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Resumen

La proliferacion y la diferenciacién celular son procesos celulares altamente intrincados con un
fuerte impacto en la emergencia de la forma organica, regulan dindmicamente el crecimiento de
los 6rganos, la especificacion de los tejidos y, finalmente, la morfostasis, ue., la tendencia a
preservar la forma (Francis 2008). En Arabidopsis thaliana se han caracterizado, a través de la
creacion de organismos mutantes, los elementos genéticos y no genéticos que tienen un efecto
sobre los patrones de diferenciacion celular y aquellos que provocan cambios en la tasa
proliferativa, ambos procesos estudiados aisladamente (Gutierrez 2005). Aunque los datos
experimentales se encuentran disponibles, poco se ha hecho para estudiar sistémicamente la
relacion entre ambos procesos en la morfostasis de su meristemo apical. Para ello, es
indispensable caracterizar la manera en que los elementos de la diferenciaciéon celular estan
acoplados con los elementos del ciclo celular y como se comportan sistémica y dinamicamente a
lo largo del eje apico-basal del meristemo apical de Arabidopsis thaliana.

El actual trabajo comprende una revision de los datos experimentales disponibles para definir
y formalizar las interacciones funcionales en algebra booleana que unen el modelo booleano de
(Garcia-Gomez et al. 2017), que caracteriza los perfiles de expresion de los tejidos en el
meristemo apical de Arabidopsis thaliana asociados a las hormonas auxina y citocinina, con el
modelo booleano que describe las cuatro fases del ciclo celular propuesto en (Ortiz-Gutiérrez et
al. 2015).

Esta investigacion se llevdo a cabo con el formalismo de redes de regulacion genética
booleanas y utilizando, para su analisis, el paquete BoolNet (Mussel et al. 2010) disponible para el
entorno de programacion estadistica R (www.r-project.org).

Se encontraron y formalizaron 19 interacciones funcionales que unen ambos modelos
obteniéndose una red de booleana de 32 elementos. Se recuperaron los perfiles de expresion que
caracterizan al centro quiescente, las células iniciales del cortex/endodermis, la columela, células
mniciales de la vasculatura central y periférica, células de la vasculatura central en la zona
proliferativa y de transicioén, y finalmente, las células de la vasculatura periférica en la zona de
transicion. Asi mismo, se recuperaron dos perfiles de expresiéon que caracterizan el proceso
endorreduplicativo, el primero mostré concordancia con la region distal y el segundo con la
region proximal de la zona de transiciéon del meristemo apical. El modelo construido se valido
con las simulaciones de ganancia y pérdida de funcién de cada elemento que conforma la red y
se encontr6 que 26/64 simulaciones recuperaron lo reportado en la literatura, 15/64
simulaciones recuperaron parcialmente el fenotipo asociado a su alteracion, 19/64 simulaciones
no son comparables con los resultados del modelo porque los fenotipos asociados a las
alteraciones tienen un fenotipo multicelular y 4/64 simulaciones no recuperaron el fenotipo
reportado en los experimentos. Sin embargo, en las simulaciones donde no fue posible equiparar
los fenotipos, se hallaron predicciones, entre ellas, la pérdida de funcion de MYB3R1/4,
CYCBI;1, CDKBI;1 y CYCD6;1 no recuperaron el perfil que describe el centro quiescente.



Este modelo nos permite evaluar sist¢émicamente las interacciones dinamicas que existen
entre los elementos moleculares descritos para el proceso de proliferacion y diferenciacion celular

ivolucrados en la morfostasis del meristemo apical de Arabidopsis thaliana.



T'abla de abreviaturas

A. thaliana
FT

SAM
RAM
miRNA
7P

7T

Arabidopsis thaliana

Factor transcripcional

Meristemo apical del vastago aéreo
Meristemo apical de la rafz

Micro RNA

Zona proliferativa

Zona de transiciéon

Zona de elongacién

Zona de diferenciacién

Nicho de células troncales

Centro quiescente

Células iniciales del cértex/endodermis
Células iniciales de la vasculatura
Células iniciales de la epidermis/cofia lateral
Células iniciales de la columela

Células iniciales de la vasculatura peritérica
Provasculatura periférica

Células iniciales de la vasculatura central
Provasculatura central

Endodermis

Perdida de funcién

Ganancia de funcién



“We don't want to focus on the trees
(or their leaves) at the expense of the forest”.

- Douglas Hofstadter

1. Introduccion

La emergencia de la multicelularidad condujo a un considerable aumento en la complejidad
organizacional y regulatoria de los organismos. Este fenémeno permiti6 que distintos
mecanismos regulatorios se acoplaran unos sobre otros a lo largo de la evoluciéon, de modo que
canalizaran la emergencia de patrones morfogenéticos (Knoll 2011; Nguyen et al. 2017; Niklas &
Newman 2013). Entre los mecanismos regulatorios que permiten la emergencia de la forma
organica se categorizan los bucles de interacciéon que se crean entre genes, proteinas, campos
fisicos y quimicos en distintas escalas espaciales y temporales que, a su vez, modulan dos procesos
importantes; la diferenciacion y el ciclo celular.

