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Resumen

La organizacion del nicho de células troncales de la raiz (NCTR) de Arabidopsis depende
de procesos que actuan a distintas escalas espaciales y temporales, que en conjunto regulan
la diferenciacion y la proliferacion celular. Se han realizado modelos dindmicos para
estudiar algunos de estos procesos y su papel individual en la regulaciéon del NCTR. Sin
embargo, a la fecha no se sabe como es que los distintos procesos se integran para dar lugar
a los patrones de comportamiento celular que se observan en la raiz de Arabidopsis. Para
estudiar en conjunto a estos procesos se requiere de una plataforma de simulacion espacio-
temporal donde sea posible proponer modelos multiescala del desarrollo del NCTR. En este
trabajo se presenta una extension de los Modelos Celulares de Potts para modelar
dindmicas de expansion y proliferacion celular de células de plantas. La extension permite
la interpretacion de la presion celular y la deformacion de la pared celular, las cuales son
fuerzas que se han descrito como importantes fuentes de informacion posicional. Utilizando
esta plataforma, se simul¢ el transporte activo de auxinas en el 4pice de la raiz silvestre y en
distintas condiciones. Ademas se propus6 un modelo multiescala del transporte de auxinas
y la via de sefalizacion de auxinas controlando la expresion de WOXS5, un factor de
transcripcion clave del NCTR. El anélisis de los modelos del transporte y la sehalizacion de
auxinas mostraron la importancia de ambos procesos en el establecimiento del NCTR. Por
lo tanto, utilizando una plataforma de simulacion espacio-temporal fue posible estudiar
dindmicamente el establecimiento del NCTR de Arabidopsis.



Abstract

The organization of the root stem cell niche (SCN) of Arabidopsis relies on processes
acting at different spatial and temporal scales, that altogether regulate cell differentiation
and proliferation in the root. Models have been made to study each of these processes and
their individual role in the regulation of the root SCN. Nevertheless, to date it is not known
how these different processes are integrated to give rise to the cell behaviors observed in
Arabidopsis root. To study altogether these processes, it is needed a spatio-temporal
simulation framework where it can be possible to propose multiscale models of the
development of the root SCN. In this thesis we presented an extension of the Cellular Potts
model to model dynamics of cell expansion and proliferation in plant cells. The extension
allows the interpretation of the cellular pressure and the deformation of the cell wall, which
have been described as important sources of positional information. Using this framework,
we simulated the active transport of auxin in the apex of the root in a wild type root and
other conditions. Moreover, it was proposed a multiscale model of auxin transport and
signaling pathway controlling the expression of WOX3, a key transcription factor in the root
SCN. The analysis of the models of the auxin transport and signaling pathway showed the
importance of both processes in the establishment of the root SCN. Therefore, using a
spatio-temporal simulation framework it was possible to study dynamically the
establishment of the root SCN of Arabidopsis.



Capitulo 1

Introduccidon

Los organismos multicelulares como las plantas y los animales son complejos estructural y
funcionalmente, ya que estan conformados por muchos tipos celulares que estan
organizados en tejidos y 6rganos. La morfogénesis contempla a un conjunto de procesos
que durante el desarrollo embrionario regula la organizacion espacio-temporal de los
distintos tipos de células que se originan a partir de las células troncales. La produccion de
células a partir de las células troncales también es importante durante la etapa adulta de los
organismos para la regeneracion de tejidos y o6rganos, sobre todo en las plantas. La biologia
del desarrollo estudia los procesos de diferenciacion y morfogénesis a través de los cuales
los organismos adquieren su organizacion. En estos procesos participan complejas redes de
regulacion entre componentes genético-moleculares y no genéticos a distintos niveles de
organizacion espaciales y temporales [1, 2, 3]. Entre los componentes genético-moleculares
estan los genes mismos, los factores de transcripcion, las hormonas, las vias de
sefnalizacion, entre otros. Y los componentes no genéticos contemplan por ejemplo a los
campos fisicos (mecanicos, electromagnéticos, etc.) y las condiciones ambientales.

Los componentes genético-moleculares forman redes de regulacion que actuan
generalmente a nivel del ntcleo celular para controlar la expresion genética. Actualmente
existe mucha informacion sobre los componentes que regulan a nivel transcripcional la
diferenciacion celular y la morfogénesis. Sin embargo, también hay reguladores como las
hormonas y los péptidos senalizadores, entre otros, que pueden ser sintetizados en una
célula y ejercer su actividad de regulacion en otras células [4, 5, 6]. Esta movilidad celular
de componentes moleculares, establece circuitos de comunicacion celular que son
fundamentales para la coordinacion celular y la organizacion de un tejido durante la
morfogénesis.

Por otro lado, las condiciones ambientales son un componente no genético que influye en el
desarrollo, como ha sido demostrado en varios estudios de epigenética molecular [7, 8].
Particulamente, las plantas forman nuevas estructuras vegetales post-germinacion como
ramas, hojas, flores o rdices laterales, de manera plastica en respuesta a las condiciones
ambientales [9]. También se ha demostrado la importancia de factores mecanicos en las
decisiones celulares [10, 11, 12, 13, 14, 15]. Por ejemplo, la tensién en la membrana celular
es percibida por el citoesqueleto o por mecanorreceptores, y activa respuestas celulares
como apoptosis, proliferacion o division celular [10, 16]. Frecuentemente se separa el
estudio de los componentes genético-moleculares de los no genéticos, pero es la accion
concertada y retroalimentada de ambos tipos de procesos la que da lugar a la organizacion
macroscopica que caracteriza a los organos complejos que caracterizan a los organismos
multicelulares.

La multicelularidad depende en gran medida de la actividad de las células troncales o
8



madre (CT), que son células que mantienen la capacidad de autorreplicarse a la vez que dan
lugar a células de distintos tipos durante la etapa adulta. Estas células mantienen su
capacidad totipotencial en regiones definidas o microambientes, llamados los nichos de
células troncales (NCT) [17, 18, 19, 20]. Los NCT constan de las células del organizador y
las CT [21, 22]. El organizador es importante para regular la actividad de las CT y
mantenerlas en un estado indiferenciado. La tasa de division de las CT es baja, y cuando
dividen, una célula aumenta su tasa de division celular en la zona de amplificacion celular.
Tras un nimero de rondas de division celular, las células dejan de dividirse y se
diferencian. Esta organizacion celular de células troncales, células en proliferacion y
células en diferenciacion, se observa tanto en los NCT de los animales (e.g. asas del
intestino, lineas germinales, epitelial y folicular, entre otros [18]) como en los NCT de las
plantas (e.g. en los meristemos apicales del vastago dereo y de la raiz; [23, 19]), lo cual
sugiere que es un patron de organizacion genérico en todos los organismos multicelulares.
A partir de la actividad de los NCT en la etapa adulta, se producen las células que
regenerardn a los tejidos. En el caso de las plantas, es a partir de estos NCT que se forman
las estructuras y 6rganos durante todo su ciclo de vida [19].

El estudio experimental de los NCT en sistemas animales es complicado dadas las
complejas estructuras anatdmicas en las que se encuentran. Siendo que son NCT de dificil
acceso, resulta muy dificil estudiar la dindmica celular del 6rgano in vivo. En las plantas,
los NCT se encuentran expuestos en los meristemos que estan activos durante todo el ciclo
de vida. EI NCT de la ra1iz (NCTR) de Arabidopsis thaliana (Arabidopsis en adelante) es un
organo transparente, con una organizacion celular relativamente simple, con pocos tipos
celulares que estan claramente definidos, y un nimero pequefio de células troncales que dan
lugar a cada uno de los tejidos de la rdiz [24]. Dadas estas caracteristicas, el NCTR de
Arabidopsis permite hacer analisis cuantitativos a nivel celular e in vivo, para explorar el
papel relativo de alteraciones genéticas y no genéticas en la homeostasis tisular. Por la
relativa simplicidad celular y facilidad de estudio, la rd1z de Arabidopsis se ha convertido
en un sistema modelo para el estudio de procesos del desarrollo.

El NCTR de Arabidopsis consta de las células del organizador del nicho (Centro
quiescente, CQ) y las llamadas células iniciales (que son las células troncales funcionales)
[24]. En el NCTR se regula la renovacion, mantenimiento y tamafio de la reserva de células
iniciales de la rdiz [25]. La rdiz primaria de Arabidopsis esta organizada longitudinalmente
en cinco regiones adyacentes llamadas respectivamente, de mas distal a proximal, (i) el
NCTR, (ii) el dominio de proliferacion del meristemo, (iii) el dominio de transicion del
meristemo,(iv) la zona de elongacion y (v) la zona de diferenciacion o maduracion [26]. Los
limites entre estas zonas de comportamiento celular a lo largo de la raiz, se establecen por
medio de la regulacion del balance entre la proliferacion y la diferenciacion celular [27].
Dicho balance es el resultado de redes de regulacion complejas entre fitohormonas, vias de
sefializacion, factores de transcripcion y campos fisicos [28, 29, 30, 31].

Los modelos computacionales han sido ampliamente utilizados para estudiar la dinamica de
regulacion que subyace tras los procesos del desarrollo, ya que en estos procesos participan
muchos componentes. Los modelos permiten la integracion de distintas fuentes de
informacion y el estudio dindmico de como los distintos componentes se regulan entre si.
Estos componentes pueden interactuar de forma no lineal, lo cual quiere decir que se9



regulan formando asas de retroalimentacion. Dado este comportamiento no lineal, el estado
del sistema muchas veces no puede ser predicho con facilidad sin la ayuda de un modelo
computacional. Con un modelo se puede estudiar, por ejemplo, como es que un conjunto de
genes se regulan entre si formando redes de regulacion que determinan distintos tipos
celulares, como es que el transporte celular de una molécula forma gradientes de
concentracion en un campo celular, o cémo la dindmica de proliferacion celular forma un
campo de tensiones que puede ser informacion posicional. Estos modelos se han realizado
para el estudio del NCTR de Arabidopsis y se describen brevemente a continuacion.

El formalismo de las redes booleanas se ha utilizado para estudiar la logica compleja y la
dindmica de la regulacion genética [32]. Una red es un conjunto de elementos y sus
interacciones y en el caso de las redes booleanas, los componentes de la red pueden tener
dos valores: 0 si estd inactivo y 1 si esta activo. Para definir el estado de cada nodo (0 6 1),
se escriben las reglas ldgicas con base en la evidencia experimental, las cuales contemplan
a los reguladores de cada nodo y sirven para describir cualitativamente las interacciones
entre los componentes de la red. Azpeitia y colaboradores utilizaron este formalismo para
describir la dindmica de regulaciéon genética que subyace tras la determinacion de los
perfiles de expresion genética de los tipos celulares del NCTR [29, 30]. Su modelo obtuvé
como estados estables, configuraciones de estado de los nodos que corresponden a las que
caracterizan a cada uno de los tipos celulares del NCTR. En el modelo hay reguladores que
se mueven entre células o cuya actividad afecta a células vecinas. Estos componentes
moviles, forman circuitos de regulacion tipo activador-inhibidor [33], que en un modelo de
redes acopladas es suficiente para dar lugar a la emergencia de la disposicion espacial del
NCTR [29]. El modelo booleano de la regulacion genética en el NCTR [29, 30], permitio
identificar a los elementos e interacciones que son necesarios y suficientes para entender
como se establecen los distintos tipos celulares y el patron celular en el NCTR. Sin
embargo, en la rd1z de Arabidopsis esta red de regulacion genética no actud de manera
autonoma, sino que regula el desarrollo y la organizacion de la rd1z de manera compleja con
las vias de senalizacién hormonal, con campos fisicos, entre otros.

Los morfogenos como las hormonas son importantes para la organizacion celular de
organos como la raiz de Arabidopsis. Un morfégeno es una molécula que en las células
produce respuestas celulares especificas dependiendo de su concentracion local. La auxina
es una hormona que participa de manera crucial en la regulacion del desarrollo de la raiz
[34]. Las auxinas son transportadas activamente entre células por proteinas de eflujo
(familia de proteinas PIN, entre otras) [35], formando un gradiente de concentracién con un
maximo en el organizador del NCTR [36, 37]. El gradiente es fundamental para la
formacion y la regulacion del NCTR [38], es importante para regular el tamafio del
meristemo [39] y correlaciona con comportamientos celulares de proliferacion, elongacion
y diferenciacion celular en la rd1z. Se han propuesto varios modelos de la dinamica del
transporte de auxinas en la raiz de Arabidopsis [40, 41, 42, 43, 31]. Estos modelos
consideran dominios espaciales de una o dos dimensiones y han permitido entender como
emerge el gradiente de concentracion de auxinas a lo largo del eje longitudinal de la rai1z de
Arabidopsis.

Los campos fisicos constituyen un componente no genético que podria ser importante en la
regulacion del patron celular del NCTR, ya que se ha reportado que pueden afectar 1a10



direccion del transporte activo de auxinas en el NCT del vastago 4ereo de Arabidopsis [12,
13]. Barrio y colaboradores [31] exploraron con un modelo espacio-temporal la
cooperacion dinamica entre el transporte activo de auxina, la proliferacion celular y un
campo de tensiones genérico que emerge por la presion causada por la ocupacion del
espacio por las células en proliferacion. Dicho modelo recupera un patréon de tamafios
celulares a lo largo del eje longitudinal de la rda1iz muy similar al encontrado en las raices
reales de Arabidopsis. E1 modelo permitié comenzar a entender como se acopla la division
celular, el transporte de auxinas, y un campo fisico, para dar lugar al patrén macroscopico
que caracteriza a la rdiz. Este modelo no incorpora la dindmica de regulacion de las redes
genéticas intracelulares. El estudio de las redes de regulacion podria ser importante para
entender, por ejemplo, como es que las redes de regulacion subyacen a la organizacion de
la rd1z a través de la regulacion del campo de tensiones, y como es que este campo
retroalimenta a la diferenciacion celular a través de la regulacion de la actividad de
componentes de las redes de regulacion.

Cada uno de estos modelos han ayudado a entender el papel individual de cada proceso en
el mantenimiento del NCTR. Sin embargo, aun no existe un modelo que incorpore la
dindmica de la proliferacion celular, las redes de regulacion, el transporte hormonal y los
campos fisicos en el NCTR. Por lo tanto, a la fecha no se comprende como es que estos
distintos procesos se integran para dar lugar a los patrones de comportamiento celular que
se observan en la rdiz de Arabidopsis. Para ello es util contar con un formalismo de
simulaciéon multiescala que permita estudiar procesos del desarrollo que ocurren a
diferentes niveles de organizacion. El formalismo debe permitir modelar una poblacioén de
células, con redes de regulacion intracelulares, comunicacion entre células, expansion y
proliferacion celular [1, 2, 3].

Actualmente existen varios formalismos de simulaciéon multiescala para proponer modelos
del desarrollo [44, 1, 45, 3, 46]. El formalismo de Modelos Celulares de Potts (CPM) [47,
48, 49, 46], permite modelar a las células como agentes que se pueden expandir, dividir,
diferenciar, tener propiedades biofisicas como adhesividad celular diferencial, etc. Las
propiedades de las células pueden estar sujetas al estado de redes de regulacion
intracelulares o al estado del medio que las rodea. Por lo tanto, CPM permite estudiar los
procesos que ocurren en cada célula y entre células, y como emerge la organizacion
macroscopica. CPM ha sido utilizado para proponer modelos en su mayoria de células
animales o de vida libre (como por ejemplo de bacterias) y existe un solo trabajo sobre
desarrollo de plantas [40]. En dicho trabajo no se contemplan fuerzas como la presion de
turgencia y la elasticidad de la pared celular, las cuales estan detrds de la forma y el tamafno
celular. Una extension de CPM que permita la interpretacion de estas fuerzas fisicas,
permitird tener una plataforma de simulacion donde sea posible proponer un modelo
multiescala del NCTR que incorpore los componentes genéticos y no genéticos
mencionados previamente. Asi, se podran identificar cuales son los componentes y las
relaciones entre ellos, que son clave para la regulacion de la actividad y del tamafio del
NCTR. La comprension de estos procesos en el NCTR, nos permitird sugerir como es la
regulacion en otros NCT, dado el patron celular genérico que los caracteriza.
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1.1 EINCT de la raiz de Arabidopsis

El modelo multiescala del nicho de células troncales de la raiz (NCTR) que se presenta en
este trabajo considera a los siguientes procesos: el transporte polar de las auxinas por la
actividad de proteinas de la familia PINFORMED (PIN), la red de sefializacion de auxinas
y el control de la expresion genética de WOXS5. La evidencia experimental sobre su
importancia en el mantenimiento del NCTR se describe a continuaciéon y se revisan
modelos computacionales que se han realizado anteriormente para el NTCR.

En el apice de la ra1z primaria de Arabidopsis se encuentra el NCTR, el cual consta de las
células del organizador del nicho (Centro quiescente, CQ) y las células iniciales a su
alrededor [50, 25]. Las células iniciales darén origen a células de distintos tipos celulares
dependiendo de su posicion respecto al CQ. Las células iniciales proximales dan lugar a los
tejidos pro-vasculares, las iniciales distales a células de la columela y epidermis/cofia
lateral y las iniciales laterales a células de endodermis/cortex [24] (Figura 1.1). Las células
del CQ mantienen en un estado indiferenciado a las células iniciales por medio de un
mecanismo molecular de comunicacion intercelular de corto alcance [50].

Las células del CQ tienen una actividad mitotica muy baja y tienen la capacidad de
regenerar a las células iniciales [51]. Las células iniciales tienen tasas de division bajas y
cuando proliferan, una de las células hijas aumenta su tasa de division celular en el dominio
de amplificacion del meristemo. Después de un niimero de rondas de division celular, las
células disminuyen su probabilidad de dividirse en la zona de transicion, hasta ser
totalmente nula en la zona de elongacion donde las células crecen anisotrépicamente [26]
(Figura 1.2). La organizacion de la ra1z de Arabidopsis en zonas de comportamiento celular
distintivo es producto de la interaccion entre vias hormonales y la regulacion genética, entre
otros procesos [27, 28, 29, 30, 31, 52]. Las auxinas forman un gradiente de concentraciéon y
de respuesta en el apice de la rd1z con un maximo de concentracion en el CQ. La alteracion
del gradiente, por ejemplo por perturbaciones del transporte activo de auxinas, produce
defectos en la organizacion del apice de la rdiz [36], lo cual sugiere que el gradiente provee
informacion posicional para su organizacion.

Centro quiescente [ |niciales de cortex-
. endodermis
[: Iniciales de columela,

cofia lateral y epidermis Iniciales vasculares

Vasculatura central .I Vasculatura periférica
. Cortex . Epidermis, cofia
- Endodermis lateral y columela

Figura 1.1: E1 NCTR en elapice de la raiz de Arabidopsis. Se muestra una fotografia del apice de la raiz.
Con colores se muestran los distintos tipos celulares. Imagen modificada de [30].
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Meristemo apical de la raiz

Dominio de proliferacion celular Dominio de Transicion

Zona de Elongacién

Figura 1.2: Organizacion en el eje longitudinal delapice de la raiz de Arabidopsis. Con un circulo rojo en
la punta se marca la posicion del NCTR. Con un asterisco blanco se marca arbitrariamente la frontera entre el
dominio de proliferacion y de transicion del meristemo. Con una flecha amarilla se marca el inicio de la zona
de elongacion. La barra indica la escala, 50 um. Imagen modificada de [26].

