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SOC1 ! AGL24 (Yu et al ., 2002; Liu et al., 2008) 
XAL2 ! AGL24 (this work) 
XAL2 overexpression --| SOC1 (this work) 
LFY --| AGL 24 (Yu et al ., 2004; Grandi et al ., 2012) 
AP1 --| AGL 24 (Yu et al., 2004; Liu et al., 2007; Kaufmann et al., 2010 S10c) 
 
LFY regulators: 
GAs ! LFY (Blázquez et al., 1998; Blázquez and Weigel, 2000; Gocal et al., 2001; 
Eriksson et al., 2006) 
SOC1 ! LFY (Moon et al ., 2005; Lee et al., 2008; Liu et al., 2008) 
AGL24 ! LFY (Yu et al ., 2002; Lee et al., 2008; Grandi et al., 2012) 
AP1 ! LFY (Liljegren et al., 1999; Ferrandiz et al., 2000; Kaufmann et al., 2010; 
Benlloch et al., 2011) 
XAL2 ! LFY (this work) 
TFL1 --| LFY (Ratcliffe et al., 1998, 1999) 
 
AP1 regulators: 
LFY ! AP1 (Parcy, et al.,1998; Liljegren et al.,1999; Wagner et al., 1999; William et 
al., 2004; Benlloch et al ., 2011). 
FT/FD ! AP1 (Abe et al., 2005; Wigge et al., 2005)  
AGL24 ! AP1 (Grandi et al ., 2012) 
AP1 ! AP1. AP1 probably mantains its own expression by down-regulated TARGET 
OF EAT1 (TOE1), TOE3 and SCHNARCHZAPFEN (SNZ) factors that act 
redundantly to prevent flowering in part by directly repressing AP1 (Mathieu et al., 
PLoS Biol. 7, e1000148, 2009; Kaufmann et al., 2010) . 
XAL2 ! AP1 (this work) 
TFL1 --| AP1 (Gustafson-Brown, et al .,1994; Ratcliffe et al., 1998 & 1999) 
 
TFL1 regulators: 
XAL2 ! TFL1 (this work) 
Overexpression of SOC1 ! TFL1 (this work) 
Overexpression of AGL24 ! TFL1 (this work 
AGL24 --| TFL1 (Liu et al., 2013) 
SOC1 --| TFL1 (Liu et al., 2013) 

 



 113 

LFY --| TFL1 (Ratcliffe et al., 1999) 
AP1 --| TFL1 (Liljegren et al., 1999; Ferrandiz et al., 2000; Kaufmann et al., 2010; Liu 
et al., 2013) 
FT/FD --| TFL1/FD (Jaeger et al., 2013)  
 
Additional references  
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(2011). Integrating long-day flowering signals: a LEAFY binding site is 
essential for proper photoperiodic activation of APETALA1. Plant J. 67, 1094-
1102. 

Corbesier, L., Vincent, C., Jang, S., Fornara, F., Fan, Q., Searle, I ., Giakountis, A., 
Farrona, S., Gissot, L., Turnbull, C., and Coupland, G. (2007). FT protein 
movement contributes to long-distance signaling in floral induction of 
Arabidopsis. Science. 316, 1030-1033. 

Eriksson, S., Böhlenius, H., Moritz, T., and Nilsson, O. (2006). GA4 is the active 
gibberellin in the regulation of LEAFY transcription and Arabidopsis floral 
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Supplemental Table 3 Network’s dynamic functions.  
 
LFY(t+1) = AP1(t) or (GA(t) > 0 or (SOC1(t) and AGL24(t))) and not TFL1(t) or (XAL2(t)=2 or SOC1(t)=2 or AGL24(t)=2) and GA(t) > 0 
 
TFL1(t+1) = (XAL2(t) and not AGL24(t) and not SOC1(t) and not AP1(t) or not AP1(t) and 
(not LFY(t) or not FT(t))) or (XAL2(t)=2 or SOC1(t)=2 or AGL24(t)=2) and not FT(t) 
 
GA(t+1) = GA(t) 
 
FT(t+1) = CO(t) or GA(t) > 0 and not TFL1(t) and not AP1(t) 
 
SOC1(t+1) = (not AP1(t) and XAL2(t)=1 and AGL24(t) > 0 and SOC1(t) > 0 or GA(t) > 0 or 
FT(t) > 0) and XAL2(t) < 2 
 
AGL24(t+1) = ((SOC1(t) > 0 and XAL2(t)=1 and not LFY(t) and not AP1(t)) or GA(t) > 0 or 
CO(t)) and XAL2(t) < 2 
 
XAL2(t+1) = not AP1(t)  and CO(t) and SOC1(t) < 2  
AP1(t+1) = LFY(t) or ((FT(t) > 0 or XAL2(t) >0 and AGL24(t) > 0) and not TFL1(t)) or 
AP1(t) 
 
CO(t+1) = CO(t) 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 116 

 
Supplemental Table 4 List of additional primers used in this work. 

Primers for genotyping   
GK T-DNA CCCATTTGGACGTGAATGTAGACAC  
LBb1 GCGTGGACCGCTTGCTGCAAA  
AGL24-GF GTCTTCATGCAAGTAACATCAAC  
AGL24-GR TCCATCGAAGTCAACTCTGCTGGATC  
SOC-GF AAGCAGAGAGAGAAGAGACGAGTGTG  
SOC-GR GGAGCTGGCGAATTCATAAAG  
FUL-GF CTATGTTCGAATCCATATCTGC  
FUL-GR TGGTGAGATGACATACTGTAG  
Primers for expression analysis   
AGL24-qF GAGGCTTTGGAGACAGAGTCGGTGA (Liu et al., 2008) 
AGL24-qR AGATGGAAGCCCAAGCTTCAGGGAA (Liu et al., 2008) 
AP1-qF CATGGGTGGTCTGTATCAAGAAGAT (Liu et al., 2008) 
AP1-qR CATGCGGCGAAGCAGCCAAGGTT (Liu et al., 2008) 
LFY-qF ATCGCTTGTCGTCATGGCTG (Han et al., 2008) 
LFY-qR GCAACCGCATTGTTCCGCTC (Han et al., 2008) 
LFY-F TCATTTGCTACTCTCCGCCGCT  
LFY-R CATTTTTCGCCACGGTCTTTCG  
SOC1-qF AGCTGCAGAAAACGAGAAGCTCTCG (Liu et al., 2008) 
SOC1-qR GGGCTACTCTCTTCATCACCTCTTCC (Liu et al., 2008) 
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TFL1-qF CTTCACTTTGGTGATGATAGAC  
TFL1-qR CTTGGCAATTCATAGCTCAC  
PDF2 qF TAACGTGGCCAAAATGATGC Czechowski et al., 

2005 
PDF2 qR 
 

GTTCTCCACAACCGCTTGGT 
 

Czechowski et al., 
2005 

UPL7 qF 
 

TTCAAATACTTGCAGCCAACCTT 
 

Czechowski et al., 
2005 
 

UPL7 qR 
 

CCCAAAGAGAGGTATCACAAGAGACT 
 

Czechowski et al., 
2005 
 

GA2OX1 qF 
 

TGAGGACGAGAGGTTGTACGA 
 

Rieu et al., 2008 
 

GA2OX1 qR 
 

TCCTTTCGAATTGTTGAAGCC 
 

Rieu et al., 2008 
 

GA20OX1 qF 
 

GATCCATCCTCCACTTTAGA 
 

Rieu et al., 2008 
 

GA20OX1 qR 
 

GTGTATTCATGAGCGTCTGA 
 

Rieu et al., 2008 
 

GA20OX2 qF 
 

ACCGAGACTATTTCCGAGGATT 
 

Rieu et al., 2008 
 

GA20OX2 qR 
 

TGT TTG GCA TGG AGG ATA ATG 
 

Rieu et al., 2008 
 

TUB2-F AGGACTCTCAAACTCACTACC  
TUB2-R TCACCTTCTTCATCCGCTGTT  
WUS-qF 
 

GCAAGCTCAGGTACTGAATGTGGTG (Sun et al., 2009) 
WUS-qR 
 

GACCAAACAGAGGCTTTGCTCTATCG (Sun et al., 2009) 
XAL2-qF GATAATTCACAGCAATCGAAGG  
XAL2-qR 
 

GGTTCTCCAATTGTTGTAACTC  
XAL2-F 
 

GTAGAAAGATATCAAAAGCGAA  
XAL2-R 
 

GGAGGAAACTTTTTGAAGTGT   
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Primers for ChIP assay 
 

  

TFL1-1F  
 

AAAGGGTTGTCTTGTTTGGAGA  
TFL1-1R  
 

CACACCCAAAGGTTTTGTCC  
TFL1-2F  
 

GCAATAATTGTATCCGGAGTTG  
TFL1-2R  
 

GCAACATTGACTGCTTCAGC  
TFL1-3F  
 

GCTGAAGCAGTCAATGTTGC  
TFL1-3R  
 

GAGACAAAGAGACGACCGAGA  
TFL1-4F  
 

AAGATTTTACTTTTTGCTACCTTGC  
TFL1-4R  
 

TGGGTCTATCATTCAGGCTGT  
TFL1-5F  
 

GCCTGTGTTGTGTTTAGCC  
TFL1-5R  
 

TGACACCAATCACCATCTCAA  
TFL1-6F  
 

TGGATTTCAATCAATCCTCTTTT  
 

 
TFL1-6R  
 

CCAATCCAAACCAAAAACTGA  
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Extended Methodology: Stochastic multi-cell GRN model implementation 
1. Attractor Transition Probability Approach to Explore the EL 

The Boolean GRN model was extended in order to include stochasticity in the updating rules. In this 
model a constant probability of error ξ  is introduced for the deterministic Boolean functions: 
xi(t+ 1)= {f i (t),withprob .1− ξ

1− f i (t),withprob . ξ },  
thus, at each time step, each gene ``disobeys'' its Boolean function with probability ξ . The obtained 
discrete stochastic model is then used to estimate transition probabilities between pairs of attractors. 
This was done by simulating a stochastic one-step transition starting from each of the possible states a 
large number of times (~10,000) and calculating the frequency of times the states belonging to the 
basin of an initial attractor were mapped into a state within the basin of a final attractor. A transition 
probability matrix Π is estimated. The matrix is then introduced into a discrete time Markov chain 
model (DTMC) obtaining a dynamic equation for the the probability distribution over the 
attractors P A :  
PA(t+1)= Π P A(t) .  

The temporal evolution of the probability distribution (see Figure 7) was simulated by iterating the 
previous equation. This model then follows the fate transitions of a population of cells at the SAM. 
 

2. Mean First Passage Time (MFPT) 
In addition to the calculation of the most probable temporal cell-fate pattern, a discrete stochastic GRN 
model enables the study of the ease for transitioning from one attractor to another. A transition barrier 
in the EL epitomizes the ease for transitioning from one attractor to another. The ease of transitions, in 
turn, offers a notion of relative stability. One way to formalize the ease of transitions is to calculate the 
mean first passage time (MFPT) between each pair of possible transitions (Zhou et al. 2014).  Here, in 
all cases, the MFPT was estimated numerically. Using the transition probabilities among attractors, a 
large number of sample paths of a finite Markov chain were simulated following (Wilkinson 2011). 
The MFPT from attractor  to attractor  corresponds to the averaged value of the number of steps taken 
to visit attractor j for the fist time, given that the entire probability mass was initially localized at the 
attractor (total number of cells). The average is taken over the realizations. 
 