Estos mecanismos, al estar acoplados, forman asas regulatorias que mantienen a las formas
biolbgicas estables a lo largo del tiempo. Sin embargo, cambios en su dinamica provocan arreglos
autoorganizados en dimensiones espaciales y temporales de la diferenciacion y el ciclo celular,
asegurando el mantenimiento de la dinamica y la morfologia de los organismos (Augustin et al.
2009; Green et al. 2010; Guillot & Lecuit 2013). Entonces, entender los procesos sistémicos que
subyacen tras la emergencia de la forma organica implican estudiar y abstraer los elementos
genéticos, proteicos, quimicos y fisicos que estan coordinados en distintas escalas durante la
diferenciacion, el ciclo celular y por tanto, en la morfogénesis (Lesne & Bourgine 2011).

Este trabajo aborda la escala de redes genéticas regulatorias intracelulares con el fin de
entender la manera en que la diferenciacién esta vinculada con el ciclo celular y viceversa en el
contexto de la raiz de la planta Arabidopsis thaliana (A. thaliana). Ambos procesos celulares son
relevantes en la emergencia y mantenimiento de la forma de los organismos multicelulares, por
un lado, el ciclo celular auto limita la tasa de crecimiento de las estructuras que constituyen al
organismo, y por otro, la diferenciaciéon celular les otorga especializacién funcional a dichas
estructuras emergiendo asi, los patrones morfogenéticos (Fleming 2006; Gutierrez 2005).

En A. thaliana se han descrito, a través de la caracterizacién de mutantes, los elementos
genéticos y no genéticos que provocan variaciones en los patrones de diferenciacion o en la tasa
proliferativa, ver por ejemplo (Dewitte & Murray 2003; Francis 2008; Inzé & De Veylder 2006;
Sarkar et al. 2007; Sparks et al. 2013; Stahl et al. 2009). Sin embargo, dichos elementos no se
han integrado en un modelo que permita para caracterizar, explorar y comprender
sistémicamente la manera en que ambos procesos se afectan y autorregulan cuando se alteran los
elementos de alguno de estos procesos y como son responsables de la emergencia de los patrones

proliferativos y de diferenciaciéon celular en el meristemo apical de su raiz principal.



El estudio sistémico de los procesos que originan los patrones morfogenéticos requiere la
construccion de modelos matematicos-computacionales que permitan la integraciéon de los
distintos componentes que estén tomando papeles clave en su emergencia, sus restricciones, su
dindmica, su invariancia y su evolucién en el tiempo (Bornholdt 2008; Fozard et al. 2013; Honda
& Nagai 2015; Prusinkiewicz & Runions 2012).

a. Biologia del desarrollo

La biologia del desarrollo, en términos amplios, estudia las causas proximas y ultimas que
provocan la emergencia estructural, fisiologica y evolutiva de los organismos. Un objetivo
importante de estudio, es tratar de caracterizar y entender los mecanismos que permiten el
mapeo de los genotipos a los fenotipos, proceso importante en la generacion, mantenimiento y
evolucion de los patrones en las formas biologicas (Gilbert 2013; W. Slack 2012). Dichos
mecanismos implican la accion colectiva de multiples elementos que interactian de manera no
lineal, produciendo comportamientos complejos que regulan los procesos de diferenciacion
celular y la morfogénesis en la escala celular, tisular y organismica.

El desarrollo es la emergencia de las formas organicas a partir de un huevo fertilizado o
zigoto (Hadjantonakis & Solnica-Krezel 2010). Involucra dos tipos de procesos, los implicados
en: a) la diferenciacion celular y en b) la organizacion celular en patrones espacio-temporales y
estructuras tridimensionales que en conjunto se conocen como procesos morfogenéticos. Algunas
preguntas fundamentales de la biologia del desarrollo incluyen: 1) ;:Cémo un huevo fertilizado
puede dar origen a toda la vastedad de tipos celulares?, 2) ;Como las células se organizan en
estructuras tridimensionales para generar una forma biolégica?, 3) ;Coémo se autoorganiza la
proliferacion y diferenciacion celular, o el crecimiento de una célula particular?, 4) ;Coémo los
cambios en los mecanismos del desarrollo dan lugar a nuevas formas biologicas a lo largo de la
evolucion? y 5) ¢Como se integra la informaciéon ambiental en un sistema morfogenético a
distintas escalas? (Gilbert 2013).

Los cambios fenotipicos que ocurren a lo largo del desarrollo del zigoto preceden un
reordenamiento de los patrones de expresion genética que surgen como respuesta a variaciones
en el microambiente circundante, a la comunicacion celular y su posicionamiento en el espacio.
De estos reordenamientos en la expresion genética emergen las especificaciones funcionales de
cada tipo celular, de modo que, la coexistencia de distintos grupos celulares permite el
surgimiento de estructuras multicelulares que adquieren funciones fisiologicas dentro de un
organismo (Miiller 1999).

Esta complejidad organizacional, estructural y dindmica no puede ser comprendida en
términos de sus componentes individuales e, genes, proteinas u hormonas, porque es
consecuencia de la interacciéon colectiva entre todos los elementos que componen a las células.

Del mismo modo, el arreglo espacial que estas adoptan resulta de a) la migracion celular (ausente



en plantas), b) las interacciones célula-célula, c) la direccionalidad del crecimiento celular y d) el
tipo de crecimiento celular ze., proliferacion o endorreduplicacion celular que son variaciones del
ciclo celular (Edgar et al. 2014).