1.1.1 Gradiente de concentracion de auxinas en el apice de la raiz

Las moléculas que se pueden mover entre células, permiten la coordinacion de células
vecinas para formar patrones de organizacion tisular. Por lo tanto, las hormonas y otras
moléculas de comunicacion intercelular son cruciales para la organizacion de tejidos y
organos en el desarrollo de plantas y animales. Entre los circuitos de comunicacion celular
que se pueden formar, estan los circuitos de regulacion tipo activador-inhibidor [33]. En el
caso de Arabidopsis estas moléculas son representadas por fitohormonas, microRNAs,
péptidos senalizadores, entre otras. Varias fitohormonas han sido relacionadas con la
organizacion del NCTR, regulando mutuamente sus vias de sefalizacion y la expresion
genética de reguladores importantes del NCTR. Las auxinas son un grupo de fitohormonas
que han sido estudiadas ampliamente, pues regulan muchos procesos del desarrollo en
Arabidopsis, incluyendo a la rdiz. Actualmente se conocen los detalles moleculares
respecto a su transporte celular y los componentes de la via de sefializacion [53]. En el
apice de la rdiz el transporte activo de auxinas por las proteinas de la familia PIN forma una
red de transporte que da lugar a un gradiente de concentracion con un maximo en las
células del CQ [37] (Figura 1.3). El gradiente de concentracion de auxinas se establece en
el desarrollo embrionario [38] y persiste post-embridnicamente siendo requerido para el
mantenimiento del meristemo [36]. El gradiente de auxinas es importante para la
organizacion del NCTR pues los inhibidores del transporte polar de auxinas o incubacion
de rdices en medio con auxinas muestran fenotipos afectados en la organizacion de la raiz
[36]. El gradiente de concentracion de auxinas es traducido por la via de sefializacion en un
gradiente de respuesta (Figura 1.3). DRS5 es un promotor sintético de respuesta a auxinas
que tiene secuencias AuxREs (Auxin Response Elements) en tandem y suele estar
fusionado a genes reporteros como GUS o GFP [54, 36]. La actividad de DRS5 es una
medida indirecta de la concentracion de auxinas que ha sido utilizada para monitorear la
respuesta a auxinas con resolucion celular en distintos tratamientos.
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Figura 1.3: Gradiente de concentracion de auxinas en el apice de la raiz de Arabidopsis. La expresion de
DRS5::GUS en la punta de la raiz (A, barra 25 um). Mapa de concentracion de auxinas en distintos tipos
celulares con datos de espectrometria de masas (B). Los flujos de transporte en el apice de la raiz (C). Con
flechas verdes se marca el flujo basipétalo y lateral, con flechas azules el flujo acropétalo y con flechas rojas
el flujo sin polaridad. Imagenes modificadas de [36, 37].

La hipdtesis quimiosmotica explica como es que la diferencia de pH del apoplasto y el
citoplasma celular, influye en el transporte de las auxinas entre las células [55, 56]. En el
apoplasto el pH es acido y las auxinas se encuentran mayoritariamente en forma de especie
protonada (IAAH). IAAH es permeable a la membrana plasmatica, y las auxinas pueden
entrar pasivamente a las células a través de toda la membrana celular. Adicionalmente el
influjo de auxinas se puede llevar a cabo por la actividad de proteinas permeasas de influjo
de auxinas de la familia AUX1/LAX [57]. En el citoplasma donde el pH es neutro, las
especies protonadas de auxinas (IA4AH) se disocian a su forma anidnica (IAA™). [AA™ es
impermeable a la membrana plasmatica y las auxinas salen pasivamente de la célula a una
tasa muy baja. Proteinas de eflujo de auxina aumentan la tasa de salida de auxinas. Dichas
proteinas de eflujo de auxinas se encuentran distribuidas polarmente en la membrana
celular formando flujos dirigidos de transporte de auxinas (Figura 1.4) [58].

El eflujo de auxinas es mediado por dos familias de transportadores de eflujo, las proteinas
de la familia PINFORMED (familia PIN en adelante) y los transportadores P-
GLYCOPROTEIN/MULTIDRUG-RESISTANCE/ABCB (PGP/MDR/ABCB) [61, 35]. En
la punta de la raiz se expresan cinco genes de la familia PIN: PINI, PIN2, PIN3, PIN4y
PIN7 cuyas proteinas estan localizadas polarmente en las membranas de las células de la
raiz [38, 4]. La disposion de las proteinas PIN forman un flujo acropétalo que dirige a las
auxinas hacia la punta de la raiz por el cilindro vascular, un flujo basipétalo que dirige a las
auxinas hacia la base de la planta por la epidermis, un reflujo que dirige a las auxinas del
flujo basipétalo al acropétalo en las células de cortex y un flujo hacia todas direcciones en
las células de columela. Estos flujos colectivamente generan un mecanismo de transporte
que forma un gradiente de concentracion de auxinas en el dpice de la raiz (Figura 1.3). La
polaridad de los proteinas PIN es un proceso complejo que aun no se comprende en su
totalidad. Hay sefiales en la secuencia y el estado de fosforilacion de los transportadores,
que influyen en la polaridad de las proteinas PIN. La actividad antagonista de la quinasa

PINOID (PID) y la fosfatasa 2A (protein phospatase 2A, PP2A) [53] definen la
14



polaridad apical o basal de los transportadores PIN. Ademas, evidencia reciente sugiere que
la tension en la membrana celular también sirve de sefial para definir la polaridad de las
proteinas PIN [13].

Compartimiento Apoplasto Citosol
Rango de pH 5.0-5.5 70-75 Auxina
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Figura 1.4: Transporte de auxinas. Grafica de los porcentajes de la forma anio nica (IAA7) y protonada
(IAAH) de auxinas en distintos valores de pH (A). Se marcan los valores de pH del apoplasto y el citosol.
Diagrama de una célula con proteinas de eflujo de auxinas en rojo, y en azul proteinas de influjo de auxinas
(B). Con flechas se indican los flujos de transporte celular. Imagenes modificadas de [59, 60].

Las proteinas PIN1, PIN3, PIN4 y PIN7 de eflujo de auxinas se localizan en la membrana
basal de células pro-vasculares. PIN4, PIN3 y PIN7 se localizan en las células de columela
sin polaridad redistribuyendo las auxinas del flujo acropétalo al basipétalo. PIN2 se localiza
en las células de epidermis y cofia lateral en la membrana apical y en menor densidad en la
membrana lateral. PIN2 también se localiza en la membrana basal de las células de cortex.
PINI, PIN3, PIN4 y PIN7 se han observado localizadas con polaridad lateral en las células
de cortex formando el reflujo que redirige a las auxinas de la epidermis a la pro-vasculatura
central [62, 63, 64, 4, 65]. El méximo de concentracion se forma donde termina el flujo
acropétalo y comienza la redistribucion de auxinas, que es justo donde estan las células del

CQ.
Modelos del transporte de auxinas en el dpice de la raiz

La dindmica del transporte de auxinas en el apice de la rdiz ha sido estudiada a través de
modelos computacionales que han demostrado que la polaridad y la regulacion de las
proteinas PIN es suficiente para recuperar el patron de concentracion de auxinas que se
observa en la raiz [40, 42, 43]. El modelo estructural [40] mantiene la polaridad y densidad
de proteinas PIN constante durante la simulacion, mientras que el modelo morfogenético
[42, 43] incluye la regulacion de las proteinas PIN por las auxinas.

El modelo estructural (Figura 1.5) estudia la red de transporte de auxinas en la punta de la
rdiz en un dominio de dos dimensiones. El modelo considera el transporte activo de auxinas
mediado por proteinas PIN y la difusion de la fitohormona en el apoplasto y el citoplasma.
En el modelo se consideran cuatro tipos celulares diferentes, cada uno con una polaridad
distinta de transportadores PIN con base en datos experimentales (Figura 1.5). Este modelo
reproduce el gradiente y maximo de concentracion en la punta de la raiz en un rango amplio
de parametros de permeabilidad (tasas de actividad de proteinas PIN), sin entrada de
auxinas desde el tallo, en sobreexpresion de enzimas biosintéticas de auxinas, y en
inmersion de la raiz en solucidon con auxinas tras cortarla. Ademas el modelo reproduce15



la formacién del nuevo maximo tras la ablacion de las células el CQ y el modelo es
consistente con datos experimentales [36]. El modelo estructural describe el mecanismo de
transporte que subyace a la distribucion de auxinas en el apice de la raiz [40] y en regiones
curveadas en la zona de diferenciacion donde se forman las raices laterales [65].
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Figura 1.5: Modelo estructural del transporte de auxinas en la raiz de Arabidopsis. A la izquierda se
muestra la zona meristematica (MZ), de elongacion (EZ)y de diferenciacion (DZ) en una fotografia de una
raiz de Arabidopsis (A). Al centro se muestra la representacion de la raiz en dos dimensiones con cuatro tipos
celulares con colores distintos (B). Cada tipo celular tiene una polaridad de proteinas PIN distintiva y forman
tres flujos: acropétalo, basipétalo y el lateral (reflujo). A la derecha se muestra el campo de concentracion de
auxinas donde se aprecia un gradiente que se forma dada la posicion polar en la membrana celular de las
proteinas PIN (C). Imagenes modificadas de [40] .

La actividad de los transportadores PIN es regulada por las auxinas de un modo
dependiente de la concentracion [66], y esta regulacion es importante para la formacion del
patrén de concentracion de auxinas en la punta de la raiz en etapas tempranas de desarrollo
o tras un dafio en el apice de la raiz (por ejemplo, por un corte o ablacion del CQ). Existen
dos modelos propuestos por Mironova y colaboradores [42, 43] que consideran el rol de las
auxinas en la regulacion de sus propios transportadores PIN. En el 2010 Mironova y
colaboradores [42] propusieron un modelo morfogenético en un dominio de una y dos
dimensiones. En el modelo unidimensional considera una fila de células funcionalmente
idénticas. El nivel de concentracion de proteinas PIN1 en cada célula se define por la
concentracion local de auxinas. Las auxinas son transportadas entre células desde un
extremo, representando las auxinas que provienen del tallo [42]. Los modelos describen el
proceso dindmico por el que las proteinas PIN se polarizan en las membranas celulares en
la raiz de Arabidopsis. En un segundo modelo, Mironova y colaboradores exploraron la
cooperacion del modelo estructural con el morfogenético. Este modelo considera la
regulacion diferencial de proteinas PIN1, PIN2 y PIN3 por las auxinas en un dominio de
dos dimensiones. Se consideran dos tipos de células, cada uno expresa algunas de las
proteinas PIN con polaridad definida en la membrana (Figura 1.6). En dicho modelo los
mecanismos morfogenético y estructural, actian cooperativamente para la formacion del1 6



gradiente y maximo de concentracion de auxinas en raices intactas, y recupera los patrones
de concentracion tras simular que se corta la punta de la raiz.
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Figura 1.6: Modelo estructural y morfogenético del transporte de auxinas en la raiz de Arabidopsis. Se
muestra una representacion de la raiz, los flujos de transporte de auxinas que se forman (A), y la polaridad en

los dos tipos celulares (B). Se muestra como las auxinas regulan transcripcionalmente a las proteinas PIN1,
PIN2 y PIN3 (C, D). Imagenes modificadas de [43].

El modelo estructural y el morfogenético fijan la polaridad de las proteinas PIN en la
membranas celulares. En 2008, Stoma y colaboradores [41] exploraron la hipotesis de la
canalizacion (también conocida como flux-based) para la determinacioén de polaridad de las
proteinas PIN [41]. Esta hipdtesis supone que existe una retroalimentacion positiva entre el
flujo y las proteinas que median el transporte de auxinas (polaridad de proteinas PIN),
amplificando asi pequefios flujos. Estos flujos pueden crear canales de transporte de
auxinas que subsecuentemente pueden diferenciar en tejidos de venas en hojas. La hipotesis
de la canalizacion supone que la permeabilidad de la membrana plasmatica (por proteinas
PIN) aumenta en los lados celulares donde el flujo neto de auxinas es positivo. Stoma y
colaboradores [41] fueron capaces de recuperar la distribucion de proteinas PIN y de
auxinas en un modelo en dos dimensiones del meristemo apical del vastago aéreo y de la
raiz de Arabidopsis.

Existe evidencia que indica que el crecimiento celular produce tension entre células vecinas
que es transmitida a la membrana celular a través de la pared celular [13]. En el NCTR
algunas células estan quiescentes, otras dividiendo o elongéndose. Por lo tanto, la tension
en la membrana celular serd diferente en las distintas zonas de la raiz formando campos
fisicos mesoscopicos que podrian proveer informacion posicional. Existe evidencia
experimental que sugiere que la tension en la membrana celular es un regulador del
transporte de auxinas al regular la polaridad de las proteinas PIN [13]. En el meristemo del
vastago aéreo se sabe que la tension correlaciona con la disposicion polar en la membrana
celular de la proteina de eflujo PIN1. Recientemente, Barrio y colaboradores [31]
exploraron mediante un modelo espacio-temporal la cooperacién dindmica entre e117



transporte activo de auxinas, la proliferacion celular y un campo de tensiones genérico que
emerge por la presion causada por las células en proliferacion en la raiz de Arabidopsis.
Dicho modelo recupera el patrén de tamaios celulares a lo largo del eje apico-basal de la
raiz, lo cual sugiere que estos procesos dindmicos son todos necesarios para explicar la
organizacion en el eje longitudinal de la raiz.

Expresion genética
inducida por auxina

Respuestas

. RNA Pol
a la auxina

Figura 1.7: Via de seiializacion canodnica de auxinas. A la izquierda se muestra la via a alta concentracion de
auxinas donde el represor Aux/IAA se degrada y libera a los ARF+ que regulan la expresion de genes de
respuesta. A la derecha se muestra la via a bajas concentraciones de auxinas, el dimero Aux/IAA-ARF+ no
permite la activacion del promotor de genes de respuesta. Imagen modificada de [73].

1.1.2 La via de senalizacion de auxina

Las fitohormonas dentro de las células se unen a receptores y desencadenan vias de
sefializacion que regulan el metabolismo, la expresion genética o la toma de decisiones
celulares como expansion o division celular. La via de sefializacion de auxinas regula la
expresion genética de componentes de la red de regulacion del NCTR [29, 30]. Por
ejemplo, WOX5 [67] y los genes de la familia PLETHORA [68] responden a las
concentraciones de auxina. La concentracion de auxinas dentro de las células es percibida
por una via de sefializacion canonica que se describe a continuacion. La auxina une a dos
proteinas que constituyen sus co-receptores: TIRI (TRANSPORT INHIBITOR
RESPONSE 1) y Aux/TIAA (AUXIN/INDOLE-3-3-ACETIC ACID). TIR1 es una proteina
F-box parte del complejo de ubiquitinacion SCF-TIR1 (SKPI1, Cullin, TIR1) que da
especificidad al proceso de ubiquitinacion, y su union a la auxina favorece la ubiquitinacion
de las proteinas Aux/IAA [69, 70] (Figura 1.7). Los factores de respuesta a auxinas (ARF)
pueden ser activadores (ARF*) o inhibidores (ARF ~) de la transcripcion. Ambos se unen a
secuencias AuxREs (Auxin Response Elements) en los promotores de genes de respuesta a
auxinas [71] para regular su expresion y compiten por los sitios de union [72]. Los ARF*
pueden homodimerizar con otras proteinas ARF* y heterodimerizar con proteinas
Aux/IAA. El dimero Aux/IAA-ARF*no permite que ARF* se una a los promotores y por
lo tanto inhibe su capacidad como regulador transcripcional [71, 54]. Las proteinas
Aux/IAA también pueden homodimerizar. Cuando la concentracion de auxinas en la célula
es alta, la auxina se une al dimero TIR-Aux/IAA y aumenta la proteodlisis de los represores
Aux/IAA promoviendo la actividad de los ARF™* [73, 74, 53]. Es interesante que entreqg



los genes cuya expresion es promovida por las auxinas, se encuentran WOX5 regulador
importante del NCTR [67, 75] y las proteinas Aux/IAA que son los represores de la via de
senalizacion.

Se han identificado 23 genes de tipo ARF y 29 de Aux/IAA en el genoma de Arabidopsis
[53] y cada uno tiene propiedades bioquimicas distintivas [76]. Esto implica que el control
de la expresion genética por auxinas involucra a una red de sefalizacion compleja con
muchos elementos especificos para distintos procesos y por lo tanto no es trivial predecir su
comportamiento.
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Figura 1.8: Modelo de la seiializacion de auxinas. A la izquierda se ve la red genérica de sefializacion de
auxinas (A). Los elementos de la red son: auxinas, ARF* ARF~ Aux/IAA y un gen de respuesta. A la
derecha se muestran tres graficas del comportamiento del modelo (B). Arriba se ve la concentracion de
auxinas, debajo la expresion del gen blanco en concentraciones altas y bajas de ARF™ | y debajo la expresion
en concentraciones altas y bajas de ARF ™. Imagenes modificadas de [78].

Modelos de la red de senalizacion de auxina

Actualmente se conocen los componentes principales de la via de sefializacion de auxinas y
se han hecho modelos matematicos describiendo la dinamica de la red de regulacion [77,
78, 79]. Vernoux y colaboradores [78] modelaron la via de sefializacion de auxinas
contemplando cinco elementos genéricos: Auxinas, ARF*, ARF~, Aux/IAA y un gen
blanco. Primero hicieron un mapa de expresion y el interactoma de todas las proteinas de
las familias Aux/IAA y ARF de Arabidopsis en el meristemo apical del vastago aéreo.
Hicieron un andlisis de clustering de los datos del interactoma en el que agruparon las
proteinas con interacciones similares. Es decir se agrupo en un claster a aquellas proteinas
conectadas entre si que tienen el mismo grado de conectividad, es decir con un nimero
parecido de interacciones. Se recuperaron tres clusters: (i) un cluster conformado
principalmente por las proteinas Aux/[AA que interactiian activamente con otras proteinas
Aux/IAA, (if) un segundo cluster conformado por proteinas Aux/IAA y las proteinas ARF*

(@iii) un tercer cluster conformado por las proteinas ARF~ las cuales interactuan
limitadamente con otras proteinas de la red. A partir de estas interacciones infirieron una
topologia de la red de sefializacién de auxina para proponer un modelo dinamico de la
regulacion transcripcional de respuesta a auxinas (Figura 1.8). Utilizaron un sistema de
ecuaciones diferenciales para modelar que proteinas ARF* dimerizan con proteinas

Aux/IAA, las proteinas ARF~ limitan la actividad de proteinas ARF* en la induccion de
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la expresion genética en su modelo, y la presencia de auxinas remueve la accidén represora
de los Aux/IAA pero no la accién inhibitoria de los ARF ~ sobre las proteinas ARF*.

El transporte activo de auxinas en el dpice de la raiz origina variaciones locales en la
concentracion de la hormona. Estas concentraciones son interpretadas por las células donde
el estado de la via de sefializacion (concentracion de cada elemento de la via) tiene un rol
importante en la sensibilidad a la hormona y la magnitud de la respuesta. El trabajo de
Vernoux [78] es un indicativo que para entender el efecto de las auxinas en las células es
importante tanto estudiar el transporte polar de auxinas originando variaciones locales de la
fitohormona, al igual que como las células responden a dichas concentraciones con
sensibilidades diferentes.

1.1.3 Regulacion de la expresion genérica en el NCTR de la raiz de
Arabidopsis thaliana

Las auxinas son un componente de la red de regulacion que controla la expresion genética
en las células del NCTR [29, 30] y regula la expresion de dos de sus componentes, los
genes de la familia PLETHORA (PLT) y WOX35. Los genes de la familia de PLT son
reguladores importantes para la especificacion y la actividad de las células iniciales en
NCTR. Se ha sugerido que los genes de la familia PLT son los principales efectores de la
respuesta a auxinas ya que se expresan formando un gradiente (de mRNA y proteina) que
coincide con el de las auxinas [80, 68]. También las auxinas regulan la expresion de WOX5
a través del ARF*, MONOPTEROS (MP) [75, 67]. WOX35 se expresa exclusivamente en las
células del CQ y es indispensable para mantener a las células iniciales en estado
indiferenciado. En mutantes wox5, de pérdida de funcion, la fila de células iniciales distales
se diferencian, mientras que en mutantes de sobre-expresion, aumenta el nimero de filas
con células iniciales distales [67, 81] (Figura 1.9).