A net transition rate between attractors i and j ( di→ j ) was defined based on the calculated MFPT values  
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ANEXO B: Capítulos en libros de las cuales soy co-autor y que fueron parte de 
mis actividades académicas del doctorado.  
 
 
Apéndice I  
 
 
El capítulo “A MADS view of plant development and evolution” forma parte del libro 
“Topics in Animal and Plant Development: From Cell Differentiation to Morphogenesis”, 
2011:181-220 ISBN: 978-81-7895-506-3. Mi participación en este capítulo fue parte de 
la actividad académica del semestre 2008-2 en el Programa de Doctorado en Ciencias 
Biomédicas. En esta capítulo se describe el papel de los factores transcripcionales 
MADS desde una perspectiva evolutiva y su participación en los procesos de desarrollo 
en plantas, uno de estos procesos es la transición a la floración el cual fue un eje de 
estudio en este trabajo. 
Apendice II 
 
  
El capítulo “Flower Development”, forma parte del “Arabidopsis Book” 2010; 8: doi: 
http://dx.doi.org/10.1199/tab.0171, publicado por “ The American Society of Plant 
Biologists”. Mi participación en este capítulo fue parte de la actividad académica del 
semestre 2009-1 en el Posgrado en Ciencias Biomédicas. En este capítulo se presenta 
diferentes conceptos desde la organización estructural del meristemo apical aéreo, 
pasando por la especificación y determinación del meristemo de flor, muestra además 
una revisión detallada del desarrollo de la flor lo cual fue ilustrado mediante microscopia 
electrónica de barrido, esto abarco desde el meristemo apical aéreo hasta el desarrollo 
de la flor. Este capítulo fue muy interesante de desarrollar porque me ayudo a entender 
los fenotipos que se observan en las plantas  35S:XAL2  que se estudiaron en este 
trabajo. 
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MADS-box genes are important transcriptional regulaters of plants, 
anima\s and fungi during multiple developmental processes. At least an 
ancestral duplication tbat occurred before the divergence of plants and 
animals gave rise te two lineages of MADS-box genes represented in these 
three groups of eukaryotes: Type l and Type II. The similarity of the MADS
box sequences within eacb lineage suggests strong functional conservation. 
The first and best characterized MADS-hox genes in plants were those of 
Type II, which encode modular proteins with l, K and COOH domains in the 
3' region of the MADS domain. Of these, those involved in the determination 
of floral organs were first characterized: the so-called ABC genes of flower 
development tbat are necessary for the specification of sepals, petals, starnens 
and carpels, characteristic of most angiosperms. MADS-box genes have been 
found te be also key integrsters of signa! trsnsduction pathways in response te 
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external (light and temperatme) or internal (hormones) cues, to which plants 
respond during their transition from vegetative to reproductive growth. 
More recenUy, MADS-box genes implied in gametophytic development or 
in the regulation of processes of vegetative structures have been 
characterized. In contrast to the first studies, recent studies are suggesting 
lhat most plant MADS-box genes are expressed in mulliple tissues and 
stages . Thus lheir function could be regulated at different levels (e.g., 
miRNA's) andlor depend upon lhe composition of protein complexes of 
MADS proteins with members of the same or other families, that are 
specific to different tissues andlor stages. This family will continue to be a 
useful system to understand lhe complexity of lhe ¡ogic of transcriptional 
regulation illlderlying developmental decisions and how these integrate 
multiple signal transduction palhways, as well as lhe relationship between 
molecular and morphological evolution in plants. The ease of in vivo 
studies in plant systems will likely contribute to novel insights for 
understanding lheir plastic, and at lhe same time, robust developmental 
responses . The conservation of sorne of the molecular components 
underlying such processes and lhe existence of generic characteristics of 
lhese will rnake plant studies useful for umaveling animal and fungal 
systems, too. 

Why plants and MADS-box genes Evolutionary oontext 
within eukaryotes and functional conservation with re!!pect 
to animal genes 

Plants are the source of key products and the base of tile plane!'s 
ecosystem equilibrilllll, and it is intrinsically impOltant to lll1derstand their 
development and physiology for lhe well being of humans. But plants also 
pose clear advantages in comparison to animals as research systems of the in 
vivo interplay of genetic, epigenetic and environmental factors that cause 
normal or aberrant morphogenesis. Plant growth and development depends 
largely on the cellular processes occurring in the meristems (exposed JX>ols of 
undifferentiated and actively dividing cells), !hat contain lhe niches of stem 
cells, which remain active along lhe plan!'s whole life-cyc1e and adjust lheir 
response according to environmental conditions. Adult plant development, 
growth and form depend on equilibrium belween cell proliferation and 
differentiation in such niches of mother cells within the meristems. 
Therefore, studies of lhe interplay of cell division and differentiation under 
lhe action of environrnental factors can be readily and quantitatively studied 
in plant meristems in vivo. 
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Additiona11y, plant ceIJular organization is simplcr than that of animals 
and il will be more feasihlc lo propose computable plant modcls than 
animal ones. Suc:h modela may be used for in JllIco simulationa lhal may 
bclp lO tbink about the conccrtcd action ofmu1tiplc 8C11ctic and non-gcnctic 
facton during dcvclopment, and the role ofparticular componcnts or sets of 
ibem in ceU patteming and morphogcnesiJ in vivo. Finally, key molecular 
upects oí Gene Regulatory Networks (GRNs) and signa! transduction 
pathways are conserved hetween animals and plants [1,21. thus plant 
research is becom.ing also a lauree of novel buie molecular and gcaetic 
knowledge that may be geoerolly relcvant for undentandiog dovelopment 
of animal, as well u plant systems, or even yield biomedical applications. 
Molecular genenes oC plants, in particular oC the experimental system 
Arabielopsis l.haJitma. has paved thc way 10 key discovCTÍcs in lhe 
biomedical and biologicaJ scieoces and thesc ahould DOW be routinely 
consideted iD the '"portfolio" for the searoh of fue ba~is and cure of 
importaDt human distases [3] . 

R.ccent advanccs in cvolutionary biology bavc rccognizc:d that 
dccipbmng deveLopmental processel and the mechanisms tbat undcrlic cell 
patteming and morphogeoc&is at tbe molecular level are neceuary iD order to 

undmtand morphological divcrsificatioo [4J. Indccd, dcvelopmcDt dctcnnines 
how gmctie variation is msppcd iD10 morphological or pbc:notypic variation 
[5]. MADS-box genes encocle transcriptional factora that are key in plant and 
lIlJimaJ development [6,7]. Henee, phylogcnetic studics of fue MADS-box 
genes contributc 10 bridging thc gap betwecn molecular evolution and 
pheootypic evolution in a macrocvolutionary scale. We uncovcrcd two 
MADS lineagcs (Typc 1 arui D) in plant, fungi and animal! [8,9], aod 
&Itbough tbcre is rtill contcntion on wbclher Type -1 are mooophyletic OT oot 
e.g., [lO], Out analyscs suggested tbat at lcut ooe gene duplication occum:d 
before tbe divergencc of plants ami animals, after which, 5trong functional 
constmnts yielded widciy conserved genes withln most Type 1 and Typc II 
MADS-box genes. lmportant animal genc8 beloog lo thcsc MADS lincagClll 
[11], e.g. proto-oncogcnc, Scrum Response Factor (SRF) in the Typc I and 
Myocyte Enhancer FactorJ (MEF) in the Typc U (see Figure la) togcther 
with plant MADS. 

Molecular anaIyscs oí MADS-box genes in planta should, tbcrefore. 
yicld important ins¡gbts te undctstan.diDg the role of!bese kcy transcriptional 
regolaton in animal dcvclopmcnt and human diacase. TIlla is particulariy true 
al ¡cut concmililg th.e role of the MADS DNA recognition domain that 
seems 10 have been conserved after plant-animal. divergence within the 
MADS 1ineage8. 
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F'I(ure 1. a) Schm:J.atic repn:aeotati.on oftbe domaina (boxos) ofthc MADS pmteio.J 
from diffen::tu tao. anc\ !heir phylogcnetie relatioos. Al lean 0De duplicatiOD oí I.D 

anccstn.I. MADS-boz geDl' must havc occurred befare thc div~ oí plants aDd 
anim&b givin¡ riJo 10 the Type 1 (SRP-lik:o) &lid b Type n (MEF2-lib) liDcages 
prcKm in planu, a.nima.ll &lid fungi. [11,9]. After the divcrgaw:c, ea.cb. group aequircd 
differt!ll aecompanyina domainJ. It bu &110 bcen describtd that bacteri& may bavo 
MADS-domain-lib pnxc:ins [12], but 1htir phylogenctic re1ati.onJhips wilb rcspcct to 
tbose from otber orpnilDll has DOt been dctermincd. b) Scbematic: represetltatíOQ of 
tbe trcc clusification madc by MartfDc:z...Caitla &. Álvarez-Buy\1& (2003), [9]. In 
boxC15 !In tbe MADS-domIins of!he proteiDs from angiospmns lDd iD pamrth.eaiI the 
c1aurncatíon madc by p~cov! &. cotllbonton (2003) [IOJ. Phylogmede 
relatiooshipa amoag Typc 1 genes rnult in !he .eplRtion of diffemrt elides wbosc 
mooopbyletie erigin it tti.ll comroversial [13]. Accordina: to hmlicovi ct al. (2003) 
both Mo. ud My linclp In' ~ in monocotI md dicou, but thmI migbt be In 

aence of Mp 1CIJU0bCe8 in mcmOCOtl. Typc n proteinl c1early are divided in 10 tw{l 

el .. lbat includc tbe wno tenet in both elanificatilms. In pl.mt8, tbe K-domain 
appean .. pIrt of tbe Typc U lineIge proteiIu, forminl: the buU: MlKC ~. 
Howevar, a lIIJlal1 group of6 genes (mn of 45) do not beYe. c:Jcar K-domain (AGLJO... 
like or MIi elade). Othcr elauifical:iCIDI describe variability amoog MJX.C pnteins and 
dittingui.Ih two gtoUpl having eithcr. e1'lIje MlXC (Ir, non-<:laslie MlK.C ltr.1CtIlr& 
114). MADS-bIn geocs uve aIso bce:n íoond in otber tcrrcstrial planta (i.c. 
gymnoapcrmI and femJ [14,1 5) as wen as Ilgae [31_ 
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MADS-bOI genes 

MADS-domain proteins rcgulate differcnt aspocts of dcvelopment or cell 
differentlation in a variety of organisms [16,17,18]. The MADS acronym was 
derived frorn the initials of the first genes of thls kind tbat were cloned: 
MCMl from Saccharomyces cerevisiae [19], AGAMOUS :from ArabidQpsis 
thali(JTja [20], DEFICIENS from AntirrhinUTn majus [21] and SRF from 
mammaLs [22]. 