Estudios sobre el desarrollo embrionario en animales y plantas describen una relacion entre
la tasa y tipo de crecimiento con los procesos de diferenciaciéon celular (Jakoby & Schnittger
2004; Myster & Duronio 2000; Pauklin & Vallier 2013). Esta relaciéon varia con base en el
fenotipo y el momento en el desarrollo, e.g., la fase del ciclo celular en la que se encuentre una
célula troncal influye en la adquisicion del fenotipo (Jakoby & Schnittger 2004) y el tipo celular
influye sobre el tipo de crecimiento. Por ejemplo, en plantas las células vasculares de la region
proximal del meristemo apical son propensas a pasar por sucesivas rondas de endorreduplicacion
(De Jager et al. 2005). Esta evidencia nos indica fuertemente que la dinamica que define los
fenotipos celulares y el ciclo celular estan coordinados y que colectivamente definen la
morfogénesis.

Dada la complejidad de los procesos de desarrollo se han usado herramientas matematicas
y computacionales para entender sus mecanismos sistémicos. También se han propuesto diversas
teorias para abordar el problema de la morfogénesis. Por ejemplo, la teoria de los campos
morfogenéticos propuesta por Alexander G. Gurwitsch en 1910 (Beloussov et al. 1997), la cual
postula que un grupo de células tienen la habilidad de responder a sefales bioquimicas de
manera discreta y de este modo, conducir al desarrollo de alguna estructura u organo.
Posteriormente, Wolpert enuncia su teoria de la informacion posicional en la que menciona que
las células adquieren identidades posicionales como en un sistema de coordenadas y luego
interpretan esta informacion de acuerdo con su constitucion genética y su historia de desarrollo
(Wolpert 1969). Un modelo clasico para estudiar la emergencia de patrones espacio-temporales
aplicable al desarrollo es el de Alan Turing, con el cual se propone una base quimica para
explicar la morfogénesis (Turing 1990). Los sistemas Lindenmayer, o también conocidos como
sistemas-L,, se plantean como una propuesta matematica para abordar topologicamente la
comprension de los patrones de desarrollo de las plantas (Lindenmayer 1975). Finalmente, los
modelos de redes de regulacion genética propuestos por Kauffman y la metafora de Waddington
del paisaje epigenético intentan dar una explicacion sistémica y dinamica de coémo las células
adquieren comportamientos discretos en un sistema morfogenético (Kauffman 1969b;
Waddington 1975).



b. Biologia de sistemas

La biologia de sistemas ha surgido como respuesta a los métodos tradicionales de analisis y
modelacién en biologia. Esta rama emergente trata de comprender a la complejidad de las
formas vivas de manera holistica, tomando como marco tedrico-conceptual la teoria general de
sistemas y la teoria de sistemas dinamicos (Thelen & Smith 2007; Von Bertalanfty 1968). Asi, la
biologia de sistemas trata de caracterizar el comportamiento de diversos componentes que estan
comprometidos en algiin fenémeno biolégico como parte de un todo a través del tiempo y el
espacio. El fin dltimo de la biologia de sistemas es entender y caracterizar la complejidad
organizacional, el mantenimiento y la evolucion de los sistemas biologicos.

Sui Huang ha dividido en cinco dominios al estudio de la complejidad de los sistemas
biologicos: (1) complejidad molecular, (2) complejidad estructural, (3) complejidad temporal, (4)
abstraccion y emergencia, y finalmente (5) complejidad algoritmica (Huang & Wikswo 2006).
Cada dimension tiene sus propios objetivos, sus enfoques y herramientas para solucionar los retos
en los que se ven embebidos. Asi mismo, las dimensiones que propone Huang no son
mutuamente excluyentes, sino que se sobreponen. En este sentido, la biologia de sistemas no es
solo la incorporacion de herramientas computacionales y el empleo del formalismo matematico,
sino mas que eso, es la abstracciéon de procesos modulares dentro de un sistema global, la
categorizacion de elementos, procesos y comportamientos dentro y fuera del sistema.

Entender los procesos biologicos que conllevan hacia la emergencia de comportamientos
macroscopicos observables, i.e., procesos o atributos de las células que surgen a partir de la
Interaccion entre sus elementos y/o otras células, requiere trabajo de abstraccion, integracion y
creacion simbolica para representar dichas cualidades en modelos matematicos-computacionales.
Los modelos son una parte integral del enfoque de biologia de sistemas pues nos permiten
abordar graficamente el comportamiento de procesos biologicos, eg, proliferacion,
diferenciacion, muerte y senescencia celular. Ademas, nos posibilitan la exploracion de diversas
condiciones a través de la manipulacion de sus parametros y finalmente, a consecuencia de esto,

nos abre el camino hacia la creaciéon de nuevas hipotesis que confirmen o refuten las existentes.
i. Redes genéticas

Las células se desarrollan en ambientes complejos. Perciben distintos tipos de sefiales y responden
ante las variaciones ambientales, 7.e., cambios en la concentraciéon de nutrientes, diferencias en la
concentracion de sales, modificaciones en los campos de presion mecanica y modificaciones en
los campos hormonales (Lesne & Bourgine 2011). Estas senales son integradas a través de
intricadas redes de sefializacion intracelular que permiten la sintesis apropiada de enzimas,
metabolitos, hormonas y factores transcripcionales (FT's) que regulan la respuesta de las células

ante las variaciones ambientales.