WOX5 es un factor de transcripcion de la familia WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX
que tienen funciones importantes en todos los estados de desarrollo de las plantas [82].
WOX5 se expresa en la célula hipofisis desde el estado corazén en el desarrollo embrionario
de Arabidopsis [82]. Esta célula dara lugar al CQ y a las células iniciales distales [67].
Entonces WOX35 se expresa en el NCTR desde su formacion en el desarrollo embrionario y
una vez formado el CQ, WOX5 se expresa exclusivamente en dichas células. La expresion
de WOX5 es dependiente de la via de sefializaciéon de auxinas ya que en mutantes de
pérdida de funcion de MP (un factor de transcripcion ARF*), la expresion de WOX5 no se
observa en la hipofisis [67] y no se desarrolla una raiz en plantas adultas. Lo cual sugiere
que la actividad de WOX35 es crucial para el desarrollo del NCTR. En experimentos donde
la raiz se incuba con auxinas (NAA), la expresion de WOXS5 desaparece en el CQ.
Aumentando la sensibilidad del microscopio se puede observar que se expresa en las
células del CQ e iniciales de endodermis. Siendo que la expresion de WOX5 es dependiente
del ARF* y la auxina disminuye su expresion en el CQ, las auxinas tienen un efecto de
campana en la expresion de WOX5 en la raiz se Arabidopsis. Ademds se ha demostrado que
WOX5 promueve el aumento en la concentracion de auxinas. Por un lado, WOX5 podria
estar disminuyendo la expresion de SUR2, la cual es una enzima que redirige los
precursores de auxina a la sintesis de glucosinolatos de indol [75]. También se ha
demostrado que WOX5 en el CQ modula la expresion de genes involucrados en lap(



biosintesis de auxina como YUC! [83]. Por lo tanto, existe un asa de retroalimentacion
positiva entre las auxinas y WOX3.

Figura 1.9: WOXS es un regulador del mantenimiento de las células iniciales distales. En las imagenes se
marca con una flecha roja la posicion del CQ. Se pueden identificar a las células distales diferenciadas por la
tincion con lugol del almidon de los amiloplastos. Se muestra la organizacion del NCTR en una raiz intacta
(A) donde se marca con una flecha amarilla la primera fila de células iniciales distales, en una mutante de
pérdida de funcién de WOX5 donde la diferenciacion celular aumenta y no hay células iniciales distales (B), y
en una raiz con sobreexpresion de WOXS5, donde la diferenciacion celular es mucho menor y se tienen
multiples filas de células iniciales distales (C). Imagenes modificadas de [81].

Modelo de la red de regulacidon genética en el NCTR

Las células que componen el NCTR son las del CQ, las iniciales proximales, distales y
laterales, que muestran distintos perfiles de expresion genética. A la fecha se han
identificado los componentes moleculares principales que subyacen a la regulacion genética
en el NCTR. Azpeitia y colaboradores [29, 30] integraron la evidencia experimental
disponible en la literatura sobre la regulacion genética en el NCTR en un modelo booleano
que describe la dinamica de regulacion que subyace la determinacion de tipos celulares del
NCTR (Figura 10). Elementos del modelo, como SHORTROOT (SHR), CLE-X, Auxina y
WOX5 se pueden mover entre células o regulan la red de regulacion de células vecinas. Este
movimiento de componentes de la red, forma circuitos de comunicacion celular. Con el
formalismo de las redes booleanas fue posible estudiar las implicaciones de estos circuitos.
En un modelo de redes acopladas, cada célula tiene una red y la comunicacion entre células
se modela como interacciones entre redes. Un modelo de redes acopladas de las células del
NCTR recuperd, como unico estado estable, la disposicion celular con el CQ al centro y las
células iniciales a su alrededor.

En este modelo se incluye la via de sefalizaciéon de auxinas que regula la expresion de
WOX5 [29, 30]. WOXS5 ademas es regulado por los factores transcripcionales SHR y SCR,
entre otros. Una prediccion del andlisis del modelo es que WOX)5 reprime a los represores
Aux/IAA (IAA en Figura 1.10). Esta prediccion es necesaria para recuperar la organizacion
espacial del NCTR por comunicacion molecular célula-célula. Al ser un modelo discreto no
captura totalmente caracteristicas continuas de la regulaciéon del NCTR, como por ejemplo
el gradiente de concentracion de auxinas que es representado por solo dos valores: 0y 1.
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Figura 1.10: Modelo booleano de la regulacion genética en el NCTR. Las flechas indican activacion y las
lineas chatas indican represion. Imagen cortesia de Eugenio Azpeitia.

1.1.4 Expansion celular en plantas

Las células vegetales estan revestidas por una pared compleja de polisacaridos que ellas
mismas sintetizan [84]. La pared celular impide la migracion celular y por lo tanto la
organizacion celular de un tejido en plantas es en gran medida el resultado de patrones de
expansion y division celular [85]. La pared celular primaria se forma alrededor de la
membrana plasmatica durante el crecimiento. La pared celular provee soporte estructural y
sus componentes principales son las microfibrillas de celulosa embebidas en una matriz de
polisacaridos complejos como la pectinas y hemicelulosas [84]. Las microfibrillas de
celulosa se sintetizan por largos complejos membranales que las excretan por la superficie
celular, mientras que los polisacaridos de la matriz se sintetizan en el aparato de Golgi y se
transportan en vesiculas que se fusionan con la membrana plasmatica [84]. Una vez fuera
de la célula, los polisacaridos de la matriz se asocian con las microfibrillas de celulosa y
polisacaridos preexistentes por interacciones fisicas no covalentes, ligaciones enzimaticas y
reacciones de entrecruzamiento (crosslinking).

Para entender cémo se lleva a cabo el crecimiento celular en plantas en el contexto de la
pared celular es importante definir dos conceptos: presion de turgencia y propiedades
elastico-plasticas de la pared celular.

La concentracion de solutos en las células vegetales es mayor que en el espacio
extracelular. Por lo tanto, por 6smosis, existe una tendencia a que agua del espacio
extracelular entre al interior de las células. Sin embargo, la pared celular impide que el
tamafio celular pueda aumentar. Por lo tanto existe un potencial osmoético. La presion de
turgencia es la fuerza que mantiene a la membrana celular contra la pared celular como
consecuencia de la diferencia en el potencial osmdtico entre el interior y el exterior de la
célula [84, 86]. Las propiedades elastico-plasticas de la pared celular definen si la pared
puede ser extendida y de ser asi, a qué velocidad. Asi entonces, la presion de turgencia es
una fuerza que busca expandir el volumen celular, mientras que la pared celular se opone a
dicha expansién, con la consecuente generacion de tension en la pared celular'.

La tensidon en la pared celular es consecuencia de la presion de turgencia que busca
aumentar el tamano celular. Dicha tension causa una deformacion en la pared celular.
Cuando la tensidon es suficientemente alta, provee la energia mecdnica necesaria para
extender (plasticamente) la pared celular de manera irreversible [84]. La extension plastica
de la pared celular es necesaria para la expansion celular y se lleva a cabo por un proceso



controlado llamado reptar o creeping. Durante el reptar, la matriz de polisacéaridos cede a la
tension y permite que las microfibrillas de celulosa se reacomoden. El primer paso para
reptar es la disrupcion bioquimica de enlaces en los polimeros de la pared celular con un
consecuente rearreglo. Asi se reduce la tension en la pared y el turgor de la célula,
permitiendo la entrada adicional de agua y por ende la extension plastica [85]. La pared
celular se extiende una magnitud limitada dados los enlaces restantes de entrecruzamiento
entre los polimeros y su estructura misma. Durante el reptar, la extension eldstica es
convertida en extension irreversible, y posteriormente el paso de extension eldstica se repite
[85].

La velocidad con la que este proceso ocurre depende de las propiedades de la pared celular
que son conferidas por la composicion y estructura de polisacaridos que la forman [84, 87,
85]. El xiloglucano es un tipo de hemicelulosa que se piensa que sirve para entrecruzar
microfibrillas de celulosa. Entre mas entrecruzamientos, mas resistente sera la pared celular
pues se alteran sus propiedades eldstico-plasticas [84]. Las propiedades de la pared celular
pueden ser descritas por el umbral de extensibilidad n y la extensibilidad m. m establece un
umbral de la tension necesaria para realizar cambios plasticos en la pared celular y m es una
medida de la magnitud de la extension irreversible de la pared celular en cada episodio de
reptar [85, 86]. Ambos parametros dependen de la composicion, organizacion y los enlaces
entre componentes que forman a la pared celular. Los radicales hidroxilo y ciertas enzimas
pueden eliminar enlaces entre los constituyentes de la pared celular, lo cual afecta a el
umbral 7 y extensibilidad m sin alterar significativamente la composicion y estructura de la
pared. Entre las enzimas se encuentran la expansina, la  xiloglucano
endotransglicosilasa/hidrolasa y la endo-(1,4)-B-D-gluconasa, las cuales regulan respuestas
rapidas de expansion celular en cuestion de segundos [84, 85]. Al contrario, los cambios
lentos en la expansion celular resultan de cambios substanciales en la composicion y los
enlaces de entrecruzamiento en la pared celular [84].

La expansion celular en plantas consiste de dos procesos interrelacionados; la regulacion
del potencial osmdtico promoviendo la entrada de agua a la célula y el aumento de su
volumen, y la extension irreversible de la pared celular (reptar) cuando la tensiéon en la
pared rebasa el umbral m. Un proceso importante que ocurre simultineamente si la
expansion es continua, es la deposicion de nuevos polimeros en la pared celular para asi
mantener su integridad y evitar que se debilite [84, 87, 85, 86]. El tamafio celular es la
optimizacién parcial de ambas restricciones y emerge de estas dos procesos que actiian en
direcciones contrarias [86]. La expansion celular es expresada matematicamente por la

) av . e o
ecuacion de Lockhart como, — = m(P — ). Dicha ecuacion dice que la tasa volumétrica

de la expansion celular es proporcional a la diferencia entre la presion de turgencia Py el
umbral de extensibilidad = [88, 87, 85, 86]. Mientras la fuerza de la presion de turgencia
sea menor a el umbral n, P < & , la pared se comportara como un material elastico. Sin
embargo, cuando P > m, entonces la pared se comportard como un material plastico y se
extenderad irreversiblemente de forma proporcional a m.

! Cuando se aplica una fuerza a un material elastico-plastico se puede extender reversiblemente. Cuando la
fuerza rebasa un umbral, las deformaciones seran irreversibles [86].
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Hipotesis

Si el transporte y la via de sefializacién de auxinas son reguladores clave del nicho de
células troncales de la raiz de Arabidopsis, entonces un modelo multiescala que incorpore
ambos procesos permitira recuperar el preestablecimiento del patrén del nicho de células
troncales de la raiz de Arabidopsis.

Objetivo General

Proponer una plataforma de simulacion multiescala e implementar con ella un modelo del
transporte y la via de sefializacion de auxinas en el nicho de células troncales de la raiz de
Arabidopsis.

Objetivos particulares

1. Estudiar el formalismo de Modelos Celulares de Potts y sus distintas aplicaciones.
Plantear una extension para implementar modelos de comportamientos celulares de
plantas en términos de expansion y proliferacion celular.

2. Implementar en el programa CompuCell3D la extension de Modelos Celulares de
Potts para modelar comportamientos celulares de plantas.

3. Implementar un modelo del transporte de auxinas en el nicho de células troncales de
la raiz en dos dimensiones. Explorar la posibilidad de incluir un modelo de la via de

sefializacion de auxinas en cada célula de la simulacion.

4. Validar el modelo mediante la simulacion de perturbaciones y analizar su efecto en
el patron de concentracion de auxinas.
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Capitulo 2

Métodos

2.1 Modelos celulares de Potts

Los Modelos Celulares de Potts (CPM) constituyen un esquema de modelacion para
representar a las células como agentes con dindmicas intra- e intercelulares (redes
bioquimicas y gradientes de moléculas) [46, 47, 48, 49]. Los agentes pueden expandirse y
proliferar segtin el estado de redes intracelulares o de su microambiente. Este formalismo
fue propuesto por los fisicos James Glazier y Francois Granier para estudiar el papel de la
adhesion celular diferencial en la clasificacion celular de células embrionarias [47, 48, 89].
Desde entonces, CPM ha sido utilizado para estudiar una gran variedad de sistemas y para
ello se han desarrollado diversas extensiones que consideran a las restricciones e
interacciones celulares importantes para un sistema de estudio particular. Por ejemplo
restricciones en el area celular, superficie celular, e interacciones como adhesividad celular,
quimiotaxis, haptotaxis, entre otras. Estas restricciones e interacciones celulares se modelan
en CPM siguiendo un principio de minimizacion de la energia. Con distintas extensiones se
han propuesto modelos para estudiar la dindmica de células embrionarias [47, 48], la
dindmica de macrofagos y bacterias, la gastrulacion, la invasion de tumores [90], la
culminacién del cuerpo fructifero de la ameba Dyctiostelium discoideum [91], la
organizacion del ojo de Drosophila [92], la vasculogénesis [93], la somitogénesis de
vertebrados [94], el crecimiento de la raiz de Arabidopsis [40], entre muchos otros.

En los CPM se representa explicitamente a una célula como un agente que es capaz de
interactuar con otros agentes (células) en su vecindario. El espacio de la simulacion se
define como una rejilla 7, J de dos dimensiones. / indica la magnitud de la rejilla en el eje
radial y J en el eje longitudinal. Cada celda 7, j de la rejilla tiene un identificador o spin (o)
asociado. Se tienen tantos identificadores ¢ como nu'mero de células se quieran modelar.
Una célula se define como el espacio de celdas con el mismo idenfiticador . Por lo tanto,
las células en CPM son regiones de celdas con el mismo identificador. Modelar la
expansion celular de una célula ¢ = 1 es igual a aumentar el nimero de celdas en la rejilla
con un identificador ¢ = 1. El medio no celular siempre tendra ¢ = 0 (Figura 2.1).

Propiedades de las células en CPM

Las regiones de celdas con el mismo o (célula en adelante) tienen asociadas propiedades
como: tipo celular T, 4rea A, (que es igual al numero de celdas con el mismo
identificador), perimetro P, (que es igual al nimero de celdas en frontera con otra célula o
el medio), y el centro de masa (COM). Los parametros Ay y Py (valores target en adelante)
indican el valor nomimales de area y perimetro de una célula y pueden estar definidos
especificamente para cada célula o como parte de las pardmetros que caracterizan a un tipo
celular 1. Las propiedades de area A, y perimetro celular P,, tenderan a adquirir los valores
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de Ar y Py (Figura 2.1). Cada célula en un CPM tiene un centro de masa (COM) que es la
posicion en la rejilla de CPM que mejor representa la posicion de la célula. En dos
dimensiones es una coordenada i y j que representa el punto medio entre el maximo y el
minimo valor en i, y el maximo y minimo valor en j de cada célula.

O o-=0 EH o-=1 W o0=2
Hgestriccién = 4 (valoTyryq — V“l‘"mr,qez)2
H=3,2p(P, = Pr)’ + Lo 24, (A, — Ar)?
H= 2p_ (42-40)%+ Ap (24 —25)* + A, _ (46 —50)* + 1, (19 - 20)*
| [ | H= 3(42-40)% + 3(24 — 25)% + 3(46 — 50)> + 3(19 — 20)2
H= 66
B | R
Ar =50 A =46 At =20 A, -19
Pr =40 Po =42 Py =25 Po =24

Figura 2.1: Propiedades celulares de los agentes en CPM. El espacio de la simulacion tienen dimensiones /,
J en las coordenadas x, y. En la imagen se muestran dos regiones de posiciones adyacentes con el mismo o, &
=1y o=2, que representan a dos celulas. El medio externo que es el espacio donde no hay agentes y siempre
tiene o = 0. Las células tienen tipos celulares asociados. Las células de =1y T = 2 tienen valores diferentes

de Ar y Ar. La funcién H cuantifica las desviaciones de las propiedades de las células respecto a los valores
target.

El hamiltoniano energético (la funcion H) es la energia potencial del sistema que cuantifica
las desviaciones de las propiedades celulares (e.g. area A,, per imetro P, etc.) respecto de
los valores target (Figura 2.1). La funcién H puede tener tantos términos como restricciones
e interacciones se modelen, por ejemplo, adhesion celular (afinidad de contacto), area,
perimetro, quimiotaxis, distancia entre centros de masa, etc. (Tabla II.1). Para el caso de las
restricciones, la funcion H es la suma del cuadrado de la desviacion para cada restriccion en
cada célula, y asi cualquier desviacion (i.e. A,< Ar< A,) aumenta la energia potencial del
sistema. Por ejemplo, si una célula o tiene area actual A,= 15 y su area target es A= 13, la
desviacion para la restriccion del area se cuantificara como H = (15 — 13)* = 22.

La intensidad de la restriccion se define con el pardmetro A. Cada restriccion de la funcion
H se multiplica por una A que es un parametro denominado el multiplicador de Lagrange.
Este parametro permite asociar intensidad a las restricciones de la funcion H. Entonces, si A
es muy grande la restriccion es fuerte y tiene mayor tendencia a cumplirse la restriccion, y
si A es menor la restriccion es ma's laxa. Cuando distintas restricciones (area, perimetro, u
otras) no pueden ser optimizadas simultdneamente, la célula adquiere valores que optimizan
parcialmente todas las restricciones.
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Término Proceso Biologico
7 Adhesion celular mediada por caderina,
Haanesion = Yo/t6,06'(1 = Ooij.0ijir) integrina u otras moléculas
N _ 2 . 7 7
Hyertmetro = Z‘ A;(Py — Pr) Restriccion del perimetro celular
o
Hireq = Z‘ A,(A; — Ar)? Restriccion del area celular
o
Hyuimiotaxis = #(@)C(x) Quimiotaxis en un campo quimico

Tabla II.1 Posibles extensiones de la funcion H. Restricciones e interacciones que se pueden incorporar a la
funcion H del sistema.

Simulacién Monte Carlo

Disminuir la funciéon H significa optimizar mejor a las restricciones e interacciones del
sistema. Para conseguir minimizar la funcion H se lleva a cabo una simulacion Monte
Carlo. De la rejilla de dimension 7, J se elige al azar una celda i, j. Después se elige al azar
a una celda vecina del primer punto, es decir a i’, j' (el grado del vecindario es modificable,
en el ejemplo se consideran los vecinos en primer grado, Figura 2.2). Si 0; ; es igual a 0y,
significa que son celdas de la misma célula y entonces se repite este paso. Cuando se tienen
dos puntos vecinos con identificadores o diferentes, se propone que el punto i,j cambie su
identificador al del vecino, 0;; — 0y, j,, es decir, que una célula aumenta una celda a costa
de que su vecina lo pierda. Para evaluar si este cambio es favorable para el sistema, se
calcula la funcién H en las dos condiciones. Si el cambio disminuye la energia potencial del
sistema, se acepta con probabilidad de 1. Entonces las restricciones e interacciones del
sistema se optimizan tras efectuar el cambio. Si el cambio no disminuye la energia del
sistema, se acepta con una probabilidad e 2H/P y asi se aceptan cambios no favorables que
permiten explorar el vecindario y hallar un minimo energético global (Figura 2.3). La
probabilidad con la que se aceptan cambios no favorables se puede modificar con el
pardmetro  y se le denomina la temperatura de la simulacion. Las propiedades de las
células pueden ir cambiando a lo largo de la simulacion y el minimo global no es constante.
Este esquema se repite hasta que se hayan intentado tantos cambios como el nimero de
celdas en la rejilla que definen un paso Monte Carlo (MCS). Una medida como MCS,
permite establecer una escala temporal donde en cada paso o de un nimero discreto de
pasos se ejecuten otras dinamicas como la actualizacion del estado de redes intracelulares,
el transporte activo de moléculas, entre otras.