Plant Type Ir MADS-box genes encoded proteins share a eonserved 
structural organization, the so called MIKC structure including, from !he 
ammo to fue earboxi-tenninal part of the protein: a MADS (M) eonserved 
DNA-binding domaio, a more divergent intervening (1) regi.on, a CODSClVed 
(K) domain which may participate in proteio intcntctions, and a divergenl 
COOH(see below and Figure lb) [23,24,25,26,27]. 

The 60 amino acid MADS-domain is lit tbe N-tenninus ofthe proteins. lt 
has bccn shown tbat thls domain is involvcd in spccifie binding to DNA 
sequcnces (CArO boxes) conforming the consensus sequence CC(A/f)óGG 
in both anirnals and plant1l [28,24,25]. Th:i.s is a characterizcd conscrved motif 
in the promoter of different MADS target genes [29,30,31,32,33]. However, 
an Arobirlopsis genome study demonstratcd that, during early flower 
dcvelopment wherc MADS box proteins are fundamental, !he occurrence of 
regulated genes with CAJG boxes in the promoter was not signifieantly 
diffcrcnt to that of thcir gcnome distribution. Therefore, these transcription 
ta.ctors mighi either be able 10 recognize another elcmcnt (e.g., a less 
eonserved CArG box) or tbey might have a limited number of target genes in 
this particular developmental st:age [34]. 

The fonnation of dimcrs tbat are capablc of DNA binding rcquircs thc 1-
rcgion (60--86 aa long); lhis domain is al the 3' of the MADS and is a key 

detcnninant for the specificity of DNA-binding dimer formation [24,25]. 
After tbe 1, a second co.nserved domain, the K (87-150 aa long), is postulatod 
to fonn tbrcc n-hcliccs referrcd to as KI, K2, and 10 that potentially fonn 
coiled-coils structura1 motifi;, with Kl and K2 helices located entirely within 
tbe K domain, -while lO helix spans the boundaty betwcen the K and the C 
domai.ns [35]. Thc K-domain is assw:ncd to gcncratc a thrcc-d.im.cnsional 
structure important fOl protein-protein intcractions [36,26]. Finally, the 
C-terminal dornain is a length-variable amino-acid stretch that rnay have 
sevcral functions. Fm eXBlIlJlle, it is thought to participate in high.er-order 
MADS intcractions [37], it is rcquircd fm functional spcci:ficity [38], it may 
be involvcd in transcriptional activation [39], and can also enhancc/!itabilize 
inreractions that are mediated by tbe K-domain [26,40]. 
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AH MADS-domain protcins studied until now bind to the CArO 
scquencc in tbe DNA as dimers, citber as horno- or heterodimers [29,24,25]. 
FOT cxample,.A.G can bind to DNA eithcr lIS a homodimer or Do hctcrodirner 
witb SEPl [41]. On the contrary, AP3 and PI can only bind 10 DNA as 
heterodimers in ArabirÚJp.Jis. Morcover, It has heen shown tbat these genes 
are onIy able 10 enter the nucleus as heterodimers in this species [42]. 

PI.ot MADS evolutioo and diversificatioD: Duplications ud 
naturalselection 

Representatives of at least two lineages ofMADS-box genes are found in 
IDOSt plant lineagcs. Howcver, while in animals MADS-dOlDlÚll transcription 
fa.c1ors and !he plants Type 1 prot.eins, the box that codiñes for the MADS 
DNA-binding domain is only followed by a few 3'amino acids, in tbe plant 
Type JI proteins, after the MADS-box, we can find, as shown aboye, three 
other boxes (1-, K- and C-regions; Figure la). Anotber trcnd of plant MADS
box genes is tbat therc are many more types of tbese genes in plants than in 
animals. Previous studies suppor tbe hypothesis that the dlvcrsification of 
these genes could have been importanl dwing tbe evolution of plant form 
[43,44]. Indeed tbe more complex combinatory code nnderlying MADS
protein function could contribute lo tbe robustnc8s and plllStieity of plant 
dcvcloprnení. 

We recovercd 107 MADS scquences from the study plant, ArabidfJp .... ü 
thaliana [9]; see also [10,14]; and Figure lb. Type JI genes have been more 
cxtcn.sivcly studicd than Type 1 [10], although a fcw studics on thc lattcr havo 
started to emerge. These studies shows that although thcy had faster 
cvolutionary and birtb/dcath rates and sorne scem to be pseudogenes, several 
other Type 1 MADS-box genes are also functional [13]. Ext.ensive homology 
search studies fmmd tbat there are 64 preSUID.OO functional Type 1 genes, 
while there are 43 prcsumcd functional Type 11 genes in Árabidopsis. 
Genornic studics on MADS-box genes have also startcd to appear on other 
angiosperm study syst.cms, such as rice. These Irtudies confum the 
evolutionary tendeneies of these two types of MADS-box genes (24 
functional and 6 nonfunctional Type 1; and 47 functional and I nonfunctional 
Type 11 genes in rice; [45,13]). Tbe first MADS-box genes that werc 
funetionally eharacterized were those involved in ccll type detcnnination 
during flower dcvclopment, Wh08C loss of fimction yieided flower organ 
horneotic phenotypes [46J. It seems that alterations in tbe flonsl ABC MADS
box gene cxprcssion pattcrns (seo bclow) could have contributed 10 the origin 
and structural evolution offlowers [47,48]. 
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MADS genes and plan! devc1upmen1: lB7 

Floral organ identity MADS-box genes are overall conservod across 
anglOSperrns and to sorne extent even ID gymnosperms 
[49,50,51,52,53,54,55,56]. These genes have been shown to be important and 

overall conserved in monocot and dicot flower d.evelopment [57]. A recent 
network dynamic model has uncovered the developmental module of ABe 
and interacting non-ABe protcins that are necessary and sufficient for floral 

organ determination [58]. This model robustly converges only to gene 
activation profiles that correspond to th()!je observed during early flower 
d.evelopment in primordial cells of: the inflorescence meristern, and the sepal, 
peta!, stamen and caq¡el primordia within the flower menstem. This model 
and its perturbation analyses have been used to propose an explanation for 
the robustncss of thc floral gcnctic dcvclopmcntal program and its observcd 

evolutionary conservation among core euWcots (See: [58,59,60,61] for details 
on Nctwork Modcl approachcs). 

At lca.st ten Typc TI MADS-box gene;¡ are found in all angiospcrms 
(including the flower ABC unes), :ruggesting that all of these origínated 
before fue radiation of fue flowering plants and since then bave been 
conserved. These data suggest that MADS-box genes could have been 
important for the origin of flowers and the establishment nf thc bauplan of 
flowers that is overall quite eonserved: whorled structure with sepals, petals, 

stamens and carpels from the outennost lo the inncr of the f10wer [62]. This 
implies tbat furthet floral morphological diversification (e.g., meristic 
structure, symmetry, color, size) among flowering plant species could have 
been regulated by genes of other families; or additional MADS-box genes 
with distinct functions yct to be eharacterized. 

In addition to all the flower ABC organ identity MADS-box genes: 
APETALAJ (API), PISTlUATA / APETALA.3 (PI / AP3),AGAMOUS (AG) and 
fue SEP AUAT A (SEP 1-4); the corntnOn ancestor of all flowering plant species 
alro had. representatives oftbe AGL15-, AGLJ7- AGL20, and B-sister genes. 
On the other hand, the common ancestor of all seed plants (ca. 300 million years 
ago) already had MADS-box members of at least six families of MADS-box 

genes: ÁGAMOUS-, ÁGL1-, AGL6-, AP3!Pl, GGM13- and TM3-like [63]. 
Available data suggest that the common ancestor of seed plants and ferns 

(400 million years-old), had at least two genes that are related to the flower 
MADS-box genes. But it is interesting tbat in feros íbere were independent 
duplication events and 15 MADS members of different families to tbose of 
seed plants, have been ¡dentified in one fem spooies [63]. Recent stuWes in 
the moss (Bryophyte), Physcomitrella patens and in several algae have also 
rlemonstratcd that the enmmon anccstor of all land plants a1rcady had 
MADS-box genes [63,44]. 
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Gene duplication is a fundamental substrate for evolution [64]. The 
questíon concerníng the role of natural selection on the persistence ami 
divcrsificatlon of duplicatcs is thercforc crucial [65). Aftcr dup1ication. one 
duplicate may become a pseudogene, functional divergence 
(subfunctionalization or oeofunctional.i:i;ation) between tbe lwo may operate, 
or they may remain with overlapping functiOIlS. lt is hence important to 
elucidate !he role of evolutiOIl8IY forces in molecular change and the fate of 
duplicates for c1arifYing mechanísms of genetic redundancy, as well as fue link 
between gene family diversification and pbenotypic evohnion [64,65]. Indeed, 
tite evolutionary forces that play during functional divergence of duplicates are 
stiIl under debate [66,67]. However, tite prescnce of lurge gene families as that 
of the MADS-box in plants, suggests that positive diversifYing selection 
migbt have been important in preserving duplicates for longer periods oftime 
than expected by classical stochastlc neutral mod.els [68,69,70]. 

Recently, we have documented tbe role ofp()!jitive selection (PS) in the 
evolution of fue MADS-box gene family [9,71). We have achieved tbis for 
the complete MADS Arabidopsis family and the B-type angiospenn families 
addressing if positive select10n has been important during MADS-box gene 
evolution among paralogous ami ortbologous genes (within the B-MADS
box gene class), rcspcctivcly. Adaptivcevolution in dcvclopmcntal rcgulatory 
loó, such !I.\i the MADS [72] ls li1r:e1y to act along particular lineages and at 
speeific amino acid sites . .lnterestingly, our analyses have yielded statistically 
significant results for residues within the different domains of MADS 
proteins during tbe diversification of genes tbat control transition 10 
tlowering; a stage tbat il clearly lioked to plant fitness. Tbese fmdings 
suggest tbat changes in coding sequences of transcriptional regu1ators, rather 
than only alterations in fueir regulatory regions, may have been important 
during phenotypic evolution [9]. 

Plant form diversification 

Probably the major evolutionary event during plant evolution was the 
re1atively abrupt and extensive diversification of angiospenns shortly after 
they appeared in the fossil record [73,74]. Tbis species radiation has becn 
linked lo the origin of flOWCIS. As will be deseribed below, a wealth of 
molecular genetic information is now available 10 understand the regulation 
of flower development using experimental plan! species (Arabidopsís 
tha/iuna and AlItirrhinum majus). However, it ís -&om Arabidopsis that the 
most detailed and complete perspective has been obtained and jt is going to 
be Ilsed !I.\i the model plant in this chapter. Nearly al! of the floral organ 
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idcntity rcgulators bckmgto thc Typc n MADS-boxgcncs [11,8,75,76)7,77J 
and availabte functiona1 stul:ticsl (scc bclow) strongly lIUggcst tJul1lhcsc genes 
and tbeir re¡ulatory octworb are key Cor ftowcr dcvdopment, and mas! 
pmbably played importanl roles dwing Oower evolutioo, as wcJl 
(47,48.5.78.79.80.81). 