Los FTs son relevantes en la respuesta que tienen las células ante modificaciones
ambientales debido a su cualidad de unirse a segmentos del ADN y promover o reprimir la
transcripcion de genes, incluyendo genes que codifican para FTs. Esta interaccion bidireccional
entre I'T's y genes forma complejas redes de regulacion transcripcional (también denominadas
redes de regulacion genética) de las cuales, a partir de su dindmica, emergen los patrones de
expresion genética, unicos para cada tipo y proceso celular. De modo que se pueden categorizar,
a través de la relacion entre patrones de expresion genética y la dindmica de la red regulatoria,
los comportamientos celulares macroscopicos observables, e.g., el crecimiento, la diferenciacion,
la migraciéon, la muerte celular y la adquisiciéon de una morfologia, estableciendo una
correspondencia entre el genotipo y el fenotipo (Peter & Davidson 2016).

Debido a la importancia de esta correspondencia en el establecimiento del fenotipo, poder
caracterizar las redes de regulacion genética en modelos matematicos-computacionales se torna
prioritario como el paso hacia el entendimiento de la dindmica intracelular. Con tal finalidad,
Kauffman introduce los modelos de redes booleanas como una manera de caracterizar
matematicamente la dinamica de estas redes genéticas dentro de las células (Kauffman 1969b).
En este tipo de modelos, las redes regulatorias se conceptualizan, con base en la teoria de grafos,
como una red compuesta por elementos interactuantes: dicha red formaliza la manera en que un
conjunto de distintos elementos (V), también llamados nodos, se influyen mutuamente a través de
la modalidad de sus interacciones, e.g., positiva o negativamente. La informacion capturada en
este tipo de redes establece la topologia de la red. Debido a que las diversas entradas de senales
que arriban a cada nodo determinan su estado de expresion, a cada elemento de la red se le
asigna una funcion que caracteriza la manera en que cada nodo integra las senales 70 arrba
(entradas procedentes de A genes reguladores) y determina su estado final, ze., su salida. Esta
integraci6on de la modalidad de la interaccién con una funcién de activacion, se le denomina
arquitectura de la red, la cual es necesaria para describir su dindmica o comportamiento a lo

largo del tiempo (Huang & Kauffman 2012).

ii. Modelos booleanos autonomos y acoplados

Los primeros modelos anclados sobre datos experimentales con base en las observaciones de
Kauffman se utilizaron para caracterizar la determinaciéon de la polaridad de los segmentos en
Drosophila melanogaster (Albert & Othmer 2003) y la determinacion del destino celular en el
desarrollo de las flores y el desarrollo de los pelos radiculares en A. thaliana (Espinosa-Soto 2004;
Mendoza & Alvarez-Buylla 2000). La relevancia de estos trabajos yace sobre la reproducibilidad
de los datos que reflejan los patrones de expresion genética caracteristicos para cada fenotipo
celular tanto en plantas como animales y la exploracion de hipotesis relacionadas a su
fenomenologia (Mendoza & Alvarez-Buylla 2000; von Dassow et al. 2000).

Estos modelos reflejan los primeros esfuerzos por categorizar conjuntos de elementos

regulatorios involucrados en la diferenciacion celular en ciertas regiones de los organismos



modelo, reforzando la idea sobre la existencia de mddulos regulatorios como un nivel de
organizacion biologica (Hartwell et al. 1999). Estos modulos se conectan de manera no lineal y se
regulan mutuamente, dando lugar a la emergencia de estructuras morfologicas (Bolker 2000).
Debido a esto, el acople entre moédulos regulatorios o redes genéticas que describen procesos
celulares toma un papel importante para entender la morfogénesis y, por tanto, las constricciones

que su dinamica impone al desarrollo.



c. La raiz de Arabidopsis thaliana: Sistema modelo para
estudiar la genética molecular del desarrollo.

Las raices son esenciales en la percepcion, adquisicion de agua y nutrientes minerales, ademas de
fijar la planta al sustrato. Asi mismo, debido a su continuo crecimiento y desarrollo, la
arquitectura y morfologia de las raices responden en gran medida a estimulos externos, e.g.,
gravedad, campos de presion y gradientes quimicos. Sin embargo, la caracterizacion de las raices
de diversas plantas se torna complicado debido a su naturaleza subterranea, su opacidad y a la
pérdida de informacién como consecuencia de su extraccién del medio natural (Warren et al.
2015). La planta A. thaliana, por otro lado, ha permitido la exploraciéon de patrones del desarrollo
y sus alteraciones al poseer raices translicidas, tener una organizacion celular relativamente
simple, uno de los genomas vegetales mas pequenos, un ciclo de vida corto, un tamano pequeno
y principalmente, se puede hacer crecer en platos de agarosa, un medio translicido que permite
su observacion en tiempo real (Benfey et al. 1993; Schmuths et al. 2004; Xu et al. 2013). Todas
estas caracteristicas hacen de esta planta un organismo modelo adecuado para la investigacion de
procesos del desarrollo, desde su estructura espacial pasando por su fisiologia, hasta llegar a la
dindmica genética que yace en cada una de las células que constituye su forma.

1. Desarrollo de A. thaliana

El plan corporal de la planta es relativamente sencillo y muchos de sus rasgos estructurales se
desarrollan postembriénicamente, esto permite adaptar su estructura global a las caracteristicas
del ambiente, de modo que se favorece la adquisicion de recursos como la luz, el agua y se
responde adecuadamente a las sefiales bidticas y abidticas. Esta plasticidad y dinamismo de su
plan corporal es mediada en gran parte por la coordinacion de las redes genéticas regulatorias
que pertenecen a dos grupos de células troncales ubicadas en los apices, también denominados
menistemos (Clowes 1959; Perianez-Rodriguez et al. 2014).