V[V (I IV V
v Ijmfv
mr 1o (I |
v Io|rm|v
V(v v|v

Figura 2.2: Vecindario de una celda i;j. El vecindario del punto i,/ (sefialado como 0) se define en primer
grado como todas las celdas vecinas con I es el vecindario en primer grado, II es el de segundo grado, III en
tercer grado, y asi consecutivamente.
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Hr-=1 W2 Hrx-=1 -2 Hrx-=1 W2
Ar=50 A,-46 Ar=20 A, =19 Ar=50 Ag=14s Ar=20 A;=19 Ar=50 A;=47 Ar=20 Ag=19
Pr =40 Po =42 P =25 Po=24 Pr =40 Po =42 Pr =25 Po=24 Pr =40 Po =42 Pr =25 Po=24
= 3(42 — 40)% + 3(24 — 25)% + 3(46 — 50) + 3(19 — 20)? H = 3(42 — 40)? + 3(24 — 25)% + 3(45 — 50)% + 3(19 — 20)? H = 3(42 —40)? + 3(24 — 25)% + 3(47 — 50)? + 3(19 — 20)?
H= 66 H= 93 H= 45

Figura 2.3: Simulacion Monte Carlo de CPM. Se muestra al condicion inicial (A) y el valor de la funciéon H
en esa condicion. Se muestran dos posibles cambios de celdas, el primero no es favorable para el sistema (B),
y el segundo si optimiza mejor las restricciones de las células (C).

Steppables

Los steppables permiten implementar distintos procesos dindmicos que son importantes
para un sistema de estudio. En una simulaciéon de CompuCell3D se puede incluir el
transporte de moléculas entre células, la secrecion de moléculas, la expansion celular, la
division celular, la dinamica de redes de regulacion intracelulares, entre otros, cada uno con
un steppable. Ademads estos steppables pueden estar acoplados, por ejemplo si el estado de
una red de regulacion intracelular define la tasa de expansion celular, de secrecion de
moléculas, entre otras posibilidades. Los steppables pueden modelar procesos que ocurren a
distintas escalas temporales. Por lo tanto los tiempos de actualizacién deben variar entre
ellas (Figura 2.4), siendo que un proceso se puede actualizar cada MCS = 1, MCS = 5,
MCS =100, etc.

CompuCell3D

CompuCell3D es un programa que implementa los CPM con una interfaz grafica [49, 46].
Fue desarrollado por el grupo de investigacion del James Glazier del Biocomplexity
Institute en la Universidad de Indiana, y permite hacer simulaciones sencillas con codigos
XML y Python. El archivo XML define aspectos basicos de la simulacion como la
dimension de la rejilla, el tiempo MCS que durard la simulacion, los tipos celulares, etc.
Los archivos Python permiten generar los cddigos de los steppables, es decir de procesos
dindmicos que pueden cambiar parametros del sistema a lo largo de la simulacién (como
Ar o Pr, expansion y division celular). En los archivos Python se define la escala temporal
de cada steppable.

El estudio de procesos intracelulares como son las redes de regulacion bioquimica o
genética, se realiza en CompuCell3D a través de los steppables. Se pueden considerar
modelos de tipo booleano, bioquimicos, termodindmicos, u otros, para lo cual se precisa un
c6digo Python [95]. CompuCell3D tiene las funciones necesarias para incorporar modelos
de ecuaciones diferenciales ordinarias (ODE) cuando estdn en formato SBML (Systems
Biology Markup Language). SBML es un formato estandar de redes de regulacion con el
propdsito de promover el intercambio de modelos. Existe una gran cantidad de2 8



plataformas de modelacién como Jarnac y JDesigner (http://sys-bio.org/) que cuentan con
traductor SBML para importar y exportar modelos. Actualmente existen bases de datos con
462  modelos SBML (modelos curados, actualizacion ~ Agosto 2013,
http://www.ebi.ac.uk/biomodels-main/).

El uso de herramientas computacionales como Jarnac y JDesigner permite generar un
modelo de ODE para representar una red de regulacion, exportarlo a un archivo SBML y
posteriormente incorporarlo a CompuCell3D por medio de un steppable. El steppable
actualiza el estado de los componentes de modelo de ODE cada n pasos MCS [95]. Se
pueden incluir modelos de redes de regulacion en células de distintos tipos celulares.

Iniciar
simulacion

v

Cargare
inicializar
steppables

¥

Nuevo ||
MCS

2 CalcularHy la
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puntoi,jy | aceptar el cambio
vecino i’,j’

\ 4

Si éSe acepta

Realizar cambio . el cambio?

¢El nimero de
intentos es igual al
numero de celdas en la
rejilla?

Correr steppables

Figura 2.4: Diagrama de flujo de una simulaciéon de CPM. Se inicializa el modelo, se inicia un MCS con el
ciclo donse se elige un cambio que disminuya la funciéon H, y cada fin del MCS se ejecutan los steppables
correspondientes. Figura modificada del manual de CompuCell3D.

Implementacion de la funcion H en CompuCell3D

Para la implementacion de la funcion H (Seccion 3.1) en una simulacion de CompuCell3D
se escribieron tres codigos, dos en el lenguaje de programacién Python y uno en XML
(PlantSteppables.py, Plant.py y Plant.xml) que se incluyen en el Anexo I' de este trabajo.
Estos codigos se utilizaron para la simulaciones de la seccion 3.2. Los archivos se describen
a continuacion:

- Plant.xml: define las dimensiones de la rejilla (x=100, y=100), el tiempo de las
simulacion (MCS = 500), la temperatura de la simulacion (B=10), se listan los
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tipos celulares (medium y cell), la distancia restrictiva entre los COM de las células
(la tercera restriccion de la funcion H y L+ = 4) y la configuracion celular inicial de
la simulacién con dos células (plant.piff ) donde se definen dos agentes de tipo cell
en el centro de la rejilla.

- PlantSteppables.py: se definen cuatro steppables: Growth, Mitosis, Cells Plot y
HistEP. En Growth se modela el crecimiento gradual de las células y en Mitosis la
division celular al alcanzar un area celular minima. En Growth se define A, = 5, 4,4
=5, Ar =20, Pr =5, y desde el tiempo MCS = 100 se incrementa el A7 una unidad
cada 2 MCS. Si la diferencia absoluta entre el P, y P; es mayor a X =20, entonces se
incrementa Pr una unidad (para modelar un episodio de reptar). En Mitosis se
dividen las células cuya A, sea mayor a 50. El eje de division se define con el
vector ( 0, 1, 0), es decir el eje de division es horizontal. Se actualizan las
propiedades de las células hijas a las iniciales. En Cells_Plot se grafica el nimero de
células cada MCS. En HistEP se grafica un histograma de los valores poblacionales
de presion celular y la deformacion de la pared celular.

- Plant.py: Declara en la simulacion una instancia de cada uno de los steppables.

Implementacion del transporte de auxinas en CompuCell3D

La funcion H propuesta para modelar expansion y division celular en plantas permite
modelar el transporte de auxinas en las células del apice de la raiz de Arabidopsis. Las
células tienen un area y perimetro constante (no hay expansion ni division celular) y hay
una distancia restrictiva entre sus COM para evitar desplazamientos. Los pardmetros de
area y perimetro de los agentes, son los mismos que en la simulacion anterior por lo que las
fuerzas de presion celular y deformacion de la pared celular son similares. El modelo
incorpora el transporte activo y pasivo de auxinas en el apice de la raiz. [40]. Se escribieron
tres codigos para implementar el modelo en CompuCell3D, dos en el lenguaje de
programacion Python y uno en XML que se incluyen en el Anexo 2 de este trabajo y se
describen a continuacion:

- Root.xml: Se define el tamafo de la rejilla (x=300, »=300), el tiempo de la
simulacion (MCS = 20,000), la temperatura de la simulaciéon (B=3), se listan los
tipos celulares: Medium, CQ, Pro-vascular, Columela, FEndodermisRight
(endodermis y cortex derechas), EndodermisLeft (endodermis y cortex izquierdas),
BorderLateralLeft (epidermis izquierda), BorderLateralRight (epidermis derecha),
Border y Source, la distancia restrictiva entre los COM de células vecinas (la tercera
restriccion de la funcion H, Ly = 3) y la configuracion celular inicial de la
simulacion (Condicion inicial root.piff) que es un corte longitudinal de la raiz. Cada
tipo celular tiene definida como una de sus propiedades, la direccion de transporte
de auxina dada la polaridad de proteinas PIN.

- RootSteppables.py: se definen tres steppables: AuxinTransport, AuxinField y
VolumeParamSteppable. En AuxinTransport se implementa el transporte activo y
pasivo de auxinas. Se recorren todas las células de la simulacion y dependiendo de
su tipo celular, translocard auxina a la vecina en determinada direccion. AuxinField
sirve para visualizar con resolucion celular la concentracion de auxinas en la
simulacion. VolumeParamSteppable define Ap =5, A4=5, Ar=20, Pr=5
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- Root.py: Declara en la simulacion una instancia de cada uno de los steppables.

Estos steppables se utilizaron como base de las simulaciones de la seccion 3.3 y 3.4. Se
utilizaron en las nueve simulaciones del transporte de auxina sin dinamica Potts (estatica)
(distintas condiciones iniciales en una raiz intacta, perturbaciones de la densidad y
polaridad lateral de las proteinas PIN, inmersion de la raiz en soluciéon con auxinas,
tratamiento con NPA y ablacion del CQ) y de las tres simulaciones del transporte de
auxinas y la via de sefializacion de auxinas (Raiz intacta, Inmersion de la raiz en solucion
con auxinas y tratamiento con NPA). Los cédigos se incluyen en el Anexo 2, Anexo 3y
Anexo 4" de este trabajo.

!'Los anexos 1, 2, 3, y 4 de este trabajo se incluyen en un disco adjunto debido a su extension.
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Capitulo 3

Resultados

3.1 La funcién H para modelar comportamientos celulares de plantas en
términos de expansion y proliferacion celular

Energia potencial del sistema

En este trabajo se propuso una extension de los modelos celulares de Potts en la forma de la
funcién H para describir procesos morfogenéticos de las células de plantas. La funcion H
consta de tres términos elasticos, dos de los cuales son una representacion matematica de la
presion de turgencia y de la deformacion de la pared celular. El tercer término sirve para
desfavorecer los desplazamientos de los agentes (células).

H= ZO‘ AP(PG' - PT)Z +/1A(A0' - AT)2 + AT(Lal,az - LT)Z (31)

La funcion H calcula la desviacion de los valores actuales (A4, Py, Lo, ,0,) respecto a los
target (Ar, Pr, Lt) para cada término de cada agente (célula en adelante) de la simulacion.
El pardmetro A es una medida de la intensidad de cada restriccion. Generalmente en la
simulacidon no se puede optimizar una restriccion sin causar desviaciones en otra, por lo
tanto la forma que adquieren las células es la que optimiza parcialmente todas las
restricciones.

El primer término, Ap (P, — Py)? es una restriccion en el perimetro de cada célula que
representa las propiedades elastico-plasticas de la pared celular (Pr). Este tiene un valor de
cada célula, y entonces supone que todos los lados de la pared celular tienen las mismas
propiedades elastico-plasticas y no hay anisotropias' (Figura 3.1). Ademas es una
representacion de la membrana y la pared celular, suponiendo que estan siempre en cercano
contacto. Py y Ap son parametros que representan la composicion de la pared celular.

El segundo término, A4 (A, — Ar)? es una restriccion del area de cada célula que representa
la presion de turgencia la cual tiende a expandir el volumen celular, para asi disminuir el
potencial osmético (diferencia de concentracion entre el citoplasma y el apoplasto) (Figura
3.1).

'En CPM se puede usar un vector para definir la forma de cada célula en la simulacion y asi modelar células
elongadas, sin embargo la medida de perimetro sigue siendo de toda la célula
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El tercer término Ar(Ls, o, — LT)? es una restriccion en la distancia que existe entre los
centros de masa (COM) de células vecinas. Para representar la limitacion de movimiento
que impone la pared celular, esta restriccion permite que las células vecinas tiendan a
mantener esa condicion durante toda la simulacion (Figura 3.1 y 3.2). Siendo que la
simulacion es Monte Carlo y por lo tanto permite algunos cambios que no minimizan la
energia del sistema, algunos cambios pueden involucrar desplazamientos entre células
vecinas. Por lo tanto, dichos desplazamientos se desfavorecen pero no se prohiben los en la
simulacion. Para evitarlos alin mas se puede disminuir la temperatura de la simulacion, f,
ya que desfavorece los cambios que no minimizan a la funciéon H. También se puede
aumentar el valor del para metro Ay para aumentar la intensidad de la restriccion.

ove]_I

O Ar=35 Ag- 3l

Pr =25 Po= 28

Lr=5 L,=6

Figura 3.1: Restricciones modeladas en la funci'on H. Las desviaciones en area y perimetro celular pueden
ser interpretadas como fuerzas interpretadas como presion y tension de la pared celular. En el ejemplo se
optimizan parcialmente ambas restricciones; el area actual (45) es menor a la target (Ar) y el perimetro actual
(F5) es mayor al target (Pr), tal como en las células de plantas donde el volumen celular es menor al ideal
(donde el potencial osmotico seria nulo) y la pared celular se estira elasticamente.

La forma de células anisotropicas de plantas emerge de las propiedades de la pared celular
que la rodea. Por ejemplo, la composicion de la pared celular puede ser diferente en las
paredes laterales, apicales y basales. Por lo tanto la extensibilidad de la pared y la
expansion celular sera diferente en distintas direcciones. Siendo que CPM es un formalismo
que sigue un principio de minimizacién de energia, las células tienden a tener formas
isotropicas. Se puede implementar la anisotropia en CPM si se modela una célula con
varios agentes alineados denominados compartimentos (Figura 3.2). Cada compartimento
tiene las variables asociadas a un agente en CPM. Para el modelo del transporte de auxinas
que se propuso en este trabajo, no fue necesario tal nivel de detalle. Pero serd importante
para modelar las células en la zona de elongacion de la raiz de Arabidopsis en futuras
aplicaciones de la herramienta.

Figura 3.2: Esquema de la restriccion en la distancia entre COM. El tercer término de la funcion H
establece una restriccion en la distancia entre COM de células vecinas. Se marcan con un asterisco dos
agentes que conforman a una célula elongada. Las células sin asterisco son agentes que representan células
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individuales. La red de distancias entre COM tiende a mantener a todas las células en cercano contacto.

Modelado de la expansion y la division celular de plantas

La expansion celular en las plantas consiste de dos procesos acoplados: la regulacion de la
entrada de agua a la célula, para reducir el potencial osmotico, y la extension irreversible de
la pared celular (Capitulo 1). Para modelar la expansion celular de plantas en CPM, los
pardmetros de la funciéon H se pueden relacionar con aquellos de la ecuacion de Lockhart
que describe la expansion celular en células de plantas (Ecuacién 3.2). Siendo que son
aproximaciones diferentes, no es una equivalencia de pardmetros. La ecuacion de Lockhart
dice que la tasa volumétrica de expansion celular es proporcional a la diferencia entre la
presion de turgencia P y el umbral de extensibilidad s [88, 87, 85, 86]. Mientras la fuerza
de la presion de turgencia sea menor a el umbral 7T, P < 7, la pared celular se comportara
como un material eldstico. Sin embargo, cuando P > m, entonces la pared celular se
comportard como un material plastico y se extenderd irreversiblemente. La presiéon de
turgencia en la ecuacion de Lockhart, P, se puede relacionar con la desviacion en el area
celular, A, (A, — Ar)?de la funcién H. Cuando la presion celular es positiva, el perimetro
celular es mayor al target. Cuando la desviacion de P; y Pres mayor a un umbral, el
perimetro se extenderd irreversiblemente. A esto se le llama la extension plastica de la
pared celular y se puede modelar con un steppable (Cddigo 1). En dicho steppable el area
target At aumenta gradualmente (cada n MCS) y cuando la diferencia entre el perimetro
actual, P;, y el target, Py, sea mayor que PI, entonces aumentard el valor del perimetro
target, Py, constituyendo un episodio de reptar y la adicién de nuevos componentes a la
pared celular. La magnitud del aumento del perimetro target, Pr, también se define con el
pardmetro X, el cual indica cudntas unidades arbitrarias aumenta el Pr. El valor de X se
puede relacionar con el pardmetro de extensibilidad m de la ecuacién de Lockhart, que es la
magnitud de la extension irreversible.

Tras un episodio de reptar, disminuye la presion celular. Si la expansion celular es
continua, entonces la presion celular (de turgencia) volvera a aumentar, provocando reptar
nuevamente [85]. Este proceso es representado en CPM aumentando gradualmente (cada n
MCS) el Ar de la c’elula en expansion.

av

— =m(P - m) (3.2)
Ap es un parametro que se define en el steppable que modela el crecimiento celular
(Cddigo 2). Cuando A, es igual o mayor al umbral Ap, las células pueden dejar de crecer y
dividir. En el segundo caso, las celdas en la rejilla que conforman a la célula se dividen en
dos regiones que conforman a dos células hijas y se actualizan las propiedades de cada una
(o, T, A7, Pr). CPM permite especificar el eje de division respecto al eje mayor o menor de
la célula, al azar o respecto a un vector (x, y, z). La mayoria de las divisiones celulares en el
meristemo de la raiz de Arabidopsis son anticlinales (perpendicular al eje de crecimiento en
un corte longitudinal) y se pueden especificar con el vector (0, 1, 0).

Para implementar el expansion y la division celular en CompuCell3D se aplican dos

steppables. En el codigo de cada steppable se puede incluir la regulacion del proceso por
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la concentracion de una molécula, por el estado de una red de regulacion subcelular, entre
otras posibilidades. Como ejemplo se muestran los steppables Growth y Mitosis (Codigo 1
y 2) escritos en el lenguaje de programacion Python. El steppable Growth es una clase que
recorre todas las células en la simulacion, aumenta el Ay de cada célula, y después evalua si
el valor absoluto de la diferencia entre el perimetro actual y el target es mayor que el
umbral PI. De ser mayor entonces Pr aumenta su valor X unidades. El steppable Mitosis es
una clase que recorre todas las células en la simulacion y evalaa si el A, es igual o mayor a
Ap. De ser asi, la célula se divide y las células hijas actualizan sus propiedades.

# Steppable Growth
class Growth:
for cell in cellList:
if (AT<AD):
AT+=1
if abs(cell.Psigma cell.PT)>PI:
cel.PT+=X

Codigo 1. La clase Growth implementa la expansion celular de plantas en CompuCell3D. La clase
recorre todas las células de la simulacién almacenadas en la lista cellList y aumenta el 4rea target At una
unidad mientras que no se rebase el umbral Ap. Posteriormente se evalua si la desviacion de Pr y s es mayor
al umbral PI (7). Si es mayor se aumenta el valor del per imetro target Pr, X unidades.

