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RESUMEN

La acumulacién de datos genéticos y moleculares derivados de
estudios en la biologia del desarrollo, la genética y mas recientemente la
gendomica han permitido la generacion y el desarrollo de modelos de Redes
de Regulacion Genética (RRG) en estudios de morfogénesis y diferenciacion
celular. En las RRG, los genes, ARNm, proteinas u otros factores
corresponden a los nodos de la red y las relaciones de regulacion entre los
nodos corresponden a interacciones de regulacion positivas o negativas.

Los patrones celulares en la epidermis de hoja en Arabidopsis thaliana
(en adelante Arabidopsis) son un excelente modelo para el estudio de la
diferenciacion celular y la formacion de patrones. En particular, las RRG han
sido utilizadas para estudiar la diferenciaciéon celular y el patron de los
tricomas en las hojas de Arabidopsis. El patrén celular en este sistema es
sensible a un amplio rango de procesos regulatorios a diferentes niveles. Por
ejemplo, el estrés y la herbivoria pueden causar cambios en la distribucién y
en la densidad de los tricomas, ademas, la sefializacion de las hormonas
Giberelinas, Acido Jasmonico y Citoquininas regulan el desarrollo de
tricomas, lo cual podria ayudar a entender el desarrollo plastico de éstos.

Con base en lo anterior, en este proyecto nos propusimos extender
uno de los modelos de RRG, integrando el papel de los mecanismos
genéticos, hormonales y ambientales en la formacion y el desarrollo plastico
de tricomas en la epidermis de hoja de Arabidopsis. Buscando asi entender el
papel que estas sefiales y sus complejas interacciones tienen en Arabidopsis
y cOmo estas interacciones contribuyen con el origen y la variacion del patron
de tricomas. Los resultados de este trabajo permitieron estudiar los
mecanismos detrds de la plasticidad fenotipica observada durante la
diferenciacion de tricomas asi como predecir nuevas interacciones que
retroalimentan al trabajo experimental, aportando datos originales respecto al
efecto combinado de dos hormonas en la densidad de los tricomas.



Abstract

The accumulation of data from molecular genetic studies of
development biology and genomics has enabled the generation and
development of Gene Regulatory Network (GRN) models of cell differentiation
and morphogenesis. In GRNs, genes, mRNA or proteins correspond to the
network nodes and the links among nodes stand for regulatory interactions.

Epidermal patterning in Arabidopsis thaliana leaves provides an
excellent model for the study of cell differentiation and patterning formation. In
particular, GRN models have been used to study cell fate determination and
patterning of epidermal hairs, trichomes in the leaves. Dynamic network
models and experimental evidence have suggested that cell patterning in this
system is sensitive to a wide range of regulatory processes at different levels.
For example, it has been show that in the leaf epidermis, Gibberellins (GA)
and Cytokinin (CK) signaling promotes trichome development, which could
account for changes in trichome density and patterning during plant
development. Plus, it has been found that environmental cues such stress
and hervibory also cause changes in the distribution and density of trichomes.

We set up to integrate the role of genetic and non-genetic mechanisms
and the role of phenotypic plasticity in the formation and development of
trichomes in the leaf epidermis of Arabidopsis. Since it is not yet well known
which mechanisms are behind the plastic changes observed in trichomes
patterns in response to different environmental stimuli, in our research, we
propose to include signaling and interactions of some hormonal pathways and
environmental cues such as stress and herbivory in the gene regulatory
network determining trichomes that exists in Arabidopsis. This, to understand
the role that these signals and their complex interactions have with
Arabidopsis and how these interactions contribute with the origin and variation
of trichome patterning. The results allow us to understand in a better way the
mechanisms behind phenotypic plasticity of trichome cell determination and to
predict new interactions that feedback experimental work. Plus, this work
provides new data on the combine effect of two hormones on trichome

density.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

La ecologia evolutiva del desarrollo (eco-evo-devo) estudia las relaciones entre
los procesos del desarrollo, las interacciones organismo-ambiente en estos
procesos y el cambio fenotipico durante la evolucion (Hall et al., 2003). Gracias
al desarrollo y uso de herramientas teéricas y computacionales que permiten
analizar los datos experimentales disponibles de manera integrada, se han
generado modelos dindmicos de regulacion genética que ayudan a entender
como surgen y evolucionan los procesos del desarrollo y los fenotipos
(Kauffmann 1969; von Dassow et al., 2000; Alvarez-Buylla et al., 2007), y cual
ha sido el papel del ambiente en la generacién de la compleja variacion
fenotipica que observamos (Muller 2007).

La plasticidad fenotipica es la capacidad de un genotipo de producir diferentes
fenotipos en respuesta a cambios en el ambiente y puede considerarse como
una fuente de variabilidad importante en términos ecoldgicos y evolutivos
(Pigliucci et al. 2006; West-Eberhard 2005). La epidermis de Arabidopsis
thaliana representa un buen modelo para estudiar la formacién de patrones y
tipos celulares (tricomas o pelos y células de cementacion) y el papel de
mecanismos genéticos, hormonales y ambientales en la formacion de éstos
(Grebe 2012; Benitez et al., 2013). En este trabajo se presenta informacion
actualizada sobre uno de los modelos de red de regulacion genética de
determinacion de tricomas y no-tricomas que existe para Arabidopsis (Benitez
et al., 2008; ver sin embargo, otros modelos matematicos para la determinacién
del arreglo espacial de tricomas: Pesch y Hulskamp, 2004; Benitez et al., 2007,
Bouyer et al., 2008; Digiuni et al., 2008). Se ha observado que las hormonas
vegetales como giberelinas (GA), acido jasmoénico (AJ) y citoquininas (CK)
juegan un papel importante en la percepcion de las condiciones ambientales y
su traduccion en respuestas plasticas especificas, tales como un aumento en el

namero y patrén de distribucion de tricomas (Voesenek et al., 1996, Traw et al.,
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2003, Maes et al., 2010). Por ello, las interacciones de estas hormonas con los
elementos de la red de regulacién génica se incluiran en la nueva version del
modelo. Ademas, las sefiales ambientales como estrés y herbivoria también
ocasionan cambios en la distribucion y densidad de tricomas (Holeski 2007) y
pueden estar mediadas en parte por vias hormonales (Holeski et al., 2012,
Jaillais & Chory 2010, An et al., 2011, Thaler et al., 2010). Asi, la generacion de
este modelo permitira explorar indirectamente la manera en que las complejas
interacciones organismo-ambiente afectan el desarrollo y la plasticidad de los
fenotipos, aportando en este sentido al programa de investigacion de la eco-

evo-devo.

1.1 ECOLOGIA EVOLUTIVA DEL DESARROLLO

La biologia evolutiva del desarrollo (evo-devo) emergié como un campo nuevo
de conocimiento en los inicios de los afios 80 (Olsson et al., 2006).
Actualmente evo-devo es considerada como un marco teorico, que por una
parte estudia como los procesos del desarrollo han evolucionado y por otra
parte, intenta probar las consecuencias del establecimiento de estos procesos
en la evolucién de los organismos (Raff 2000; Gilbert 2003; Jablonka & Lamb
2005; Miller 2007). A partir de estas ideas, de la acumulacion de evidencia
experimental, y de que se ha observado que el ambiente puede influir en el
cambio y desarrollo de los organismos, surge otra pregunta importante: ¢como
los procesos estudiados por el evo-devo se relacionan con las condiciones
ambientales en que los organismos habitan? (Jablonka y Lamb 2007; Miuller,
2007; Pigliucci & Miller 2010; Gilbert 2003).

Al integrar las relaciones ecolégicas que mantienen los organismos durante su
desarrollo y evolucién surge la ecologia evolutiva del desarrollo (eco-evo-devo,
por los nombres en inglés de estas disciplinas), la cual busca entender los
diversos mecanismos detras del origen de la variacion fenotipica y su herencia
transgeneracional, y en Ultima instancia, las distintas dimensiones en la
evolucion de los seres vivos (Hall et al., 2003, Mdiller., 2007, Gilbert &Epe.,
2009).



Asi, en este proyecto se busca explorar y contribuir a entender la manera en
gue las complejas interacciones organismo ambiente afectan el desarrollo y la
plasticidad de los patrones celulares en la epidermis de hoja de Arabidopsis al
estudiar la expresion e interacciones de los genes que participan en la

formacién de tricomas.

1.2 PLASTICIDAD FENOTIPICA

De manera general, la plasticidad fenotipica se refiere a cualquier cambio en
las caracteristicas de un organismo en respuesta a un estimulo ambiental. Es
decir, la propiedad de un genotipo de producir mas de un fenotipo cuando el
organismo se encuentra en diferentes condiciones ambientales (Figura 1;
Pigliucci et al., 2006; Whitman & Agrawal, 2009). Los cambios en los fenotipos
dependen de factores como el pH, humedad, temperatura, fotoperiodo,
estacionalidad, hormonas, entre otros. A su vez, esta plasticidad se puede
expresar también como cambios quimicos, fisiolégicos, del desarrollo,

morfolégicos, de conducta, etc.

Figura 1. Ejemplos representativos de fenotipos alternativos inducidos por el
ambiente (plasticidad fenotipica). (a) Fenotipo silvestre (izquierda) y fenotipo
inducido por depredadores (derecha) de pulgas de agua, Daphnia cucullata; (b)
mariposas, Precis octavia durante la temporada humeda (arriba) y la
temporada seca (abajo). (c) renacuajo, Spea multiplicata con una dieta
omnivora (arriba) y carnivoro (abajo). Tomada de Pfenning et al., 2010).
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El tipo y grado de plasticidad son especificos de las condiciones ambientales y
de los rasgos individuales de los organismos; por ejemplo, un mismo rasgo
puede ser plastico en respuesta a cambios en la temperatura, pero no al
cambio de nutrientes, o un cierto rasgo puede ser plastico en respuesta a la
temperatura mientras que otro rasgo no (Pigliucci et al., 2006).

La adaptacion en un nuevo ambiente a través de la plasticidad fenotipica
conlleva en algunos casos a la conversion de la variacion inducida
ambientalmente no heredable a variacion heredable. Uno de los procesos por
el cual esta variacion inducida ambientalmente se convierte en una variacion
fenotipica heredable es frecuentemente referido como “asimilacion genética”
(Figura 2; Pigliucci et al., 2006; Pigliucci & Murren 2003; Scheiner 1993;
Schlichting & Smith 2002; Jablonka & Lamb 2005; West-Eberhard 2003). La
asimilacion genética es un proceso por el cual, un rasgo inducido
ambientalmente se logra expresar constitutivamente después de un proceso de
seleccion, es decir, se fija genéticamente (Waddington 1953, 1961).

Figura 2. Concepto de asimilacion genética visto en términos de norma de
reaccion y plasticidad fenotipica. Una poblacibn ocupa inicialmente un
ambiente (A), si el ambiente cambia (B), la norma de reaccion de la poblacién
le permite persistir al producir un nuevo fenotipo sin cambiar el genotipo. Si la
seleccién natural opera de forma positiva en el nuevo ambiente y sobre el
nuevo fenotipo, este se fijard genéticamente (se asimilard), se presentara en
ausencia del nuevo ambiente y la norma de reaccion original perdera
plasticidad (C). Tomada y modificada de Pigliucci et al., 2006.



Por su potencial para generar un fenotipo de forma casi inmediata en respuesta
a cambios en el ambiente, la plasticidad fenotipica juega un papel muy
importante en facilitar el surgimiento de fenotipos divergentes dentro de las
poblaciones y, dados los mecanismos de asimilacion discutidos arriba, podria
conducir a la diversificacion. En particular, cuando la seleccion direccional o
disruptiva favorece un nuevo fenotipo, las vias genéticas del desarrollo que
subyacen la plasticidad proveen inmediatamente una respuesta amplia de la
poblacién al ambiente y una variacion genética sobre la cual puede actuar la
seleccién, promoviendo la evolucién de diversos fenotipos. Una vez inducidos,
los fenotipos promovidos por el ambiente pueden ser refinados por la seleccion
a través de diferentes procesos evolutivos (Pfennig et al., 2010).

1.3 PLASTICIDAD FENOTIPICA EN EL DESARROLLO DE LAS PLANTAS

La plasticidad fenotipica ha sido ampliamente estudiada en plantas, las cuales
pueden presentar efectos muy drasticos a lo largo de todo su crecimiento y
desarrollo, muchos de ellos inducidos por el ambiente en el que se desarrollan.
En un inicio, los estudios sobre las plasticidad en las plantas se enfocaban
principalmente en la descripcion del crecimiento y morfologia, como el tamafio
de la planta, numero de ramas, longitud de los internodos, etc. Recientemente,
algunos estudios se han enfocado en los aspectos de la plasticidad que se
relacionan mas directamente con el éxito reproductivo y funcional de las
plantas en el ambiente en el que se desarrollan, y por lo tanto, son evolutiva y
ecolégicamente importantes (Pigliucci 2009; Sultan 2000). Las plantas pueden
responder a cambios en las condiciones del ambiente a través de la plasticidad
de muchos aspectos de sus fenotipos. Por ejemplo, cambios como la
vasculatura de las hojas, el area de la esclerénquima, la estructura de los
nodulos de la raiz en leguminosas, etc. (Sultan, 2000).

Se ha observado que las plantas responden a las condiciones del ambiente no
sb6lo ajustando sus fenotipos, sino en ocasiones también los de su

descendencia. Por ejemplo, se ha demostrado que en la planta Mimulos

10
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guttatus el dafio en las hojas tempranas por herbivoria puede inducir un
aumento en la densidad de tricomas en las hojas que aparecen posteriormente,
demostrando que la produccion de tricomas es un rasgo fenotipicamente
plastico (Holeski, 2007). En el 2001, Agrawal llevd a cabo una serie de
experimentos con el rdbano silvestre (Raphanus raphinistrum), y demostré que
tanto el dafio por herbivoria causado por la oruga Pieris rapae, como
tratamientos con acido jasménico en las plantas parentales incrementaban la
resistencia relativa de la progenie comparadas con el control, en un proceso
conocido como herencia transgeneracional (Agrawal, 2001). Aunque los
mecanismos de la herencia transgeneracional de cambios en los fenotipos
plasticos aun no son muy conocidos, posiblemente modificaciones post-
traduccionales o epigenéticas del ADN o de proteinas a través de procesos
como metilacion, acetilacion, etc.,, puedan estar llevandose a cabo vy
persistiendo en los organismos de la progenie (Holeski, 2007). El impacto
ecolégico y evolutivo de esta herencia transgeneracional, dada por la
plasticidad fenotipica del organismo aun no es claro y su relevancia ain esta
por ser evaluada, pero los nuevos rasgos dados por la plasticidad fenotipica,
podrian llegar a ser adaptativos, facilitando la supervivencia de los organismos
gue los poseen (Holeski et al., 2012).

Las hormonas son fundamentales en la interaccion del organismo con su
ambiente y en la mediacion de las respuestas plasticas. Los efectos de las
hormonas vegetales en el desarrollo son particularmente complejos, ya que
una determinada substancia y su concentracion puede afectar diversas
caracteristicas que no dependen solamente del tejido o la célula involucrada,
sino también de las condiciones ambientales, la edad y estado de desarrollo de
la planta. Por otra parte puede existir “crosstalk” o interacciones entre las
hormonas. Estos procesos se detallan mas adelante (Voesenek & Blom 1996;
Sultan, 2000, Hou et al., 2013; Hou et al 2010; Yang et al., 2012; Jaillais &
Chory 2010).

11
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2. FORMACION DE PATRONES EN LA EPIDERMIS DE
Arabidopsis thaliana: MODELO DE ESTUDIO

Las plantas son un buen modelo para estudiar el papel potencial de la
plasticidad y la variacion epigenética en el desarrollo de los organismos
multicelulares. La organizacion celular en las plantas es relativamente simple y
no existe migracién celular, por lo que resulta factible proponer modelos
computacionales que permitan develar la posible accién y funcionamiento de
diversos factores genéticos y no genéticos implicados en el desarrollo, asi
como el papel que estos factores o conjunto de ellos desempefian durante la
formacion de patrones, morfogénesis y diferenciacién celular in vivo
(Meyerowitz, 2002). Finalmente, el estudio y entendimiento de estos sistemas
en las plantas, nos puede llevar a realizar estudios comparativos amplios, por
ejemplo considerando sistemas similares presentes en animales, o extrapolar

este conocimiento a otros campos diferentes de investigacion cientifica.

Entender los procesos del desarrollo y la regulacién de la diferenciacién celular
gue estan detras del establecimiento de patrones espacio-temporales precisos
durante el desarrollo de un organismo es un reto vigente en el estudio de la
Biologia. En particular, la epidermis de las plantas es considerada como un
excelente tejido para estudiar la diferenciacion celular y la formacion de
patrones celulares (Figura 3, Benitez, 2011; Grebe, 2011). Tanto en las hojas
como en la raiz, la epidermis consiste de un nimero pequefio de células, y es

accesible a la observacion y manipulacién durante su desarrollo.
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CAPITULO 2  FORMACION DE PATRONES

Figura 3. Tipos celulares presentes en Arabidopsis thaliana. En la epidermis de
Arabidopsis se desarrollan diferentes tipos celulares dependiendo de los
estimulos a los que las células se encuentran sometidas y su posicion en la
planta. Entre los principales tipos celulares en la epidermis se encuentran los
estomas, células sementadas, tricomas y tricoblastos. Los tricoblastos en la
raiz de Arabidopsis se observan como filamentos que sobresalen de la
epidermis. Los tricomas se encuentran regularmente espaciados con tres o
cuatro ramificaciones y su diferenciacion o no diferenciacion (células
sementadas) obedece a distintas sefiales. Tomadas y modificadas de Kang et
al., 2009 y Grebe, 2012.