B genes tpecify pctal fonnatioo, whili: wbc:u c:o-expressod witb e 
fuDction gene, Ihcy apccify ¡lameD. formation [82,46,83). AP3 and PI proteins 
interact LO (onn a hcterodimer lhal iDdirtct.Iy regulatcs PI expreasioo. and 
direcLly binds lo tbe APl promoter in a self aruvaling regulatory loop lhat 
maintains the B function in tbe sc:cond arxI tbird whnrls of tbc meristem 
during flower devclopmenl [23.30,3 t J. Obligate heterodimerization of PI and 
AP3· 1ikc proteins of COTe cudicots [36,24,25] evolvod from the 
homodimcriution typical of gyntllOi5penns, perhap5 vi. a tr"a.nsitory state of 
fatolllllivc homo-hctcrodimcnzation [84]. Such hctcrodimcrization cvolution 
in O-das, proteins could have bccn fundamental during thc origin aod 
divcrsif1C8lion of flowers. Hence we addrcssc:d whcthcr or nol adaptive 
cvolution was important durina Ihe erigiD of obligate B-protein 
hetcrod.imeriZlltion, particularly following the critica! AP3-PI duplicanoo. 
IOWards 1he base of angiospcnns. Then a main duplication occurJ"Cd in the 
AP3 lioeage. leac!ing lo two AP3-like sublineages di.tinguisbed by 
cbaracteristic motifs in tbeir C-tenninal regioo [85]: palcoAP3 lineage in 
basal att.g1.oflPCml6, monuoots, magnollids and basal c:udicots (witb a 
paleeAPJ motif in their C-torminal) 186]; mi euAP3 lineagc of COfe eudicot¡ 
B-c1.l.s5 ~s (euAPJ C-Iernllnal motif). These two seem to bave 
ñmctionaUy divt:r¡td (lB,57]. Jnterc:stiogly thc ~ion pattc:m of B gcoes 
in con: cudicocs, whidJ bavc. coosem:d tlontl phm (sepal.s, petals, stameo& 
aDd c:arpeb), is PRStn"OO [88,<19,51 ], while these genes llave divergeoc 
expression paneros in oon-c:ore eudicto5. CoiDcideCltly, tbc flowers of tbc 
later do DOt uve a wel! differcatia1ed eaJyx aOO corona 151,54]. 

Tbe phylogenies of A, B, C, and SEPl/2/4 floral MADS-box ICDCJ sbow 
a ~plication elose to tbc base ofthe oore eudioot c1arle [89,90], eoinciding 
WILh lhe mocnelll al which !.he B genes split into euAP3 and paleoAPl· like 
lineage. [89]. II hu becn suggested !hal tIris duplication p1ayed an important 
role in the orlgin or elearly di~ated petals in core eudieots [85,38]. 
lntcresti.ogly, oue rt.ultl strongly suggest tbat shortly after the duplicarion 
tbat led 10 the AP3·likc andPI-like genes, functi.onal. wversification drivcn by 
PS acting on dif'fc:mlt sites within thc K domain, whieh is kcy rQT 
heterodirnerilation, tx:currcd along both duplieated gene lineages [71, 91 J. 

On thc otbcr band, OUT studies have suggestcd a possiblc functiona.l 
diver¡cnoe of APJ duplicates that might have bcen important for the 
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evolutioo of tbc con: cudloot floral devclopmentaJ genelic programo We 
fuund three major things 8SSO(;ian:d with thia divugcacc: a) llD carly origin 
fur heterodimcrilatioo of 8 MADS-box protciru in angi05pCJlD.' sholdy 
after Chey diverged &om gymDO!pertD5, b) lhe eIlAP3-TM6 duplicatioo 
coinetdes witb tbe origin of tbe coce eudicots liDeage, 8Dd e) a strong signal 
fOl po6itive se1ec:tioa a101lg the euAPJ branch lineage [71]. lbe B genel 
COIllItÜute a elcar cumpLe in which duphcatel evolved lowards complctely 
different functions. 

A secoad poasibility is that each dupLicate may evolvc a sub5C1: of all the 
functiODII originally perfonncd by the anc:estral gene (called 
subfunctionalization; [69]); thc MADS·box genes that are: expreued in cupel 
and stamcn primordia are an cxample ortbis. Whilc in Arabldop3is there i5 11. 

single such gene (A G) important for the dcvc.lopmcnt of both orsam. in rice 
and mai7.e there are two such genes, each exprussed in a single whorl (e.g., 
[57,92]; see review of MADS subfunctionalizatiOQ in: [93]). A third 
possibility is that roe of the duplicates cvolvcs a new function. Fewer 
examples oC this uve been doeum.ented and an outstallding ene cencems the 
MADS-bex gene tbat underlies Phy$alis cncapsullltlng frujt sbuctun: [94]. 
Thc molecular basis oC the novel or sub· fimctions of MADS-box dup1icated 
genes has been docwnented in very few cases still. 

Alter dupliclltion, redundant genes with overlapping functi.on could also 
remaiD fu.- iiOJDC time as i.s \he case of sorne MADS·box genes [95,T7] . In 
tact, purifying selcction could keep redundant genes that may guard against 
dclctt:rious mutatiO"lJ [96], or positivc ,dccbOll could favor duplic.at.cd cop~ 
if thcTe is ~ API and CAUUFWWER (CAL) ~ two 
n:cent.Iy duplicated MADS-box ¡enes Ihat in Arabidopsis Wldertie fl~ 
mcristcm identity, as weU as sepa.I and pctaI identity [97,981. While API can 
substitute CAL for botb fuoctioos aod single ClÚJ losa of flmction mutants 
Iac.k. any .., isibll:: phenolypc, CAL cannol substiluie fOl Al' 1 Iu.nct.iOOl and 
beoce lOS!! of functio:n mutBnts of tbc fonne:r bave clear pbeootypcs in flower 
determinancy aod aepalIpeta1 identity. Thc cnhaneed pheootype ofthc doubLc 
mutant BUggestll that tbeM: gene9 overLap in menstent identity detenninaney 
[81]. 

By exprcs9ing all thc possible chimaerie proteins that rc:sult from 
f;ombining thf; eDNA boJles Ihal l:Ileodc thc fOlJf dornaios typical of plant 
Type 1I MADS-box genes (MADS, l, K and COOH) &om AP 1 ami CAL. 
under \he AP / prometer, on an apI-/loss offunctioll background, we were 
able 10 map the nnique and redundant functiOlll of lhese lwo genes. 
Interestingly, the K and COOH dornains, lbal are important ror lile 
formalion of high-<rrdcr multimers characteristif; of MADS transcriptional 
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Tabll! L MADS-box genes functio(J in dcvclopmcnt Table 1. Continucd. 

FWWERmG LOCUS M (nMV 1imoifum ... vege\lllive • [121] 
MADS AFFEt71NG FWWFJING 1 """"""~ """"""" Al" 

O~I!iTAGE" Ga. •• I PnrteiII. r_ I~ 
ROOT 

(MÁFI/ ÁGLl?) expn:rocd in thc em..,.,. 

M.fDS AFFEC11NG FWWJJ1IlNG 1-4 F1aral repreann. [122,123] 
(MÁi"'2IAGLJl), (MAF3/ÁGL7(f¡, Mar be Imp_t fo:r mainIelIancc of. , N03(-}-INDUCIJJLE ,,",,-BOX "'-' -"""" -""'- [107] (MÁF-IIÁGLIí9) VCJ'OIIliZllion ""Iuiremc:nt. 
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_. 
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Table l. CJDtinucd. 

POLLEN 

AGAMOUS UKE JO (AGuO) Appamrtl.y, & crucial CO!DpIIIlCOlI <llmng [1l4) 
polJca. maDrrIIion. 
PoIIcn lubc """"",tilivc obility. 

AGAM()US UU " (JlGH5), POIlett mal!!ralion [11"1 

'''"'''"' UKE " (AGLII6), PallI:n tubc~ability. 
ÁGAMOUS LlKE HU ~GU", 

AGAMOOS UKE29(AG~ Trulocñptional ~ of irnmature [n"l 
pollen gmes downatram of AGL6S, 
AG1.66aruiAGLlM. 

Embryo development 

Zygotlc cmbryogencsis in higher plants bcgins with a doublc 
fcrtilizatlon. The zygote is fonned whcn fue egg cell within the cmbryo sac 
joins a spcnn nuclei, and a second spenn nuclei fuses witb tbe central cell to 
givc me lo Ihe cndosperm [138]. The zygotc thcn starts 10 divide 
asymmctrically yielding a smaIl apical cc1l and a large basal cell. TIte basal 
region gives rise 10 fue suspcnsor, whicb is a structure tbat supports !he 
cmbryo, and tbe apical oell gives risc to tbe pro-embryo [139]. Tne pro
embryo goes tbrougb diverse cellular stages: globular, beart, torpedo and bcnt 
cotyledon or ma1ure stage. During the last stage of embryogcnesis, reserves 
accumulate. Finally, the seed loses water and a quiesccnt statc is established 
until optimaJ conditlons occur and sceds genninate [140,141]. 

In animals, embryos at late stages resemble the adult organism, wbereas 
in plants mature embryos prior 10 gcrmination are very di:ffcrent 10 adult 
pIants, tbat grow and complete morphogcncsis from thc moot and root 
rneristeIns. In plant embryos only two different zoncs can be distinguisbed: 
thc basal one givcs rise to thc root and the more apica1 one 10 the &boot. 
Severa! molecular components of the networ:ks controlling cmbryo 
development bave boon uncovered [142,138,141,139]. Sorne MADS-box 
gene factors have been idcntified as important regulators of this 
developm.cntal stage (see Table 1). 

Th.c MADS-box Typc 1 gene PHERESl (PHEI), also namedAGL37, is 
cxprcssed transicnt1y aftcr fertilization in the cmbryo and fue endosperm. The 
Polycomb-group (pcG) proteins MEDEA, FERTILIZATION lNDEPENDENT 
ENDOSPERM and FERTIUZATION INDEPENDENT SEED2 regulate 
seed devclopmenl in Arabidopsis by oontrolling cmbryo and endospcnn 
proliferation. TItese protcins are subunits of a multiprotcin PcG complex, 
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whicb regulatcs PHEI cpigcnctically [109] by historu:: trimcthylBtion 00 
H3K27 rcsidues [143]. 11 was shown lhat medea mutant plants have a sced
Mortian pbenotype due 10 PHEI upregulation¡ medea plants that a1so had a 
PHEI 10w-cxprcssion lcvcl rcscucd tbe medea pbenotype. It has been 
speculated tbat PHEI may be involved in pattern fonnation ofthe endosperm 
[109]. 