El desarrollo de A. thaliana empieza con un evento de doble fecundaciéon que resulta en la
formacion de una célula progenitora del endospermo y un zigoto que se elonga rapidamente
para formar el futuro eje apico-basal antes de que se produzca su primera divisiéon asimétrica. De
esta primera division asimétrica, se crean dos células hijas de distinto tamano: la célula apical,
aquella que genera propiamente al embrién se origina a partir de la region citoplasmatica del
zigoto y tiene una sintesis activa de proteinas y la célula basal, la més grande, se origina de la
regién vacuolar y genera al suspensor a partir de una serie de divisiones transversales. El
suspensor proyecta fisicamente al embriéon hacia el endospermo y lo provee de nutrientes y
hormonas (Bosca 2011) .

La primera division celular es muy importante porque a partir de ella se determinan los
ejes de simetria y la orientacién de las posteriores divisiones celulares (figura la-b). Por ello, en
plantas con copias defectuosas del gen GNOM que no presentan las divisiones asimétricas del



zigoto, no se forma el eje apico-basal en el embrion, lo que conlleva a una organizacién
defectuosa de la raiz y del brote (Mayer et al. 1993). Después de la primera division asimétrica, la
célula apical se somete a dos divisiones longitudinales, generando cuatro células del mismo
tamano, y contina con una division anticlinal creando dos niveles, el superior y el inferior
(estadio: octante) (figura 1C). Del nivel superior se generara el meristemo del vastago aéreo y los
cotiledones, mientras que del nivel inferior se originara la raiz y el meristemo de la raiz.
Posteriormente, todas las células de ambos niveles se dividen tangencialmente dando lugar a
ocho células internas y ocho células externas (estadio: dermatogeno) (figura 1D). Esta division
separa al protodermo (precursor de la epidermis) y los tejidos precursores de la vasculatura y de
la raiz. Al término de este paso, las células protodermales se dividen anticlinalmente y las células
internas longitudinalmente, mientras que la célula superior del suspensor forma la hipofisis, la
cual se divide asimétricamente generando dos células pequefias en forma de lente, la mas
pequena es la precursora del centro quiescente (CQ)) y la mas grande de las células troncales
distales del meristemo de la raiz (estadio: globular) (figura 1E). Después de una ronda de
divisiones polarizadas comienza a ser distinguible que las células de la linea superior han
formado dos protocotiledones simétricamente posicionados y las células de la linea inferior
forman un cilindro con patrén radial. Cuando el embrién llega a mas de cien células, y adquiere
forma triangular debido a la proliferacion en estos protocotiledones, anatbmicamente se puede
observar la provasculatura, el protodermo y el cortex (figuralF). Las rondas de division vy
diferenciacion celular siguen hasta alcanzar los estadios de corazoén y torpedo (figura 1G y 1H),
en este punto ya se pueden identificar los dos meristemos apicales, los cotiledones propiamente,
la vasculatura radial y sus distintas capas (Capron et al. 2009; Souter & Lindsey 2000; West &
Harada 1993).

Desde el estadio de corazon (figura 1G) se caracterizan tres regiones principales a lo largo
del eje longitudinal del embrion: region apical, region central y region basal. Cada region tiene
caracteristicas morfologicas y dinamicas como consecuencia de la interaccion de los elementos
mvolucrados en sus redes genéticas y la interaccion con gradientes hormonales. En la region
apical se encuentran los cotiledones y el meristemo apical del vastago aéreo (SAM, por sus siglas en
inglés), en la region central estan los tejidos que daran origen a toda la vasculatura de la planta y
finalmente en la region basal se ubica el meristemo apical de la raiz (RAM, por sus siglas en inglés).
Del mismo modo, pero a lo largo del eje radial se clasifican tres capas: el protodermo, el
meristemo fundamental y el procambium, tejidos que daran origen a la epidermis, el parénquima
- colénquima y finalmente, el floema y xilema respectivamente (Capron et al. 2009; West &
Harada 1993).

Dentro de la emergencia de la forma de una planta, los meristemos apicales juegan un
papel clave. Dichos meristemos mantienen una poblaciéon de células indiferenciadas y son fuente
de nuevas células que producen nuevos tejidos. Existen dos meristemos principales: el apical de la

raiz y el apical del vastago aéreo: el primero es fuente de todos los tejidos vasculares radiculares



que permiten, entre otras tantas cosas, la absorciéon de nutrientes, y el segundo es fuente de los

organos aéreos que se desarrollan después de la germinacion (Nakajima & Benfey 2002).

Figura 1. Estadios del embrién de A. thaliana a lo largo de su desarrollo, los recuadros negros delimitan al embrién y la linea roja
divide los ejes apical y basal. a) embrién unicelular, b) Embridn con dos células, c) estadio octante, d) estadio dermatdgeno, e)
estadio globular temprano, f) estadio triangular, g) estadio corazdn, h) estadio torpedo, i) etapa cotileddn. Las barras indican 5
umenA, 10umenB, Gy H,15umen CyE, 20 umen Dy F, 50 um en |I. Tomada y modificada de J. Runions en (Capron et al.

2009).