En la planta modelo Arabidopsis thaliana se han aislado y estudiado
numerosas lineas mutantes en las que se afectan los tipos celulares en
epidermis (ver revisiones en Schiefelbein, et al., 2003, Kang et al., 2009;
Benitez et al, 2011, Grebe et al., 2011). Ademas de esto, existe una gran
cantidad de informacion experimental disponible para este organismo (TAIR,
http://www.arabidopsis.org/), por lo que el estudio de la formacién y arreglo de
los tipos celulares en epidermis de Arabidopsis es util para comprender el
papel de mecanismos genéticos, ambientales y hormonales en la formacién de
patrones celulares y en la regulacion del desarrollo, asi como para estudiar la

plasticidad y variabilidad en las plantas.
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Los tricomas, del Griego trichos, que significa “pelos” (pelos ubicados en la
epidermis del tallo y hoja) se encuentran en la superficie de la mayoria de las
plantas (Figura 4), abarcando desde helechos hasta angiospermas. Los
tricomas presentan una gran variedad de morfologias y funciones; estas
incluyen resistencia a herbivoros, reduccion de la transpiracion, incremento de
la tolerancia al frio y proteccion contra la luz UV, entre otras (Kivimaki 2007).
Los tricomas consisten de una sola célula que sobresale de la epidermis de
hoja y tallo, generalmente cuentan con dos a tres proyecciones, y se
encuentran distribuidos de forma espaciada entre si, sin formar cumulos,
sugiriendo la existencia de un mecanismo activo de regulacion de la
distribucion espacial y densidad de éstos (Pesch y Hulskamp 2009). En
Arabidopsis, el nUmero de tricomas se determina antes del crecimiento de la
hoja, y su desarrollo comienza cerca de la parte distal de las hojas cuando
estas miden aproximadamente 100 um de largo, continuando basipetalmente.
Las células de la epidermis que se diferenciardn en tricomas se identifican por
mostrar un incremento en su volumen celular y nuclear. Este aumento en el
volumen nuclear esta correlacionado con el inicio de la endoreduplicacion; en
este proceso el nacleo de la célula contindia replicando su ADN durante la
diferenciacion, alcanzando en promedio un nivel de ADN nuclear de 20C a 32C
(Larkin, et al., 2003). La endorreduplicacién es una variante comun del ciclo
celular en el cual la mitosis y la citocinesis son suprimidas, pero los ciclos de
replicacion del ADN contintan. Posteriormente, el tricoma comienza a
expandirse fuera del plano de la epidermis y la ramificacién de estos comienza,
seguido de la elaboracién de una capa celular secundaria gruesa ya en el
tricoma maduro (Larkin, et al., 2003). En este trabajo estudiaremos Unicamente
los mecanismos detras de la determinacion y arreglo espacial de las células
gue se convertiran en tricomas, dejando de lado los procesos posteriores de

endorreduplicacion y formacién del tricoma.
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CAPITULO 2  FORMACION DE PATRONES

Figura 4. Fotografia de una hoja silvestre ecotipo Columbia de Arabidopsis,
donde se observan los tricomas resaltados. Debido a su propiedad de
birrefringencia, los tricomas pueden ser observados en el microscopio
utilizando luz polarizada.

2.1 RED DE REGULACION GENETICA PARA LA DETERMINACION DE
TRICOMAS

Se han sido identificado numerosos genes que regulan la determinacion del
destino celular y el inicio del desarrollo de los tricomas. El analisis de las
mutantes de estos genes los ha agrupado en dos clases; una de reguladores
positivos del desarrollo de los tricomas y otra de inhibidores (Pesch y
Hulskamp, 2009; Ishida et al., 2008). Entre los reguladores identificados como
positivos se encuentran tres clases de proteinas principales: WD40 codificada
por TRANSPARENT TESTA GLABRAL (TTG1), el factor de transcripcion tipo
MYB R2R3, codificado por GLABRAL1 y MYB23, y los factores de transcripcion
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bHLH (basic helix-loop-helix), codificados por GLABRA3 (GL3) y ENHANCER
OF GLABRAS3 (EGL3) (Koornneef, 1981; Koornneef et al., 1982; Hulskamp et
al., 1994). Entre los reguladores negativos se encuentran los factores de
transcripcion MYB R3, codificados por una familia de seis genes, CAPRICE
(CPC), TRIPTYCHON (TRY), ENHANCER OF TRY AND CPC1 (ETC1), ETC2,
ETC3 y TRICHOMELESS1 (TCL1). Por ensayos de dos hibridos se ha
demostrado que estas proteinas interactian entre ellas de una forma
caracteristica. GL3 y EGL3 interactian con TTG1 y GL1 pero GL1 y TTG1 no
interactian entre ellos (Payne et al., 2000; Zhang et al., 2003). Ademas, se ha
demostrado que TRY es capaz de interactuar con GL3 (Schellmann &
Hulskamp 2005).

Con base en la informacién anterior, se ha propuesto un modelo en el que los
reguladores positivos forman un complejo MYB/bHLH/TTG dentro de las
células. Este complejo promueve la expresibn de MYB R3 (reguladores
negativos) y del factor de transcripcién con homeodominio GLABRA2 (GL2), un
regulador positivo de la diferenciacion de las células en tricomas; que una vez
expresado, las células se diferencian en tricomas. Se ha demostrado que los
reguladores negativos son capaces de moverse a las células vecinas y
competir con GL1 para unirse a GL3 y asi contrarrestar la formacion del
complejo activador y la activacion de GL2, inhibiendo asi la formacion de los
tricomas en las células vecinas (Schnittger et al., 1999; Lee and Schiefelbein,
2002; Pesch and Huskamp, 2004). En el 2008 Benitez y colaboradores
propusieron un modelo dinamico de RRG (Figura 4), en el que integran datos
experimentales sobre el desarrollo y formacion de los patrones de tricomas en
la epidermis de Arabidopsis. Este modelo reproduce los patrones espaciales
observados en la hoja de Arabidopsis. Ademas, los estados estables de la red
corresponden con los perfiles de expresion genética observados en las células
de la epidermis de hoja (Benitez et al, 2007, 2008).

En este modelo, los nodos de la RRG corresponden a los genes GL1, GLS3,
EGL3, TTG1, CPC, TRY y ETC, los cuales se encuentran en cada una de las
células del modelo. Los primeros cuatro forman un complejo (Complejo

Activador, CA) que activa la expresion de GL2, mientras que los Ultimos tres
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CAPITULO 2  FORMACION DE PATRONES

reprimen la formacién de este complejo CA; ademas GL1 se autorregula
positivamente. Por otra parte, el estado de cada nodo depende del estado de
los nodos que lo regulan, de esta forma, dadas la reglas logicas, es posible
seguir la dinamica de la red para cualquier condicién inicial del estado de
expresion de los nodos. El modelo consiste de una rejilla de 20 columnas y 20
filas, en donde cada casilla representa una célula con una RRG. Ademas de
TTG1, las proteinas de TRY y CPC pueden difundirse y moverse a las células
vecinas (Balkunde et al., 2010; Wester et al., 2009; Grebe 2012), lo cual se
considera en el modelo a través de la simulacion de la difusion de estas
proteinas entre celdas vecinas, afectando la expresion de los demas genes de
la red y dando lugar a una red compuesta por el acoplamiento de las redes de
cada celda (Benitez et al, 2007, 2008).
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Figura 4. Modelo espacio-temporal de diferenciacién celular y formacion de
patrones postulado por Benitez et al. (2008). Este modelo considera a la
epidermis de la hoja como un dominio bi-dimensional conformado por células,
cada una contiene una RRG. En esta ilustracion (arriba), los componentes de
la red que se expresan de manera estable en cada célula se encuentran
sombreados (gris). En esta red, los nodos corresponden a factores de
transcripcion, las flechas representan interacciones de regulacién positiva,
mientras que las que terminan en T representan una regulacion negativa. Las
lineas rojas representan las interacciones celulares establecidas por los
elementos moviles (nodos en rojo). Notese que la topologia general de la RRG
en cada célula es la misma. Se ha demostrado que algunos componentes de
esta red pueden moverse a las células vecinas a través de lo plasmodesmos,
haciendo que la dinamica de la RRG se acople y modifiqgue en cada célula. La
dindmica de estas RRG (abajo) es suficiente para reproducir la generacion de
los patrones celulares en la hoja de Arabidopsis (Tomado de Benitez et al.,
2013).

Este modelo logra reproducir el perfil de expresion genética y el patrén espacial
observado en las plantas silvestres de Arabidopsis. Ademas, al simular
mutantes en la RRG, los resultados coinciden con los fenotipos observados en
mutantes de Arabidopsis. Por otra parte, el modelo es capaz de poner a prueba
ciertas hipoétesis y generar predicciones respecto el comportamiento del
sistema (Benitez et al., 2008, 2011). Sin embargo, el modelo de Benitez et al.,
2008 no integra la informacion experimental que describe la forma en que los
elementos de la RRG responden ante factores tales como las vias de
sefalizacion hormonal o variables ambientales como estrés y herbivoria. Por lo
tanto, este modelo no permite simular las diferencias en la dinamica de la RRG
ante cambios externos, ni determinar si dichas diferencias producen la

plasticidad fenotipica reportada en la literatura cientifica.
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CAPITULO 3

3. LAS HORMONAS Y EL AMBIENTE EN LA DETERMINACION
DE LOS TIPOS CELULARES EN Arabidopsis thaliana

Hay diversas hormonas involucradas en el desarrollo de las plantas, que
presentan un gran numero de funciones tanto en la regulacion fisiolégica como
en las respuestas al estrés durante su crecimiento y desarrollo. Las auxinas
(AUX), citoquininas (CK), giberelinas (GA), acido abscisico (ABA),
brasinoesteroides (BR), acido jasmonico (JA), acido salicilico (SA) y el etileno,
entre otras, se encuentran entre las principales hormonas vegetales (Taiz &
Zeiger, 2006). Estds son moléculas pequefias con estructuras quimicas
analogas a algunos metabolitos primarios o secundarios (Oliva et al., 2013).
Por ejemplo, las giberelinas y brasinoesteroides son capaces de promover la
expansion de las células a lo largo del eje longitudinal; el acido abscisico
induce el estado fisiolégico de dormancia, mientras que las auxinas controlan la
actividad meristematica; las citoquininas controlan principalmente el
crecimiento a través de la regulacién de la division celular y la diferenciacion; el
acido jasmonico esta mayormente involucrado en la defensa de las plantas
contra herbivoros y el etileno es necesario durante la maduracion de los frutos
carnosos (Alabadi et al.,, 2009; Jaillais & Chory, 2010). Se ha observado
ademas que la actividad de diferentes hormonas puede sobrelaparse y afectar
mutuamente la regulacion de diversos procesos (Depuydt & Hardtke, 2011).
Por ejemplo, se ha reportado que las CK actian antagbnicamente con las
auxinas en el control de la actividad meristematica, mientras que el ABA
antagoniza la promocién del crecimiento con las GAs y brasinoesteroides
(Jaillais & Chory, 2010).

La diferenciacion de los tricomas es un proceso que Se encuentra
significativamente regulado por fitohormonas. A través de diferentes
experimentos se ha demostrado que en particular las citoquininas, giberelinas y

el acido jasmonico son capaces de promover la formacion de tricomas en
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Arabidopsis y otras dicotiledéneas como Medicago truncatula, Populus
trichocarpa, ademas de plantas monocotiledéneas como el arroz (Oryza sativa)
y el maiz (Zea mays). Por otra parte se ha demostrado que el &cido salicilico
reduce el numero y densidad de los tricomas en Arabidopsis (Traw &
Bergelson, 2003). A partir de estas observaciones se ha propuesto que los
mecanismos basicos de respuesta a estas hormonas deben estar conservados
en las plantas, aunque, por otra parte, puede haber diferencias en la respuesta
en diferentes plantas; es decir, aunque estas tres fitohormonas promueven la
formacion de los tricomas, los efectos en la maduracion y otros parametros
como el tipo de tricomas (glandulares o filamentosos) que se producen, pueden
ser diferentes (Maes & Goossens, 2010).

En Arabidopsis, el inicio en la formacion de los tricomas es promovido por la
sefalizacion de GA y se ha demostrado que la respuesta a los niveles de GA
se relaciona positivamente con el numero de tricomas (Chien & Sussex, 1996).
Se ha demostrado que la via de sefalizacion de las GA podria regular
positivamente al factor de transcripcion GL1 identificado como regulador
positivo del desarrollo de tricomas, aunque no es claro si esta regulacion es
directa o indirecta (Gan et al.,, 2006). También se ha demostrado que las
proteinas DELLA, reguladores negativos de la sefializacion de GA, interactian
con los factores de transcripcion BHLH asi como con GL1 (Qi et al., 2014),
reprimiendo asi la formacion de tricomas en la ausencia de giberelinas; aunque
no se conoce aun si esté efecto es directo o indirecto. Se ha propuesto que
GIS actia sobre GL1 y debajo de SPINDLY (SPY), el cual codifica un represor
de la sefalizacion de las GA para promover la diferenciacién de los tricomas
por esta via (Jacobsen & Olszewski, 1993; Jacobsen, et al., 1996; Gan et al.,
2006). Ademas de esto se ha encontrado que los genes ZINC FINGER
PROTEIN, ZFP5, GIS2, y ZFP8 pueden tener un papel importante en el control
de la diferenciacion de los tricomas a través de la sefalizacion de las GA (Gan
et al., 2007; Zhou et al., 2012; Zhou et al., 2011).

El tratamiento con CK en plantas silvestres también produce un aumento en el
namero de tricomas y se ha propuesto que este proceso requiere de la
expresion de ZFP8 y GIS2; este Ultimo podria actuar por debajo de SPY y
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arriba de GL1; ademas ambos podrian interactuar con GIS para integrar la
sefializacion de GA y CK en la regulacion de los tricomas (Gan et al., 2007).
Por otra parte, podrian existir otras vias alternas a esta que darian los mismos
efectos en mutantes, por ejemplo, los factores de transcripcion ZFP5, ZFP6 y
GIS3, modifican la formacién de tricomas a través de las GA y CK y podrian
estar actuando sobre GIS, sobre algunos elementos del complejo activador o
incluso sobre los factores ZFP8 y GIS2 (Sun et al., 2014).

El AJ y AS juegan un papel importante en la resistencia contra herbivoros y
patégenos respectivamente, ademas de que participan en la formacién de los
tricomas en Arabidopsis. El AJ tiene un papel positivo en la produccion de
tricomas, y se ha demostrado por medio de ensayos de dos hibridos que las
proteinas con dominio JAZ son capaces de interactuar con GL3 (GLABRA3),
EGL3 (ENHANCER OF GLABRA3) y GL1 para reprimir la acumulacion de
antocianinas y el desarrollo de los tricomas en ausencia del AJ (An et al.,
2011; Qi et al., 2011; Traw & Bergelson, 2003). Ademas, se ha observado que
el AS reduce el nimero y densidad de tricomas en las hojas nuevas de
Arabidopsis, ademas de que reduce los efectos positivos del AJ y las GA en la
induccion de los tricomas, lo cual sugiere una interferencia negativa entre la

sefalizacion de estas vias hormonales.

De manera general, los tricomas realizan dos funciones distintas, proveen una
defensa estructural contra los herbivoros y proveen un aislamiento contra el
ambiente. Estas dos funciones se observan principalmente a nivel de la hoja.
En la planta Wigandia urens (Ruiz & Pavon), se ha observado que la presencia
y densidad de tricomas esta relacionada con la aridez del ambiente y la
presencia de herbivoros; ademas la densidad de los tricomas es mayor durante
la época de secas que en la época de lluvias, y esta también se encuentra
correlacionada con la temperatura y la radiacién fotosintética, entre otros
factores, lo que refleja el papel de defensa que presentan los tricomas y su
capacidad de generar cambios en respuesta a diferentes condiciones

ambientales (Pérez-Estrada et al., 2000).
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Como se menciond anteriormente, diversos estudios han demostrado que el
dafio foliar, causado por herbivoria o dafio mecanico, es capaz de inducir un
aumento en la produccién de tricomas y que esta induccion puede ser
heredada transgeneracionalmente (Holeski, 2007). Por esta razon, estudiar el
papel que tienen las sefiales ambientales y hormonales en la determinacién de
los tipos celulares en las hojas, especificamente en Arabidopsis, nos ayudara a
entender de mejor manera, cdmo surgen y se determinan los tipos celulares,
los cuales no estan completamente determinados genéticamente, si no que en
conjunto con las sefiales ambientales con las que interactian son capaces de
generar diversas estructuras y fenotipos, los cuales posteriormente, pueden ser

parte de diversos procesos de seleccion y evolucion (Figura 5).