# Steppable Mitosis
class Mitosis:
for cell in cellList:
if cell. Asigma=>AD:

self.divideCellRandomOrientation(cell)

child1Cell.AT=a

child1Cell.PT=p

child2Cell.AT=a

child2Cell.PT=p
Cddigo 2. La clase Mitosis implementa la division celular en CompuCell3D. La clase recorre todas las
células de la simulacién y evalla si el 4rea target, Ar, de cada célula es igual o mayor que el 4rea limite, Ap.
De ser asi la célula se divide con orientacién al azar y se actualizan las propiedades Aty Pr de cada célula
hija con los mismos valores target.

Campos fisicos mesoscopicos

Las restricciones del area y el perimetro celular de la funcion H se puede derivar para
interpretar fuerzas celulares que se pueden relacionar con la presion de turgencia y la
deformacion de la pared celular de cada agente. Derivando el término del area celular de la

funcion H, A4(4, —Ar)? , se obtiene la foérmula de la presion celular,
dH

P —2X4(As — Ar). Cuando una célula tenga un Ay;menor a la A; entonces existird una

presion positiva pues tiende a expandir el area celular. La presion sera negativa en el caso
contrario. El término del perimetro celular, Ap (P, — Pr)?, también se puede derivar para

. dH
obtener la formula de la deformacion de la pared celular, — = —2Ap(Ps — Pr). Cuando
una célula tenga un P; mayor a la Pr entonces existird una fuerza negativa pues tiende a
disminuir el perimetro celular. La fuerza serd positiva en el caso contrario.
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Los campos fisicos mesoscopicos se forman a partir de los valores de la presion y la
deformacion del perimetro cada célula ¢. La diferencia entre los valores de cada fuerza
entre células vecinas es una medida que permite definir niveles relativos de tension. La
tension celular local constituye una fuente importante de informacion posicional que puede
tener impactos importantes a nivel de las redes de regulacion, asi como en el transporte y la
respuesta de vias hormonales [13, 31, 15]. Estudios recientes en el meristemo apical del
va stago aéreo han sugerido que sefiales mecanicas en la forma de tensién en la pared
celular sirven como informacion posicional para localizar polarmente en la membrana a la
proteina de eflujo de auxinas, PIN1 [12, 13]. En el desarrollo de la raiz sefiales mecanicas
también podrian estar regulando el transporte de auxinas [31]. Por lo tanto, la interpretacion
de fuerzas fisicas como la presion de turgencia y la deformacioén del perimetro celular
(deformacion de la pared celular en adelante), es de gran importancia para la plataforma de
simulacion multiescala que proponemos.

3.2 Implementacion de la funcion H en CompuCell3D

La funcion H propuesta en este estudio se utilizé para desarrollar un modelo de las células
de las plantas y analizar propiedades tales como: presion celular, la deformacion de la pared
celular y el reptar. Los detalles de la simulacion se pueden consultar en los Métodos
(Capitulo 2). En el modelo inicialmente se consideran dos células que aumentan
gradualmente su area target, Ar. Cuando la deformacion del perimetro de cada agente
rebasa el umbral PI, entonces aumenta el perimetro target, Py (extension plastica). Este
aumento gradual del perimetro busca representar el reptar que caracteriza al crecimiento
celular vegetal. Las células pueden dividirse si tienen un éarea celular, A5, igual o mayor al
area limite, Ap. En la Figura 3.3 se muestran los resultados graficos de la simulacion en
distintos pasos MCS. Como se puede observar, las células se mantienen en cercano
contacto y sin desplazamientos celulares debido a la restriccion en la distancia entre COM
(centros de masa) de células vecinas.

Para analizar a la funcién H y evaluar si representa adecuadamente los procesos inherentes
a las células de plantas (presion de turgencia y deformacion de la pared), se hicieron dos
simulaciones mas para comparar sus resultados. Una de ellas con la funciéon H sin la
restriccion del area celular y otra sin la restriccion del perimetro celular. En la Tabla III.1 se
muestran las graficas del nimero de células en el tiempo y un histograma de la presion
celular y de la deformacion de la pared celular en la poblacion de células. En la simulacion
de la funcion H normal, se puede ver en la grafica del numero de células que tras cada
evento de division celular hay un tiempo de aproximadamente MCS = 100 entre cada
episodio de reptar (extension plastica del perimetro). En el histograma se puede apreciar
que la presion celular es positiva y que por ende tiende a incrementar el area celular.
También se observa que la deformacion de la pared celular es negativa y entonces el
perimetro celular es mayor al Py, y tiende a disminuir.

En la simulacién de la funcion H sin el término del area celular las células no crecen ni se
dividen como se puede apreciar en la grafica de nimero de células. Este resultado es debido
a que el incremento en el area celular es necesario para que haya expansion y division
celular. Durante la simulacién, la deformacion de la pared celular fluctia entre los valores
10 y -10 u.a., es decir que en promedio es cero y por lo tanto el perimetro actual de 1a3 6



célula es muy cercano al perimetro target.

En la simulacion de la funcion H sin la restriccion en el perimetro celular se puede apreciar
en la grafica de ntimero de células que el tiempo de cada episodio de reptar es de
aproximadamente MCS = 60. Por lo tanto, el tiempo en que ocurre cada episodio de reptar
disminuye en esta simulacién en comparacion con la funcion H normal. En el histograma se
puede ver que la presion celular es positiva ya que las células estdn creciendo, pero la
magnitud de la presion celular es mucho menor a la de la simulaciéon con la funcion H
normal (>50 contra ~ 400, respectivamente).
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Figura 3.3: Resultados de la simulacién con la funcién H. Se muestra la simulacion a los tiempos MCS = 0,

100, 200 y 300. En el tiempo MCS = 100 las dos células aumentan su At para simular la expansioén celular.
Para el tiempo MCS =200 dos células se dividieron y las cuatro células crecen.
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Tabla III.1 Analisis de la funcion H para hacer simulaciones de la expansion y la divisién celular de
plantas. En la primera columna se listan tres simulaciones: la funcion H normal, la funcion H sin la
restriccion en area celular y la funcion H sin la restriccion del perimetro celular. En la segunda columna se
muestran graficas del nimero de células en la simulacion (eje y) a lo largo del tiempo (eje x). En la tercera37



columna se muestran histogramas de frecuencia de presion celular (verde) y deformacion de la pared celular
(rojo) en la poblacion de células para el tiempo MCS = 500. Este histograma se genera calculando la presion
celular y la deformacién del perimetro celular (segiin las formulas presentadas anteriormente) para cada
agente, y graficando la frecuencia de la magnitud de estas fuerzas.

3.3 Modelo del transporte de auxinas en el apice de la raiz de
Arabidopsis

Implementacion del transporte de auxinas en CompuCell3D

Los detalles de la simulacion se pueden consultar en los Métodos (Capitulo 2). El archivo
CondicionlnicialRoot.piff define la condicion celular inicial de la simulacion y representa
un corte longitudinal del apice de una raiz de Arabidopsis (Figura 3.4). Se tienen nueve
tipos celulares de los cuales dos son las condiciones de frontera, y tres son equivalentes.
Estos tipos celulares son, Border y Source, BorderLateralLeft y BorderLateralRight,
EndodermisLeft y EndodermisRight, Pro-vascular, CQ y Columela [40]. Las células de
tipo Source y Border establecen las condiciones de frontera para representar la conexion
del modelo del apice de la raiz al resto de la planta. Las células de tipo Source® son una
entrada constante de auxinas al modelo y las de tipo Border son una salida de auxinas del
sistema de transporte. BorderLateral representa a las células de epidermis y cofia lateral.
Cada célula tiene una disposicion polar de transportadores PIN segun su tipo celular
(Figura 3.4) con base en evidencia experimental [62, 63, 64, 4]. El transporte activo de
auxinas se implementa en el steppable AuxinTransport (Codigo 3, Métodos ) que es una
clase que cada MCS recorre todas las células de la simulacion, evalua el tipo celular y
transloca auxinas a células vecinas segun la polaridad de proteinas PIN. El flujo de auxinas
dada la permeabilidad de PIN en cada célula es:

-
]O' = _(Pmn?)cin - (Pm,l)Cin + (Pin?)cout (33)

donde 7 es el flujo de auxinas en cada célula, P, es la permeabilidad de salida mediada

por proteinas PIN en la membrana celular, Py, es la permeabilidad de salida pasiva de
auxinas, P; es la permeabilidad de proteinas PIN de células vecinas, el vector —es la

polaridad de las proteinas PIN en cada célula, C es la concentracion de auxinas en esa
célula, y C,,; es la concentracion de auxinas de células vecinas. El flujo es igual a la salida
de auxinas mediada por las proteinas PIN, la salida de auxinas por transporte pasivo y la
entrada de auxinas de células vecinas.

En AuxinTransport la direccion del transporte de auxinas entre células vecinas se
implementd con un conjunto de reglas ldgicas. Todas las células de la simulacion tienen
una variable que almacena la concentracion de auxinas, C. El tipo celular Source transloca
una cantidad constante de auxinas a sus vecinas distales, las células Pro-vasculary CQ

2 La sintesis de auxina es muy activa en las hojas de la planta, desde las cuales se transporta al apice
de la raiz. En el apice de la raiz también se sintetizan auxinas, pero en menor proporcion.
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translocan auxinas intracelular a sus vecinas distales, las células de Endodermis translocan
auxinas a sus vecinas distales y laterales (izquierda o derecha, dependiendo si es
EndodermisLeft o EndodermisRight respectivamente), las células de BorderLateral
translocan auxinas a sus vecinas proximales y laterales (izquierda o derecha, dependiendo
si es BorderLateralLeft o BorderLateralRight respectivamente), las células de Columela
translocan auxinas a todas sus vecinas, y las células de Border solo reciben las auxinas de
sus vecinas BorderLateral (Figura 3.4). Ademas de este transporte activo dirigido, todas las
células translocan auxinas de manera pasiva a una tasa menor.

Las tasas de permeabilidad con las que se translocan auxinas representan la densidad de
proteina de eflujo PIN en la membrana celular y son constantes en la simulacion. Los
valores de permeabilidad P, fueron definidos con base en la exploraciéon de pardmetros
reportada en el trabajo de Grieneisen y colaboradores [40]. Para el transporte apical, basal y
lateral (en el caso del tipo celular Endodermis) la permeabilidad es P,,, para el transporte
lateral de las células BorderLateral es Pmpi= P, /5 y para el transporte pasivo en todas las
celulas es de Pm, = B, /20. Los parametros utilizados para las simulaciones del transporte
en raices intactas y el codigo de la simulacion se muestra en el Codigo 3. Para implementar
el transporte polar se necesita saber la posicion de una célula respecto a otras. Para hacer
esto en CPM se comparan COM (centro de masa) que en dos dimensiones consta de una
coordenada en el eje x, y (Figura 3.4).
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Figura 3.4: Configuracion celular del modelo del apice de la raiz en CPM. Se muestran la configuraciones
celulares de los nueve tipos celulares en el modelo del apice de la raiz (A). Se listan los tipos celulares y se
muestra la polaridad de las proteinas PIN con bordes amarillos. Con flechas azules se indica la direccion del
transporte activo de auxinas. Comparacion entre los COM de células vecinas para evaluar posiciones relativas
(B). A la derecha se muestran cuatro células distribuidas en un espacio de dos dimensiones, x,y y se comparan
los COM. La célula celll tiene la posicion y del COM mayor que la célula cell2, por lo que la celll esté arriba
de otra cell2. cell3 esté a la izquierda de cell4, pues la primera tiene una posicién menor en x del COM.

#Parametros del transporte
permeabilidad_apical = 0.001
permeabilidad_basal = 0.001

permeabilidad_lateralED = 0.001 39



permeabilidad lateralBL = 0.0002
pasivo = 0.00005
class AuxinTransport:
for cell in cellList :
for neighbor in neighborList :
if cell.type==Columela :
transport=permeabilidad*Cauxin_cell
elif cell.type==CQ :
if neighbor.yCOM<cell.yCOM :
transport=permeabilidad*Cauxin_cell
elif cell.type==Pro-vascular :
if neighbor.yCOM<cell.yCOM:
transport=permeabilidad*Cauxin_cell
elif cell.type==EndodermisRight :
if neighbor.xCOM<cell. xCOM :
transport=permeabilidad*Cauxin_cell
elif neighbor.yCOM<cell.yCOM :
transport=permeabilidad*Cauxin_cell
elif cell.type==EndodermisLeft :
if neighbor.xCOM>cell. xCOM :
transport=permeabilidad*Cauxin_cell
elif neighbor.yCOM<cell.yCOM :
transport=permeabilidad*Cauxin_cell
elif cell.type==BorderLateralRight :
if neighbor.xCOM<cell. xCOM :
transport=permeabilidad*Cauxin_cell
if neighbor.yCOM>cell.yCOM :
transport=permeabilidad*Cauxin_cell
elif cell.type==BorderLateralLeft :
if neighbor.xCOM>cell. xCOM :
transport=permeabilidad*Cauxin_cell
elif neighbor.yCOM>cell.yCOM :
transport=permeabilidad*Cauxin_cell
Coédigo 3. AuxinTransport es el steppable que implementa el transporte de auxinas. La clase
AuxinTransport recorre todas las células de la simulacion (cell), después recorre todos los vecinos de esa
célula (neighbor), y dependiendo de que tipo celular sea cell translocaran auxinas a las vecinas a las que tenga
dirigidas proteinas PIN. La direccion del transporte sera diferente si es célula de tipo Columela, CQ, Pro-
Vascular, EndodermisRight, EndodermisLeft, BorderLateralRight o BorderLateralLeft.

Resultados del modelo de transporte de auxinas en la raiz

En la condicion inicial de la simulacion las células tienen la misma concentracion de
auxinas, C =10.0 wu.a. (unidades arbitrarias). El transporte polar y pasivo de auxinas
(steppable AuxinTransport) redistribuye a las auxinas y forma rdpidamente un gradiente de
concentracion a lo largo del eje longitudinal. Después el gradiente se estabiliza (los
cambios en la concentracion celular son cada vez menores). Auxinas entran por las células
Source (cada una de estas células tienen C =10.0 w.a.) y salen por las células
BorderLateral. En la Figura 3.5 se muestra la concentracion de auxinas en el modelo
celular en distintos tiempos de la simulacion. Estos resultados concuerdan con los que han
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sido reportados [40].

Con la funcion H que proponemos, fue posible hacer un modelo del transporte de auxinas
en el apice de la raiz que forma el gradiente de concentraciéon auxinas con un maximo de
concentracion en el CQ. Es importante resaltar que el gradiente de concentracién de
auxinas en la raiz de Arabidopsis es el resultado del transporte polar y el metabolismo de
auxinas. El metabolismo de auxinas no se considerd en este modelo.

Figura 3.5: Concentracion de auxinas en el modelo del apice de la raiz. Se muestran distintos tiempos de la
simulaciéon. En la condicidn inicial todas las células tienen la misma concentracion de auxinas, en MCS =
5,000 se aprecia el gradiente de concentracion con un maximo en las células de tipo CQ, y de ahi en adelante
el gradiente se estabiliza (MCS = 10,000 y MCS = 15,000). El rango de la escala de color vade 0 - 4 u.a.

3.4 Analisis de la formacion del gradiente de concentracion de auxinas
en el apice de la raiz

Se procedié a analizar con el modelo, la formacion del gradiente de concentracion de
auxinas en distintas condiciones iniciales, bajo perturbaciones y bajo tratamientos. Para ello
se hicieron nueve simulaciones en CompuCell3D cada una de las cuales tienen los codigos
de la simulacion anterior (Root.py, RootSteppables.py y Root.xml; Capitulo 2 - Métodos).
Las nueve simulaciones se hicieron en CompuCell3D en un sistema celular estatico (sin
dindmica Potts) contemplando los mismos tipos celulares anteriores, los mismos
parametros y las mismas relaciones de transporte entre las células (Figura 3.4). Ya que no
hay division ni proliferacion celular en este modelo, no es necesario incluir la dindmica de
Potts, que incrementa el tiempo de simulacion. Sin embargo, la extension del formalismo
en la forma de la funciéon H, serd de gran utilidad para futuros modelos de la actividad del
meristemo en la raiz que consideren proliferacion y expansion celular.

Las nueve simulaciones se listan a continuacion:

- Analisis de la formacion del gradiente de concentracion de auxinas en distintas
condiciones iniciales (CI):

e A. Raiz intacta- CI con células con concentracion de auxinas C = 10.0 u.a.
¢ B. Raiz intacta - CI con células con concentracion de auxinas C = 0.0 u.a.
e (. Raiz intacta - CI con concentracion de auxinas diferente en cada célula

- Analisis de la formacion del gradiente de concentracion de auxinas con variacion en lay



permeabilidad por proteinas de la familia PIN:

* D. Perturbacion 1 - Simulacion sin proteinas PIN con polaridad lateral

* E. Perturbaciéon 2 - Simulaciéon con mayor densidad de proteinas PIN en la
membrana

* F. Perturbacion 3 - Simulacién con menor densidad de proteinas PIN en la
membrana

- Analisis de los efectos de tratamientos en el gradiente de concentracion de auxina:

e @G. Perturbacion 4 - Inmersion de la raiz en solucidon con auxinas
e H. Perturbacidn 5 - Tratamiento con NPA
* [ Perturbacion 6 - Ablacion de las células del centro quiescente

Se utilizaron dos graficas para analizar las propiedades dindmicas de las simulaciones:

* Concentracion promedio de auxinas por tipo celular: Es una grafica de la
concentracion promedio de auxinas por tipo celular a lo largo del tiempo de la
simulacion. El eje x es el tiempo de la simulacion (MCS) y el eje y es la
concentracion promedio de auxinas por tipo celular.

* Histograma de concentracion de auxinas: Muestra la distribucion de la
concentracion de auxinas para cada tipo celular. El eje x es la concentracion de
auxinas y el eje y es la frecuencia.

En ambas graficas los tipos celulares en codigo de colores son: CQ en rojo, Pro-vascular en
verde, Columela en morado, Endodermis en amarillo y BorderLateral en naranja.

3.4.1 Analisis de la formacion del gradiente de concentracidon de auxinas
en distintas condiciones iniciales

Para analizar la formacion del gradiente de concentracion de auxinas se hicieron tres
simulaciones, cada una con una condicion inicial diferente. La primera es donde todas las
células tienen la misma concentracion de auxinas (A), la segunda es donde las células no
tienen auxinas (B) y la tercera es donde todas las células tienen concentraciones diferentes
de auxinas (C). En la Tabla III.2 se muestran graficas con los resultados de estas tres
simulaciones, y se discutiran a continuacion.

A. Raiz intacta- condicion inicial con células con concentracion de auxinas
C=10.0 u.a.

En la simulacion A, en el tiempo MCS = 0 todas las células tienen la misma concentracion
de auxinas, C=10 u.a. Desde que inicia la simulacion, la red de transporte de auxinas
redistribuye las auxinas hasta formar el gradiente de concentracion. La formacion del
gradiente ocurre rapidamente y es apreciable desde el tiempo MCS = 100,000 (Figura 3.7).

A partir de entonces el gradiente se va estabilizando mientras auxinas entran a la
simulacién mediante las células Source (cada célula Source tiene C = 10 u.a.) y sale porgp



las células Border (Figura 3.7 y Tabla III.2 Concentraciéon de auxinas A). El sistema se
acerca a la estabilizacion en el tiempo MCS = 300,000, ya que los cambios en la
concentracion de auxinas son cada vez menores. La estabilizacion del gradiente hace que
este se vuelva mas abrupto, es decir que la diferencia en la concentraciéon de auxinas de
células vecinas a lo largo del eje longitudinal de auxinas sea mayor (Figura 3.6). El
gradiente se estabiliza totalmente hasta el tiempo MCS = 1 millon (Tabla IIL.2
Concentracion de auxinas A). Desde este tiempo hasta el final de la simulacion en MCS =5
millones, no se observan cambios en la concentracion de auxinas de las células y se ha
alcanzado un estado estacionario dinamico.