AGL62 encocles another Type 1 MADS domain protein that has been 
functionally Charactcri7.ed. It has a strong expre.ssion during tbc syncytial 
pbase of cmbtyo development, in which fue cndospcnn nuclei undergo many 
rounds of mitosis without cytokincsis, and then is later expressed during the 
cellulari7.ed phasc, in whicb cell walls fOIlIl aruund thc cndospcnn nuclci,lI!ld 
finaLly its expression declines abruptly just before cellularization. Thus, 
AGl..62 is thought to be a oomponcnt of the mcchanisms undcrlying 
cellularization during endosperm development [110]. 

AGLl5 is the best characterized MADS-box gene during cmhryo 
dcveloprnent. TItis gene was identified and isolatcd initially in Brassica 
napus by diffcrcntiaJ. display tecbniquc [144]. RNA gel blot analyses and in 
situ bybridization dcmonstrated that AGLJ 5 rnRNA is accumulatcd rnainly in 
fue dcvcloping cmbryo during a11 stages. AGLl5 mRNA cxpression levc1s 
were at least lO-fold higher in embryos than in inflorescence apices, young 
floral buds. young sccdlings or vcgctativc apiccs [144]. 

Interestingly, AGLlS protein accumuJates in thc cell cytoplasm ofthe 
egg apparatus an.d it is translocatcd into fue nuclci during carly zygoti.c 
cmbryogcncsis [145]. This pattcm of accumulation is tbe same in different 
types of ascxual cmbryogenesis: apomitic embryogenesis of TarlUucum 
officillaJe (dandclion), the nricrospore cmbtyogenesis in Brossica napIIS and 
tbe somatic em.btyogencsis in Medicago satiWJ (alfalfa) [140]. 
Overexpre8sion of AGLJ5 with the constitutive CaMV35S promoter yieldcd 
secondary cmbryonic tissue from cuhured zygotic embryos and loo. 10 long
term maintenance of the embryonic phase [146]. Also, fue longevity of scpals 
and pctals was incrca.scd and a dclay in thc transitioo 10 flowering and fruit 
tnaturation was observed in tbcse plants [111]. 

Chromatin imm:unoprecipitation (ChIP) was used 10 identi:tY genes that 
were regulated by AGLI5. Tbose genes wcre namcd as Downstream Targets 
(JI AGLl5 (DTAI and DTA2). DTAI (AtGAlax6) is a direct downstream 
target of AGLlJ and encodes a protein with high similarity 10 gibberellin 
(OA) 2-oxidascs ami it was shown 10 catal.yze gibbcrellins 2,B-bydroxylation. 
Molecular sturues showcd that the exprcssion of AtGA20x6 oxidase is down
regulatcd in an agll5 null mutanl [147]. On the other hand, DT.A2 encodes a 
novel protein that is repressed by AOLl5 [148]. 
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AGLl5 and AGL18 are sister genes witb very similar mRNA spatio
temporal patterru of expression. AGLl8 WBS detected in !he endosperm and 
embryos by in ,itu hybridization [8] and by RT-PCR and translational fusions 
with OUS [112]. These .... ys Ied Lehti-Shiu el al. (2005) lo propose that bolh 
genes play an essential role during embryo development. However, no defects 
in embryo development were observed in single and double mutants of agl15 
and agll8, which suggests functional redundancy wilh olher genes [112]. 

SEPl (AGL2, [76]) mRNA is accumulated in embryos after fertilization 
but it is a1so cxpressed at similar OT higher levels in olher tissues and slagos 
of development, as ovules [115,76]. There are olher members oflhis family, 
FLM and MAFl [122], as well as %ALl (AGLl2) and AGL21 [108] Ihat have 
been detected in embryos, but \heir functions are unknown. 

After gennination, a\l aerial Arabidop'is structurcs forro from \he sboot 
apical meristem (SAM), while !he adult root apical meristem (RAM) 
devclops froro \he meristem al \he tip of Ibis structurc after seed germination. 
In Ihe foUowing sections we focus on Ihe role of MADS-box genes during 
sporophyte development after germination. The role of \hese genes during 
seedling and vegetative development is largely unexplored. We therefore 
focus on !he transition lo flowering and flower moIpbogenesis. 

MADS-bOI genes are key components oC Oowerlng transition 
networks 

In wild and cultivated annnal plant species, flowering time is an 
important Iife-history trait !hat cnordinates Jife cycle witb enviromnental 
conditions [149]. Planls initially undergo a period ofvegetative development, 
characterized mainly by Ihe production of rossette leaves from tbe shoot 
meristern. Later in developrnent, Ihe meristero undergoes a change in fate and 
enters a reproductive stage producing flOWCTS and differentiating Ihe germ 
line. Plan! species exhibit variability in f10wering time, and thc timing of Ibis 
floral switch is controlled by multiple enviromnental and endogenous cues 
[150]. Four different flowering control palhways have been deseribed in 
Arabldopsis thaliana based on genetic data, bowcver it is important lo note 
that molecular data is c1early showing \hat \bese pathways crosstaIk and are 
integratedby a complex module offeedback intenIctions [151] (see Figure 3). 

The pholoperiod pathw.y perccives ligbt and responds lo it [154,155]. 
Mutant plants in Ihis pathway are late flowering under long day conditions 
[156]. The vemalization pathway comprebends genes involved in Ihe 
response lo long periods of cold exposure which accelerates flowering 
transition [119,157,158]. The gibberellin (OA) pathway, promotes flowering 
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by \he induction and action of Ibis plant bormone [159]. Finally, \he 
autonomous pathway responds 10 developmental signals independently of \he 
external signals and \he OA action, and mutant planls in Ibis palbway are late 
flowering under long- and short-day pbotoperiods, bU! can be rescued by 
vernalization [160,119,161]. 

Details on \he molecular componenls of all Ihese patbways have been 
eX!ensively reviewed (see for example: [162,163,164,127,165]; among 
olhers). In tbis Chapter we will focus on Ihe role ofMADS-box genes in such 
palbways and integrating module. There are two key MADS-box functional 
intcgrators of Ihese palhways tbat have been most IhOTOUghly characterized: 
FLOWERlNG LOCUS C (FLC I AGL25), which acts as a repressOT of 
flowering [119,120], and SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSJON OF 
CONSTANSl (SOCl / AGL20), !hat promotes Ihis developmental process 
[125,126,166]. 

F10WCT dcvcloprncnt 

F¡gu~ 3, Simplified scheme of tbe fOUT dilTcront f10wcring control pathways 
described fOI Arabtdopsis tholiana and the integratol module starting to be 
characterized and in which MADS-box genes are key components. MADS-box 
genes are framcd in red. Dottcd lines represent hypothctical interactions. Genetic 
tests stiU have to be done to dcmonstratc XALl 's precise POSitiOD in the nctwork 
(Modified from [152] and [153]; for spccific protcin intcractioDs sec a180 references 
from text). 
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FLC is a central repres!or offlowering 

Plants have differcnt ways lo repress tlowering until tbe appropriate 
seasonal and developmcntal eues ovcroome this rcprcS8ion. A central player 
in this process is FLC. which blocks flowering by inbibiting genes such as 
FLOWERlNG WCUS T (F1) and SOCI that are required to induce genes 
which tum the vcgetative meristem into a reproductive ene [119,167]. 
Regulation of the expression of FLC has become a key system in plant 
molecula:r genetics to uncover transcriptional. and epigenetic regulatory 
mcehanisITlll. 

Natural wintCT-annual Arabidopsis aecessions necd to pass through a 
long period of cold temperaturc or vcmalization in order to be able to 
flowcr during Ihe following spring-summer seasou. Genetic studies bave 
dcmolLStrated that a single dominant gene FRIGIDA (FRI) IS able to 
inerease the levels of FLC expression in these aecessions, and only 
vernalualion overcomes this effect by epigeneti.c repression of FLC [168]. 
Und.er vemalization, FLC expression is progressively reduced by the action 
ofVERNALIZATION INSENSITIVE 3 (VIN3), VERNALIZATIONI and 
2 (VRNI/2) and the Polycomb Repressive Complex 2 (VRN-PRC2) 
[169,54]. Aftcr thi!i, it remains stably low during subscqucnt growth in 
warm conditions by the action of a hctcrochromatin protcinl-like (LHPI) 
enabling tite plant to flower [119,120,165]. lI is vital Ibat Ims memory is 
lost in the next generation so that the vernalization requirement is re
established [168]. On the other band, summer-annual Arabidopsis 
accessions have a recessive fri allele ofien produced by a loss-of-funetion 
mutation in this gene and these plants do nol neoo vemalization to f10wer 
[170]. 

In the ab!lellce of FRI, me autonomous pathway ncgativcly TCgulatcS FLC 
expression. However, autonomous late-flowering mutants are overcome by 
vernalization, mearung that both patltways fum.1:ion in parallel [171]. Sevcn 
genes have been implicated in the autooomous patbway. Interestingly, three 
ofthem (FCA, FPA andFLOWERING LATE KH MOTIF or FLK) codify for 
RNA-binding proteins, and a fourth one, FY, codifics for a polyade:nylation 
factor which collaborates with FCA in RNA processing [172]. Two other 
mcmbcrs idcntificd in this pathway bave been implicated in histone 
dcacctyIation complcxcs, FVE and FWWERlNG LOCUS D (FLD) 
[173,174]. Finally, LUMINIDEPENDENS (LD) encodes a homeodomain 
protein with an unknown function [175]. It secms plausible f.o think that the 
autonomous pathway is conformed by functional redundant genes all 
targeting FLC [165,171]. 
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In arder to maintain .tlowering repression under the vegetalive slate, 
severa! activalors of FLC, other than FRI, me a!so part oí ehromatin
rcmodeling complexcs. For example, EARLY FLOWER1NG IN SHORT 
DAYS (EFS) and ARABlDOPSIS TRITHOIUXI (ATXl) me necessary for the 
H3K4 trimcthylation at FlC chromatin domains,. wmch activatcs this gene's 
expression. As expcctcd, mutations in EFS OT ATXI produce carly-flowcnng 
plants duc to low transcriptionallcvc\s of FLC [176,165,177]. 

SOC1¡ AGUO an integrator and activator of flowering transition 

The socJ mutant W88 independent1y isolated after a screening for 
supprcssors of the early phenotypc induced by CONSTANS (CO) 
overexpression [178,166], and from an a.ctivation screening in the FRI/FLC 
background [126], and using reverse geneties [125]. soc J mutants flower late 
in both long and short day conditions [125,126,127]. 

It has been demonstrated lbat FLC binds lo the CArG-box in tire 
promoler region of SOCI inhibíting its expression, and therefore repressing 
.tlowering [32,179]. VernaJization and the autonomous pathways allow the 
up-regulation of SOCI, after loweringthe levels of FLC [126,180]. However, 
rru11 mutations in FLC are not suffieicnt lo induce higb transcript lcvcls and 
other signals are required to up-regulate SOCJ during vcgctativc growth. 
pllrticularly in the shoot apical menstem [125,126,166,18]. These signals 
come from Ibe photopenod andIor the gibberellin pathways [125,181]. In the 
first one, CO induces SOCI expression, partially througb FT [166,18,182] as 
tbe input pathway. No GA regulatory elements have been found in the SOCl 
promoter [18] even though GA has been demonstrated to be crucial to 
promote flowering by rcgulating SOCl and /..EAFY (LFY), particularly in 
short day eonditions [183,151,181]. SOC1 induces the cxprcssion of LFY 
[184], another flowcring integrator thal lS also a key flower meristem identity 
gene that activates flower dcvelopment and tbe key floral organ identity 
MADS-box ABC genes that are reviewed below. 