Figura 5. Factores involucrados en el desarrollo de tricomas en Arabidopsis. La
diferenciacion y el patrén de tricomas emerge de la interaccion de diversos
factores genéticos y ambientales. En las hojas, este proceso es afectado por la
comunicacién intracelular, la formacibn de gradientes bioquimicos,
interacciones bidticas (herbivoros) y abidticas, y redes de regulacién genética,
gue a su vez, pueden establecer regulaciones mutuas con algunas vias de
sefializacion hormonal (Tomado de Benitez et al., 2013).
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CAPITULO 4

4. MODELOS DINAMICOS EN ECO-EVO-DEVO

Durante las Ultimas dos décadas se han desarrollado herramientas
matematicas, tedricas y computacionales que permiten cuantificar, modelar,
simular y comparar en términos dinamicos los procesos del desarrollo. Ademas
de esto, la acumulacion de datos obtenidos de estudios de genémica, genética
y biologia molecular ha permitido la generacién de modelos dinamicos de
redes de regulacién genética. Estos modelos han sido capaces de explicar, al
menos parcialmente como surgen y evolucionan los fenotipos y algunos
procesos del desarrollo (Von Dassow et al., 2000; Espinosa-Soto et al., 2004;
Mendoza et al., 2000; Muller, 2007). A partir de su uso surge una gran cantidad
de preguntas nuevas e interesantes como ¢qué pueden decirnos las
interacciones entre diversos factores acerca del origen y variacion de los
fenotipos de un organismo? ¢cémo se originan y cambian las redes durante la
evolucion? ¢cuales son las restricciones y posibilidades de la variabilidad
fenotipica? ¢cémo es generada? entre otras. Con el uso de estos modelos,
muchas de estas preguntas que “in vivo” serian dificiles de responder, podrian

llegar a responderse al menos parcialmente.

4.1 MODELOS DINAMICOS DE REDES DE REGULACION GENETICA (RRG)

Existe una diversa variedad de modelos, cada uno de los cuales presenta
diferentes limitaciones, fortalezas y dominios de aplicacion dependiendo del
contexto de las preguntas que se intenta responder y de la cantidad de
informacion acerca del sistema de estudio con la que se cuenta. Al momento
de elegir el tipo de modelo con el que se trabajar4 es importante tomar en
cuenta preguntas como ¢ para qué escala de tiempo es valido el modelo? ¢con
cuanta y con qué tipo de informacién se dispone (cuantitativa, cualitativa, etc.)?

¢qué supuestos conlleva el modelo? y ¢qué es lo que se espera que el
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modelo pueda predecir? Los modelos dinAmicos son utilizados normalmente
para obtener un acercamiento a los procesos clave del sistema de estudio, lo
cual seria dificil de lograr a través del uso de modelos esquematicos. Se han
propuesto diversas herramientas teoricas para modelar la dindmica de los
patrones de expresidon genética de los organismos relacionados con los rasgos
fenotipicos que presentan. Entre estas herramientas teoricas, destacan los
modelos continuos y discretos. En este trabajo nos enfocamos en el uso de los

segundos.

Los modelos discretos describen cualitativamente procesos de regulacion
genética y diferenciacion celular. Esta herramienta analiza el estado de
expresion de los genes mas que la concentraciéon de sus productos. Asi, el
estado de expresion de un gen dado esta representado por una variable
discreta (g) que, en el caso Booleano, puede tomar el valor de g=0 si el gen no
se expresa 0 su expresion estd debajo de un umbral, y g=1 si el gen si se
expresa o esta sobre un umbral. En este contexto, el genoma es considerado
como un conjunto de N variables discretas, g1, 92, . . . , On, €n donde el valor de
cada una de ellas cambia en el tiempo dependiendo del estado de los genes

que lo regula.

Los modelos de redes de regulacion genética estan constituidos por nodos, los
cuales corresponden a genes, proteinas, ARNm, etc., que pueden tener
relaciones de regulacién entre ellos (activacion o inhibicién). Estas relaciones
de regulacion son traducidas en un conjunto de funciones discretas o reglas
l6gicas que determinan el estado de los nodos en un momento particular del
tiempo. Estas reglas, que pueden ser inferidas a partir de evidencia
experimental, hacen posible seguir la trayectoria de la actividad de una
configuracion genética a otra, a partir de una configuracion genética inicial
dada (condiciones iniciales). Las configuraciones pueden ser seguidas hasta
gue alcancen un estado tal que, dadas las reglas de la red, permanezcan sin
cambio. Este estado es comunmente llamado atractor (Kaufman, 1969;
Alvarez-Buylla et al., 2007). Se ha propuesto que estos atractores
corresponden normalmente con una configuracidn genética particular que

puede dar origen a un tipo celular (Kaufman, 1969 1993). Asi, la arquitectura
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de una sola red que funcione como un circuito dinamico, puede alcanzar
multiples tipos celulares, cada uno caracterizado por un conjunto diferente de
estados de expresiéon genética estables (Kaufman, 1993, Figura 6). .

Figura 6. Representacion de las reglas légicas correspondientes a una red de
regulacion muy simple. En ésta, X, Y y Z corresponden a los nodos de la red.
Las flechas corresponden al mecanismo de regulacion o reglas de interacciéon
entre los nodos de la red (é corresponde a activacion, mientras que T
corresponde a inhibicion) (A). En (B) estan dadas las reglas logicas que
regulan el estado de los nodos de la red A. En este sistema las variables tienen
valores discretos, pueden tener el valor de O si estan inactivos o de 1 si se
encuentran activos. Podemos especificar todas las posibles condiciones del
sistema y especificar una funcién en forma de tabla que muestra el estado que
tendrd el sistema en un tiempo t+1. Eventualmente, este sistema discreto
alcanzaréa algunos estados estables llamados atractores, los cuales pueden
mantener fija su configuracion de 0’'s y 1's (C). Estos atractores pueden
representar a su vez diferentes tipos celulares (Kauffman, 1969).
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Con base en lo anterior, en este proyecto se plantea actualizar la red de
regulacion de determinacion de tricomas en Arabidopsis (Benitez et el., 2008) e
incluir las interacciones con las hormonas involucradas en este proceso,
mismas que parecen mediar el efecto de factores ambientales. Esto permitira
explorar y entender mejor la manera en que las complejas interacciones
organismo-ambiente afectan el desarrollo y la plasticidad de los fenotipos,
aportando en este sentido al programa de investigacion de la eco-evo-devo.
Una vez ampliada la red y generado el modelo dinamico que nos aproxime a
entender como se generan los patrones plasticos de tricomas durante el
desarrollo de las hojas, se propondran experimentos con tratamientos
hormonales que permitan validar experimentalmente el modelo, poner a prueba
las predicciones que se deriven de su estudio y, a su vez, refinar el modelo

propuesto.
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HIPOTESIS

Los datos empiricos disponibles hasta ahora para el sistema de estudio son
suficientes para entender el origen y la plasticidad de los patrones epidérmicos

de las hojas de Arabidopsis en el contexto de la interaccion planta-ambiente.

OBJETIVOS

e Actualizar la red de regulacion genética de formacién de patrones en
epidermis de hoja de Arabidopsis thaliana.

* Ampliar la red integrando sefales ambientales mediadas por sefiales

hormonales.
* Proponer un modelo dinamico que permita entender el desarrollo plastico

de los patrones epidérmicos en las hojas de Arabidopsis y que provea de

predicciones novedosas que retroalimenten el trabajo experimental.
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MATERIALES Y METODOS

En esta seccién se describe el modelo utilizado en este proyecto, el cual es un
modelo discreto multivaluado con actualizacion sincronica de sus nodos. Asi
mismo, se presenta una descripcion del proceso de obtencién de la evidencia
experimental utilizada para generar la red y las reglas logicas.

7.1 METODOS DE MODELADO MATEMATICO

7.1.1 ACTUALIZACION DEL MODELO DE DETERMINACION DE TIPO
CELULAR EN LA EPIDERMIS DE ARABIDOPSIS

Durante este proyecto, se actualizo la red de regulacion propuesta por Benitez
y colaboradores (2008). Se realizd una revision de los datos experimentales
disponibles hasta mayo del 2016, acerca de los factores genéticos y
hormonales que participan en el desarrollo de tricomas, los cuales
corresponden a los nodos e interacciones de la red. Las tablas que sintetizan
esta informaciéon pueden consultarse en el Anexo |. Para cada nodo se
generaron reglas légicas con base en la evidencia experimental recabada, la
cual se basa principalmente en interacciones genéticas y patrones de
expresion. Estas reglas pueden consultarse en el Anexo |.

En este trabajo, los datos de expresion de los genes pueden ser traducidos en
una regla de interaccion positiva o negativa. Por ejemplo, si la pérdida de
funcién de un gen dada por una mutacion causa la expresion ectopica o la
disminucién de un segundo gen, se considera que el gen mutado reprime o
activa la expresion del segundo gen, respectivamente. De la misma forma, si la
ganancia de funciéon de un gen por una mutacion causa el aumento o la
disminucién de un segundo gen, se considera que el gen sobre expresado
activa o reprime la expresiéon del segundo, respectivamente. Por otra parte, los

analisis de epistasis se tradujeron de la siguiente forma: si se tienen dos genes,
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XyY,yladoble mutante (xy) presenta el mismo fenotipo que X, podemos decir
gue X es epistatico sobre Y y que ambos genes se podrian encontrar en la
misma via de sefializacién. Si la sobre expresion del gen X (x+) es capaz de
recuperar el fenotipo de la mutante de pérdida de funcion Y (y-) se dice que hay
una interaccion de regulacion positiva y que X se encuentra debajo de Y. Por el
contrario, si x+ no logra recuperar el fenotipo de la mutante y- se dice que X se
encuentra arriba de Y.

Una vez establecidas las interacciones entre los nodos, se generaron las reglas
l6gicas representadas en tablas de ceros y unos (Anexo 1). En la mayoria de
los casos los datos experimentales permitieron establecer un tercer estado
posible: 2; en este caso, 1 representa un estado intermedio de expresion, 0 se
refiere a que no hay expresion y 2 hace referencia a una sobre-expresion. Para
la mayoria de los nodos existe evidencia experimental que sustenta las reglas
I6gicas, sin embargo para aquellos en los que no existe suficiente evidencia
para generar las reglas logicas, se propondran diferentes alternativas de
regulacion y cada una se probara en el modelo.

7.1.2 CONSTRUCCION DEL PROGRAMA COMPUTACIONAL

Con el fin de evaluar el modelo generado, se tom6 como base un programa en
el lenguaje de programacion C que simula la dindmica de la red de regulacién
genética propuesta por Benitez et al.,, en el 2008. Este modelo simula un
dominio bidimensional formado por una rejilla de 20x20 celdas que representan
a células de la epidermis. En cada célula estd modelada la red de regulacién
propuesta, y existe comunicacion intercelular entre células vecinas a través de
elementos de la red que se difunden. Las redes de todas las celdas son
idénticas. Este sistema presenta condiciones periddicas en todos los lados del
cuadrado. La comunicacion celular se modelé mediante una version discreta de
difusion, y representa el movimiento pasivo de proteinas a través de
plasmodesmos que comunican a células vecinas. La ecuacion para la difusion

esta dada por:
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(1)

donde g(t)1; es la cantidad de proteina g en la célula en la posicion i,j.

La cantidad de la proteina g depende de la cantidad de proteina producida en
la célula i,j, de la cantidad de proteina en las células vecinas que ingresa por
difusiébn y de la cantidad de proteina que sale de la célula por el mismo
mecanismo. D es una variable continua que determina la cantidad de g que
puede difundir de una célula a sus vecinas. H es una funcion que convierte los
valores continuos de difusiébn de g en valores discretos entre 0, 1 y 2. V
representa a las células vecinas y puede adoptar un valor de 2, 3, 6 4
dependiendo del numero de células vecinas hacia los cuales pueden difundir

los elementos moviles de acuerdo a su ubicacion en la rejilla.

Al implementarse la comunicacion celular en el modelo, se tiene un sistema de
redes acopladas, ya que los elementos méviles modifican el estado de ciertos
elementos de la red en las células vecinas. Por ello este modelo representa un

modelo de meta-red.
El estado de expresion de cada nodo en un momento determinado t depende

del estado de los nodos involucrados en su regulacion de acuerdo con la

siguiente ecuacion:

On(t + 1) = Fn(92(D), 92(D), ..., Ink(D))
2)

donde F, es una regla logica que determina el estado de g, al tiempo t+1 en
funcién de sus reguladores g1, g2,..., gnk al tiempo t.
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Una vez calculado el valor de difusion de los elementos méviles, éste se integra
a la entrada de las reglas logicas para calcular el valor de los nodos g'(t); los

cuales representan a los elementos mdviles:

9" Ommn = 9Oum + 9Oy — d
(3)

donde d es un valor de degradacion de los elementos mdviles. Este valor esta
dado por una probabilidad dictada por un “dado de 10 caras” de que se le reste

1 a los elementos moviles en una celda dada.

En las simulaciones, el estado de activacion de los nodos esta dado
aleatoriamente, posteriormente se realizaron iteraciones en las que,
alternadamente, se actualiza el estado de los genes de cada célula aplicando
las reglas logicas y se difunden los elementos moviles del sistema (Figura 7).

Al inicio de cada simulacion, cada una de las células comienza con un perfil de
expresion aleatorio para cada gen excepto para los nodos que representan a
las hormonas y sefiales ambientales, los cuales tienen un valor fijo a lo largo de

las simulaciones.

Posteriormente se repiten los siguientes tres pasos en 100 iteraciones:

1. Se aplican sincronicamente las reglas légicas en la RRG de cada una de las
400 células para actualizar la red (ecuacion 2).

2. Se simula la difusion de los elementos moviles (ecuacion 1)

3. Se integran los elementos que difundieron en la red para la siguiente

iteracion (ecuacion 3).

Después de las 100 iteraciones, a las células que expresan el gen GL2 se
consideran tricomas, mientras que aquellas que no lo expresan son
consideradas células cementadas o no tricomas. Los patrones de distribucidon
espacial de los tricomas de las simulaciones y los perfiles de expresion de los
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genes de la red en las células fueron comparados con los reportados en la

literatura.

Figura 7. Pasos seguidos para la actualizacion del estado de expresiéon de los
nodos del modelo. Los elementos no moviles actualizan su perfil de expresion a
través de las reglas l6gicas (Ecuacion 2); mientras que los elementos méviles
se actualizan utilizando las reglas logicas y las funciones de difusién
(Ecuaciones 1y 3).

La red dentro de cada celda estd compuesta por los genes GL1, GL3, EGL3,
TTG1, CPC, TRY, ETC1, 2 Y 3, TCL1, TCL2, ATMYC1, MYB23, GIS, SPY,
TTG2, ZFP5, ZFP6, ZFP8, GIS2, GIS3, SPLY9, UPL3, las proteinas DELLA y
JAZ; las vias de sefalizacion hormonal por giberelinas, citoquininas, acido

jasmonico; y el estimulo o factor ambiental de herbivoria.
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Gl1, GL3, EGL3, ATMYC1, TTG1 y MYB23 forman un complejo (complejo
activador CA) que regula positivamente la expresion de GL2, el cual a su vez,
determina el desarrollo de tricomas. TRY, CPC, ETC1, 2y 3, TCL1 Y TCL2
reprimen de forma parcialmente redundante a los activadores del desarrollo de
tricomas y, a su vez, estos inhibidores son regulados positivamente por los
activadores. Los genes ETC1, 2 y 3 se condensaron en un sélo nodo llamado
ETC debido a que presentan una gran similitud en su estructura genética y
presentan una gran redundancia en su actividad. De la misma forma TCL1 y
TCL2 se condensaron en un solo nodo llamado TCL. TTG1, TRY y CPC

corresponden a los elementos maviles de la red.

Los genes GIS, SPY, TTG2, ZFP5, ZFP6, ZFP8, GIS2, GIS3, SPL9, UPL3, las
proteinas DELLA y JAZ y miR156, corresponden a los nuevos nodos en la red
actualizada. GIS, SPY, ZFP5, ZFP6, ZFP8 y GIS2 pueden regular el efecto de
las hormonas giberelinas y citoquininas, por lo que se encuentran dentro de la
red, regulados por las hormonas y regulando a su vez la expresion de los
activadores (ver Anexo ).

7.1.3 SIMULACION DE LINEAS MUTANTES Y EFECTO DE CAMBIOS
EN LAS VARIABLES AMBIENTALES.

Con el fin de validar el modelo, se simularon las lineas mutantes reportadas
experimentalmente. La simulacién de la pérdida y/o ganancia de funcion de un
nodo de la red se llevé a cabo al fijar el estado de expresion del gen

correspondiente a un valor de 0 6 2, respectivamente.