1. Emergencia del RAM de A. thaliana y su patron

morfogenético

Alo largo del desarrollo de A. thaliana, las interacciones locales e interacciones de larga distancia
juegan un papel clave durante la emergencia de los patrones morfogenéticos. Dentro de las
interacciones de larga distancia podemos integrar a las hormonas, cuyo rol es clave en la
regulacion de diferentes procesos de desarrollo de las células a lo largo de un campo
morfogenético. Por otro lado, las interacciones locales mantienen en todo momento a las células
comunicadas, estableciendo flujos de informacion positiva y negativa, e, activando o
reprimiendo cascadas de sefializacion que estan mediando la estabilidad estructural y fisiologica
de la planta. En las interacciones locales podemos categorizar a la comunicacion célula-célula via
plasmodesmos, estructuras que mantienen un continuo citoplasmatico entre células y que,
ademas, controlan el trafico de moléculas entre ellas mismas (Van Norman et al. 2011). Como
veremos mas adelante, ambos tipos de interacciones estan mediando los patrones de
diferenciacion y proliferacion de las células a lo largo del meristemo de la raiz de A4. thaliana.

La determinacion de la raiz se puede trazar una vez que han sido separados
anatomicamente el nivel superior e inferior de la planta durante su embriogénesis, e, se ha
establecido el eje apico-basal (figura 1D). La emergencia del eje apico-basal es consecuencia de la
expresion diferencial que expresa una misma red genética regulatoria y a la existencia de una
mutua exclusion entre elementos regulatorios. En las células superiores se expresa el FT
RELATED HOMEOBOX 2 (WOXZ2), necesario para una correcta division de las células del
protodermo vy las células internas, mientras que en las células inferiores se expresan los FTs
WUSCHEL RELATED HOMEOBOX 8 Y 9 (WOX&8/9), relacionados con la correcta
expresion de las proteinas PIN-FORMEDI1 (PIN1), de este modo, WOX8/9 contribuyen
indirectamente en la correcta orientacion de las divisiones celulares y en la generaciéon de una
direccionalidad de la hormona auxina. Adicionalmente, la expresion de WOX2 en plantas
mutantes para wox8 y wox9 provoca la reducciéon de la asimetria apico-basal y promueve
caracteristicas del dominio apical en el dominio basal (Breuninger et al. 2008; Capron et al.
2009; Ueda et al. 2011). Paralelamente, dos familias de F1's influyen en la determinaciéon de la
polaridad de la planta. Por un lado, la familia de FI's HD-ZIP-III regula la formacién del
meristemo del vastago aéreo y el dominio-AP2-PLETHORA (PLT) regula el desarrollo del
dominio basal del embrion, w.e., el RAM y el nicho de células troncales (Smith & Long 2010). La
expresion de ambas familias es mutuamente excluyente y sus dominios de expresion estan
determinados, a la vez, por otro grupo de elementos regulatorios. La familia HD-ZIP III esta
controlada por los microRNAs 165/166 (miRNA 165/166) y la familia PL'T esta regulada por el
gen TOPLESS (TPL) (Grigg et al. 2009). En plantas mutantes para el gen #/, los genes PL'T1 y
PLT?2 son expresados ectopicamente en ambos polos del embrion, produciendo plantas con
doble raiz (Long et al. 2006). Opuestamente, una expresion ectopica de la familia HD-ZIP-III
provoca una transformacion de la region basal en otro MAV, de modo tal, que el embrién posee
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doble dominio apical (Grigg et al. 2009). El dominio basal del embrion, al tener
transcripcionalmente activa la familia PLT, permite la expresion del gen de respuesta a auxina 5
MONOPTEROS (ARF5/MP) que, consecuentemente, induce la determinacién de la hipofisis a
través de la activacion del gen TARGET OF MONOPTEROS 7 (TMOY7). Plantas con el gen
mutado mp no son capaces de desarrollar raices debido a una divisiéon aberrante de la hipofisis
durante los estadios tempranos de su embriogénesis. MP también activa a TARGET OF
MONOPTEROS 5 (TMO)), que codifica para un factor transcripcional bLHL, en las células
mniciales de la vasculatura. TMOJ heterodimeriza con otra proteina del tipo bLHL llamada
LONESOME HIGHWAY (LHW) (Hardtke & Berleth 1998; Méller 2012; Schlereth et al. 2010).
El dimero estimula las divisiones orientadas periclinalmente durante el desarrollo de la
vasculatura en estadios tempranos de la embriogénesis, contribuyendo al establecimiento de los
patrones correctos del haz vascular.