AGL14 and SVP participate as aetivator and repre.l!IOrI of 
flowering, reapectively 

AGL24 sbares many cbaracteristies with SOCl as an important protein 
that promotes flowering [117,185]. Like socl, ag124 mutant is ¡ate flowcring 
in both long and short day conditions. Tbis gene is also rcgulated by GA, and 
tbe double mutant socl-2 agU4-1 is capable of tlowering only after the 
addition of this hormone [118]. lis overexpression leads to emly flowering, 
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indicating that AGL24 is anotber important flowering regulator. Contrary to 
SOCl, AGL24 is induced by vemalization and by the autonomous palhways, 
in a FLC independent way [117]. During tbe photoperiod pathway, CO a.lso 
induces AGL24 expression but not tbrougb FT, whereas SOCl is mainly 
regulated by the Ff protein, as mentioned before [18.5]. 

It was recently established that AGL14 and SOCl directly regulate each 
other at tbe transcriptional 1eve1 by binding each other's promoters (but not 
tbeir own), thus esta.blishing a positive-feedback regulation that probably 
forms part of a larger and more complex module which integrates all the 
signals known to promote flowering transition [118]. It is also important to 
note, tbat Liu and collca.gucs (2008) dcmonstmtcd that SOC1, but not 
AGL24, binds directly to the LFYpromoter [118]. 

SHORT VEGETATIVE PllASE (SVP / AGL22) is tbe siste! MADS-box 
gene and closest homolog of AGL14, however it acts as a repressor of 
flowering transmon in opposition to AGL24 and SOCl [124]. Conoordantly, 
tbe svp Ws:H>f-function mutant is early flowering, and SVP overexpression 
causes alatc flowcring phcnotypc.lrrt:crcstingly, both mutants are inscnsitivc 
to cold acclimation, a. pbenomenon diffcrcnt from vemalization in whicb 
plants become tolerant to fteezing temperatures by being previously exposed 
10 short periods of cold (16 oC). SVP mediates tbe temperature-dependent 
:functions of FCA and FVE within tbe ''1ben:no-sensory patbway" and 
negatively regulares FTby directly biruling this gene's promoter at its CAtG 
motifs [1861. Interestingly, !he flowering time regulators AGL24, SVP and 
SOCl bave shown to be down-regulated and kept awuy from the floral 
rncristcms by tbc flOTa! identity genes LFY and APl tbat are in tum key 
flowcr mcristcm. idcntity genes [1 S7 ,1 S81. 

Other MADS-box genes impUcated in Oowering transition 

Additional MADS-OOx genes havc beco rcccntly implicatcd in tbc 
tlowcring tmnsition n:gulatory nc1work. Among thc po8itive flowcring 
regulators, XAANTALl (XALl I AGL12) [1041 and AGL17 [1161 have becn 
implicated. in the photoperiod pathway downstream of CO action. Also, 
AGLl9 is nonnally represscd by the polycomb complex" but afier 
vernalization its repression maria are redueed allowing AGLl9 to be highly 
cxpres9cd, which in tum induces flowering transition by up-regulating LFY 
[128]. Thesc three genes are also strongly exprcssed in thc roots. On tbc other 
band, FLOWERING LOCUS M (FLM) I MADS AFFECTING 
FLOWERING (MAFl) is tbougbt to a.ct as a co-regulator with SVP 
inhibiting flowering transition [189]. Interestingly, temperature might 
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suppress tbe repressive effect of FLM on flowerin.g, or tempera.ture might act 
downstream ofFLM 10 bypass i18 repressive cffec1. This has beco dcscri.bed 
in a ncw pathway tbat involves thc thcrmal induction of flowcring wbcn 
plants are shiftcd from 23 to 27'C undcr short day conditions [190]. 

Other flowering repressors are AGL1S and AGL18 tbat act redundantly 
to down regulate F7' expression [113]. It is very likely that tbe number ami 
complcxity of MADS-hox interactiollS involvcd in fue rcgulation of 
flowering transition is mIl much larger and rapid progress in understanding 
their specific functions is expectcd in tbe coming years in this exciting and 
important fie1d for plant developmcnt. 

Tbe MADS story of fiower development 

Arabidop!is tha/iaJIa is a se1f-furtilizing plant tbat has II simple flower 
structure typical of thc Brassicaceac and witb a basic floral plan shared by 
highest eudicots. Tbe flower has two external sterile organs (whorls 1 and 2) 
surrounding tbe reproductive ones (whorls 3 and 4): a calyx. of four sepals 
(whorl 1) and a corolla of four petals (whorl 2) whose positions are altemate 
and interior to those ofthe sepals. The androecium (whorl 3) cOns1sts of four 
medial, long stamcns, and two later.ll short stam.ens with a superior sessile 
gynoecium (whorl 4) in the center of the flower that consists of two fused 
carpe1s [10.51; Figure 4. 

Based on moIphological evidence, flower development can be divicled into 
sevttal stages. Flower meristem¡¡, arise from the flanks of thc intlore¡;¡;enc.e 
meristem. in a pbyllotactic spirnl (stage 1), and soon become isolated from. the 
inflorescencc meristem by tissue that will later becomc tIte tlowcr pediccl 
(stage 2). Then, the sepals begin to arise from the outermost cells ofthc flower 
meristem (stage 3) and elongate (stage 4). The next stage is ch.aracterized by 
sepa} growth and emergence of primordia of petals and stamens (stage 5). 
Subsequendy, sepals cover the flower bud (stage 6) and at tbis stage stamens 
and carpels becomc d cady differentiated (stage 7). Stamen primonii.a e10ngate 
(stage 8) and carpels differentiate (stage 9) [1051; for a review see [194]). 

Studies at fue molecular leve1 suggest that therc is an overall 
conservation among key regulators of floral organ identity and arrange:ment 
[195,196,18]. The flowering genes reviewed in fue previous section induce 
fue meristcm identity genes and these, in turn, regu1atc the flora\ organ 
specification genes among wbich, MADS-box genes are also kcy players. 
Upon induction 10 flowering, the inf10rescence meristem identity genes (such 
as TFLl), that spccifY thc intlorcsccm:c shoot as indctcmrinatc and non
floral [197,1981 are rcpressed, while the floral meriste.m identity genes (AP 1, 
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flIare ... Arubidopru ,JwúilPto'. flower lWcture i. dctc:rmincd by thc- cornbmatori&! 
&CtioD of diffc:n:n.t MADS-box prutcW. Thc "quutet modeI" (191] propoIn tbIt tbI:I 
fmIIa'iptiaa factorJ complcr: binds DNA al tbe promot.er regi01ll of Iheir W'BeI genes. 
ACCOfdiag 10 thc modcl, two dimm oC ctdIlctrImcr I'CtCOgtti7.c two conK:rVed ONA 
.itct Icmd CArQ..boxes on tbI:I same .1DDd of DNA (witb l¡XIci1lt tepmtion 
bdwccn 1hem), whicb are brougbt mm cicle poximity by DNA baDdicg. Bindin¡ of 
thc fim dimcr is tbollltn lo facili1atc !be bi:ndiJJ¡ oC (be lOCOOd aoc. ProtcinI in thc 
tetRmer interact through 1btir diftm:nt motifJ: Thc MADS-domaia biDdIJ lO tho DNA, 
Ibe I &lid K domaiJu are ml'olwd in cIimC" farmation... Tho C-dom.ínJ 110 lUJIPOII'd m 
be Ihc trIDIaCtiVaDOIl litct.. bui aome oí !he MADS proIcinJ IICC!D lo w:k lbc&C 
activity (18]). lb cuct ltrtIctun:8 oí tbc MADS-box pro1ein tetrImen tb.a CODIroI 
Ibc Ubltily of ftowcr org.tDI ~ Jtin hypotbctical, thou¡h severalltUdiCII on MADS
box prtItcin inlcnttiOlll llave becn done (c .... [19'2,5D,37D. CArO boXCII repmc:nlcd 
by bltIC boXCI in bent DNA (blue lice), MADS-domain protei.uJ are repraancd u 
circlcs. A-flmction protcin: API, APBTALA1 ; g..functioa proteinJ: m, 
APETALA3; PI, PISTILLATA; c.function protcin: AG, AGAMOUS, E-func1ion 
~ SEP, SBPALLATA. (Figure &daptcrl from [193]; AlabidopliJ pX:tun: by Bll 
Nvar=-Buylla). 

01, CAL, l.FY), [129,199,18] are turncd o. [198]. Mutation. in Iho non! 
mc:riJtcm idcntity gene¡ cause primordia lbat wou1d dc:veJop into flowm 10 
acquire in11oresa:w:c mcnstcm idcntity thus becoming índctcnninate. lodeed, 
TFLl ia: • rqm:uor of thc upreuion of ai least two of tbc floral mcristcm 
idcntily genea. LFY and AP l . The flower meristem idc:ntity genes activalc 
dowutream fJonI homcoa, ABC genes (01, AP2, 03, PI...t AG), whi,h 
are ttanscription twon """""'Y for fl""¡ orgao ¡dentity [46,200,77,201]. 
AlI ofthese. cxccpt AP2, are Typc D MADS-box genes. 
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ID the clauical ABC modcl, thrce diff'm:DJ typeIi of bomcotic genes of 
averiappin,g .aivitica havc boc:n propoecd lO control tbe dcvclopm.cnt ofwild 
typc flowm U follow: lq)lI (A). pct:a1 (A I B). ItzmcD (B+C) snd cupel 
¡dcntity (C) [46]. Tht A ...t e _ genes D<galivcly J<gUl.., ""h otha 
and lhc B function j¡ resaicted to tbc 5CCODd and third wbor15 indcpc:Ddc:ntty 
of A and e functioos [82,202]. Originally, the function of tbcse genes was 
infc:rrcd by tbe characterization of tbclr bomcobc IIl1lWlU, whic.h bavc l1tcred 
~ organ positiO'!ll: A cu mutanu bavc flowen consirting of cupe!. 
stamen-stamcn-Gupcl; B clus mutant flowcn bcar scpalHCp8ls-carpel
cupel MOd thc e clw mutant 80wm bave sepala-petals-petalt--sepa1s [46). 
FinaUy, mutations in alJ threc fimetiOM!cad to thc transformation of all floral 
organJ into Ieaf·lilr.e organa, suggcsting tbat Oowm are transformed leave! 
(reviowod in [203D. 