Para simular el efecto de las hormonas involucradas en este proceso, éstas se
consideraron como nodos dentro de la red y se formalizaron interacciones entre
estos y la expresion de los genes de la RRG. De esta forma, se represento la
concentracion de GA, AJ, y CK, las cuales pueden tomar valores discretos de
0, 1 6 2, dependiendo de la informacion experimental reportada, y se probd6 su
efecto sobre la dindmica de la red.
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7.2 METODOS EXPERIMENTALES

A través de tratamientos hormonales con citoquininas (6BA) y giberelinas
(GA3), se pusieron a prueba algunos resultados del modelo. Como se
describird a continuacion, se realizaron aspersiones de CK y GA y la
combinacion de estas dos a plantas silvestres del ecotipo Columbia y a plantas
transgénicas DEX inducibles que sobreexpresan CK (sistema pOp/LhG4) (Craft
J., et al., 2005). El efecto de la combinacion de estos dos tratamientos
hormonales en la determinacién de tricomas en la epidermis de las hojas en
Arabidopsis aun no ha sido reportado, por lo que este trabajo representa un
buen inicio para explorar los posibles efectos.

Para todos los andlisis fenotipicos, se sembraron 60 plantas de Arabidopsis
thaliana, ecotipo Columbia Col-0, y 60 plantas transgénicas del sistema
pOp/LhG4. Las semillas esterilizadas fueron estratificadas en agua y se
sometieron a un proceso de estratificacion a 4°C durante 3 dias.
Posteriormente se sembraron en macetas con suelo comercial (SunGRO
Metro-mix 200, Scotts, Inc.) y se trasladaron a un cuarto de crecimiento, donde
fueron crecidas a 22+2°C bajo condiciones de fotoperiodo de dia largo (16 h

luz/8 h oscuridad).

Para realizar los experimentos de induccion por las hormonas, las plantas se
dejaron crecer hasta que emergiera la cuarta hoja de roseta. Posteriormente,
se realizaron aspersiones de las hormonas CK y GA dos veces por semana en

las siguientes concentraciones:

e 100 uMy 10uM GAS (Giberellin, A3; #G-1025, Sigma-Aldrich).

e 100 pypM y 10uM 6BA (Cytokinin, 6-benzylamino-purina. BA,
Sigma).

e 100 uMy 10uM GA3y 100 uM y 10uM 6BA en combinacion.

e Solucion mock (solucién con etanol al 0.1%).

Los experimentos con cada concentracion hormonal se realizaron por

separado.
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Por cada tratamiento se utilizaron 15 plantas de la siguiente forma:

15 plantas ecotipo Col-0 con 100 uM y 10uM de GA3

e 15 plantas ecotipo Col-0 con 100 uM y 10uM de 6BA

e 15 plantas ecotipo Col-0 con 100 uM y 10uM de GA3 y 100 uM y
10uM de6BA en combinacion

e 15 plantas ecotipo Col-0 con 100 pM y 10uM de soluciéon mock.

e 15 plantas DEX inducibles IPT (sistema pOp/LhG4) con 100 uM y
10uM de GA3.

e 15 plantas DEX inducibles IPT (sistema pOp/LhG4) con 100 uM y
10uM de 6BA

e 15 plantas DEX inducibles IPT (sistema pOp/LhG4) con 100 uM y
10uM de GA3 y 100mM de 6BA en combinacion

e 15 plantas DEX inducibles IPT (sistema pOp/LhG4) con 100 uM y

10uM de soluciéon mock.

Una vez que las plantas asperjadas contaban con 10 a 12 hojas se procedi6 a

colectar la hoja de roseta nimero 10 para su andlisis.

Las hojas colectadas se sometieron a un proceso de aclarado, el cual se llevo a
cabo de la siguiente forma:

e Las hojas colectadas se sumergieron en Etanol al 70% por 48 h,
posteriormente, se trasladaron a una solucion de Acido lactico, y

se dejaron ahi por 15 min.

Las hojas aclaradas se montaron en portaobjetos cuidando que el lado adaxial
de cada hoja se encontrara hacia arriba. Posteriormente se colocaron dos
filtros polarizados, bajo y sobre el portaobjetos, y se procedié a la toma de
fotografias utilizando un microscopio estereoscopio con luz polarizada y una
camara digital. Las imagenes obtenidas muestran a los tricomas en alto
contraste y se analizaron utlizando el programa TRICHOMENET
(http://www.trichomenet.com Pomeranz et al., 2013), el cual permite la

cuantificacion del numero y densidad de tricomas.
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8. RESULTADOS

Como resultado de la informacion experimental revisada se amplié el modelo
de Benitez et al., 2008, y se integraron 16 nuevos genes a la red. Los genes
incluidos fueron: AtMYC1l, atMYB23 (MYB23), TRICHOMELESS],
TRICHOMELESS 2, TRICHOMELESS 3, (TCL1, 2 y 3), GLABROUS
INFLORESCENCE STEMS (GIS) GLABROUS INFLORESCENCE STEMS 3
(GIS3), ZINC FINGER PROTEIN 5 (ZFP5), ZINC FINGER PROTEIN 6 (ZFP6),
ZINC FINGER PROTEIN 8 (ZFP8), GLABROUS INFLORESCENCE STEMS 2
(GIS2), SPINDLY (SPY), SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN LIKE
(SPL9), UBIQUITIN PROTEIN LIGASE 3 (UPL3), DELLA PROTEINS
(DELLASs), y JASMONATE-ZIM PROTEINS (JAZ). El modelo incluye también a
los genes considerados en el modelo de Benitez el al., 2008, los cuales son
GL2, GL1, GL3, EGL3, TTG1, CPC, TRY y ETC, el cual condensa parcialmente
la actividad redundante de los genes ENHANCER OF TRIPTYCHON AND
CAPRICE 1,2y 3 (ETC1, 2y 3). En el modelo actualizado, los genes TCL1, 2y
3 debido a la redundancia en sus funciones se condensaron también en un
solo nodo llamado TCLs. Con esto, la red presenta en total 21 nodos que
representan genes. Se incluyé también un nodo que representa al Complejo
Activador (CA), tres nodos para las vias de sefializacion hormonales, que
representan a las Giberelinas, Citoquininas y Acido Jasménico, y un nodo que
representa la sefial ambiental de la herbivoria y el cambio de fase de la planta
(edad). En total, la red cuenta con 27 nodos, que incluyen genes, sefales
hormonales y ambientales (Figura 8).

Esta red contiene ademas los elementos méviles descritos en el modelo de
Benitez et al., 2008. La difusion de las proteinas TTG1, CPC y TRY desde una
célula hacia las células vecinas conecta a las redes de todo el sistema y
modifica la dinamica en cada célula. Este acoplamiento de las redes es
conocido como meta-red (figura 9).
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Figura 8. Red actualizada con la informacién experimental disponible hasta
enero del 2016. Los nodos en color morado corresponden a los elementos
considerados en la red propuesta por Benitez, et al., 2008. Los nodos en color
azul corresponden a los nuevos genes, factores de transcripcion y proteinas
incorporados a partir de la busqueda en la literatura. Los nodos en color verde
corresponden a las hormonas y sefales ambientales involucrados en el
desarrollo de tricomas e incorporados a esta nueva red.
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Figura 9. Las redes de regulacion de las células se conectan con las redes de
las células vecinas por medio de los elementos que difunden formando una
Meta-red. Las flechas rojas indican la difusion de los elementos moviles. En
esta imagen no se muestran las sefiales ambientales y hormonales.

8.1 DEFINICION DE LOS NODOS Y LA REGLAS LOGICAS DE LA RED DE
REGULACION (RR).

8.1.1 FORMACION DEL COMPLEJO ACTIVADOR (CA).

Se ha propuesto que la los factores de transcripcion, GL1, GL3 y EGL3, se
unen junto a TTG1 y forman un complejo capaz de activar la transcripcion de
genes rio abajo que promueven el desarrollo de tricomas. La proteina atMYB23
(MYB23) pertenece a la misma familia MYB que GL1, y comparte con ésta un
57% de la secuencia de aminoécidos, incluyendo un 97% de identidad en el

dominio N-terminal R2R3 y un 68% en el dominio de activacion de la
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transcripcion C-terminal (Lee y Schiefelbein 1999, 2001). Estudios de sobre
expresion y analisis de patréon de expresion sugieren que MYB23 podria tener
una funcién similar a GL1 (Kirik et al., 2001). La doble mutante de gl1 myb23
muestra un fenotipo completamente glabro, desprovista totalmente de tricomas
en las orillas de la hoja, a diferencia de la mutante gll, la cual si llega a
presentar tricomas en las orillas, indicando que existe una redundancia
funcional entre GL1 y MYB23 (Kirik et al., 2005). Por otra parte, un experimento
realizado con las plantas transgénicas GL1::MYB23 gl1 gl1y GL1:MYB23 gl1
myb23-2, mostré que el patrén y el nimero de tricomas era similar al de una
planta silvestre, indicando que la proteina de MYB23 posee la misma actividad
bioquimica necesaria para el inicio del desarrollo de tricomas al igual que la
proteina de GL1, por lo tanto durante este proceso las proteinas de GL1 y
MYB23 son funcionalmente intercambiables y las diferencias en la funcion de
estos genes durante la formacion del patron de tricomas es debida a
diferencias en la regulacion transcripcional (Kirik et al., 2005). Ensayos de dos
hibridos también demostraron que MYB23 interactia con GL3 pero no con
TTG1, e interactia con a través del mismo dominio que GL1 (Payne et al.,
2000). Por otra parte, al analizar temporal y espacialmente la expresion de GL1
y MYB23 se encontraron dos diferencias. Primero, GL1 se expresa inicialmente
en hojas jovenes, mientras que MYB23 no, y segundo, MYB23 se expresa en
todas las etapas del desarrollo de tricomas, mientras que la expresion de GL1
se detiene antes de que el desarrollo de tricomas esté completado (Kirik et al.,
2005).

Con base en estos resultados, se propone que GL1 tiene un papel primario en
el desarrollo de tricomas a través de la formacién del CA, mientras que MYB23
tiene un papel secundario y puede formar también parte del CA, siendo asi
funcionalmente equivalente en el complejo formado por GL1. Esto podria a su
vez proporcionar robustez al sistema de diferenciacion celular de tricomas en

Arabidopsis.

AtMYC1, es el cuarto miembro de la subfamilia R/B-like IlIf de los factores de
transcripcion bHLH en Arabidopsis (Urao et al., 1996). Es un blanco directo de
GL3 (Morohashi & Grotewold 2009) y se ha observado que interactia con GL1
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a través de ensayos de dos hibridos (Zimmermann et al., 2004). Por otra parte
también se ha demostrado que AtMYCL1 es una importante fuente de variacion
para la determinacion de tricomas en diferentes ecotipos de Arabidopsis
(Symonds et al., 2011, Zhao et al., 2012). AtMYCL1 participa en la formacion de
patrones en la epidermis, especificamente como un regulador positivo del
desarrollo de tricomas ya que la mutante atmycl presenta una disminucion en
el nimero de éstos (Symonds et al., 2011; Zhao et al., 2012). Experimentos de
intercambio de promotor han mostrado que GL3/EGL3 pueden reemplazar la
funcién de AtMYC1, mientras que AtMYC1l no es capaz de recuperar la
mutante gI3 egl3, lo cual sugiere una redundancia pero también una
divergencia en sus funciones (Zhao et al., 2012, Pesch et a., 2013). Como se
menciond anteriormente, AtMYCL1 ha sido agrupada filogenéticamente junto a
GL3 y EGL3 en el subgrupo llif de las proteinas bHLH (Heim et al., 2013).
Andlisis de dos hibridos han mostrado que AtMYC1 ademas de interactuar con
GL3 también puede interactuar con CPC, TRY, TTG1l, GL1 y MYB23
(Zimmermman et al., 2004; Tomiaga et al., 2008; Zhao et al., 2012).

Con base en lo anterior, AtMYCL1 puede ser parcialmente redundante aunque
también con funciones distintas a GL3/EGL3 durante el desarrollo de tricomas,
probablemente a través de la regulacion de la expresion de GL2. Al igual que
MYB23, tiene un papel secundario comparado con el de GL3/EGL3 y podria
también formar parte del CA, proporcionando variacibn durante la
determinacién de tricomas. Asi, en este modelo proponemos que el CA esta
conformado por GL1 y MYB23, el cual tiene una funcién redundante con éste,
GL3/EGL3 y AtMYC1, el cual también presenta una funcion redundante y
distinta con GL3/EGL3, y por TTG1 (Figura 10).

GL1/MYB23*

GL3/EGL3 AtMYC1*

TTG1
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Figura 10. Factores que contribuyen a la formaciéon y funcion de CA. El
asterisco indica un supuesto del modelo basado en la evidencia experimental.
En negritas se sefialan los elementos que son mas importantes en la
regulacion.

8.2 REGULACION DE LOS INHIBIDORES Y SU PARTICIPACION EN LA
RED DE REGULACION.

Los factores de transcripcibn R3 MYB son proteinas pequefias de
aproximadamente 100 aminoacidos, contienen un dominio MYB de unién a
ADN, y han sido caracterizados como reguladores del desarrollo de tricomas y
tricoblastos (Wang & Chen, 2014). En Arabidopsis, existen un total de siete
genes que codifican factores R3MYBs, entre los cuales estan TRY, CPC,
TCL1, TCL2, ETC1, ETC2 y ETC3 (Wada et al., 1997, Kirik et al., 2004, Wang
et al., 2007, Tomiaga et al., 2008). Todos estos factores contienen un dominio
conservado ([D/E]Lx2[R/K]x3Lx6Lx%3R) necesario para la interaccién de los R3
MYBs con los factores de transcripciéon bHLH (Zimmermman et al., 2004), y
una secuencia motivo (WxM), la cual es necesaria para el movimiento
intracelular de CPC (Kurata et al., 2005). Como se mencion6 anteriormente, la
formacion de tricomas es controlada por la interaccién entre estos factores R3
MYB vy los diferentes factores de transcripcion que forman el CA. En este
modelo se prepone, basados en la informacion experimental, que TCL1, TCL2,
ETC2 y ETC3 juegan un papel redundante y secundario durante el desarrollo
de tricomas, ya que CPC y TRY son los que presentan los fenotipos mas
drasticos. Sin embargo, ya que las mutantes dobles, triples y cuadruples de
estos factores llegan a presentar fenotipos mas drasticos y aditivos en cuanto a
un aumento en el numero de tricomas (Ver anexo A) se integraron al modelo
formando parte de los inhibidores. En este modelo, la accion de los factores
inhibidores se representé como un solo nodo llamado Complejo Inactivador (Cl)
(Figura 11).
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Figura 11. Los factores R3 MYBs regulan negativamente el desarrollo de
tricomas y dada la redundancia en sus funciones su mecanismo de accion se
represento en un solo nodo (CI).

8.3 REGULACION DE LA EXPRESION DE LOS NUEVOS NODOS
INCORPORADOS A LA RED.

Al incorporar los demas nodos a la red, la mayoria de las relaciones nuevas
gue se proponen son lineales o de cascada, esto debido al tipo de evidencia
experimental con la que se cuenta, la cual en algunos casos es poca y por otro
lado, corresponde principalmente a experimentos de expresion genética,
andlisis de mutantes dobles, triples, (etc.) interaccion proteina-proteina, entre
otras.

8.3.1 ZINC FINGER PROTEIN6/ ZINC FINGER PROTEIN5/
GLABROUS INFLORESCENCE STEMS3

Las proteinas Zinc finger, son factores de transcripcibn importantes que
controlan el desarrollo de las células vegetales (Zhou et al., 2013). Regulan la
expresion de genes al unirse especificamente a proteinas blancos, ADNs y
ARNSs (Englbrecht et al., 2014). Se ha encontrado que ZFP5, ZFP6 y GIS3 son
importantes factores que regulan el inicio del desarrollo de tricomas al integrar
la sefalizacion de las giberelinas y citoquininas (Gan et al., 2006, 2007, Zhou
et al., 2011). Al analizar la produccion de tricomas en las ramas laterales y
hojas caulinares en las mutantes de gis3, gis3zfp5, gis3zfp6 y gis3zfp5zfp6 se
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observo que el numero de tricomas disminuyd en comparacion con las plantas
Wt en respuesta a un tratamiento con citoquininas (Sun et al., 2014). Por otro
lado, las lineas de sobre expresién de GIS3, ZFP5 y ZFP6 muestran fenotipos
similares, un aumento en la densidad de tricomas, principalmente en el tallo de
inflorescencia y los organos florales internos (Zhou et al., 2011, 2013). Al
analizar la expresion de estos genes en un tratamiento con GA y CK, se
observd que la expresion de estos aumenta, sugiriendo que la expresion de
GIS3, ZFP5 y ZFP6 es inducida por GA y CK (Sun et al., 2014). Al analizar la
actividad de la proteina GUS en las plantas pGIS3:GIS, se observé que la
actividad de éste aumenta significativamente después de un tratamiento con
GA y CK, indicando que las sefializacion de estas hormonas puede inducir la
expresion de GIS3 al nivel de proteina (Sun et al., 2014). Al analizar la
expresion de ZFP5 y ZFP6 en las mutantes gis3 y 35S:GIS3, los resultados
mostraron que la expresion de estos genes no es significativamente diferente
del control Wt. De forma similar, la expresion de GIS3 permanece en niveles
similares en las mutantes zfp5, zfp6, 35S:ZFP5, 35S:ZFP6, lo cual podria
indicar que estos genes funcionan en una jerarquia genética lineal (Sun et al.,
2014). Al analizar la expresion de GL1 y GL3 en los 6rganos de inflorescencia
de qis3, zfp5 y zfp6 y 35S:GIS3, 35S:ZFP5, y 35S:ZFP6, se observd que su
expresion disminuye en las mutantes de pérdida de funcion, mientras que en
las mutantes de sobre expresion, la expresion de GL1 y GL3 aumenta
significativamente. Estos resultados indican que estos genes actuan rio arriba
del complejo activador del inicio de desarrollo de tricomas. Por otro lado, al
analizar la expresion de GIS, GIS2 y ZFP8 en estas mismas lineas, se
observaron resultados similares, indicando que GIS3, ZFP5 y ZFP6 actuan rio
arriba de GIS, GIS2 y ZFP8 (Sun et al., 2014). También se observd que GIS y
GIS2, son blancos directos de GIS3 (Sun et al., 2014).