Una vez establecida la raiz principal en la region distal de la planta, esta comienza a crecer
y a autoorganizarse en una estructura cilindrica como consecuencia de la dindmica entre las asas
de retroalimentacién moleculares en conjunto con campos fisicos y gradientes hormonales (Bassel
et al. 2014; Capron et al. 2009). De manera que las tasas de division celular, las caracteristicas
histologicas y quimicas de las células de la raiz que emergen de esta interaccién dinamica
determinan las cuatro zonas que se han categorizado a lo largo del eje apico-basal de la raiz;
zona meristematica o proliferativa (ZP), zona de transicion (ZT), zona de elongaciéon (ZE) y
finalmente, la zona de diferenciacion (ZD), cada zona se caracteriza por poseer células que estan
en distintos estados proliferativos y de diferenciacion celular (figura 2a) (Jacobs 1997; Verbelen et
al. 2006). E1 RAM, estructura subterranea involucrada en el crecimiento continuo y en la
morfostasis, anatomicamente comprende el nicho de células troncales (NCTs), la ZP y la ZT
(figura 2b). Cada region posee patrones morfoldgicos propios a consecuencia de su organizacion
celular inicial, la orientacion y la tasa a la cual ocurren las divisiones celulares (Ivanov 2007). De
manera longitudinal, en la regiéon distal del RAM se encuentra el NCTs, este nicho esta
compuesto de cuatro a ocho células troncales centrales que forman el centro quiescente (CQ),
analogo al organizador central del vastago aéreo, y otro grupo de células circundando al CQ,
denominadas células iniciales. La organizacion espacial de las células iniciales dentro del NCT's
influye en la determinacion de los tejidos de la raiz y sus nombres estan relacionados de acuerdo
con el tejido al que daran origen. Tomando como referencia al CQ), obtenemos que, basalmente
de izquierda a derecha, se encuentran las células iniciales del coértex-endodermis (C/Ei) y las
células iniciales de la vasculatura (Vi), apicalmente de izquierda a derecha se ubican las células
iniciales de la epidermis-cofia lateral (Ep/Co) y las células iniciales de la columela (Ci) (figura 3).
Las progenies de las células iniciales son desplazadas hacia los distintos dominios como resultado
de sus divisiones anticlinales: la progenie de las células Ci son desplazadas apicalmente y forman
la columela, estructura que protege la parte distal de la ZP, la progenie de las células Ep/Co se
desplazan apical y lateralmente, estas células se dividen asimétricamente dando origen a la cofia
lateral y al tejido epidérmico. Por otro lado, las progenies de las células C/Ei y Vi son
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desplazadas basalmente hacia la ZP. Las C/Ei se someten a divisiones asimétricas, estableciendo
los linajes que daran origen al tejido del cortex y la endodermis y las Vi a los tejidos vasculares,
e.g., estela (Clowes 1953, 1959; Dolan et al. 1993). Las células de la ZP se caracterizan por
expresar ciclina Bl (CYCBI:1), te., estan pasando por diversas rondas del ciclo celular y, por
tanto, estan en estado proliferativo, poseen una geometria cuboide y un ntcleo
proporcionalmente grande. Estas células provienen del NCTs (figura 3)(Baluska & Mancuso
2013; Capron et al. 2009; Ivanov & Dubrovsky 2013). En la ZT las células son altamente
sensibles a diversos factores ambientales, e.g., la luz, la gravedad y la humedad, su crecimiento es
lento, poseen una forma isodiamétrica, la posicion del nucleo es central. Las células ubicadas en
la region proximal de la Z'T tienen la capacidad de transitar hacia la fase rapida de elongacion,
mientras que las células de la parte distal de la Z'T hacia el ciclo celular (Baluska & Mancuso
2013). Estos procesos de auto-organizacion tisular emergen de la retroalimentacién entre los
mecanismos sistémicos y dinamicos del desarrollo con el ambiente, de tal modo que, las células
de esta region se ajustan a las demandas ambientales variando la velocidad y la direccion de su
crecimiento (Baluska & Mancuso 2013; Hemerly et al. 1995). La ZE contiene células que han
entrado a una variacion del ciclo celular llamada ciclo endorreduplicativo, i.e., oscilan entre una
fase Gap (G) y una de Sintesis (S) del ciclo celular sin pasar por la fase de mitosis (M), poseen
vacuolas que ocupan el 90% de su tamano y su nucleo se ubica adosado a la pared celular
(Hayashi et al. 2013; Ivanov & Dubrovsky 2013). Finalmente, las células transitan hacia la ZD,
sitio en el cual las células adquieren caracteristicas morfologicas de los tejidos diferenciados que
constituyen la estructura radial de la raiz. Asi mismo, en este dominio se observa el desarrollo de
raices laterales que provienen del periciclo, estas estructuras son importantes en la adquisicion de
nutrientes y agua y por tanto, en el mantenimiento del crecimiento continuo de la planta (Ivanov

& Dubrovsky 2013; Serna 2005).
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Figura 2. Anatomia de la raiz de A. thaliana. Izquierda: Fotografia del eje longitudinal de la razén donde se muestran las tres
zonas; zona de proliferacién, zona de elongacion y zona de diferenciacion. Derecha: Corte longitudinal del RAM, se muestran sus
tres zonas; proliferacién, transicion y elongacion. Tomada y modificada de Cellular patterning in the root epidermis en (Eshel &
Beeckman 2013).
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. Centro quiescente
. Iniciales del cortex/endodermis
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- Iniciales de la vasculatura periférica
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Figura 3. Anatomia del NCTs de A. thaliana. Corte longitudinal de la regién distal del RAM, en él se muestra con colores fuertes
las células iniciales que pertenecen al NCTs y en colores claros sus descendientes. Micrografia cortesia de Yamel Ugartechea
Chirino (Laboratorio de genética molecular, desarrollo y evolucion de plantas del IE, UNAM).

. Diferenciacion celular y mantenimiento del RAM de
A. thaliana

La emergencia del patron morfogenético del RAM y su mantenimiento estan ligados a la
actividad concertada entre el metabolismo y sefializacién de hormonas, la dindmica regulatoria
de FTs, microRNAs y péptidos moviles, entre otros mecanismos regulatorios y moleculares en
retroalimentaciéon con campos fisicoquimicos.