Arabidopsis A fimction genes are: APl and APETA.U2 (AP1). APl ia a 
MADS-~ gau: cxprcucd in tbe rwo outcr whcrrls of tbt: floral mcriatcm 
[97]. Sttaog apl alI,1eo (apl-I) o!too bck "" ~ wbmI whil. ""'"' 
ellcles of tbia gene do DOt have • full hom.cotic convenion oí noral organJ 
{132J. This gene is tnn:lC:riptionaUy ~ by tbc B claas ¡enes APJ/Pl 
[33] ...t by LfY [201]. On the """" hand. AP2 =- . putali" 
1rIlliC:Jiption fact.ot tbat is • mcmbcr of. plant spct:ific gene family of genes 
(AP2II!REIlP family) with divcn<: f\mcti ... [204,205]. _ in "" 02 
_ nrcly dcvcJop pctaIo wI, """tiooaIJy. 1h<u __ "'" .... r"""" inlD 
cupclloid ltn1cIUJ'1:a duc 10 ectapie A G Clpl'CISioa wb.ich il neptivcly 
zeguIatM by AP2 ¡ ... !f[202]. 

Thc 8 clu. ¡CDCI are alto MADS-box (AP3 and PI). Thcsc two genes 
are cxpresscd in the !ICtOD.d and third whorts and mutant OOWC1l fO! any oC 
these two ¡CDCS are idcntical lack:i:ng pctala aDd atamens as prcdictcd by the 
ABe model [18J. lt hu &Iso beco. shown tbat the proteina: c:ooodcd by these 
two genes forro hctcrodimers te exert their function and both are required ro 
activatc cach otber and pcrfonn thc B fuoction during pctal and stamcn 
determination [72,13',206). Furtbcrmorc, thesc proteins movc lo thc tlucleus 
to f'unctiOtl as transc:riptiooal regulaton only after tbcy fonn a betetodimcr 
[42]. 

Anothcr MADS-box gcoe ¡, thc t1llly C~typc gene diacovcrcd up ro now: 
AG. It bu bc:cn e.hown tbat thcrc wu lItI. lDCC5traI. AG-Iikc MADS-box gcuc 
thaI: duplica1ed befare thc angiospcnn radiatioo. p:rodoci.ng two paralogoua 
lineages (134J: e md D. Even thaugb. tbcse two fimct:ioos ce oot mutually 
exclusive, tbc D clllM functioo. i. pr;marily involvcd in avule idcmily [207]. 
M\ltJInt ag llowm lack. ltamcns mi cupc:}¡I, and also bear indctcrmi.nate 
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flowers wiili re:iterating sepals and petals, suggesting that A G is important for 
floral merislcm determinancy, besides stamen and carpel identity [208]. 

Interestingly, rul MADS-box genes, have expression pattcrns that 
corrclatc with tite site whcrc these are neeessary. In eontrast, AP2 rnRNA is 
expressed in all four whorls tbroughout flower development but mutations in 
APl onl.y affect identityofwhorls 1 and 2. Recent data has shown tbatAP2 is 
repressed at the translational level by microRNA, which is active only in 
whorls 3 and 4 [199], tbus explaining that its role is de1imited 10 the two first 
flower organs. 

MADS-box genes are also crucial during ovule development. In 
.A.rabidopsis, ovules develop inside two fused carpels and the MADS-box 
genes AG, SHA'ITERPROOF112 (SliP1 and SHP1), and SEEDST1CK (STK) 
promote the identity of this organ [137,209]. It has been shown that the 
double mutant shpl and shp2 does not affect ovule development huí, as the 
name of the genes suggest, affect tbe debiscence zone inhihiting the carpels 
shattering [102]. However, the triple mutant shp1 sllp2 stk shows clear 
rutcrations in ovule dcvclopmcnt with thcsc convcrtcd into carpd-likc 
structures [137]. 

Stamen development is ruso under th.e control of the overlapping 
activities of B and e MADS-box genes. Little is Imown. however, about 
additional molecular oomponenls that participate in this dcvelopmental 
process. Recent transcriptomic anaIyses are starting to uncover additional 
components of this developmental process [210,211,114]. Verelst and 
coUaboraiors (2007) compared the poUen grain transcriptome of an 
agI65/ag1661agll04 triple mutant (which is altered in pollen tube 
competitiveness, hut shows nonnal pollen grain mmphology) against the 
transcriptomc of wild typc plants, and found that thcse MADS-box genes are 
important regulators of pollen maturation. Thcy also comparcd thcir rcsults 
against those reported by Honys and TweU (2003) on different stages ofwild 
type pollen development and found that the absence of these MADS-box 
proteiru; and the complexes they usually form, alters gene expression during 
~cvcral sta:gcs of pollen maturation. Vcrclst and oollaborators (2007) ruso 
anaJyzod the role of sorne doublc mutants in polIen tnmscription profilcs, and 
infe:rred sorne interactions of oomplex regulatory network controlling pollen 
development. Importantly, th.ey found that AGL65/66, AGL651104, 
AGL30166, AGL94/66 and AGUO/1M protein complexes repress immature 
pollen-speci:fic transcription factor genes and activate mature pollen-specrnc 
tranmption factors snch as the MADS-box genes, AGLl8 and AGL29. The 
latter MADS box genes, in tum, are transcriptional repressors that are highly 
expressed during immature tri~l1ular pollen grain stages. In addition, these 
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complexes abo repress AGL30 and AGL65 iD a negative feedbock loop, 
whereas AGL18 acts to fine tune thc expression level of.A.GL29. This study 
suggest that different combinations of MADS proteins have distinct roles 
during pollcn grain dcvclopmcnt, tbat sccms to be a mcc systcm to uncovcr 
the complexity of MADS-protein complexes and tbeir role during cell 
diffcn:ntiation proccsscs. Indccd, it has bccn postulatcd that MADS protcins 
exert their regulatory function as multimeric oomplexes. 

Higber-order MADS-domain protein complexes 

Using Antirrhinum mqjus, in wmch the ABC model was also discovered 
[46], a temary complex between A and B function proteins that binds DNA 
more cfficicntly in eomparison to single proteins, was dcscribed. A complex 
of SQUAMOSA (SQUA, the API ortholog) and DEFICIENS/GLOBOSA 
(DEF/GLO; thc AP3IPI orthologs) bound DNA more efficiently compared 
with DEF/GLO OT SQUA alone [50]. Thus suggesting that transcnptional 
complexes that combine A and B function proteins are more stable than those 
fonned with any ofthese functions alone. 

Using a yeast three-hybrid experiment, it was shown th.at SEP3 (another 
MADS-box gene) and APl are able to interact with the heterodimer AP3/PI 
but not with AP3 or PI alOlle [37]. Moreover. they described that this 
interaction was essential for the function oC the MADS protcins because the 
heterodimer AP3/PI lacks the activation domain necessary Cor a transcription 
factor to function and tIlat both SEP3 and AP1, possess it [37]. These fmdings 
suggest that the inclusion of SEP3 or AP1 together with AP31P1 oould result 
in lID active tctramcric transcriptional complex. Concomitantly, OUT 

laboratory in collaboration with M. Yanofsky [40] dcmonstratcd tbat thc 
ABC proteins on tbeir own or combined (A, AB, Be or C) werc not 
sufficient to determine floral organs whcn exprcssed in leaves under the 
action of tbe 35S constitutive promoter. However, floral organs could indced 
be recovered combining ABe and SEP genes were expre~sed in leaves 
[40,37], 

Anothcr example iD which the SEP proteins are necessary for the 
formation of a ternary (or quaternary) complex is during ovule development. 
AG, SHP1, SHP2 and STK form temary complexes among tbem only when 
SEP proteins are present [209].1nterestingly, tbe SEP genes, SEPl, SEP2 and 
SEP3, received their names becaU!IC thc floral organs that dcvc10p in any of 
the four whorls in triple sep mutant plants resemble sepals, and the flowenl 
bccomc indctcrminate [76]. 'T1riB sep1 sep2 sep3 triple mutant phenotype is 
marked1y similar to lbat oC double mutants tbat lack both B and e c1ass 
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activity, such as pi ag and ap3 ag [212,76]. Single or double mutants for 
thesc genes yielded flowers undistinguishable from wild type, thus 
suggesting that !he three SEP genes are functionally redundant and are 
important fOl' the detennination of tbree of tbe fOUT floral organs: petals, 
stamens and carpels [37,40.203J. Sinee the triple sepl sep2 sep3 mutant does 
not sbow aherations in sepa! idcntity, un additional MADS-box gene eould be 
also involved during specification and dcvclopmcnt of tbese floral organs.. 
Indeed, another SEP-like MADS-box gene (SEP4 previously AGL3) was 
characterized [136]. The quadruple sepl sep2 sep3 sep4 mutant plants 
produce flowtn! that have leaf-like orgaru¡ in a1l whorls, thus validating the 
contributions of SEP genes to flower organ identity in all flornl organs. 
Coincid.cntly, SEP genes are cxprcsscd in the wholc floral mcristcm during 
f10wcr d.cvclopmcnt, tbcy rcgulate B and C genes at tbc transcriptional lcvcl 
and encodc proteins tbat internet with all tbe ABC proteins [213J. 

Based on the SEP results, it was proposed that MADS proteins form 
tetramerie complexes during floral OIgan determination ([18,191,193,195]; 
Figun: 4). The model s:uggests that within each transcriptional compleXo there 
would be two MADS dimen, each one of tbem would bind a single CArG 
binding site eausing!he promoter DNA region to bend and enable tbe MADS 
dimcrs to act eoopcrativcly. Por example, binding of one dimer of 1hc 
tetramer 10 DNA could merease affinity for local binding oflbe second dimer 
m the tetramer. Besidos, one of the dimers eould funetion as an activation 
domam of the tetramer allowing an efficicnt transcriptional activation [37]. 
In a recent study of the complete MADS-domain protein family provided 
two-yeast hybrid data 10 document the complete MADS protein-protein 
interactome for Arahidopsis [192]. Several dimers and potential te1ramer:l can 
be fonncd from this databasc and it will be intcrcsting to test which of thcm 
are functional and what is their role duringArahidopsis dcvelopment. 

There are few examples of MADS protcins tbat internet or form 
complexes witb members outside this family. To OUT knowledge only four 
examples of complexes tbat involve MADS-box proteins and unrelated 
polypeptides have boon reported in tbe litcrature. Our laboratory was thc first 
group to report non-MADS prote:ins as interactors of a MADS-domain 
protein (AG): a pbosphatase (YSPl) and a Leucine rich protein ealled 
FLORl [214]; see aIso [21SJ. A second report documcnted an interaction of 
histone fold protem NF-YB with OsMADS18 from rice [216]. A more recent 
report showed that AP1 and SEP3 could fonn a complex witb tbe 
transcription co-repressors LEUNIG (LUG) and SEUSS (SEU) [217]. 
Final1y, AGL15 was shown to interaet with a protein that forms part ofilie 
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SWI-independent 3-histooe dcacetylase (SIN3IHDAC19) comp1ex (SAP18) 
and with HDAC19 itself [218]. 

An integrative model 01 the gene regaIatory neiwork 
underlying floral organ determination 

Analytical molecular approaches have beco, and will continuc lo be, 
successfu1 in producing a wealth of data on speeifie genes, their m08t 
immediate interactors and sorne eell functioos. However. understanding fue 
conccrtcd action of many intcracting molecular eomponcnts, the rcsuJting 
behavior of eomplex and integrated biological systems, as well as Ibe 
ClOD9Il(JIleDCeS of iIItervming in them, presents serious chaIlenges lo eontemporary 
biologists. Wc are meeting thcsc challcnges by eombining experimental 
molecular approaches with dynamic mathematieal/com:putational models 
[219,S8,S9,60,220,61]. 