8.3.2 SPINDLY

SPY codifica una transferasa 3-N-acetilglucosamina O-linked y juega un papel
represivo en la sefializacion de Giberelinas (Jacobsen et al., 1996). Las

mutantes de spy muestran un fenotipo de floracion temprana y un crecimiento
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acelerado, el cual es altamente similar al fenotipo observado en plantas
tratadas con GAs (Jacobsen & Olsen, 1993). Ademas, la mutante produce mas
tricomas en las hojas de roseta e inflorescencias (Chien Sussex, 1996; Perazza
et al., 1998). Al analizar el efecto de las GAs sobre SPY se observo que, las
GAs no afectan los niveles de ARNm de SPY, sim embargo, las GAs pueden
reprimir la actividad de SPY, ya que la aplicacion exégena de GA suprime las
respuestas observadas causadas por la sobre expresion de SPY (Greenboim-
Wainberg et al., 2005). Esta informacién sugiere que a bajos niveles de GA, las
respuestas a esta hormona son reprimidas, entre otros factores, por SPY.
Cuando los niveles de GA aumentan, la actividad de SPY es reprimida, y las
respuestas de la planta a las GA se promueven (Greenboim-Wainberg et al.,
2005).

8.3.3 GLABROUS INFLORESCENCE STEMS

GIS es un gen que codifica un factor de transcripcion C2H2, el cual regula
diferentes aspectos de la maduracion del tallo en Arabidopsis. Andlisis de
mutantes de pérdida y ganancia de funcién indican que GIS juega un papel
central en el control del inicio del desarrollo de tricomas durante el desarrollo
de inflorescencias. Por otra parte, GIS también juega un papel importante en la
regulacion de la diferenciacion de la epidermis durante la fase vegetativa, y
estd funcion es aun mas clara cuando la sefalizaciébn por Giberelinas es
alterada. Multiples lineas que sobre expresan a GIS (35S:GIS) muestran una
densidad alta de tricomas en los 6rganos de inflorescencia y hojas caulinares
(Gan et al., 2006). Al estudiar la posicion de GIS en el proceso del desarrollo
de tricomas, y sobre expresar a GIS en los mutantes gl1, gI3 y ttgl, se observo
gue la sobre expresiéon de GIS no es suficiente para rescatar el inicio del
desarrollo de tricomas en estas mutantes, por lo cual se propone que GIS
actua rio arriba del complejo activador del inicio de tricomas (CA) (Gan et al.,
2006). Al analizar como las fluctuaciones en los niveles de giberelinas afectan
el fenotipo de gis se observd que la diferenciacion de las células de la
epidermis es menos sensible a la aplicacion de GAs en la mutante, indicando
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gue la mutante presenta una sensibilidad alterada a las GAs (Gan et al., 2006).
Por otra parte se ha demostrado también que la pérdida de GAI y otras
proteinas DELLA, las cuales son reguladores negativos de la sefializacién de
Giberelinas, restaura la expresion de GIS a los niveles de la planta silvestre
(Gan et al., 2007). Al analizar la interaccion entre GIS y los componentes de la
via de sefalizacion de GAs, se observé que en la doble mutante gis spy la
produccion de tricomas en las hojas de roseta es similar a la observada en la
mutante spy. Por otra parte, al analizar la expresion de GIS en la mutante spy,
se encontr6 que ésta aumenta, mientras que la expresion de la expresion de
SPY no se ve afectada en la mutante de gis. Esto indica que SPY puede estar
involucrado, directa o indirectamente, en la represion de GIS, sugiriendo que
GIS actla rio abajo de SPY. (Perazza et al., 1998; Gan et al., 2006). Por otra
parte, se ha observado que en la mutante zfp5, zfp6 y gis3 la expresiéon de GIS
disminuye, mientras que al sobre expresar cada uno de estos tres genes, la
expresion de GIS aumenta, ademas, andlisis moleculares han demostrado que
ZFP5, ZFP6 y GIS3 actuan rio arriba de GIS (Zhou et al. 2011, Zhongjing et al.,
2012).

8.3.4 ZINC FINGER PROTEIN8/GLABROUS INFLORESCENCE
STEMS2

La pérdida de la funcion de ZFP8 muestra una significativa reduccion en el
namero de tricomas principalmente en hojas caulinares y ramas, por otro lado,
la mutante gis2 muestra un fenotipo similar, aunque se observa una
disminucién menor en el niumero de tricomas en las ramas y hojas caulinares.
Al analizar el papel de GIS2 y ZFP8 en la via de sefalizacion de CK, se
observd que las mutantes afectan a diferentes grados la respuesta de las
citoquininas en el desarrollo de tricomas. Estas observaciones indican que GIS
y en un menor grado ZFP8, son requeridos para la induccién del desarrollo de
tricomas por las CK, principalmente en los 6rganos de inflorescencia (Gan et
al., 2007). De la misma forma, al analizar la respuesta del efecto de las GA en

las mutantes zfp8, gis2, se observd que estas mutantes responden en menor

45



grado a la aplicacion de GA, comparada con el control WT, mostrando un
fenotipo de tricomas similar al de las mutantes en respuesta al tratamiento
hormonal (Gan et al.,, 2007). Al analizar la expresion de GL1 y GL3 en las
mutantes gis2, zfp8 y 35S:GIS2 y 35S:ZFP8 se observé que la expresion de
estos disminuye en las mutantes, mientras que en la sobre expresion, la
expresion de estos genes aumenta, indicando que tanto ZFP8 y GIS2, actuan
rio arriba del complejo activador del desarrollo de tricomas (Gan et al., 2007).
Por otra parte, al analizar la expression de ZFP8 y GIS2 en otros miembros de
la familia de factores C2H2 se observé que la expression de ZFP8 y GIS2
disminuye en la mutante gis3, mientras que en la linea que sobreexpresa a
GIS3, la expression de ZFP8 y GIS2 aumenta. En la mutante zfp5 y zafp6 la
expresion de GIS2 y ZFP8 disminuye, mientras que en la sobre expresion de
estos aumenta, especialmente la de ZFP8 (Sun et al., 2014 Zhou et al. 2011,
Zhongjing et al., 2012).

8.3.5 TRANSPARENT TESTA GLABRAZ2

TTG2 codifica un factor de trasncripcion WRKY y se expresa en hojas jovenes,
tricomas, semillas y tricoblastos en la raiz. LA mutante de ttg2 muestra entre
otro efectos, un fenotipo con defectos en el desarrollo de tricomas (Johnson et
al., 2002; Garcia et al., 2005). Al analizar la expresion de TTG2 en otros
reguladores del desarrollo de tricomas se observdé que los factores de
transcripcion R2R3 MYB promueven directamente la transcripcion de TTG2
(Ishida et al., 2007). Se observo que el fenotipo de las mutantes ttgl-1 ttg2-1 y
gll-1 ttg2-1 es similar al observado en las mutantes ttg1-1 y gl1-1. Por otro lado
en la mutante gl2 ttg2-1 el fenotipo del desarrollo de tricomas muestra mas
defectos comparado con la mutante gl2. Esto sugiere que TTG2 funciona rio
debajo de TTG1 y GL1 y que probablemente comparte funciones con GL2
(Ishida et al., 2007). La expresion de TTG2 en tricomas y la lamina de las hojas
parace ser regulada directamente por los miembros del complejo R2R3 MYB-
BHLH TTG1l. En los tricomas, GL1-GL3/EGL3-TTG1l puede promover la
expresion de TTG2, como lo muestra la unién de GL1 a la regiéon MST de TTG1
en ensayos de dos hibridos (Payne et al., 2000). Por otro lado, la expresiéon de

46



RESULTADOS

TTG2 disminuye en las mutantes de gl3, egl3, gI3 egl3 y ttgl (Johnson et al.,
2002). Esto sugiere que el complejo activador del desarrollo de tricomas puede
regular la expresion de TTG2, el cual podria estar involucrado a su vez en la
regulacion del factor de transcripcion GL2 durante la diferenciacion de las
células de tricoma (Ishida et al., 2007).

8.3.6 SPL9/mir156

Se ha demostrado que miR156 y sus genes blanco, SQUAMOSA BINDING
PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE (SPL), participan en la via de
regulacion del tiempo de floracion. SPL promueve la floracion al activar
directamente a LFY y a un grupo de genes MAD-box (Yamaguchi et al., 2009).
Mas recientemente se ha observado que los genes SPL regulados por miR156,
también controlan el desarrollo de tricomas, principalmente en 6rganos de
inflorescencia (Shikata et al., 2009, Yu et al., 2010). Los factores de
transcripcion SPL suprimen la formacién de tricomas al activar directamente la
expresion de TCL1 y TRY, posteriormente, el incremento en la expresion de
estos genes esta relacionada con una disminucién en el nimero de tricomas en
Arabidopsis (Yu et al., 2010). Experimentos con analisis CHIP muestran que
SPL9 (y probablemente otros genes SPL) regulan positivamente la expresion
de TCL1y TRY, al unirse y activar sus promotores (Yu et al., 2010). Ademas, al
analizar el fenotipo de tricomas en la planta transgénica Pro35S:MIR156f, la
cual sobre expresa a MIR1156, se observd una produccién de tricomas
ectopica en el tallo de inflorescencia y en los érganos florales. Por otra parte,
un aumento en la expresion de los niveles de SPL presenta una disminucion en

el numero de tricomas (Yu et al., 2010).

8.3.7 UPL3

El proteosoma Ubiquitin/26S, proteolisis (UPS)-dependiente juega un papel
importante en la regulacion de diversos procesos celulares, al regula diversos

factores de transcripcion (Thomas & Tyers, 2000, Patra et al., 2013). Las UPS
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comprende a las enzimas E1, E2 y E3, las cuales son responsables de la poli
ubiquitinacién de cadenas blanco, las cuales posterormente son degradadas a
través del proteosoma 26S (Stone., 2012, Patra et al., 2013). Al analizar si
algunos de los factores de transcripcion involucrados en el desarrollo de
tricomas son blancos del proteosoma 26S, se observé que GL3 y EGL3 son
blancos del proteosoma. Al analizar la expresion de UPL3 se observé que ésta
es similar a la expresion de GL3 y EGL3, por otro lado, se observd que las
proteinas recombinantes GL3 y EGL3 son mas estables en extracto de plantas
upl3-3 comparados con el control Wt, ademas de que la expresion ectépica de
GL3 y EGL3 en la mutante upl3-2 resulta en una formacion aberrante de
tricomas, lo cual podria deberse a una acumulacion muy alta de estas dos
proteinas (Patra et al., 2013). Estos resultados sugieren que UPL3 media la
degradacion protosomal de GL3 y EGL3 (Patra et al., 2013). Por otra parte a
través de ensayos de inmunoprecipitaciéon de la cromatina (ChIP) se mostré
gue GL3 es capaz de unirse al promotor de UPL3 (Morohashi & Grotewold,
2009). Ademas se observé que GL3 activa parcialmente la expresion de UPL3,
ya que en la mutante de gl3 se inhibe la expresién de UPL3 mientras que en la
sobre expresion de GL3 la expresion de UPL3 aumenta. Estos resultados
sugieren la presencia de un loop de regulacion que involucra a GL3 y UPL3,
aunque GL3 no sea el unico regulador de UPL3 (Patra et al., 2013).

8.3.8 DELLA PROTEINS

Su ha observado que las giberelinas controlan el desarrollo de tricomas (Chien
& Sussex, 1996). En la via de sefalizacion de las GA, los receptores de GA
GA-INSENSITIVE DWARF1a/b/c, perciben la sefal de las GA y reclutan a las
proteinas DELLA las cuales incluyen a RGA, GAIl, RGL1, RGL2 y RGL3
(Griffiths et al., 2006; Murase et al., 2008, Silverstone et al., 1997, Wen and
Chang, 2002), para su ubiquitinacion y posterior degradaciéon (Qi et al., 2014)
La degradacion de estas proteinas DELLA en presencia de las giberelinas
libera varios factores de transcripcion que interactian con estas proteinas y de
esta forma se activan las respuestas de la planta a las GA, (Zhang et al., 2011,
Qi et al., 2014).
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8.3.9 JASMONATO ZIM PROTEINS

El acido jasmonico son una clase de hormonas derivadas de lipidos que
controlan diversos procesos en el desarrollo, entre los cuales se encuentra la
formacion de tricomas (Yosida et al., 2009; Qi et al., 2011) y la regulacion de
diferentes respuestas de defensa en contra de infecciones por patégenos y
herbivoros (Yang et al., 2008). La proteina F-box CORONATINE INSENSITIVE
(COI1), percibe la senal del AJ y recluta a las proteinas Jasmonate ZIM-domain
(JAZ) para su ubiquitinaibn y subsecuente degradacion a través del
proteosoma 26S (Yan et al., 2007, Qi et al., 2011, Yosida et al., 2009). Esto
ocasiona que la cascada de sefalizacion de AJ se libere y se activen las
diversas respuestas derivadas del AJ (Cheng et al., 2011; Song et al., 2011,
Zhu et al., 2011; Shan et al., 2012; Nakata et al., 2013, Qi et al., 2014).

La informacion experimental y las reglas l6gicas de todos los nodos de la red

puede ser consultada con mas detalle en el Anexo I.

8.4. PERFIL DE ACTIVACION DE LOS ELEMENTOS DE LA RED DE
REGULACION

Con el fin de determinar si la red de regulacion alcanza un estado estable, se
procedié a observar si los perfiles de expresion de los genes GL1, MYB23,
GL3, EGL3, AtMYC1, TTG1, CPC, TRY, ETC y TCL, se mantienen estables
durante las Ultimas diez iteraciones en las simulaciones de los ecotipos
silvestres en todas las células del sistema. Todos los genes observados
mantienen un estado de expresion estable durante las simulaciones (Tabla 2).
Al analizarlos, se puede observar que los dos perfiles que se alcanzan un
estado estable corresponden con los perfiles de expresion genética

caracteristicos de las células de tricoma y no tricoma.
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Tabla 2. Perfiles de expresién de los genes de la red durante las

simulaciones.

Estado de los elementos

Tipo celular

GL1 MYB23 GL3 EGL3 AtMYC1 TTG1 CPC TRY ETC TCL
1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 TRICOMA
2 1 1 1 1 2 1 1 1 1 NO TRICOMA

Al observar que la red de regulacion génica alcanza estados estables al final de
las simulaciones, los cuales corresponden a los perfiles de expresiéon génica de
las células de tricoma y no tricoma, se procedié a analizar si la simulacion de
genes y tratamientos hormonales en la red lograban reproducir los fenotipos
reportados en la literatura

8.5 PATRONES DE DISTRIBUCION DE TRICOMAS OBTENIDOS DE LAS
SIMULACIONES.

Las simulaciones de la diferenciacion celular de tricomas en el modelo dan
lugar a un patron de distribucion espacial similar al observado en las plantas
silvestres, es decir, presentan una distribucién de tricomas espaciada, sin
desarrollar un tricoma adyacente a otro y sin llegar a formar cimulos. Este
patrén de distribucion puede ser descrito y analizado a través de un parametro
conocido como, Parametro R, el cual es el radio de las distancias promedio
entre los vecinos mas cercanos. Es una medida estandar del grado de
aleatoriedad presente en un patron espacial, cuando, R=1, corresponde a una
distribucion azarosa, mientras que si R=2.15, corresponde a una distribucién
completamente ordenada. Para la planta silvestre de Arabidopsis ecotipo
Columbia, se ha descrito una R=1.40 o mayor a 1, con una desviacion
significativa a lo esperado por una distribuciéon al azar (Clark & Evans, 1954).
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En las simulaciones realizadas, se analizé el patrén de distribucion obtenido, y
se compard con los fenotipos que se han reportado en la literatura, se verificd
gue no se formaran cumulos y se analizo el valor de R, de manera general, el
modelo logré reproducir los fenotipos observados (Tablal, Figura 12). Esta
tabla solo incluye las simulaciones de los genes incluidos en el modelo de
Benitez at al., 2008. En la figura 13, se describe el cédigo de colores utilizado y

su significado.