En el estado estacionario la concentracion de auxinas en las células del CQ es la mas alta,
seguida de la concentracion de auxinas en las células de Columela. La grafica de frecuencia
de concentracion de auxinas muestra que las células de Endodermis tienen valores ma’s
altos de auxinas que las Pro-Vasculares seguidas de las células BorderLateral (Tabla I11.2,
Histograma A). Estas proporciones concuerdan con modelos previos de auxinas del
transporte activo de auxinas [40]. La simulacion A con el sistema celular estatico es
equivalente a la simulacion con dindmica Potts ya que ambas recuperan el gradiente de
concentracion de auxinas. Sin embargo las graficas en esta simulacién nos permiten
identificar el tiempo en que el gradiente se estabiliza y las distribuciones de concentracion
de auxinas por tipo celular con detalle.

Concentracion promedio de auxina por tipo | Histograma de concentraciéon de
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Tabla III.2 Resultados del analisis de la formacion del gradiente de concentracion de auxinas. Las
graficas Concentracion promedio de auxinas por tipo celular- tiene como eje x el tiempo (MCS) y como eje y
la concentracion de auxinas. Histograma de concentracion de auxinas- tiene como eje x la concentracion de
auxinas y como eje y la frecuencia. Los tipos celulares estan en cddigo de colores: CQ en rojo, Pro-vascular
en verde, Columela en morado, BorderLateral en naranja y Endodermis en amarillo. Las simulaciones By C
son de MCS = 700,000 mientras que la simulacio n A es de MCS = 5 millones.
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B. Raiz intacta- condicion inicial con células con concentracion de auxinas
C=0.0ua.

En la simulacion B, en el tiempo MCS = 0 las células no tienen auxinas C=0.0 u.a. Las
auxinas entran al modelo celular por las células Source y se transporta acropetalamente
hasta formar un gradiente y maximo de concentracion en las células del CQ (Figura 3.8). El
gradiente se comienza a formar desde el tiempo MCS = 25,000 y se acerca a la
estabilizacion en el tiempo MCS = 300,000 siguiendo el patron de formacion del gradiente
de la simulacién A (Tabla III.2 Concentracion de auxinas B). El histograma de
concentracion de auxinas de la simulaci on B al tiempo MCS = 700,000 tiene un patron
similar al de la simulacion A al tiempo MCS = 5 millones (Tabla II1.2, Histograma B y A),
soportando que los posteriores cambios de concentracion de auxinas serdn minimos o
nulos. La concentracion celular final de auxinas es igual que la simulacion A. Entonces el
valor del estado estacionario de la red del transporte de auxina depende de los pardmetros
del sistema y no de la condicion inicial.

A B

& Auxina s

Figura 3.6: Concentracién de auxinas en el eje longitudinal del modelo celular del apice de la raiz.
Griéfica el promedio de la concentracién de auxinas de las células centrales en un corte longitudinal (A)
(enmarcadas en un rectdngulo negro (B)). El eje x de la grdfica muestra la concentracién de auxinas en escala
logaritmica y unidades arbitrarias, y el eje y la distancia de la punta de la raiz del modelo. Se grafican
distintos tiempos, MCS = 0 en negro, MCS = 1,000 en azul, MCS = 5,000 en rojo, MCS = 10,000 en vino,
MCS = 50,000 en rosa, MCS = 100,000 en verde, MCS = 200,000 en amarillo, MCS = 300,000 en naranja,
MCS = 400,000 en morado, MCS = 500,000 en negro, MCS = 600,000 en azul y MCS = 700,000 en rojo. A
partir del tiempo MCS = 300,000 las lineas se superponen lo que quiere decir que no ocurren cambios
substanciales en la concentracion de auxinas.
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Figura 3.7: Concentracion de auxinas en las células de la simulacion A. Se muestra la concentracion de
auxinas en cada célula de la simulacion en el tiempo MCS = 0, MCS = 100,000, MCS = 300,000 y MCS =
700,000. A partir del tiempo MCS = 300,000 la concentracion de auxinas en las células se estabiliza y cambia
poco. La escala de color en cada tiempo MCS es distinta. En el tiempo MCS = 0 es de 0.0 - 0.145, MCS =
100,000 es de 0.0 - 2.51, MCS = 300,000 es de 0.0 - 4.10 y en el tiempo MCS = 700,000 es de 0.0 - 4.77.
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Figura 3.8: Concentracion de auxinas en las células de la simulacion B. Se muestra la concentracion de
auxinas en unidades arbitrarias en cada célula de la simulacion en el tiempo MCS = 0, MCS = 10,000, MCS =
25,000 y MCS = 100,000. A partir del tiempo MCS = 300,000 la concentracién de auxinas en las células
cambia poco en el tiempo y se estabiliza. La escala de color en cada tiempo MCS es distinta. En el tiempo
MCS =0es de 0.0 - 0.00012, MCS = 10,000 es de 0.0 - 0.145, MCS = 25,000 es de 0.0 - 0.403 y en el tiempo
MCS = 100,000 es de 0.0 - 1.98.
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Figura 3.9: Concentracion de auxinas en las células de la simulacion C. Se muestra la concentracion de
auxinas en unidades arbitrarias en cada célula de la simulacion en el tiempo MCS = 0, MCS = 500, MCS =
1,000 y MCS = 100,000. A partir del tiempo MCS = 300,000 la concentracion de auxinas en las células
cambia poco en el tiempo y se estabiliza. La escala de color en cada tiempo MCS es distinta. En el tiempo
MCS =0 es de 0.0 - 0.250, MCS =500 es de 0.0 - 2.67, MCS = 1,000 es de 0.0 - 0.360 y en el tiempo MCS =
100,000 es de 0.0 - 2.49.
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C. Raiz intacta- condicion inicial con células con concentracion de auxinas
diferente en cada célula

En la simulacion C, en el tiempo MCS = 0 las células tienen una concentraciéon de auxinas
diferente, la cual esta en el rango C= 1-10 u.a. Se hicieron 50 simulaciones con condiciones
diferentes, y todas recuperaron la formacion del gradiente de concentracion de auxinas con
un maximo de concentracion en las células del CQ en el tiempo MCS = 700,000. Durante
la simulacion, las auxinas se redistribuyen formando el gradiente de concentracion con una
dindmica parecida a la de las simulaciones A y B (Figura 3.9 y TablaII1.2 A, By C).

En las tres simulaciones con condiciones iniciales diferentes, se recupera el gradiente de
concentracion de auxinas dada la red de transporte por proteinas PIN. Es importante
mencionar que nuestro modelo no contempla la regulacion de la densidad o de la polaridad
de las proteinas PIN, por lo que dicha red de transporte es constante.
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Tabla II1.3 Resultados del analisis de la formacion del gradiente de concentracion de auxinas con
variacion en la permeabilidad por proteinas de la familia PIN. Las graficas Concentracion promedio de
auxinas por tipo celular- tiene en el eje x grafica el tiempo (MCS) y el eje y la concentracion de auxinas. El
Histograma de concentracién de auxinas- tiene como eje x la concentracion de auxinas y en el eje y la
frecuencia. Los tipos celulares estdn en cddigo de colores: CQ en rojo, Pro-vascular en verde, Columela en
morado, BorderLateral en naranja y Endodermis en amarillo. Los resultados mostrados son de simulaciones
de tiempo MCS = 700,000.
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Figura 3.10: Concentracion de auxinas en las células de la simulacion D. Se muestra la concentracion de
auxinas en unidades arbitrarias en cada célula de la simulacion en el tiempo MCS = 500, MCS = 1,500, MCS
= 4,000 y MCS = 100,000. La escala de color en cada tiempo MCS es distinta. En el tiempo MCS = 500 es de
0.0 - 0.203, MCS = 1,500 es de 0.0 - 0.276, MCS = 4,000 es de 0.0 - 0.383 y en el tiempo MCS = 100,000 es
de 0.0 - 0.656.
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Figura 3.11: Concentracién de auxinas en las células de la simulacién E. Se muestra la concentracion de
auxinas en unidades arbitrarias en cada célula de la simulacién en el tiempo MCS = 0, MCS = 500 y MCS =
100,000. La escala de color en cada tiempo MCS es distinta. En el tiempo MCS = 0 es de 0.0 - 0.145, MCS =
500 es de 0.0 - 0.597 y en el tiempo MCS = 100,000 es de 0.0 - 4.89.
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Figura 3.12: Concentracion de auxinas en las células de la simulacion F. Se muestra la concentracion de
auxinas en unidades arbitrarias en cada célula de la simulacién en el tiempo MCS = 0, MCS = 500 y MCS =
100,000. La escala de color en cada tiempo MCS es distinta. En el tiempo MCS = 0 es de 0.0 - 0.145, MCS =
500 es de 0.0 - 0.173 y en el tiempo MCS = 100,000 es de 0.0 - 0.937.
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3.4.2 Analisis de la formacion del gradiente de concentracidon de auxinas
con variacion en la permeabilidad por proteinas de la familia PIN

Se ha reportado que el balance entre las auxinas y la citoquinina establece el fin de la zona
meristematica y el inicio de la zona de elongacion [52]. Aunque nuestro modelo no
incorpora la biosintesis ni la dindmica de transporte de la citoquinina, los cambios en la
agudeza del gradiente de concentracion de auxinas en distintas condiciones (en
simulaciones D-I), nos dan pistas del posible tamafio del meristemo tomando en cuenta la
importancia del balance auxinas/citoquinina. Para analizar el efecto en el gradiente de
diferentes concentraciones de proteinas PIN se hicieron tres simulaciones con variaciones
en su polaridad o la densidad de las proteinas PIN. La primera es donde no hay transporte
lateral en las células de Endodermis ni de BorderLateral (D), la segunda es donde hay mas
concentracion de proteinas PIN en todas las células (E) y la tercera es donde hay menos
concentracion de proteinas PIN en todas las células (F). La salida pasiva de auxinas es la
misma que en las simulaciones pasadas Pm,1 = Bn/20, por lo que las simulaciones D y E
representan sobre- y subexpresion de proteinas PIN. En la Tabla III.3 se muestran las
graficas de los resultados de estas simulaciones y se discuten a continuacion.

D. Perturbacion 1- Simulacion sin proteinas PIN con polaridad lateral

Las mutantes sencillas de proteinas PIN suelen tener fenotipos moderados debido a la
redundancia funcional. Por ello, es dificil estudiar en plantas vivas el rol individual de cada
fluyjo de auxinas en la raiz y las mutantes multiples muestran defectos severos de
crecimiento y diferenciacion [4]. La densidad de proteinas PIN con polaridad lateral en la
epidermis (BorderLateral) forma el reflujo que conecta el flujo basipétalo con el acropétalo
y se ha sugerido que regula el tamafio del meristemo [4, 40]. En la simulacion D
exploramos qué le pasa al gradiente de concentracion de auxinas cuando no hay proteinas
PIN con polaridad lateral, ni en las células de epidermis (BorderLateral) ni en las de
endodermis y cortex (Endodermis).

En la simulacion de la raiz intacta (simulaciéon A) las células de tipo BorderLateral,
EndodermisRight y EndodermisLeft, tienen proteinas PIN localizadas en la cara lateral de
las células con direccion al cilindro vascular. En la simulacion D dicha polaridad se
elimind. Los resultados del modelo celular se pueden apreciar en la Figura 3.10. En la
simulacion D el gradiente se estabiliza totalmente alrededor del tiempo MCS = 100,000,
mientras que en la simulacion A tardaba MCS = 1 millén. Sin embargo la concentracion
promedio de las células es mucho menor en esta simulacién que en la simulaciéon A (i.e. en
el CQ es de 0.6 u.a. contra 4.0 u.a. respectivamente; Tabla II1.3 Concentracion de auxinas
D). Ademas de que la diferencia de los valores de concentracion de auxinas en el CQ y sus
vecinas no es tan amplia, haciendo al gradiente menos abrupto (Tabla III.3, Histograma D).

E. Perturbacion 2- Simulacion con mayor densidad de proteinas PIN en la
membrana

Los pardmetros de permeabilidad de PIN representan la densidad de la proteina de eflujo en

la membrana celular. Las variaciones en dichos valores pueden interpretarse como
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diferencias en la regulacion transcripcional, traduccional o post-traduccional de las
proteinas PIN. En la simulacion E se analizo el gradiente aumentando cinco veces (respecto
a la simulacién A) los valores de los parametros de permeabilidad apical, basal y lateral
5% P,y lateral de BorderLateral 5 * Py pi. No se cambid el valor del parametro de la
permeabilidad pasiva de auxinas, P ;. Entonces, los parametros de permeabilidad para la
simulacion E son:

permeabilidad_apical = 0.005
permeabilidad_basal = 0.005
permeabilidad_lateralED = 0.005
permeabilidad_lateralBL = 0.001
pasivo = 0.00005

Los resultados del modelo celular se pueden apreciar en la Figura 3.11. En esta simulacion
se observa que el sistema alcanza un estado estable dindmico antes del tiempo MCS =
200,000 (Tabla II1.3, Concentracion de auxinas E). Los valores de concentracion a los que
se estabiliza son muy similares a los valores de la simulacion A (Tabla I11.3, Histograma A
y E), por lo tanto estos resultados muestran que la mayor permeabilidad de PIN disminuye
el tiempo en que el sistema llega a un mismo estado estacionario, pero no afecta el valor en
que se estabiliza.

F. Perturbacion 3- Simulacion con menor densidad de proteinas PIN en la
membrana

En la simulacion F se disminuyeron cinco veces (respecto a la simulacion A) los
parametros de permeabilidad apical, basal y lateral P,, /5, de la permeabilidad lateral de las
células BorderLateral Pmp1/5. La permeabilidad pasiva de auxinas no se cambio Pm,1. Los
pardmetros de permeabilidad de la simulacion F son:

permeabilidad_apical = 0.0002
permeabilidad_basal = 0.0002
permeabilidad_lateralED = 0.0002
permeabilidad_lateralBL = 0.00004
pasivo = 0.00005

Los resultados del modelo celular se muestran en la Figura 3.12. El gradiente se comienza a
formar y hasta el tiempo MCS = 700,000 no logra estabilizarse (Tabla II1.3, Concentracion
de auxinas F). Los resultados de la simulacién F también sugieren que la permeabilidad de
proteinas PIN correlaciona positivamente con la velocidad en que se estabiliza el gradiente.
Para explorar esta hip6tesis se hicieron 10 simulaciones con pardmetros de permeabilidad
en el rango de aquellos de la simulacion F y la simulacion E. Los resultados muestran que a
medida que los parametros de permeabilidad aumentan, disminuye el tiempo en que el
sistema se estabiliza (en la Tabla II1.4 se muestran los resultados de tres simulaciones). Por
lo tanto la densidad global de proteinas PIN con polaridad definida, correlaciona con la
velocidad a la que se estabiliza el gradiente dentro del rango de pardmetros explorados en
nuestro modelo.
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permeabilidad_apical = 0.00212
permeabilidad_basal = 0.00212
permeabilidad_lateralED = 0.00212
permeabilidad_lateralBL = 0.000424
pasivo = 0.00005

permeabilidad_apical = 0.00308
permeabilidad_basal = 0.00308
permeabilidad_lateralED = 0.00308
permeabilidad_lateralBL = 0.000616
pasivo = 0.00005

permeabilidad_apical = 0.00452
permeabilidad_basal = 0.00452
permeabilidad_lateralED = 0.00452
permeabilidad_lateralBL = 0.000904
pasivo = 0.00005

Tabla I11.4. Resultados del analisis del efecto de la permeabilidad de proteinas PIN en el transporte de
auxinas. Las graficas Concentracion promedio de auxinas por tipo celular- tiene en el eje x grafica el tiempo
(MCS) y el eje y la concentracion de auxinas. El Histograma de concentracion de auxinas- tiene como eje x la
concentracion de auxinas y en el eje y la frecuencia. Los tipos celulares estan en codigo de colores: CQ en
rojo, Pro-vascular en verde, Columela en morado, BorderLateral en naranja 'y Endodermis en amarillo. Los
resultados mostrados son de simulaciones de tiempo MCS = 700,000.

3.4.3. Andlisis de los efectos de tratamientos en el gradiente de
concentracion de auxina

Se hicieron tres simulaciones para analizar el efecto de tratamientos en el gradiente. En
cada una, el tratamiento empieza una vez que el gradiente se comienza a estabilizar en el
tiempo MCS = 300,000 (Tabla IIL.2). En la simulacién G se modela la inmersion de la raiz
en solucion con auxinas, en la simulacion H se modela el tratamiento de NPA, y en la
simulacion I se modela la ablacion de las células del CQ. Para interpretar los resultados del
modelo con informacién experimental, utilizamos datos de la actividad del promotor
sintético DRS el cual es sensible a auxinas. Hay varios supuestos al comparar distribucion
con respuesta a auxinas. Por ejemplo se supone que la concentraciéon de auxinas en las
células es interpretada por la via de sefializacion de auxina sin considerar la expresion no
homogénea de sus reguladores en la raiz (e.g. ARF* y ARF~) [96], que confiere distintas
sensibilidades de respuesta a auxinas. Ademds se ignora la saturacion de la via y de la
actividad del promotor DRS. Pese a estos supuestos, la expresion de genes reporteros
fusionados a DRS son los datos experimentales mas informativos que existen actualmente
para relacionar con la concentracion de auxinas. En la Tabla III.5 se muestran graficas con
los resultados de estas simulaciones.

QG. Perturbacion 4- Inmersion de la raiz en solucidn con auxinas

En la simulacion G se modifico el steppable AuxinTransport. La version
AuxinTransportimmersion ejecuta el transporte de auxinas como en la simulacion de la raiz
intacta A por MCS = 300,000. Cuando ya se formd el gradiente de concentracion de
auxinas, entonces empieza el tratamiento con medio adicionado con auxinas. Las células
que estan en contacto con el medio aumentan su concentracion de auxinas cada MCS, como
si la estuvieran absorbiendo del medio en el que crecen. El aumento es constante durante
toda la simulacién pues se asume que las auxinas en el medio se encuentran a una
concentracion alta y su entrada a las células esta limitada por la permeabilidad de las
membranas.
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Tabla III.5 Resultados del analisis de tratamientos en el gradiente de concentracion de auxinas. Las
graficas Concentracion promedio de auxinas por tipo celular- tiene en el eje x grafica el tiempo (MCS) y el eje
v la concentracion de auxinas. El Histograma de concentracion de auxinas- tiene como eje x la concentracion
de auxinas y en el eje y la frecuencia. Los tipos celulares estan en codigo de colores: CQ en rojo, Pro-
vascular en verde, Columela en morado, BorderLateral en naranja y Endodermis en amarillo. Los resultados
mostrados son de simulaciones de tiempo MCS = 700,000.
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Figura 3.13: Respuesta a auxinas tras tratamiento con auxinas. Expresion del gen reportero GUS
fusionado al promotor sintético DR5 (DRS5::GUS) en raices de plantulas de 4 dpg (tincién de 30 minutos) (A).
Expresion de DR5::GUS en raices de plantulas tras la aplicacion de 2,4-D en el medio de crecimiento (B). La
barra indica 25 um. Imagenes modificadas de [36]
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Figura 3.14: Concentracion de auxinas en las células de la simulacién G. Se muestra la concentracién de
auxinas en unidades arbitrarias en cada célula de la simulacién en el tiempo MCS = 305,000, MCS = 330,000,
MCS = 370,500 y MCS = 500,000. La escala de color en cada tiempo MCS es distinta. En el tiempo MCS =
305,000 es de 0.0 - 4.11, MCS = 330,000 es de 0.0 - 6.07, MCS =37,500 es de 0.0 - 11.7 y en el tiempo MCS
=500,000 es de 0.0 - 45.7.
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Figura 3.15: Concentracion de auxinas en las células de la simulacién H. Se muestra la concentracién de
auxinas en unidades arbitrarias en cada célula de la simulacién en el tiempo MCS = 305,000, MCS = 320,000,
MCS = 350,000 y MCS = 400,000. La escala de color en cada tiempo MCS es distinta. En el tiempo MCS =
305,000 es de 0.0 - 2.69, MCS = 320,000 es de 0.0 - 2.11, MCS = 350,000 es de 0.0 - 1.81 y en el tiempo
MCS = 400,000 es de 0.0 - 1.50.