We hove put forward a dynamic gene regu1atory network model which 
steady states or attractors correspond to tbe multi -gene expression 
configurations eharacteristic of each of tbc four typcs of primordial cclls 
during early tlower development, those of: sepals, petals, stamens and eatpel 
primordia [S8]. Interestingly, simulations of loss of funetion mutations of tbe 
nodes corresponding 10 !he ABC genes rocovered observed results. For 
example, wben the activation state of APi is set 10 "O" at all interactions, in 
ordcr lo simulate a bomcotie mutant, the stead}' states eonfiguration tbat 
corresponds to the combinations of gene activation typical of primordial 
sepa1 and petal cells is not recovered a:ny more. lnstead, all the initial states nf 
the network that used to lead to tha! stc:ady-state eonfiguratiOll now go to the 
configuration cbaracteristic of stamen and carpel primordial cells.. Thus. the 
modcl rceovers thc profile eharacteristic of the observed homeotie flower 
lacking sepa1s and petals. The same was true for aU mutations that hove been 
eharacterized experimentally in Arabidopsis, thus verifying tbe proposed 
modcl [58]. 

Finally, such type of dynamie computational models are a1so useful to 
evaluate how robust are fue gene activation eombinations tbat characterize 
cach studicd primordial ccll-type. Tndeed, tbe basie floral plan eonsisting of 
whorled sepals, petals, stamens and carpels, which sequcntiaUy appear from 
thc outcrmost lo the inncr of thc flowcr during dcvelopmcnt, is quite 
eonscrved amoog angiospenns (speeially among higher endieot speeies). This 
pattem suggests that the mechlUlisms underlying !he determination of such 
primordial cell typcs sbould be robust Concordantly, OUT simulations of the 
proposed model eonfirmed that fue network's steady states are robust to 
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initial states (a11 ofthe more than 130,000 initial conditions converge 10 the 
gene expression configurations observed in primordial cells during early 
flower developmen1:), but also to small alteratiODS in fue rules of interaction 
among genes that could correspond 10 genetic alterations [58,59,60]. 

Perspectives on the role of MADS-box genes in plant 
development 

As reviewed hen; plant MIK.C genes have been mostly characterized as 
regulators of tbe transition 10 flowcring [991 and flower, fruit OI seed 
development [82,130,129,221,137]. They are fairly speeifie meristem
[97,103J, cell- [102] or organ-identity [20,76J genes. The first studies 
suggested that the functiOD of thcse genes was specific 10 certain cell types, 
tissues OT stages of development at which these genes were expressed at the 
transcriptionallevel. 

However, genome-wide studies are suggesting tha.t most MADS-box 
genes are expressed al several &tages ofilie plant's Jife cycle and in a variety 
of organs, tissucs and cell types ([14]; fur a rcview sce [93]), suggesting that 
thcsc genes may havc dcvc10pmcntal roles tbat affcct multiple s1agcs of 
development and plant organs. Such recent studies are chaIlenging previous 
phylogcnctic anaIyses, that had suggested that"fue genes c1ustered within each 
clade shared structure, expression pattem and gene function (e.g., [1IJ). For 
example. three groups of genes belonging 10 the clarles of AG, SOCI and 
ANRl scerned lo be specific to mols [8,108], but we now know that they are 
expressed in several other organs and may have divCi1!C developmental role¡¡ 
or the same function at diffcrcnt tissues and d.cvclopmental stagcs [104]. 
IntereJltingly, a transcriptional regulation map for .Arabidopsis development 
has revealed that at least one of thc ABC MADS-box genes (Pl), that was 
supposcd 10 be spceifie 10 flowcrs, could be cxprcsscd in the roots as wcll 
[192)22]. 

Indeed, in Arabidopsis, XAANTALl (XALI; AGLJ1), the slster gene of 
the group wbere the first cloned plant MADS-box. gene was fuund (AG), is a 
pivotal gene fur both root and flowcr dcvclopmcnt [104]. Thls was 
unexpected because all tbe genes in this clarle are reported 10 be specifically 
expressed and funetional only in reproductive tissues [137]. 

Given !he high sequence conservation of MADS domains among plant 
and animal proteins within each linea.ge (I and ll). we bave hypothesized that 
sorne of their functions exerted in various plant organs and at different life
stages, may have been also conserved Such conserved functions may be, for 
cxamplc. rclatcd 10 thc animal MEF-rclatcd MADS protcins roles, which 
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have been implicated in the regulation of cellular homeostasis and linked 10 
cell-cycle control [223J.1ndced, XALl seems to be an important modulator of 
cell proliferation versus differenliatioD decisioDS. 

Th.e analyses of MADS-box gene function in the root, that iJ¡ a 
traruparent organ with a relatively simple ccllular structurc, may enablc 
quantitative anaIyses of ceU dynamics of mutants of fuese genes [224,225]. 
Indccd, the root has bccomc a vcry uscful systcm for unravcling gcncmI 
fcatures of multicellular developmental mecbanisms [226,227,228], and 
specmealiy for undentanding the links between cellular dynamics and. cell 
typc specification during normal II101phogcnesis of a complex organ in vivo 
[229,228,230]. Sorne components of the molecular mcchanisms involved in 
&tcm-cell niche patteming and behavior [231,132], as well as in fue patterrul 
of cell proliferatiOD along motphogenctic gradients, that in fue root are 
importantly detennined by auxins, have been characterized as well 
[233,234,235]. It wil1 be vcry in1.crc8ting 10 unravcl the role of other MADS
box genes in such networks. 

Our data strongly su.ggest that XALl is an important rcgulator of ccll 
proliferation in fue mol XALl mutant alleles have short roots wiili an altcrcd 
cell production rote, meristcm size and ccll-cycle duration. Thus XALl is the 
finlt MADS-box gene that i.s shown 10 be involved in ceU-eyclc rcgulation 
[104J. Auxins have becn implicated in cel1-cycle regulation [236,137J and 
OUT data interestingly also show that XALl is induced by auxins. On fue other 
hand, as it was rcvicwcd aboye. xall allcles are aIso late flowcring and our 
data suggest that XALI could be an important promotcr of the flowering 
tnmsition througb up-rcgulation of SOC, FT ami LFY [104]. 

FinatIy, severa! studies indicate that MADS-box genes are aMe 10 
integrate environmental and internal signals ami, consequently, are very 
likely important components of the mechanisms underlying the plastie 
developmental responses of plants 10 environmental COnditiODS 
[119,181,162,187]. For example, rocent results appear 10 indi.cate that 
MADS-box genes are the targets ofboth GA signaling [187] and biosynthesis 
[148]. It retrurins 10 be determined whether fue regulation of hormone 
homcostasis is also one of thc many MADS-box genc functiOIlli. If such wcrc 
the case, at least sorne aspects of fue MADS-oox phenotypes would be 
mcdiated by hormone activity and thus :mimi.c phenotypes of lines with 
altcrcd honnone octivitiCli. Additional rcccnt data has dcmonstratcd that AG. 
PI, AP3 andAGLl5 [148,187J are direet targets ofGA signaling (.AG. PI ami 
&3) and biosynthesis (ALGl5). ÜUT recent studics suggest that XALI may 
be an important component of the regulatory networks that rcspond to light in 
fue flowering transition control and iJ¡ a pivotal e1ement ofthe developmental 

]35 



MADS g .... 1UId plan! devdopmon! 211 

pathways lbal underlie root development, where it seems lo mediate hormone 
activities as well [104). 

Another root MADS-box gene, ANRl, has been identified as a gene 
implicated in nitrate signaling pathway and lo be responsible for lateral root 
growth upon nilrogen deficiency [107). Indeed, nutritional deficiency also 
triggers flowering [238), and mighl be sensed al the root [239). Several 
important regulators of fue transition lo flowering are MADS-box genes 
[127). Interestingly mos! of fuem are expressed in room bul fueir role in this 
tissue and how this relates lo fueir role in root development and fue flowering 
pafuways is unknown. Therefore, one of fue most fascinating challenges in 
MADS studies will be lo continue elucidating fueir complcx integrative roles 
during coordinated plastic developmental responses occurring at distant parts 
of!he planl 
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and 21 . 
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La genética de la flor y la sexualidad de 
las plantas 

Adriana Garay-Arroyo, Berenice Garcfa
Ponce, Rigoberto V. Pérez-Ruiz., Almo Piñe

yro-Nefson y Morfa De La Paz Sónchez 

La sexualidad y la evolución de la mayor 
parte de las plantas que nos rodean y 
alimentan (las angiospermas) gira alre
dedor de sus flores; sin embargo, aún 
quedan muchas interrogantes sobre las 
bases genéticas que favorecen que las 
nores sean al mismo tiempo tan con
servadas en su estructura básica y tan 
variables en sus detalles. Nuestra cu
riosidad por entender a las flores no es 
nada nuevo; desde tiempos remotos el 
ser humano se ha preguntado sobre su 
orIgen, su modo de desarrollo y las fuer
zas naturales que dieron paso a la gran 
diversidad vegetal existente. Al inicio, el 
interés del humano se concentraba en 
conocer las plantas en función de su va
lor de uso, pero luego le fueron surgien
do preguntas en torno a su desarrollo 
y relaciones de parentesco. Dichas pre
guntas datan desde la época de los grie
gos y diferentes culturas fueron creando 
sus propios sistemas de organización y 
descripción de la flora con la que con
vivran. Este fenómeno se exacerbó en 
Europa desde el Renacimiento, cuando 
se comenzó a tener registro de la flora y 
fauna exótica procedente de otros conti
nentes. SIn embargo, la flor como estruc
tura no adquirió la importancia botánica 
que tiene ahora sino hasta que Carl ven 
linné estableció, en 1753, un sistema de 
clasificación taxonómica (Species Plan
tarum) con base fundamentalmente en 
la estructura de la flor. A partir de ese 
momento, el entender cómo se genera-

ba esta estructura y sus variantes en di
ferentes linajes de angiospermas ocupó 
el tiempo y mente de los morf610gos de 
los siguientes dos siglos, entre ellos, de 
Johann Wolfgang ven Goethe. 

De todas las plantas, s610 las esperma
totltas, que agrupan a las glmnospermas 
y a las angiospermas, tienen estructu-
ras reproductivas con semillas en sen-
tido estricto y de éstas, sólo las angios
permas tienen flores. Las flores tienen 
un conjunto de caracterlsticas que las 
hacen únicas, como son: 1) la presen-
cia de un carpelo, conocido también 
como gineceo o pistilo, que constituye 
el órgano femenino de las flores y den-
tro del cual se desarrollan primero los 
óvulos y después de la ferti lización, los 
embriones (Fig. 1). Este carpelo tiene 
como caracterrstica fundamental el estar 
conformado por dos Integumentos que 
protegen a los 6vulos. Otras caracterl~ 
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