Cddigo de colores

La simulacién reproduce el fenotipo reportado experimentalmente.

La simulacién reproduce parcialmente el fenotipo reportado
experimentalmente.

La simulacién no reproduce el fenotipo reportado experimentalmente.

Figura 12. Cédigo de colores utilizado para comparar los fenotipos generados
por las simulaciones y los fenotipos reportados en la literatura
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Tabla 1. Resultados de las simulaciones y su comparacion con los
fenotipos reportados en la literatura.

Patrones celulares en la epidermis de hoja de Arabidopsis thaliana

cumulos

Genotipo Fenotipo reportado Fenotipo simulado
Tricomas espaciados, no hay | Tricomas espaciados, no
WT cumulos hay camulos
gll Glabra Glabra
bhih No hay tricomas No hay tricomas
ttgl No hay tricomas No hay tricomas
cpc Mas tricomas que en el WT Mas tricomas que en el
WT, forma cumulos
try Mas tricomas que en el WT, Més tricomas que en el
presenta camulos WT, con cumulos
etc No hay fenotipo aparente Aumento ligero en el
namero de tricomas
cpc try Alto nimero de tricomas con | Alto nimero de tricomas

con cumulos

cpc etc try tcl

Alto nimero de tricomas con

cumulos

Alto nimero de tricomas

con cumulos

bHLH (+)

Més tricomas que en el Wt

Llena 100% de tricomas

ttg bHLH (+)

Fenotipo Wt

Fenotipo Wt

ttg GL1(+)

No hay tricomas

No hay tricomas

GL1(+) bHLH(+)

Aumento en el numero de
tricomas, pero aun se

observan células sementadas

Aumento en el niUmero
de tricomas, con células

sementadas
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ttgl ttgl GL3 ++

cpc GL1 ++ GL3 ++

Figura 13. Simulaciones de la diferenciacion celular de tricomas como
resultado de la dinamica de la RR en el genotipo Silvestre (Wt) y en algunas
mutantes de la red. Las celdas negras representan a los tricomas, mientras
gue las celdas blancas representan a los no-tricomas. La mayoria de los
fenotipos mutantes obtenidos en las simulaciones son cualitativamente
similares a los reportados en la literatura.
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En la tabla 2 se presentan los resultados de las simulaciones de 14 mutantes
de la red los cuales corresponden a los nuevos nodos integrados a la RR y seis
tratamientos hormonales con GA, CK y AJ, en éstos se simula un aumento (+)
y una disminucion (-) en la concentracion de las hormonas. En esta tabla se
compararon los resultados de las simulaciones con los fenotipos reportados y
los resultados se representaron en forma de colores (Figura 12). Ademas de
esto, en la tabla 2 se presentan los valores de R correspondientes a cada linea

mutante simulada, ademas de si se presentaron cimulos o no.
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Tabla 2. Simulaciones de mutantes vy

comparados con los fenotipos reportados en la literatura.

RESULTADOS

tratamientos hormonales

Linea MOd?Io VS R Nl'l!TIel‘O de Clustering
experimento tricomas

WT 1.22 29 no
myb23 1.14 23 no
atmycl 1.18 21 no
11 myb23 0 0 NA
| gl1 MYB23(+) 0 0 NA
spy 1.16 28 no
gis 1.13 24 no
zfpgis 1.17 24 no
zfp5 1.24 28 no
zfp6 1.16 27 no
spl9 1.19 70 Si
upl3 1.17 28 no
ttg2 1.18 58 Si
gis+ 1.21 30 no
GA(-) 0 0 NA
CK(-) 1.23 36 no
JA(+) 1.23 36 no
GA(+) 1.25 46 no
CK(+) 0 0 NA
GA(+) CK(+) 1.25 46 no
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De manera general se observa que el modelo reproduce cualitativamente en su
mayoria los fenotipos reportados en la literatura para mutantes de pérdida o
ganancia de funcion, a pero no los fenotipos reportados para los tratamientos

hormonales simulados.

Como se menciond anteriormente, en Arabidopsis, el inicio en la formacién de
los tricomas es promovido por la sefalizacion de giberelinas y se ha
demostrado que la respuesta a los niveles de GA se relaciona con un aumento
en el numero de tricomas; el tratamiento con citoquininas a plantas silvestres
también produce un aumento en el numero de tricomas, asi como un
tratamiento con acido jasmoénico. Los resultados de las simulaciones no
reproducen los fenotipos reportados. Para el caso de la regulacion mediada por
GA en el desarrollo de tricomas, se ha reportado que en la via de sefializacion
un factor que podria estar siendo regulado positivamente es el factor de
transcripcion GL1, por otra parte, también se ha observado que las proteinas
DELLA, reguladores negativos de la sefializacion de GA, interactian ademas
con los factores de transcripcion BHLH asi como con GL1, para reprimir asi la
formacion de tricomas mediada por esta hormona. Hasta ahora no se conoce si
esta regulacion es directa o indirecta y si el efecto observado podria
corresponder a un tipo de regulacion hecha sobre cada uno de estos
elementos o0 ya que estos factores forman parte del AC, si podria ser una

regulacion de las proteinas DELLA sobre el AC en conjunto.

Por otra parte, se ha reportado que la expresion tanto de GL1 como GL3 se
modifica en la mutante de gis, pero esto podria deberse a una regulacién de
GIS sobre ambos factores, 0 a que la regulacion sobre uno de ellos afecte el
estado del otro, ya que ambos forman parte de AC.

El modelo dinamico de la red de regulacién permite evaluar estos diferentes
escenarios a través del cambio en las reglas logicas de los nodos y postular las
interacciones no reportadas que mejor reproduzcan los fenotipos asociados a
tratamientos hormonales. Entonces, se modelaron las diferentes posibilidades
para las interacciones mencionadas arriba y se probé cuél de los seis

escenarios respectivos eran mas consistentes con los fenotipos observados en
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los tratamientos hormonales. También se evalud si el cambio en la regulacion
de GIS sobre estos dos factores producia cambios en los fenotipos observados
en las simulaciones y si éstos mostraban mas o menos diferencias con los

fenotipos reportados en la literatura.

8.6 EVALUACION TEORICA DE DIFERENTES ESCENARIOS DE
INTERACCIONES POSIBLES DENTRO DE LA RED PERO NO
VERIFICADAS EXPERIMENTALMENTE.

Con base en la informacion anterior se evaluaron dentro de la red de
regulacion genética seis escenarios posibles de regulacién de algunos nodos
con el fin de explorar cuales combinaciones reproducen mejor la evidencia
experimental reportada (Figura 14). En el escenario 1, se propuso que las
proteinas DELLA regulan el estado final del AC, por otra parte, en este mismo
escenario se consideré que GIS regula la expresion tanto de GL1 como de
GL3. En el escenario 2 las proteinas DELLA inhiben la expresion del AC,
mientras que GIS solo regula la expresion de GL3. El escenario 3 muestra un
cambio en la regulacién que ejerce GIS, en este escenario solamente afecta la
expresion de GL1. En el escenario 4 las proteinas DELLA regulan a GL1 y a
GL3 mientras que GIS solo afecta la expresion de GL1. En el escenario 5
nuevamente las proteinas DELLA regulan a GL1 y a GL3, y so6lo la expresion
de GL3 depende de GIS. Por ultimo, en el escenario 6 tanto GL1 como GL3
son regulados por las proteinas DELLA y por GIS de manera individual. Los
resultados de las simulaciones de mutantes de la red y de los tratamientos

hormonales se muestran resumidos en la tabla 3.
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Figura 14. Esquema que representa los seis escenarios que se evaluaron
dentro de la red de regulacion. Estos escenarios fueron propuestos con base
en los datos experimentales disponibles y representan el total de
combinaciones posibles para el nimero de nodos que se estan evaluando.
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Tabla 3. Resultados de las simulaciones de las mutantes de la Red de

Regulacion comparados con los fenotipos reportados en la literatura en

cada uno de los seis escenarios estudiados.

LINEA/ESCENARIO

WT

gll

gl3

egl3

ttgl

atmycl

myb23

gl3egl3

glimyb23

35S::MYB23g/1

35S::GL1ttg1

35S::GL3EGL3

35S::GL3ttg1

cpc

try

etc

tcl

cpctry

cpctryetc

cpctryetctcl

gis

Zfp8gis2

zfp5

zfp6

spl9

upl3

ttg2

spy

35S::GIS

GA(+)gis
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Como se puede ver en la tabla, al simular diferentes mutantes de la red en
cada uno de los escenarios y compararlos con los fenotipos reportados, se
observan diferencias en el nimero de fenotipos que se logran reproducir en
cada escenario. De manera general, el escenario que logra reproducir
cualitativamente la mayoria de las lineas mutantes simuladas corresponde al
escenario 1; en el cual, el AC es regulado por las proteinas DELLA y GL1 y
GL3 son regulados por GIS. Aunque los cambios en las reglas logicas son
sutiles y sélo corresponden a un par de nodos, se puede observar que es
suficiente para producir diferencias en el niumero de fenotipos que se logran
reproducir; ademas, al evaluar teéricamente diferentes vias de regulacion e
interaccién de los nodos, se puede llegar a proponer un mecanismo de
regulacion hormonal que explique en mayor grado el cambio en los fenotipos

gue observamos y que no ha sido verificado experimentalmente.

Una vez que se observé que al menos una de las redes propuestas era capaz
de reproducir los fenotipos reportados se procedid a evaluar si también eran
suficientes para estudiar los cambios en los fenotipos relacionados con los

tratamientos hormonales (ver tabla 3 mas adelante).

8.7 COMPARACION DEL MODELO CON EVIDENCIA EXPERIMENTAL

Este tipo de modelos representa una buena herramienta para proponer
evaluaciones experimentales que, por una parte, permitan poner a prueba los
resultados tedricos y por otra, retroalimenten el trabajo experimental al proveer
de predicciones novedosas que puedan ser estudiadas a través del analisis de
la dinamica y de las interacciones de los nodos en las redes de regulacion.

Con base en estos resultados, en este trabajo se propuso estudiar
experimentalmente el efecto de las hormonas giberelinas y citoquininas en el
desarrollo de tricomas; a través de tratamientos hormonales con CK y GA se
pusieron a prueba algunos resultados del modelo. Se analiz6 el efecto de las
GA, CK y la combinacion de estas dos hormonas en el desarrollo de los
tricomas en plantas silvestres de Arabidopsis y en una linea de sobre expresién
de CK (IPT-dex) y se compar6 con los resultados del modelo. El efecto de la
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RESULTADOS

combinacion de estos dos tratamientos hormonales (GA+CK) en la
determinacién de tricomas en la epidermis de las hojas en Arabidopsis aln no
ha sido reportado experimentalmente, por lo que este trabajo representa un
buen inicio para explorar los posibles efectos en el desarrollo de tricomas,
compararlo con los resultados del modelo y tratar de entender el o los

mecanismos de regulacion detras de los cambios en los fenotipos observados.

8.8 RESULTADOS DE LOS TRATAMIENTOS HORMONALES

En la siguiente figura (Figura 15) se muestra el analisis de los tricomas en las
hojas sometidas a los tratamientos hormonales. Los tricomas de las hojas
fueron resaltados a través de un proceso de aclarado y posteriormente
analizados con ayuda del programa TRICHOMENET

(http://www.trichomenet.com). Se analizé el cambio en el nimero de tricomas

en dos tratamientos hormonales a diferentes concentraciones (100 uM y 10
MM) y se compararon con los resultados del grupo control (Figuras 16 a la 19),

posteriormente estos resultados se compararon con las simulaciones (Tabla 3).
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Linea Wt

GA (+) CK (+)

Linea IPT-dex

GA (+) CK (+)

Figura 15. Tricomas resaltados en las hojas silvestres de Arabidopsis (arriba) y
en una linea que sobre expresa citoquininas (abajo). En la figura de arriba se
muestran los tricomas marcados con el programa TRICHOMENET (Pomeranz

et al., 2013) para su analisis.
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Linea WT

800
700 A
600 A
500 T
400 A

300 A

Numero de tricomas

200 A

100 A

Mock GA CK GA+CK

Tratamiento hormonal

Figura 16. Analisis del cambio en el nimero de tricomas en un tratamiento
hormonal (concentracién de las hormonas, 100 yM) en una linea de plantas
silvestres (Wt), en una muestra de 15 plantas. Se puede observar que el
tratamiento con GA y CK produce un aumento en el niumero de tricomas
comparado con el tratamiento control. Por otra parte, en el tratamiento que
combina las hormonas GA y CK se observa que el ndmero de tricomas
aumenta y es mayor al nimero de tricomas observado en el tratamiento con
CK, al compararlo con el tratamiento con GA se observa que el numero de
tricomas no es significativamente distinto. Las barras representan el error
estandar.
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Linea IPT-dex

800 1
700 7
600 -
500 A
400 1

300 A

Numero de tricomas

200 A

100

Mock GA CK GA+CK

Tratamiento hormonal

Figura 17. Analisis del cambio en el numero de tricomas en un tratamiento
hormonal (concentracién de las hormonas, 100 uM) en una linea de plantas
gue sobre expresa citoquininas (IPT-dex), en una muestra de 15 plantas. Se
puede observar que el tratamiento con GA produce un ligero aumento en el
ndamero de tricomas comparado con el tratamiento control. Por otra parte, el
tratamiento con CK ocasiona una disminucion en el numero de tricomas
comparado con el control. Al analizar el nUmero de tricomas en el tratamiento
combinado se observa que el efecto es similar al del tratamiento Unicamente
con GA, sin llegar a producir un aumento significativamente distinto del
tratamiento control. Las barras representan el error estandar.
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Linea WT

450 -

400 - t
V350 } T
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O 300 1
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Mock GA CK GA+CK

Tratamiento hormonal

Figura 18. Analisis del cambio en el nUmero de tricomas en un tratamiento
hormonal (concentracion de las hormonas, 10 y M en una linea de plantas
silvestres (Wt), en una muestra de 15 plantas. Se puede observar que el
tratamiento con GA y CK produce un aumento en el nimero de tricomas
comparado con el tratamiento control, el efecto en el aumento del nimero de
tricomas en cada uno de estos tratamientos no es significativamente distinto.
Por otra parte, en el tratamiento que combina las hormonas GA y CK se
observa que el efecto en el cambio del nimero de tricomas es aditivo o
sumatorio, es decir, el nUumero de tricomas es mayor al observado en cada
tratamiento por separado. Las barras representan el error estandar.
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Linea IPT-dex
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Figura 19. Analisis del cambio en el nUmero de tricomas en un tratamiento
hormonal (concentracion de las hormonas, 10 yM) en una linea de plantas que
sobre expresa citoquininas (IPT-dex), en una muestra de 15 plantas. Se puede
observar que el tratamiento con GA produce un aumento en el niamero de
tricomas comparado con el tratamiento control. El tratamiento con CK también
produce un aumento en el numero de tricomas, aunque en este caso, el efecto
es menor al que se genera en el tratamiento por GA. Por otra parte, en el
tratamiento que combina las hormonas GA y CK se observa que el nimero de
tricomas aumenta comparado con el tratamiento control, sin embargo, en este
caso el efecto es menor comparado con el tratamiento con GA, aunque mayor
comparado con el tratamiento con CK. Las barras representan el error
estandar.

De manera general se observa que en cada tratamiento hormonal se produce
un efecto en el cambio en el niumero de tricomas. Sin embargo, en los
tratamientos con una concentraciéon hormonal de 100 puM, el cambio en el
namero de tricomas en la linea IPT-dex no es significativamente distinto del
tratamiento control, para el caso de la linea silvestre el efecto de los
tratamientos hormonales si caus6 un cambio comparado con el tratamiento

control, aunque al comparar el efecto de los tres tratamientos se observa que
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éste es similar entre ellos. Para el caso del tratamiento donde se utiliz6 una
concentracion hormonal de 10 um, se observan diferencias mas claras entre
cada tratamiento en la linea silvestre. En la linea que sobre expresa CK se
observa que en los tratamientos con CK el efecto en el nUmero de tricomas es
menor que el efecto producido por el tratamiento Unicamente de GA. El andlisis

de estos resultados se discute mas adelante en la seccion de discusion.

Una vez obtenidos los resultados experimentales, se procedié a compararlos
con los resultados de las simulaciones (Tabla 4). Se simularon los tratamientos
hormonales con GA, CK, AJ, y la combinacion de GA+CK en los seis
escenarios propuestos. Se observo que existen diferencias en los fenotipos
generados en cada escenario, siendo el escenario 1 el que reproduce
cualitativamente la mayor cantidad de fenotipos reportados; para el caso de los
tratamientos con GA, los resultados de las simulaciones coinciden con los
fenotipos reportados, mientras que para los tratamientos con CK y la
combinacion con GA+CK, los resultados de las simulaciones reproducen
parcialmente los fenotipos reportados. Estos resultados se discuten mas

adelante.