Figura 3.16: Concentracion de auxinas en las células de la simulacién I. Se muestra la concentracion de
auxinas en unidades arbitrarias en cada célula de la simulacién en el tiempo MCS = 305,000, MCS = 320,000,
MCS = 350,000 y MCS = 400,000. La escala de color en cada tiempo MCS es distinta. En el tiempo MCS =
305,000 es de 0.0 - 2.33, MCS = 320,000 es de 0.0 - 2.63, MCS = 350,000 es de 0.0 - 4.73 y en el tiempo
MCS = 400,000 es de 0.0 - 7.59.
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Los resultados del modelo celular se pueden apreciar en la Figura 3.14. La concentracion de
auxinas incrementa sostenidamente en todos los tipos celulares. En el tiempo MCS =
700,000 las células de tipo celular CQ han alcanzado en promedio una concentracion casi
doce veces mayor a la simulacion de la raiz intacta (A). El gradiente de concentracion de
auxinas se conserva aunque la concentracion de auxinas no deja de aumentar en todas las
células (Tabla II.5 Concentracion de auxinas e Histograma G). A pesar del aumento
dréstico en las concentracion de auxinas promedio por tipo celular, las células del CQ
siguen teniendo la mayor concentracion promedio, seguidas de las células de Columela,
BorderLateral. Existen datos de experimentos donde raices de Arabidopsis crecen en un
medio adicionado con auxinas sintéticas 2,4-D (2,4-dichlorophenoxy acetic acid), y los
cambios en la distribucion de auxinas son monitoreados indirectamente con la actividad de
DR5::GUS [36]. En estos experimentos el dominio de expresion del gen reportero se
expande a todas las células del apice de la raiz (Figura 3.13). Estos datos experimentales se
pueden interpretar en nuestro modelo si el tratamiento con auxinas promueve altos niveles
de concentracion de auxinas en todas las células, rebasando el valor umbral que activa al
promotor sintético DRS5. Sin embargo, nuestro modelo no considera la saturacion de las
proteinas PIN ni la regulacion de su polaridad, la cual podria tener implicaciones en la
respuesta de la raiz de Arabidopsis ante el tratamiento con auxinas.

H. Perturbacion 5- Tratamiento con NPA

La simulacion H modelo el tratamiento con NPA, que es un inhibidor de la actividad de las
proteinas PIN. Para ello se modifico el steppable AuxinTransport. En la version
AuxinTransportNPA se ejecuta el transporte activo de auxinas como en la raiz intacta hasta
el tiempo MCS = 300,000. A partir del tiempo MCS = 300,001 se modifican los pardmetros
de permeabilidad a los siguientes:

permeabilidad_apical = 0.0
permeabilidad basal = 0.0
permeabilidad lateralED = 0.0
permeabilidad_lateralBL = 0.0
pasivo = 0.00005

Los resultados del modelo celular se pueden apreciar en la Figura 3.15. A partir del tiempo
MCS = 300,000 las auxinas dejan de ser transportas polarmente y por ende los flujos de
transporte en la raiz (acropétalo, basipétalo y el reflujo) desaparecen. Las auxinas ahora son
transportadas muy lentamente en todas direcciones por el transporte pasivo de auxinas. Las
células del CQ y Columela disminuyen sus valores de concentracion promedio de auxinas
tras haber tenido los valores mas altos de concentracion. Asi mismo, las células de
Endodermis, BorderLateral y Pro-vascular aumentan sus valores de concentracion
promedio de auxinas (Tabla III.5 Concentracién de auxinas e Histograma H). A partir del
tiempo 600,000 MCS se empieza a observar la tendencia donde todas las células tienen los
mismos valores de auxinas (alrededor de 0.8 wu.a.). Por lo tanto el gradiente de
concentracion de auxinas desaparece en el tratamiento con NPA.
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Figura 3.17: Respuesta a auxinas tras tratamiento con NPA. Expresion del gen reportero GUS fusionado al
promotor sintético DRS (DR5::GUS) en raices de plantulas de 4 dpg (tincién de 30 minutos) (A). Expresion
de DR5::GUS en raices de pldntulas de 4 dpg germinadas en NPA (tincién de 30 minutos) (B). Expresion de
DRS5::GUS en raices de 7dpg germinadas en NPA (C). La expresién de DR5::GUS no es homogénea en todas
las células de la raiz, sino que se concentra en las células de epidermis, cofia lateral y columela. Distribucién
de auxinas en la simulacién H (D). El gradiente con el mdximo de concentracién en las células del CQ se ha
afectado y la concentracién de auxinas se homogeniza en todas las células. Imdgenes A, B y C modificadas de
[36]. La barra indica 25 pm.

Se han hecho experimentos de raices tratadas con NPA donde los cambios en la
distribucion de auxinas son monitoreados con la actividad del promotor sintético DR5 [36].
En dichos experimentos, en raices de 4dpg desaparece el maximo de expresion de
DR5::GUS en las células del CQ e iniciales de columela y su patron de expresion se
expande [36] (Figura 3.17). Dias después, en raices de 7 dpg se observa un maximo de
expresion de DRS5::GUS en las células de epidermis, cofia lateral y columela (Figura 3.17).
Entonces los resultados de la simulaciéon H concuerdan parcialmente con los experimentos
[36], pues logran reproducir alteraciones tempranas del gradiente de concentracion de
auxinas, pero no las alteraciones observadas a largo plazo. Dichas alteraciones en el patron
de expresion de DR5::GUS podrian ser el producto del metabolismo de auxinas o de
transporte activo mediado por una proteina que no sea sensible a NPA. AUXI1 es una
proteina permeasa de influjo de auxinas que en raices intactas se localiza en las membranas
celulares de células de epidermis, cofia lateral, columela y células pro-vasculares distales
[36, 57]. Su localizacién correlaciona con los patrones de expresion de DR5::GUS en
tratamiento con NPA de 7dpg, ademas de que su actividad no es sensible a NPA. La
mayoria de los modelos de transporte de auxinas en la raiz no ha considerado la actividad
de las proteinas AUX1, y su actividad podria ser importante para agudizar el gradiente de
concentracion de auxinas (marcar mas las diferencias en la concentracion) y explicar la
distribucion de auxinas en tratamiento con NPA.

L. Perturbacion 6- Ablacion de las células del centro quiescente

Para la simulacién I, se modifico el steppable AuxinTransport y se creo una nueva version
AuxinTransportAblate. En este Steppable se ejecuta el transporte activo de auxinas como
en la raiz intacta hasta el tiempo MCS = 300,000 MCS. Entonces las células del CQ se
vuelven no funcionales, y dejan de recibir o mandar auxinas a sus células vecinas como
resultado de su ablacion. Los resultados del modelo celular se pueden apreciar en la Figura
3.16. A partir del tiempo de la ablacion de las células del CQ, el resto de las células alteran
su concentracion promedio de auxinas. Las células de tipo Pro-vascular (proximales
inmediatas al CQ) aumentan su concentracion rapidamente (Tabla III.5 Concentracion de
auxinas I). Hasta el tiempo MCS = 700,000 la concentracion en las células Pro-vascular
aumenta indefinidamente. Los resultados de la simulacién I son consistentes con aquellos
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publicados por Grieneisen y colaboradores [40].

Experimentos de ablacion con laser de las células del centro quiescente muestran una
completa reespecificacion de la cofia y del centro quiescente por tejido pro-vascular distal
[50, 36]. Previa a esta reespecificacion se observa un nuevo maximo de actividad de
DR5::GUS en la parte distal de la region pro-vascular (Figura 3.18). Tanto la presencia de
un nuevo maximo de concentraciéon como la reespecificacion del tejido son dependientes
del transporte polar de auxinas [36]. En el sistema vivo una vez establecido el nuevo
maximo de concentracion de auxinas se llevan a cabo otros cambios en distribucion de
proteinas PIN y regulacién genética para el restablecimiento del NCTR. Nuestro modelo
logra reproducir las etapas tempranas de la ablacion del CQ.

A B
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Figura 3.18: Respuesta a auxinas tras la ablacion del CQ.Expresion de DRS5::GUS en raices de plantulas de
5 dpg (tincion de 30 minutos) (A). Con una flecha se marca el sitio del CQ. Expresion de DRS5.::GUS en raices
de plantulas de 3 dpg, dos dias tras la ablacion del CQ (B). Imagenes modificadas de [36]. La barra indica 25
um.

3.4.4 Modelo del transporte de auxinas y la red de sefializacion de
auxinas en el NCTR

A continuacién se presentan los resultados de un modelo de ecuaciones diferenciales
ordinarias que describe la dindmica de la red de sefializacién de auxinas controlando la
expresion genética de WOX5. Este modelo fue propuesto por el candidato a doctor en
ciencias biomédicas Eugenio Azpeitia. El modelo considera a los componentes genéricos
de la via de sefializacién a auxinas: los represores Aux/IAA, los factores transcripcionales
ARF* y ARF~ y a WOXS5 como gen de respuesta. En la raiz de Arabidopsis la expresion de
WOXS5 es sensible a la concentracion de auxinas y ademads se observa exclusivamente en las
células del organizador del NCTR [75, 67, 81], y constituye un marcador de la posicion del
NCTR.

Genes inducidos: Aux/IAA y WOX5

Figura 3.19: Modelo de la red de seiializacion de auxinas. Se muestra un diagrama de los componentes que
se tomaron en cuenta y las relaciones de regulacién entre ellas. En rojo se destaca la interaccién no



reportadas en la literatura.

El sistema de ecuaciones diferenciales se muestra (Ecuacion 3.4) junto con un esquema de
los componentes y sus interacciones (Figura 3.19). Las variables del modelo son aux
(auxinas), A (ARF™*), I (Aux/IAA), D_IA (dimero ARF*-Aux/IAA), D _1I (dimero Aux/IAA-
Aux/IAA), y W5 (WOX5). Los ARF~ (pardmetro K;,,) se consideran constantes en el
modelo. Las variables D IA y D II aumentan su concentracién por la formacion de los
dimeros (con tasas K;, y K;;), disminuyen su concentracion por la disociacion de los

dimeros (con tasas K';4 y K';; ) y son degradados a una tasa dependiente de aux
Y1deg1Kgyxaux
( Kguxaux+1
D IA por la degradacion de I que es dependiente de la concentracion de aux
Y1deg1Kgyxaux
( Kguxaux+1

). La variable A aumenta su concentracion dada su liberacion del dimero

), también por la disociacion del dimero D IA (K';4) y disminuye su

concentracion dada la formacion del dimero D _IA (K;,). La variable I tiene una funcion de
piA™?

K™+ W 501 +1) y su degradacion es

sintesis promovida por aux e inhibida por W5 (

Y1deg1Kgyxaux

). La wvariable W5 tiene una funcion de sintesis
Kauxaux+1

dependiente de aux (
PiwsA"
KAMn+1
Por 1ltimo la variable aux tiene una tasa de sintesis basal (pjquy), una tasa de sintesis
dependiente de W5 (pgux) v una tasa de degradacion basal (degquy)-

promovida por A e inhibida por I ( ) y una tasa de degradacion de basal (degys).

ap_II ' y1deg Kgqycaux
T=KIAIA_K IADIA_IK(H;WD—IA (34)
ab_II deg K caux
Kkl —K' D, — LI e @ )y
dt Kaeaux + 1

dA  y;deg K., .aux

Dis+K' ;D s — K 4IA
dt Kocaux + 1 a fa=ia 14

dl piIAn2 _ V1 deglKauxaux i

dt K" +W58+1  Kgaux +1

aws Piws A"
= - d W5
At Ky + 1 cdws
daux
T = Piaux + Paux W5 — degquxaux

El modelo considera que A puede dimerizar con I para dar lugar a D _IA, y que I puede
dimerizar con I para dar lugar a D _II. Ambos dimeros pueden ser disociados por aux con la
subsecuente degradacion de 1. A regula positivamente la expresion de I y W5, y compite
con K, por los sitios de unidon a promotores de respuesta a aux. W5 promueve a aux
formando una asa de retroalimentacion positiva, y reprime la expresion de I formando un
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asa de retroalimentacion negativa (esta interaccion no estd reportada en la literatura y
representa una prediccion del modelo de Azpeitia [29]). El modelo tiene un
comportamiento biestable en los niveles de concentracion de W5 con respecto a la
concentracion de auxinas. Si aux es mayor al umbral u, entonces W5 aumenta
drésticamente su concentracion (Figura 3.20). Este modelo se acoplé al modelo del
transporte de auxinas de la seccion anterior. De este modo, en este modelo se considera la
escala intracelular de las redes de regulacion y la intercelular del transporte de auxinas,
constituyendo un modelo multiescala del preestablecimiento del patrén del NCTR de
Arabidopsis. En nuestro modelo multiescala, W5 es un marcador de la posicion del
organizador del RNCT.

A B

Figura 3.20: Comportamiento biestable de W5 en el modelo de la seiializacion de auxinas. En las dos
graficas, el eje x es el tiempo, y el eje y es la expresion. Se muestra la dindmica del sistema cuando la
concentracion de auxinas es mayor al umbral u (A). Se puede apreciar que en dicha condicion, W5 tiene su
maxima concentracion (W5= 300 u.a.). Se muestra la dindmica del sistema cuando las auxinas son menores al
valor u (W5= 0 u.a.) (B). I=FAux/IAA , A=ARF+ , DII= Aux/IAA-Aux/IAA , DIA= Aux/IAA-ARF+ , W5=
WOXS5 , aux= auxinas , AI= ARF—.

Implementacion del modelo multiescala en CompuCell3D

El sistema de ecuaciones diferenciales se exportd a formato SBML (con Jarnac [97]) para
incorporarlo a la simulaciéon de CompuCell3D. Se utilizaron los steppables de la simulacion
A (Capitulo 2 - Métodos), y se afiadid el steppable AuxinIntracellularNetwork (Codigo 4).
En AuxinlntracellularNetwork se define un sistema de ecuaciones diferenciales para cada
célula de la simulacion. El steppable recorre todas las células de la simulacion y resuelve la
red un tiempo. Cada célula de la simulacién tiene dos variables en relacion con las auxinas,
C es la variable de auxinas del transporte y aux del modelo SBML. Para acoplar las auxinas
del transporte activo con las de la red de sefializacion, se coordinan los valores antes y
después de resolver el sistema de ecuaciones diferenciales. En el steppable primero se copia
el valor del pardmetro del transporte al parametro de la red (aux = C). Y tras resolver el
sistema de ecuaciones diferenciales, se copia el valor del para metro de la red al parametro
del transporte (C = aux). Asi la red de sefializacion de auxinas interpreta la concentracion
celular de auxinas y posteriormente la red afecta a las auxinas que seran transportada.

class Auxin_Intracellular Network :
for cell in cell List:
aux.cell=C.cell
timestepBionetworks()
C.cell= aux.cell
Cddigo 4. El steppable acopla el modelo intracelular de seiializacion de auxinas al modelo del
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transporte de auxinas. El steppable recorre todas las células de la simulacion y guarda en la variable aux de
la red SBML, el valor de auxinas dado el transporte, C. Después se resuelve el sistema de ecuaciones
diferenciales (timestepBionetworks). Se finaliza copiando el valor aux a la variable SBML al la variable del
transporte activo, C.

Para estudiar la cooperacion del transporte de auxinas y la red de sefalizacion de auxinas
en el control de la expresion de WOX35, se simulo el sistema de la raiz intacta y con dos
perturbaciones:

e J. Raiz intacta
e K. Perturbacién 1- Inmersién de la raiz en solucidén con auxinas
e L. Perturbacion 2- Tratamiento con NPA

Para el andlisis de las propiedades dindmicas de las tres simulaciones se incluyen tres
graficas:

* Concentracion promedio de auxinas por tipo celular: Es una grafica de la
concentracion promedio de auxinas por tipo celular a lo largo del tiempo de la
simulacion. El eje x es el tiempo de la simulacion (MCS) y el eje y es la
concentracion promedio de auxinas por tipo celular.

* Histograma de concentracion de auxinas: Muestra la distribucion de la
concentracion de auxinas para cada tipo celular. El eje x es la concentracion de
auxinas y el eje y es la frecuencia.

* Concentracion promedio de W5 por tipo celular: Grafica de la concentracion
promedio de W5 por tipo celular. El eje x es el tiempo de la simulacion en MCS, y
el eje y el valor de W5.

En las tres graficas los tipos celulares estan en codigo de colores: CQ en rojo, Pro-vascular
en verde, Columela en morado, Endodermis en amarillo y BorderLateral en naranja. En la
Tabla II1.6 se muestran las graficas de las tres simulaciones. Las tres simulaciones se
comportan idénticas a la simulacion A hasta el tiempo 300,000 MCS. A partir de este
tiempo y hasta el final de la simulacion se incluye la dina' mica de la red intracelular en el
steppable AuxinIntracellularNetwork.

J. Raiz intacta

En la simulacién J desde el tiempo MCS = 0 hasta el MCS = 300,000 se comporta
exactamente como la simulacion A. A partir del tiempo MCS = 300,001 cuando el
gradiente de concentracion de auxinas ya se form6 y se estabiliza (Tabla IIL.6,
Concentracion auxinas A), se incorpora la dindmica de la red intracelular de sefializacion de
auxinas (Figura 3.22). La concentracion de W5 es alta tan solo en las células del CQ pues
son las que dado el transporte de auxinas tienen mayor concentracion de auxinas y rebasan
el umbral u (Tabla I11.6, Concentracion W5 J). Siendo que W5 promueve a las auxinas [75,
83], los niveles de concentracion de auxinas en las células del CQ incrementan y amplian la
diferencia en la concentracion de estas células con el resto (Tabla II1.6, Histograma J).
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K- Perturbacion 1- Inmersion de la raiz en solucion con auxinas

En la simulacién K desde el tiempo MCS = 0 hasta el MCS = 300,000 se comporta
exactamente igual que la simulacion A. A partir del tiempo MCS = 300,001 hasta el tiempo
MCS = 400,000 la similacion K se comporta como la simulaciéon G donde se simula la
inmersion de la raiz en medio adicionado con auxinas. A partir del tiempo MCS = 400,000
donde el gradiente de concentracion de auxinas ha sido alterado por el tratamiento, se
incorpora la dindmica de la red intracelular de sefializacion de auxinas a la simulacion K. El
gradiente de concentracion de auxinas no se altera substancialmente a partir de la inclusion
de la red intracelular pero aumenta el valor en la concentraciéon de todas las células (Figura
3.23). La concentracion de W5 es alta en todos los tipos celulares dado que la
concentracion de auxinas es alta en todas las células (Tabla II1.6 Valor de W5 K). Existen
datos experimentales del patrén de expresion de WOXS5 de raices de Arabidopsis en
solucion con auxinas [81]. La expresion de WOX5 es monitoreada con una fusion
transcripcional del gen de WOX5 y GFP. En la raiz intacta la expresion de WOX5::GFP se
observa exclusivamente en las células del CQ. Bajo tratamiento de inmersion, la expresion
de WOX5 disminuye. Ademads, aunque a niveles bajos, la expresion de WOXS5 se observa
tanto en el CQ y las células iniciales de cortex y endodermis (Figura 3.21). En nuestro
modelo W5 no disminuye su concentracion y ademas aumenta su dominio de expresion a
todas las células. Esto sugiere que nuestro modelo no contempla restricciones en las células
para que no expresen a WOX35. Dichas restricciones deberian ser contempladas para poder
reproducir correctamente el comportamiento de WOX5 en inmersion de auxinas. Es posible
que las restricciones involucren a los factores de transcripcion SCARECROW (SCR) y
SHORTROOT (SHR) los cuales se expresan en las células del CQ y la endodermis, y se ha
demostrado que son necesarios para la expresion WOX5 [67].

A

WOX5::ERGFP

Figura 3.21: Andlisis de la expresién de WOXS5 con una fusién transcripcional del gen con GFP. En la
raiz intacta, la expresion de WOX5 se observa en las células del CQ (A). Tras el tratamiento con auxinas
(NAA) la expresion de WOX5 disminuye (B). La expresion de WOX5 se expande a las células iniciales de
endodermis/cortex como se puede observar en el cuadro de la esquina superior derecha en la figura (B).
Iméagenes modificadas de [81]

L. Perturbacion 2- Tratamiento con NPA

En la simulacion L desde el tiempo MCS = 0 hasta el MCS = 300,000 se comporta
exactamente igual que la simulacion A. A partir del tiempo MCS = 300,001 hasta el tiempo
MCS = 400,000 se comporta como la simulaciéon H donde se simula el tratamiento de la
raiz con NPA que inhibe el transporte polar por proteinas de la familia PIN. A partir del
tiempo MCS = 400,000 donde el gradiente de concentracion de auxinas ha sido alterado por
el tratamiento, se incorpora la dindmica de la red intracelular de sefializacién de auxinas. El
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gradiente de concentracion auxinas desaparece mas rapidamente tras la inclusion de la red
intracelular que sin ella (Tabla III.5, Concentracion auxinas H y Tabla II1.6, Concentracion
de auxinas L) homogenizando la concentracion de auxinas en las células de la simulacion
(Figura 3.24). Entonces no existe un maximo de concentracién de auxina y ninguna célula
en la simulacion llega a tener la concentracion minima de auxinas necesaria para tener una
alta concentracion de W5 (Tabla I11.6, Concentracion W5 L). Siendo que W5 tiene una baja
concentracion, no promueve a las auxinas y sus niveles se mantienen bajos en todas las
células. Actualmente no existen datos experimentales sobre la expresion de WOX5 en
tratamiento con NPA, pero el patron de respuesta a auxinas formando maximos de
respuesta en la epidermis y la expresion de marcadores del NCTR alrededor sugieren que
WOX5 podria estar expresandose proximo a los maximos [36] (Figura 3.17).
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Figura 3.22: Concentracion de auxinas en las células de la simulacién J. Se muestra la concentracion de
auxinas en unidades arbitrarias en cada célula de la simulacion en el tiempo MCS = 300,000, MCS = 305,000,
MCS = 350,000 y MCS = 400,000. La escala de color en cada tiempo MCS es distinta. En el tiempo MCS =
400,000 es de 0.0 - 4.1, MCS = 405,000 es de 0.0 - 16.2, MCS = 450,000 es de 0.0 - 76.2 y en el tiempo MCS
= 500,000 es de 0.0 - 98.7.

Figura 3.23: Concentracion de auxinas en las células de la simulacion K. Se muestra la concentracion de
auxinas en unidades arbitrarias en cada célula de la simulacion en el tiempo MCS = 400,000, MCS = 405,000,
MCS = 450,000 y MCS = 500,000. La escala de color en cada tiempo MCS es distinta. En el tiempo MCS =
400,000 es de 0.0 - 18.2, MCS = 405,000 es de 0.0 - 36.1, MCS = 450,000 es de 0.0 - 306 y en el tiempo
MCS = 500,000 es de 0.0 - 517.

[
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Figura 3.24: Concentracion de auxinas en las células de la simulacién L. Se muestra la concentracion de
auxinas en unidades arbitrarias en cada célula de la simulacion en el tiempo MCS = 400,000, MCS = 405,000,
MCS = 450,000 y MCS = 500,000. La escala de color en cada tiempo MCS es distinta. En el tiempo MCS =
400,000 es de 0.0 - 2.38, MCS = 405,000 es de 0.0 - 2.32, MCS = 450,000 es de 0.0 - 1.9 y en el tiempo MCS
= 500,000 es de 0.0 - 1.7.
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Concentracién promedio auxina Histograma de concentracién de Valor promedio de W5 por tipo celular
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Tabla II1.6 Resultados del andlisis de transporte de auxinas y la red de sefializacién de auxinas. Las grificas Concentracién promedio de auxinas y Valor de W5 tienen
en el eje = grafica el tiempo (MCS) y el eje y la concentracién de auxinas. El Histograma de concentracién de auxinas- tiene como eje z la concentracién de auxinas y en el eje y la
frecuencia. Los tipos celulares estdn en cédigo de colores: CQ en rojo, Pro-vascular en verde, C'olumela en morado, BorderLateral en naranja y Endodermis en amarillo. Los resultados
mostrados son de simulaciones de tiempo MCS = 700,000.
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Capitulo 4
Discusion

La raiz de Arabidopsis se ha convertido en un sistema tedrico-experimental fundamental
para entender procesos del desarrollo de organismos multicelulares [40, 65, 42, 29, 98, 30,
31]. Estos procesos van desde el nivel molecular, al de las redes de regulacion, las
interacciones celulares, hasta los procesos tisulares u organogénicos que subyacen a la
diferenciacion celular. El estudio del desarrollo de la raiz en los ultimos afios ha generado
un acervo importante de informacion del cual se han identificado componentes genéticos,
hormonales y vias de sefializacion como reguladores del crecimiento de la raiz [36, 75, 5,
67, 6, 81, 83, 52, 99]. Las mutaciones en alguno de estos componentes muchas veces dan
fenotipos dificiles de explicar si no se contempla la accion coordinada entre componentes
genéticos y no genéticos, los cuales forman redes de regulacion complejas que actian a
diversas escalas temporales y espaciales [1, 2, 3]. Siendo que en general los estudios se han
enfocado a estudiar los procesos que participan en la regulacion del NCTR de Arabidopsis
de manera independientemente, a la fecha no se sabe cémo es que estos procesos actiian
colectivamente para dar lugar a la emergencia del patrén morfogenético de la raiz. Su
estudio es importante para comenzar a comprender que alteraciones en los procesos
interfieren con la organizacion del NCTR, y alteran su actividad y por ende la produccion
celular. Identificar dichas alteraciones, es importante para sugerir como es la regulacion del
patron morfogenético de NCT en otros organismos multicelulares.

Para estudiar la accion concertada de estos elementos y como a partir de ellos emerge la
organizacion de la raiz se necesita una herramienta computacional de simulacion
multiescala. La plataforma de simulacion multiescala que proponemos en este trabajo
modela explicitamente el espacio y permite estudiar simultdneamente las dindmicas del
transporte de moléculas entre células y las dindmicas sub-celulares como las redes de
regulacion. Aunque el modelo presentado en este trabajo no incorpord el papel de los
campos fisicos mesoscopicos, esto también serd posible en futuros desarrollos de este
enfoque de simulacion. Esta herramienta de simulacion de procesos espacio-temporales del
desarrollo de plantas nos permitird generar modelos para poder postular predicciones
verificables experimentalmente respecto de la emergencia de los patrones de concentracion
de hormonas, comportamientos celulares y de expresion genética a lo largo del apice de la
raiz de Arabidopsis.

Plataforma multiescala del desarrollo

Actualmente existen varias plataformas de simulacion multiescala para describir distintos
niveles de organizacion [46, 44, 45]. En este trabajo se propuso una extension novedosa del
formalismo de Modelos Celulares de Potts (CPM) que permite simular comportamientos
celulares de plantas en términos de expansion y proliferacion celular. De la funcion H que
proponemos, se pueden interpretar interpretar fuerzas fisicas como la presion celular y la
deformacion de la pared celular, los cuales son dos componentes con direcciones
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opuestas que subyacen a la forma celular. En un modelo de la expansion y proliferacion
celular utilizando la funcion H recuperamos la direccion de las fuerzas fisicas como se
observa en las células de plantas. La presion celular es positiva (hacia el exterior) como lo
es la presion de turgencia, y la deformacion de la pared celular es negativa (hacia el
interior). Ademas, en el modelo recuperamos cualitativamente la extension plastica o reptar
de la pared celular. La importancia de incluir las fuerzas fisicas en un modelo del desarrollo
de la raiz de Arabidopsis, recae en la reciente evidencia de que puede regular la direccion
del transporte de auxinas [12, 13], y la expresion genética [100]. A medida que se vaya
describiendo con mayor detalle el papel de los campos fisicos en el desarrollo de la raiz,
sera posible estudiarlos con un modelo dindmico utilizando la funcién H que proponemos.
Ademas con la funcién H se pueden incorporar dindmicas continuas, discretas o hibridas de
procesos a nivel celular y subcelular, como por ejemplo el transporte de moléculas y las
redes de regulacion. Por lo tanto, esta plataforma constituye una herramienta de modelacion
de gran alcance para modelar simultdneamente el crecimiento celular, redes de regulacion y
campos quimicos y fisicos, en el desarrollo de la raiz de Arabidopsis.

Anteriormente una extension de CPM se utilizo para estudiar la proliferacion celular en el
apice de la raiz [40]. Dicha extension no incorporaba el papel de los campos fisicos en el
desarrollo de la raiz ni de las redes de regulacion genética. Las ventajas de la funcion H que
proponemos en este trabajo es la eficiencia computacional, la interpretacion de fuerzas
fisicas, la formacion de campos quimicos y fisicos, la incorporacion de redes de regulacion
y la comunicacion entre células. Todos los cuales son procesos cruciales para estudiar el
desarrollo del NCTR de Arabidopsis. Evitar los desplazamientos celulares es importante en
una plataforma de simulacion del desarrollo en plantas debido a la pared celular y la
consecuente ausencia de migraciones celulares. Una limitacion de la funcion H que
proponemos es que los desplazamientos celulares se desfavorecen, pero no se impiden. Por
lo tanto, los resultados generados con esta plataforma deben ser interpretados teniéndolo en
consideracion. La funcion H se implement6 en CompuCell3D (CC3D) que es un programa
computacional que esta disponible para distintos sistemas operativos. CC3D tiene una
interfaz gréafica sencilla y constantemente se actualiza. Los desarrolladores de CC3D
organizan talleres anuales lo cual permite discutir y obtener guia directamente de ellos.

Modelo del transporte de auxinas en la raiz

Utilizando CC3D implementamos un modelo del transporte de auxinas en el apice de la raiz
utilizando la funcién H. Para el modelo consideramos la actividad de las proteinas PIN que
se encuentran localizadas polarmente en las membranas celulares. El modelo recupera la
formacion del gradiente de concentracion de auxinas en el eje longitudinal de la raiz con un
maximo de concentracion en las células que corresponden al organizador del NCTR. Una
herramienta de modelacion que permite el estudio de la formacion del gradiente es util pues
actualmente no es sencillo visualizar la concentracion de auxinas con una resolucion
celular. La respuesta transcripcional a auxinas es la manera mas utilizada para estudiar
indirectamente el gradiente de concentracidon de auxinas en condiciones normales o frente a
perturbaciones [71, 54, 72, 36]. Nuestro modelo multiescala nos permite estudiar de manera
sencilla la distribucion de auxinas, pudiendo predecir cuales seran los efectos en el patron
de concentracion de auxinas bajo distintas perturbaciones. Es importante mencionar que los
resultados presentados en este trabajo suponen que la polaridad de las proteinas PIN es 64



fija aun bajo los distintos tratamientos. Este puede no ser el caso, lo cual deberd revisarse y
posiblemente incluirse en futuros modelos.

Si bien en trabajos previos se estudié la formacién del gradiente de concentracion de
auxinas en la raiz de Arabidopsis con aproximaciones continuas [40, 41, 42, 43], en este
trabajo utilizamos un modelo de reglas logicas para estudiar la dinamica del transporte de
auxinas. Nuestra aproximacion recupera resultados cualitativamente similares a los
publicados anteriormente [40], por lo tanto dicho nivel de detalle es suficiente para estudiar
el transporte de auxinas en la raiz. Con este modelo del transporte de auxinas en la raiz
exploramos condiciones iniciales y tratamientos que anteriormente no se habian estudiado
en un modelo espacio-temporal. Estas simulaciones sugieren cual podria ser el efecto en el
gradiente de concentracion de auxinas en la raiz de Arabidopsis frente a distintas
condiciones y tratamientos. En el modelo se identifico el sitio médximo de concentracion de
auxinas como un marcador de la posicion del organizador del NCTR [37]. En la
perturbacion del transporte con NPA (H) los resultados sugieren que deben considerarse las
proteinas de influjo de auxinas como AUX1 [57, 59]. El patron de expresion y la polaridad
de AUXI1 en las células de la raiz de Arabidopsis podria explicar el patron de respuesta a
auxinas observado experimentalmente en tratamiento con NPA, el cual no logramos
reproducir en la simulacién H. Esta hipdtesis se probara en futuros desarrollos del modelo
presentado en este trabajo. Para comparar el resultado de nuestras simulaciones con la
respuesta de la raiz de Arabidopsis ante las perturbaciones, utilizamos datos de la actividad
del promotor sintético DRS [54]. Los resultados de la simulaciones fueron comparados con
estos datos teniendo en cuenta que la formacion del gradiente de concentracion de auxinas
depende del transporte activo de auxinas, del metabolismo de auxinas [75, 37, 83, 99] y de
la actividad de proteinas de influjo de auxinas [57, 59].

Modelo del transporte y la red de sefializacion de auxinas

El é&pice de la raiz es un sitio activo de sintesis de auxinas [37, 83] y en este trabajo se
presentd un modelo que considera el metabolismo de las auxinas. En colaboracién con
Eugenio Azpeitia se propuso un modelo de ecuaciones diferenciales ordinarias de la via de
sefializacion de auxinas. El modelo contempla para las auxinas una tasa de degradacion
basal, de sintesis basal y de sintesis promovida por WOXS5 [75, 83]. En el modelo, WOX35 es
representado por la variable W5 que es promovida por las auxinas [67], estableciendo un
asa de retroalimentacion positiva. En el modelo W5 tiene un comportamiento biestable
respecto a la concentracion de auxinas como se ha sugerido por distintos experimentos [67,
81]. Cuando la concentracién de auxinas es menor a un valor umbral, W5 no se expresa.
Cuando la concentracion de auxinas rebasa el valor umbral, entonces W5 se expresa.
Modelos previos habian estudiado la via de sefializacion de auxinas [78, 77, 79], y nuestro
modelo incorpora la regulacion de la expresion de WOXS, el cual es un factor de
transcripcion clave en la organizacion del NCTR. Este modelo de la via de sefializacion de
auxinas se acoplo con el modelo del transporte de auxinas en la raiz, constituyendo un
modelo multiescala que considera la escala subcelular y la celular. El modelo multiescala
recupero la concentracion mas alta de la variable W5 en las células de tipo CQ del modelo.
Este resultado concuerda con lo que se ha reportado experimentalmente donde la expresion
de WOX5 se observa unicamente en el organizador del NCTR. La expresion de WOX5 en el
CQ es necesaria para mantener a las células iniciales distales en estado indiferenciado 65



[67, 81], y en nuestro modelo constituye un marcador de la posicion del organizador del
NCTR. Por lo tanto, utilizando una herramienta de simulacion multiescala pudimos
modelar el transporte activo de auxinas y la via de sefializacion de auxinas para recuperar la
posicion del organizador del NCTR.

Utilizando el modelo multiescala simulamos dos perturbaciones, la inmersion de la raiz en
solucién con auxinas y el tratamiento con NPA. Se tiene evidencia de la respuesta de
WOX5 en la primera perturbacion donde su expresion disminuye y se observa
ectopicamente en las células iniciales de endodermis/cortex. En la simulacion de dicha
perturbacion (K), W5 tiene un alto valor en casi todas las células de la simulacion y no
exclusivamente en las células de tipo CQ. Por lo tanto, nuestro modelo no recupera la
respuesta de WOX5 en la inmersion de auxinas. Esto puede explicarse debido a que el
modelo subcelular no considera reguladores importantes del NCTR como SHR y SCR [101,
29]. SHR y SCR regulan la expresion de WOX35 y su actividad coincide en las células del
CQ y de la endodermis. Ademads, nuestro modelo no considera que algunos componentes de
la via de sefalizacion de auxinas no se expresan homogéneamente en la raiz [96, 76],
alterando la sensibilidad de la respuesta a auxinas. Sin embargo, nuestro trabajo establece
las bases para proponer un modelo multiescala del transporte hormonal y las redes de
regulacion subcelulares, para estudiar el desarrollo de la raiz de Arabidopsis. Incluir
aquellos componentes y sus interacciones mas determinantes nos permitira tener un modelo
multiescala con mayor capacidad de prediccion y que sea validable con datos
experimentales. Tal como est4 establecida la plataforma, sera posible incorporar una red de
interacciones moleculares méas completa.

Perspectivas

Entre los reguladores que sabemos que seran importantes en el modelo subcelular, estan
aquellos que son parte de la red de regulacion genética (RRG) del NCTR [29, 30], las
hormonas y sus vias de sefalizacion [28]. Es interesante que entre estos componentes hay
crosstalk o regulacion cruzada, lo cual establece dindmicamente el limite entre la
proliferacion y la elongacion celular en la raiz de Arabidopsis [52, 28, 27]. Ademas de las
auxinas, hay hormonas como las citoquininas que son transportadas en la raiz y forman
patrones de concentracion [102]. Incluir en el modelo a los mecanismos que estan detras de
la formacion de los campos quimicos hormonales es de gran importancia pues regulan a la
proliferacion y la diferenciacion celular en la raiz de Arabidopsis. Un modelo multiescala
de la regulacién genético- hormonal nos permitira analizar si las dindmicas acopladas del
transporte hormonal, la proliferacion celular y la diferenciacion celular son suficientes para
la formacion de un campo fisico mesoscopico que pueda ser incorporado subsecuentemente
en el modelo como informacion posicional [13, 31]. Con un modelo multiescala del NCTR
podremos estudiar como cambiando el valor de diferentes parametros, se altera el patron
macroscopico de la raiz. Esta aproximacion ayudard a entender el desarrollo de la raiz
como la accion coordinada de muchos componentes a distintas escalas espaciales y
temporales, y nos permitira comprender los mecanismos que subyacen a la organizacion de
la raiz y las alteraciones que dan lugar a fenotipos mutantes.
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Conclusiones

La funcion H propuesta en este trabajo modela las fuerzas de presion de turgencia y la
deformacion de la pared celular para modelar crecimiento de células de plantas. Dicha
funcién se utilizd para modelar a las células en el apice de la raiz de Arabidopsis pero es
aplicable a otros sistemas de estudio vegetales. El modelo del transporte de auxinas por la
actividad de las proteinas PIN, recupera un gradiente de concentracién de auxinas como el
que se observa en la raiz de Arabidopsis. El modelo sugiere el efecto en el gradiente de
concentracion de auxinas ante distintas condiciones y tratamientos. La herramienta de
simulacién multiescala permitié proponer un modelo del transporte y la via de sefializacion
de auxinas que recupera la actividad de W5 en las células que representan al organizador
del NCTR. Para tener un modelo certero del efecto de distintas condiciones y
perturbaciones en el NCTR de Arabidopsis se requiere de un modelo subcelular mas
completo que incluya a los componentes genéticos y hormonales mas importantes.
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