Tabla 4. Resultados de las simulaciones de los tratamientos hormonales
realizados y el tratamiento con AJ reportado en la literatura, comparados
con los fenotipos reportados en cada uno de los seis escenarios
estudiados

Linea/Escena
rio

GA(-)

CK(-)

JA(-)

GA(+)

CK(+)

JA(+)

GA(+) CK(+)
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9. DISCUSION Y CONCLUSIONES

En este trabajo se propuso un modelo dindmico de la Red de Regulaciéon
Genética asociada al desarrollo de tricomas en la epidermis de hoja de
Arabidopsis thaliana; el modelo esta basado en la evidencia experimental
disponible y parti6 del modelo propuesto por Benitez et al., 2008. A partir de
una busqueda exhaustiva en la literatura se integraron a la RRG 16 nuevos
genes y sus correspondientes proteinas. Ademas, se integrd el papel de las
hormonas Giberelinas, Citoquininas y Acido Jasmoénico, las cuales no habian
sido consideradas en el modelo anterior, pero se ha reportado que su
participacion es importante en el desarrollo plastico de tricomas; también se
integré la sefial ambiental de herbivoria, la cual puede estar mediada por
sefiales hormonales y afectar asi el cambio en el desarrollo de tricomas. El
modelo propuesto es suficiente para reproducir el patron de distribucién de
tricomas observado en los ecotipos silvestres de Arabidopsis, y es capaz de
reproducir cualitativamente la mayoria de los fenotipos de lineas mutantes
reportadas experimentalmente. Por otra parte, al analizar los perfiles de
expresion genética de los nodos de la red y compararlos con los reportados
experimentalmente, se encontré que estos se recuperan y corresponden a los
perfiles de expresidn genética caracteristicos de las células de tricoma y no
tricoma. Ya que el modelo integra sefiales ambientales y hormonales, permitié
simular cambios en estas variables y compararlos con lo que se observa
experimentalmente. Los resultados de estas simulaciones recuperaron en su
mayoria los cambios fenotipicos reportados. Ademéas se generaron distintas
predicciones, algunas de las cuales fueron verificadas experimentalmente en

este proyecto.

De manera general, estos resultados muestran que el modelo es suficiente
para describir y estudiar la dindmica de la RRG asociada a la diferenciacion
celular plastica y la formacién de patrones celulares en la epidermis de hoja en

Arabidopsis thaliana.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Como se menciond anteriormente, el desarrollo y formacion de patrones
celulares en la epidermis de hoja es un proceso plastico que responde y se
modifica ante cambios en las condiciones ambientales y hormonales. Las
hormonas GA, CK y AJ, promueven el aumento en el nimero de tricomas
(Chien & Sussex, 1996; Gan et al., 2006, 2007; Qi et al., 2014; Jacobsen &
Olszewski, 1993, 1996; Zhou et al., 2011, 2012; Sun et al., 2014; An et al.,
2011; Qi et al., 2011; Traw & Bergelson, 2003). También se ha demostrado que
el dafio foliar, causado por herbivoria o dafio mecanico, es capaz de inducir un
aumento en la produccién de tricomas y que esta induccion puede ser
transmitida transgeneracionalmente (Holeski, 2007). Por lo anterior, entender el
proceso por el cual estas sefiales ambientales y hormonales generan cambios
plasticos en el desarrollo a un nivel genético o mecanistico es importante, ya
gue nos muestra que la variacion en el desarrollo de los organismos no es un
proceso determinado exclusivamente por el genotipo, y que la plasticidad
fenotipica es un proceso importante, el cual puede llegar a tener una
importancia adaptativa y evolutiva en la generacion de nuevos fenotipos
(Pigliucci et al., 2006; Pigliucci & Murren 2003; Scheiner 1993; Schlichting &
Smith 2002; Jablonka & Lamb 2005; West-Eberhard 2003, Whitman & Agrawal
20009).

En este modelo las vias de sefalizacibn hormonal y ambiental se integraron a
partir de una busqueda en la literatura sobre la forma en que cada tratamiento
hormonal y el dafio por herbivoria, afecta el patron de distribucion de tricomas y
la expresion de los genes que participan en este proceso y forman parte de la
RRG. A partir de esta informacién se propusieron sus interacciones con los
demas nodos de la red. De este modo se representaron a las GA, CK, AJy a la
herbivoria como cuatro nodos de la red con sus respectivas interacciones y sus
reglas logicas. Con base en esto, se estudid el efecto de cambios en los
valores de estas variables sobre el estado de expresion de los nodos de la
RRG. Se observé que las reglas de interaccion y regulacion propuestas
inicialmente en el modelo, no eran suficientes para reproducir los fenotipos
reportados experimentalmente y entender los cambios producidos por estas

sefales.
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Una ventaja de este tipo de modelos es que ademas de que permiten
identificar componentes e interacciones cruciales para la dinAmica del sistema,
pueden utilizarse para realizar predicciones de nuevas interacciones o
componentes que no han sido identificados por métodos experimentales. Con
esto en mente, se exploraron diferentes escenarios de regulacion de algunos
nodos, los cuales aun no quedan muy claros en la literatura y por lo tanto,
representan un buen ejemplo para proponer y predecir interacciones no
verificadas experimentalmente que puedan ser necesarias para explicar y
entender de mejor manera el comportamiento global de la red. Se postularon
seis escenarios, cada unos de los cuales muestra diferencias en la regulaciéon
de los nodos GL1, GL3, GIS, DELLA y el AC. Se ha reportado que las
proteinas DELLA pueden interactuar con GL1 y GL3 y que en las lineas
mutantes de las proteinas DELLA, la expresion de estos dos genes aumenta.
Este efecto podria explicarse de diferentes formas, podria ser que la expresion
de GL1 y GL3 se vea afectada de forma individual por estas proteinas, o ya
gue estos genes forman parte del AC, la interaccidon de estas proteinas afecte
la formacién de este complejo, ocasionando una disminucion en la actividad de
estos genes; todos estos posibles escenarios se evaluaron en el modelo. Por
otra parte, también se evalué si la actividad de GIS, el cual se ha reportado que
podria mediar la actividad de las GA por medio del AC, se ve afectada si se
produce un cambio en los genes que son considerados sus blancos (GL1 y

GL3). Estos escenarios también fueron evaluados en el modelo.

Al analizar los resultados de las simulaciones en cada uno de los escenarios,
se encontraron diferencias en cuanto al nimero de mutantes reportadas que
eran capaces de reproducir. De manera general, un escenario logré reproducir
cualitativamente una mayor cantidad de los fenotipos reportados
experimentalmente. Con estos resultados, podemos sugerir que cambios
sutiles en las interacciones de regulacion dentro la red, son suficientes para
explicar cambios en el desarrollo de estos patrones en la epidermis de hoja.
Ademas, el modelo permite decidir entre varios escenarios posibles de
regulacion y proponer uno en particular que explique mejor la dinamica del

proceso de desarrollo estudiado (escenario 1, ver figural4).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Este tipo de modelos representa una buena herramienta para proponer
evaluaciones experimentales que, por una parte, permitan poner a prueba los
resultados tedricos y por otra, retroalimenten el trabajo experimental al proveer
de predicciones novedosas que puedan ser estudiadas a través del analisis de
la dindmica de la red. Se propusieron tres tratamientos experimentales con las
hormonas GA, CK y la combinacion de estas dos y se analizé su efecto en el
desarrollo de los tricomas en plantas silvestres de Arabidopsis y en una linea
de sobre expresion de CK (IPT-dex). El efecto de la combinacién GA+CK en la
determinacién de tricomas en la epidermis de las hojas en Arabidopsis aln no
ha sido reportado experimentalmente, por lo que este experimento representa
un buen inicio para explorar los posibles efectos en el desarrollo de tricomas, y

compararlo con los resultados y las predicciones del modelo.

De los resultados de los experimentos, se observd que, como habia sido
reportado, el tratamiento con GA y CK caus6 un aumento en el numero de
tricomas, este efecto se pudo observar al utilizar una concentracién hormonal
de 100 uM y 10uM en las plantas silvestres. En las plantas que sobre expresan
CK este efecto no llegé a ser tan claro, aunque si se logré producir un aumento
significativo en el numero de tricomas utilizando una concentracion hormonal
de 10uM. Esto podria ser explicado por un efecto de toxicidad, para el caso de
GA, se ha reportado que un aumento drastico en la concentracién de GA en la
planta produce un efecto negativo en su desarrollo, probablemente este mismo
efecto es el que esta siendo observado en las lineas que sobre expresan CK.
Al analizar el nimero de tricomas en la combinacion de CK+GA, se observé un
efecto aditivo en la linea silvestre, es decir, que las GA y CK controlan
sinérgicamente el desarrollo de los tricomas. Nuevamente, en las lineas que
sobre expresan CK este efecto no fue tan claro, lo cual apoyaria méas la
hipétesis de que pasado cierto umbral en la concentracion de esta hormona, se
produciria un efecto de campana y se inhibiria el efecto de las GA.
Probablemente exista una regulacién cruzada entre estas dos hormonas, la
cual por el momento se ha dejado fuera del modelo, pero puede ser incluida al

haber mas informacion disponible
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De manera general, al comparar los resultados de las simulaciones con los
resultados de los experimentos, se observd que aunque uno de los escenarios
de regulacion es capaz de reproducir un mayor numero de los fenotipos
reportados y estudiados experimentalmente, aun existen fenotipos que no se
pueden recuperar, especificamente en la combinacion de GA+CK, en donde el
modelo reproduce parcialmente el fenotipo observado experimentalmente. Ya
gue este es un modelo discreto, no considera una concentracion continua de
las hormonas, como la que comunmente se observa a los largo del ciclo de
vida de las plantas y que podria ser importante para entender y reproducir los
cambios en los fenotipos observados. Posiblemente, desarrollar un modelo
hibrido, que considere concentraciones continuas de las hormonas a lo largo
del tiempo en las simulaciones, podria generar informacién y predicciones mas
finas acerca de los mecanismos de regulacion de las hormonas dentro de la
RRG. Por otra parte, se ha reportado que las hormonas pueden mantener una
comunicaciéon o “crosstalk” entre ellas a lo largo de diferentes procesos en el
desarrollo de las plantas (Depuydt & Hardtke, 2011; Jaillais & Chory, 2010).
Este tipo de regulacion podria generar diferencias en las respuestas
observadas, por lo que evaluar también diferentes escenarios de regulacién
entre las hormonas es necesario para aproximarse a entender los mecanismos

detras de las respuestas plasticas observadas.

Por otra parte, existen otros factores que no se exploran a detalle en este
modelo y que podrian ser importantes dentro de la dindmica de regulacion de
la red. Por ejemplo, el estado de desarrollo de la planta, o algunos otros
factores genéticos que medien la interaccion entre las hormonas y los genes

del complejo activador.

Para concluir, en este proyecto se propone un modelo dinAmico para modelar
el desarrollo plastico de los tricomas en Arabidopsis. A través de exploraciones
y modificaciones en la interacciones y regulaciones de los nodos de la red, se
propone un mecanismo (escenario 1, figura 14) por el cual las hormonas GA
influyen en la determinacion celular de la epidermis. De esta manera, este
modelo es un ejemplo del uso de los modelos dinamicos de redes para estudiar
la plasticidad fenotipica.
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10. PERSPECTIVAS

Los resultados de este modelo muestran que este es una buena herramienta
para estudiar el proceso de diferenciacion celular en las hojas de Arabidopsis.
Ademas, permitié analizar como variables hormonales y ambientales modifican
este proceso haciéndolo plastico a través de su interaccion con los factores de
la red de regulacion genética.

A través de la construccion de modelos de redes de regulacién genética en
otros sistemas de desarrollo, que incorporen no solo variables genéticas sino
sefiales ambientales y hormonales, seria posible estudiar y analizar el
mecanismo por el cual se modifica la dinAmica y la respuesta de estos
sistemas ante cambios en el ambiente. Asi como los mecanismos por los
cuales cambios en la regulaciébn genética producen diferentes respuestas
fenotipicas en los organismos en respuesta a estas sefiales. Asi, una
perspectiva de este trabajo es estudiar la plasticidad fenotipica en otros
sistemas biolégicos ante cambios en las condiciones en el ambiente donde se
desarrollan; esto, a través de la construccion de modelos dindmicos de RRG
basados en la evidencia experimental reportada para estos sistemas

bioldgicos.

Por otra parte, estos modelos también podrian ser utilizados para realizar
experimentos de norma de reaccidén, en estos, las simulaciones de lineas
silvestres y mutantes podrian ser sometidas a diferentes gradientes y cambios
en las variables ambientales consideradas, y posteriormente, comparar los
resultados de estas simulaciones con los resultados de experimentos
propuestos en el laboratorio. De generar estas predicciones y reproducir los
resultados experimentales, este tipo de modelos representaria una herramienta
muy Gtil para estudiar y predecir las respuestas adaptativas plasticas de los
organismos ante cambios en el ambiente; ademas, ayudaria a entender el
papel de la plasticidad fenotipica en el desarrollo y en el origen de la variacion
fenotipica que observamos, aproximandose de este modo a resolver preguntas
interesantes dentro de la ecologia evolutiva del desarrollo y de la respuesta de
las plantas a factores del ambiente.
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11. ANEXO I. REGLAS LOGICAS

A continuacion se muestran la evidencia experimental sintetizada con la cual se
generaron las reglas logicas de cada uno de los nodos considerados en el modelo.

COMPLEJO ACTIVADOR

GL1 GL3 EGL3 TTGl1 ATMYC1 MYB23 CA
0 X X X X X 0
X 0 0 X X X 0
X 0 X 0 X X 0
X X 0 0 0 X 0
1 1 1 1 0 0 0
1 0 1,2 1 X X 1
1 1,2 0 1 X X 1
1 1 1 0 X X 0
X 0 X X 0 X 1
X X 0 X 0 X 1
1 1 2 0 1,2 1,2 1
1 2 1 0 1,2 1,2 1
1 1 2 1 X X 1
1 2 1 1 X X 1
2 0 1 1 1,2 1,2 2
2 1 0 1 1,2 1,2 2
2 1 1 0 X X 0
2 1 1 1 X X 1
2 2 0 1 X X 1
2 1,2 1,2 0 X X 1
2 2 2 0 0 0 1
2 2 2 0 1,2 1,2 2
2 2 2 1,2 X X 2
Evidencia Referencias
- GL1 se expresa en las etapas iniciales del
desarrollo de tricomas y su expresion disminuye
antes de que el desarrollo de los tricomas esté
completado. Lee y Schiefelbein.,1999,
- En la mutante de gl1 no se detecta la expresion | Kirik et al., 2005,
de MYB23. Larkin et al., 1993,

- La mutante de gll es glabra y no presenta
expresion de GL2.

- La doble mutante gI3 egl3 no produce tricomas
en las hojas

- En la doble mutante gl3 egl3 la expression de
GL2 disminuye significativamente

- La sobre expresion de GL3 en la linea 35S:GL3 y
de EGL3 en la linea 35S:EGL3 aumenta la
expresion de GL2.

Bernhardt et al., 2003
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- El mutante ttgl presenta una reduccion

significativa en la expresion de GL2. Walker RA, et al., 1999,
- El mutante ttgl presenta un fenotipo de hojas y | Koornneef, 1981,
tallo glabro, sin tricomas. Di Cristina et al., 1996

- En la mutante de ttgl la expresién de GL3 no | Zhao etal., 2008
cambia, pero si la distribucién de la proteina en
la célula, siendo desigual y en parches.

- La mutante myb23 no muestra defectos en el
patron de tricomas, sin embargo el nimero de

ramas de éstos disminuye. Kirik et al., 2005, Kirik et
- La doble mutante gl1 myb23 es completamente | al., 2001.
glabra

- La sobre expresion de MYB23 rescata
parcialmente la mutante gll y es capaz de
producir tricomas ectépicos en la mutante de gl1,
aunque hay menos tricomas que en el WT y se
forman clusters.

- La expresién de GL1 con el promotor de MYB23
(MYB23:GL1), no recupera el mutante gll. Por
otro lado, la construccién GL1::MYB23 recupera
el fenotipo silvestre de la mutante gll y la doble
mutante gll myb23, indicando que durante el
desarrollo de los tricomas, las proteinas de GL1
y MYB23 son funcionalmente equivalentes.

- En la mutante de atmycl disminuye la expresion
de GL2.

- La mutante atmycl muestra un fenotipo en el | Zhao et al., 2011, Pesch
cual hay una disminucion en el numero de | M. etal, 2013
tricomas en las hojas.

- AtMYC1l comparte un residuo de Arginina
funcionalmente conservado con EGL3 y GL3 que
le permite interactuar con TTG1, GL1y TRY,

- Adiferencia de EGL3 y GL3 no forma dimeros.

INHIBIDORES
Debido a que las proteinas CPC, TRY, ETC, y TCL actuan de forma parcialmente

redundante, la acciébn de estas proteinas fue resumida en un nodo denominado
Complejo Inhibidor (CI).
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COMPLEJO INHIBIDOR

CPC TRY ETC TCL Cl
0 0 X X 0
0 1,2 0 0 0
0 2 1,2 1,2 1
1,2 0 0 1 0
1,2 0 1 0 0
1 0 1,2 1,2 1
1 1 0 0 1
1 1 2 2 2
1 2 X X 2
2 1 X X 2
2 2 X X 2

Evidencia

Referencias

La frecuencia de clusters en la mutante de cpc no
muestra diferencias con la WT.

El nimero de tricomas por hoja en la mutante de cpc
se increment6 comparada con la WT.

El nimero de tricomas en la cuarta hoja, es >30% y en
todas los estados de desarrollo de las hojas, indicando
gue que el incremento en el nimero de tricomas es
debido a un incremento en la densidad mas que al
efecto de un periodo extendido de formaciéon de
tricomas o a la formacion de hojas mas grandes

El analisis de plantas que contienen CPC::GUS
muestran un patrén de expresion indistinguible del de
TRY. La expresiébn de CPC en hojas maduras se
concentra en los tricomas.

Zhu et al., 2009
Wada et al., 1997,
Wada et al., 2002

TRY se expresa no so6lo en 6rganos que desarrollan
tricomas, si no también en raiz y silicuas

Aunque TRY se expresa en tricomas, la expresién
ubicua de TRY suprime la formacién de tricomas

En la doble mutante cpc try hay un aumento de 76% de
clusters comparado con try, ademas de que cada uno
contiene de 20 a 30 tricomas.

35S::TRY producen mas tricomas

En la mutant de try no se observa un fenotipo aparente
en pelos de raiz, la mutante cpc presenta una
disminucion en el numero de pelos, en la doble
mutante cpc try, no se observa ningun pelo.

Resultados genéticos muestran que TRY actlia como un
regulador negativo de GL1, ya que la s.e. de GL1 es
contrarrestada por TRY. El fenotipo de 35S::GL1 try
cpc es aditivo, lo cual es consistente con la hipétesis
de que ambos genes actian como inhibidores de GL1.

La s.e. de GL1 no afecta el fenotipo de la 35S::TRY o
35S::CPC, mientras que la s.e. de un homologo de
GL3 ® resulta en el completo rescate del fenotipo de

Schnittger et al.,
1999; Schellmann
et al., 2002

Simon et al., 2007;
Tominaga et al.,
2008; Wang et al.,
2008; Wester et al.,

2009.

Gan et al.,, Gan et
al., 2011;
Tominaga-Wada
and Nukumizu,
2012 2011;
Tominaga-Wada
and Nukumizu,
2012.
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35S::CPC pero no de 35S:TRY,
diferencias en sus interacciones.

lo cual sugiere

La mutante de etcl presenta un fenotipo de tricomas
similar al WT, sin embargo la linea 35S::ETC1 muestra
una reduccién en el niamero de tricomas.

Esch et al., 2004;
Kirik et al., 2004b
Wang & Chen,
2014

Las mutantes sencillas de etc2 y etc3 presentan un
fenotipo de tricomas similar al WT, sin embargo la
linea 35S::ETC2 y 35S:ETC23 muestran una
reduccién en el nimero de tricomas

Kirik et al., 2004a ,
Wang & Chen,
2014

Las mutantes sencillas de tcll y tcl2 muestran un
incremento en el ndamero de tricomas de la
inflorescencia y el pedicelo, mientras que la sobre
expresion de cada una, muesta una disminuciéon en el
nimero de tricomas de las hojas.

Wang et al., 2007

La doble mutante try etc3, presenta un genotipo débil
sinérgico, es decir, la densidad de tricomas es similar a
etc3 y la frecuencia de clusters es significativamente
mayor a la de la mutante try.

cpc etc3 muestra un genotipo similar al de la mutante
cpc

etc3 etcl muestra un aumento significativo en los
tricomas, indicando que actlian redundantemente.

etc2 etc3 exhibe una densidad de tricomas similar a la
de la mutante etc3, sin embargo, una funcién
redundante se encontro en la triple mutante con ETCL1.
etcl etc2 etc3 un numero significativamente mas alto
de tricomas se encontr6 comparado con la mutante
etcl etc3.

etc3 try cpc presenta un efecto mucho mas fuerte,
donde solamente se observan algunos clusters, los
cuales contienen méas de 100 tricomas. Este genotipo
se incrementa en la cuadruple mutante etcl etc3 try
cpc y etcl etc2 try cpc.

trycpcetcltcll forma tricomas en casi todas la partes
aéreas de la planta.

Wang & Chen,
2014
Kirik et al.,

2004a;Wang et al.,
2007; 2008:Wester
et al., 2009
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Evidencia

Referencias

En la sobre expresiéon de GIS la expresion de
GL1 aumenta y en la mutante gis, la expresion
de GL1 disminuye.

Gan et al., 2006
Gan et al., 2007

Las proteinas JAZ (JAZ1, JAZ2, JAZ5, JAZ6,
JAZ8, JAZ9, JAZ10, y JAZ11) se unan a GL1,
esto se prob6 por Ensayos de dos hibridos. Se
observé que interactlan a través del dominio
terminal C de GL1, reprimiendo su trascripcion.
La inducciéon de JA en la mutante gll no se
produce

Qietal., 2011

La expresién de GL1 disminuye en los mutantes
ttgl y gl3 egl3
La expresiéon de GL1 aumenta en la mutante try.

Kirik et al., 2005

GLABRA3 y ENHANCER OF GLABRA3

JAZ UPL3 GIS AC GL3/EGL3
X X X 0
0 0 0 1,2
0 0 1,2 1,2
0 1,2 0 0
0 0 1,2 0
0 1 1,2 1,2
1 0 1,2 1,2
1 1 1,2 1,2
1 2 1,2 1,2
2 0 1,2 1,2
2 1,2 1,2 1,2
2 2 0 X
2 2 2 0
2 2 2 1,2

RPOORFRRFFPFPNNMNOONMPEFO

Evidencia

Referencias

La mutante de upl3 provoca un aumento en el
niamero de tricomas y una disminuciéon en la
expresion de EGL3 y GL3

UPL3 regula negativamente a la proteina de GL3
y EGL3

GL3 activa parcialmente la expresion de UPL3
La mutante gI3 inhibe la expresion de UPL3 y la
sobre expresion de GL3 lo induce.

Downes et al., 2003
Barunava et al., 2013
Kirik et al., 2005
Payne et al., 2000

En la mutante de ttgl la expresion de GL3 y
EGL3 no cambia, pero si su distribucién en la

Kirik et al., 2005
Srinivasan et al., 1992
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célula (proteina) siendo desigual y en parches, lo | Zhao et al., 2008
mismo sucede en la mutante de gl1.

- En la sobre expresion de GIS la expresion de
GL3 aumenta y en la mutante disminuye. Gan et al., 2006, Gan et
- Las proteinas JAZ (JAZ1, JAZ2, JAZ5, JAZ6, | al., 2007
JAZ8, JAZ9, JAZ10, y JAZ11) se unan a GL3, | Bernhardt et al., 2003.
esto se probé por Ensayos de dos hibridos. | Zhang et al., 2003.
EGL3 y GL3 participan en la induccion de | Zhao et al., 2008.

tricomas mediados por JA. Qietal, 2011
atMYB23
AC atMYB23
0 0
1 1
2 2
Evidencia Referencias

- La expresibn de MYB23 depende de los
componentes del CA. En la mutante de gl1,
(e)gl3 y ttgl la expresiéon de MYB23 se encuentra | Kang et al., 2009
reducida drasticamente (RT-PCR).

- GL1 se une directamente al promotor de MYB23.

- Interactia con el mismo dominio en GL3 que | Kirik et al., 2005
GL1 pero no interactiia con TTG1.

- La hojas de doble mutante gl1 myb23 son
completamente glabras.

- La sobre expresibn de atMYB23 rescata
parcialmente la mutante gll y es capaz de
producir tricomas ectopicos en ausencia de GL1,
pero hay menos tricomas que en el wt y se
forman clusters.

AtMYC1
AC AtMYC1
0 0
1 1
2 1
Evidencia Referencias

- Comparte un residuo de Arginina funcionalmente | Zhao et al., 2011
conservado con (E)GL3 que le permite
interactuar con TTG1, GL1y TRY. Pesch M. et al., 2013

- Funciona redundantemente con gl3 en el tallo,
mientras que en las hojas es parcialmente
redundante.
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CAPRICE

AC C

N|—|O|T

N RO

Evidencia

Referencias

La co-transfeccion de GL1/WER y GL3/EGL3 fue
suficiente para activar la transcripcion de CPC.

En las lineas 35S::G1-GL3 los transcritos de

CPC fueron detectados mayormente comparada | Morohashi & Grotewold,

con la WT. 2009

CPC es un blanco directo de GL3/GL1. Puede | Morohashi et al., 2007

interactuar fisicamente con GL3 0 EGL3 y se ha
demostrado que compite con GL1 para unirse a
GL3 en células de levadura.
La expresion de CPC disminuye drasticamente
en las mutante de ttgl y gl1.

TRYPTICHON
SPL9 CA TRY

0 0 0
1 0 0
1 1 1
1 2 2
0 1 1
0 2 1
2 0 0
2 1 2
2 2 2

Evidencia Referencias

La expresiéon de TRY depende de los genes del CA.

Los mutantes gll y ttgl presentan muy poca expresioén de
TRY.

La expresion de TRY disminuye en la doble mutante gl3/egl3.
GL3 puede unirse a TRY sélo en un estado mas tardio de
desarrollo, una vez que ya se han comenzado a formar los
tricomas, antes no.

Simon et al.,
2007.
Morohashi
et al., 2007.

Activan la expresion de TLC1l y TRY al unirse a sus
promotores.

SPL9 se une directamente al promotor de TRY y activa su
expresion de forma independiente a GL1, reduciendo el
numero de tricomas. Sugiriendo que el control temporal del
desarrollo de tricomas es regulado por miR156-blanco SPL
TFs.

Yu N et al.,
2010.
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ENHANCER OF TRIPTICHON AND CAPRICE

Los genes ETC1, 2 y 3 se condensaron en un s6lo nodo llamado ETC debido a que
presentan una gran similitud en su estructura genética y presentan una gran
redundancia en su actividad.

AC E

Rk old

N |O

Evidencia Referencias

- La expresion de los ETC disminuye considerablemente
en los mutantes en los genes que producen las | Simon et al.,
proteinas que conforman al CA, indicando que el CA | 2007.
activa la expresion de este gen.

- En las lineas 35S::G1 y 35S::GL3 los transcritos de | Morohashi &
ETC1 y ETC3 fueron detectados en mayor cantidad | Grotewold, 2009.
comparados con los transcritos en un planta silvestre,

- ETC1lyETC3 son blancos directos de GL3/GL1.

TRICHOMELESS

TCL1 y TCL2 se condensaron en un sélo nodo llamado TCL debido a que presentan
una gran similitud en su estructura genética y presentan una gran redundancia en su
actividad.

SPL9 T
0
1
2

NP IR[O

Evidencia Referencias

- Activan la expresion de TLC al unirse a sus promotores | Kirik et al., 2004
- SPL9 se une directamente al promotor de TCL1 y
activa su expresion de forma independiente a GL1, | Yu N etal, 2010
reduciendo el nimero de tricomas.

GLABROUS INFLORESCENCE STEMS

DELLA SPY ZFP6/GIS3/ZFP5 | GIS
0 0 X 2
0 1,2 X 1
1 0 X 2
1 1 0 0
1 1 1,2 1
1 2 X 0
2 2 X 0
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Evidencia

Referencias

En la mutante zfp5, zfp6 y gis3 la expresién de
GIS disminuye, mientras que en la sobre
expresion de estos tres la expresion de GIS
aumenta.

Analisis moleculares han demostrado que ZFP5,
ZFP6 y GIS3 actlan rio arriba de GIS.

Zhou et al. 2011,

Zhongjing et al., 2012

La expresion de GIS aumenta en la mutante spy.

Wainberg et al., 2005

La perdida de GAIl y otras proteinas DELLA
restaura la expresion de GIS a los niveles de la
planta silvestre.

Gan et al., 2007

ZINC FINGER PROTEIN6/ ZINC FINGER
INFLORESCENCE STEMS3

GA CK ZFP6/GIS3/ZFP5

0 0,1 0

0 2 1

1 0 0

1 1 1

1 2 2

2 0 1

2 1,2 2

PROTEINS5/

Evidencia

Referencias

La produccion de tricomas en las ramas laterals
y hojas caulinares en las mutantes de gis3,
gis3zfp5, gis3zfp6 y gis3zfp5zfp6 disminuyd en
comparacion con las plantas WT en respuesta a
un tratamiento con citoquininas.

La expression de GIS3 incrementd en respuesta
a un tratamiento con Giberelinas en plantas
silvestres y en la mutante gal-3.

Gan et al., 2006, 2007.
Sun et al., 2014.

Zhou et al., 2011.

ZINC FINGER PROTEIN8/GLABROUS INFLORESCENCE STEMS2

88

ZFP6/GIS3/ZFP5 ZFP8/GIS2
0 0
1 1
2 2

GLABROUS
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Evidencia Referencias

- La expression de ZFP8 y GIS2 disminuye en la | Sun et. al., 2014

mutante @is3, mientras que en la linea que
sobreexpresa a GIS3, la expression de ZFP8 y GIS2
aumenta.

- Inmunoprecipitacion con cromatina demuestra que | Zhou et al. 2011,

ZFP5 se une al promotor de ZFP8.

- En la mutante zfp5 y zfp6 la expresiéon de GIS2 y | Zhongjing et al.,

ZFP8 disminuye, mientras que en la sobre expresion | 2012

de ZFP5 aumenta, especialmente la de ZFP8.

- La expresion de GIS2 y ZFP8 disinuye en la mutante | Sun et. al., 2013

zfp6.
SPINDLY
GA SPY
0 2
1 1
2 0
Evidencia Referencias

- La actividad de SPY disminuye en respuesta a | Greenboim-Wainberg et
un tratamiento hormonal con giberelinas al., 2005; Jacobsen &

- En la doble mutante gal-3 spy se recupera el | Olszewsky, 1993.

fenotipo de la mutante sencilla gal-3.

TRANSPARENT TESTA GLABRA?Z

AC TTG2
0 0
1 1
2 2

Evidencia

Referencias

- La sobre expresion de los genes que conforman al CA
aumentan la expresion de TTG2.
- La expresion de TTG2 disminuye en los mutantes del CA

Bernhard et
al.,2003

SPL9/mirl56

mirl56/edad SPL9
0 2
1 1
2 0
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Evidencia

Referencias

La expresion de miRNA156 y SPLs es temporalmente
regulada. Los niveles de miR156 son elevados en las
plantas jovenes y disminuyen durante el crecimiento de la
planta. Contrariamente, la expresién de SPLs, blancos de
miR156 es baja en las plantas jovenes e incrementa
gradualmente durante el estado reproductivo de la planta.
MIR156 marca a las proteinas SPL para reprimirlas.

Yu N et al,
2010

UPL3
GL3 UPL3
0 0
1 1
2 2
Evidencia Referencias

GL3 activa parcialmente la expresion de UPL3.
La mutante gI3 inhibe la expresion de UPL3 y la

sobre expresion lo induce. Morohashi et al., 2007

DELLA PROTEINS

GA DELLA
0 2
1 1
2 0

Evidencia

Referencias

La percepcion de la sefial de las Giberelinas, interrumpe
la interaccién proteina-proteina entre el CA y las
proteinas DELLA.

Estas son reclutadas por el complejo SCFsly vy
subsecuentemente degradadas por el proteosoma 26S.

Gan et al., 2007

JASMONATO ZIM PROTEINS
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JA JAZ
0 2
1 1
2 0
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Evidencia Referencias

- Las proteinas JAZ son blancos directos del complejo | Qi etal., 2011
ACFCOIl el cual se une a estas proteinas para
degradarlas y es activado en respuesta a un aumento en
la sefializacion del acido jasmonico.

El resto de los nodos conserva un valor predeterminado fijo a lo largo de todas las
simulaciones

TRANSPARENT TESTA GLABRA 1.

La informacion experimental no indica que la expresién de este gen sea regulado por
los otros genes de la Red de Regulacién, hormonas o factores ambientales
considerados. Este gen puede fijarse como 0 6 1para simular las lineas mutantes (0) y
los ecotipos silvestres (1).

CITOQUININAS.

El modelo no considera genes, hormonas o factores ambientales que regulen la
sintesis de citoquininas. El valor puede fijarse a 0, 1 6 2 para simular la ausencia, las
condiciones normales y el tratamiento hormonal (aumento o sobre expresion)
respectivamente.

ACIDO JASMONICO

El modelo no considera genes, hormonas o factores ambientales que regulen la
sintesis del acido jasmonico. El valor puede fijarse a 0, 1 6 2 para simular la ausencia,
las condiciones normales y el tratamiento hormonal (aumento o sobre expresion)
respectivamente.

GIBERELINAS

El modelo no considera genes, hormonas o factores ambientales que regulen la
sintesis de las giberelinas. El valor puede fijarse a 0, 1 6 2 para simular la ausencia,
las condiciones normales y el tratamiento hormonal (aumento o sobre expresion)
respectivamente.

HERBIVORIA

En el modelo éste valor puede fijarse a 0, 1 6 2 para simular la ausencia de herbivoria,
las condiciones normales (default) y la presencia de herviboria en la planta.
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