Entre los reguladores transcripcionales, los que pertenecen a la familia GRAS como
SHORT ROOT (SHR) y SCARECROW (SCR), que en coordinacién con otros elementos
regulatorios determinan el patrén radial del RAM. SHR se expresa en la estela y su proteina
difunde hacia la endodermis, al CQ) y a las C/E1, donde activa la transcripcion de SCR (Sarkar
et al. 2007). En estos sitios, la proteina se internaliza al nacleo mediante la formacién de
complejos con SCR y JACKDAW (JKD). Adicionalmente, JKD, otro FT de la familia GRAS,
regula directamente la expresion de SCR y MAGPIE (MGP), debido a que se une a sus

secuencias promotoras, sin embargo, JKD necesita la presencia de SHR, SCR y a MGP para un
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efecto especifico (Ogasawara et al. 2011; Welch et al. 2007). MGP se expresa en las C/Ei1y en la
endodermis, pero no en el CQ), De manera tal que, SHR, SCR, JKD y MGP son parte de las
redes que subyacen tras la especificacion del tejido endodermal y SHR, SCR y JKD al CQ) en
conjunto con otros elementos regulatorios (Sabatini et al. 2003; Sarkar et al. 2007). El complejo
SHR/SCR, ademas, activa la expresion del micro RNA 165a y 166b (miRNAl65a y
miRNAI166b respectivamente) en la endodermis, el cual difunde hacia la estela y promueve la
degradaciéon del mRNA del FIT' PHABULOSA (PHB), un FT de la familia HD-ZIP III. La
supresion de PHB se requiere para la especificacion del xilema y para la diferenciacion del
periciclo, del parénquima, colénquima y esclerénquima (Miyashima et al. 2011; Zhou et al.
2010). De manera paralela, las hormonas auxina y citocinina interactian con la red regulatoria
que participa en la especificaciéon de tipos celulares en el desarrollo, siendo parte de los
mecanismos sistémicos que subyacen la emergencia del patréon longitudinal de la raiz. Niveles
altos de auxina especifican la ubicacion del CQ) y el NCTs, conforme sus niveles decrecen, se
forma la ZP y la ZT (Gao & Zhao 2014), antagénicamente, niveles altos de citocinina empatan
con la region distal de la columela, la ZT, la ZE y decrecen conforme nos acercamos al NCT's
(Bianco et al. 2013). La auxina, a través de su via canodnica, en conjunto con los FTs de la familia
GRAS especifica el CQ, al promover la expresion del FI' WUSCHEL-RELATED
HOMEOBOX 5 (WOXJ5) (Kong et al. 2015; Sabatini et al. 2003). El péptido CLAVATA 40
(CLE40) se expresa en la columela y en el tejido vascular maduro, este péptido delimita el
domino de expresion de WOX5 y su adicion ectdpica provoca la diferenciacion de las células
troncales determinando el balance entre Ci y células diferenciadas. (Stahl et al. 2009). Por otro
lado, la citocinina ejerce su efecto al reducir los niveles de auxina en la ZT. La citocinina
promueve la expresion del gen SHORT HYPOCOTYL 2 (SHY2/IAAS3), la cual inhibe a las
proteinas PIN-FORMED (PINs), involucradas en el transporte de auxinas, y a BREVIS RADIX
(BRX) (Mouchel et al. 2004). BRX promueve positivamente la sefializacién de la auxina en la ZP
a través de la regulacion positiva de la proteina PIN3. Esta asa positiva aumenta la concentracion
de auxinas y promueve de la degradacion de SHY2/IAA3. Adicionalmente, BRX es inducido
por MONOPTEROS (MP), un FT que pertenece a la via canénica de la auxina, de modo que,
se forma un asa de retroalimentaciéon positiva que mantiene un transporte polar de la auxina en
la ZP (Mouchel et al. 2004; Scacchi et al. 2010). Interesantemente, en la Z'T se promueve la
sintesis de citocinina a través de PHB, a su vez, la citocinina inhibe a PHB y a su represor,
miRNA165a, formando un bucle incoherente. Se ha propuesto que la existencia de este bucle
determina el balance entre las divisiones celulares y la diferenciaciéon durante el desarrollo de la
raiz, al mismo tiempo que provee de robustez ante fluctuaciones en la concentraciéon de
citocinina (Dello Ioio et al. 2012).
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1v. Proliferacion celular

Una pregunta clave en la biologia del desarrollo es conocer y entender de qué manera las redes
de regulacion genética subyacentes a la proliferacion y a la diferenciacion celular estan acopladas
y como contribuyen en la emergencia, mantenimiento y arquitectura de los organismos. Las
plantas no son la excepcion, aunque debido a su continuo crecimiento y a su comportamiento
sésil, han emergido estrategias regulatorias a nivel genético, molecular y tisular que le dan
robustez a las tasas de proliferacion a lo largo de las distintas zonas en el eje apico-basal de la raiz
(Levin 1978). Un ejemplo de estas estrategias es la existencia de la auxina, la cual regula gran
proporciéon del genoma y es capaz de generar respuestas rdpidas de FT's indicando que existen
vias de senalizacion lo bastante cortas como para tener dicho efecto y promover
comportamientos contexto-dependientes de las células al establecer comunicacién continua a
través de los plasmodesmos (Gao & Zhao 2014). En las plantas se ha desarrollado una red de
interaccion dinadmica entre hormonas y redes de regulacion genética muy intrincada que percibe
las condiciones ambientales y su propio estado intracelular, se crean flujos de informacién que
perturban los niveles de expresion de conjuntos de genes produciendo cambios celulares y
tisulares, eg., la determinacion del plano de division, la induccion de procesos de diferenciacion
celular y la modificacion de la tasa proliferativa (Boer & Does 1990; Hejnowicz 1989).

Dentro de todo este conjunto de redes regulatorias, a lo largo de la evolucion, en las
plantas ha emergido un moédulo genético sumamente intrincado que regula las oscilaciones de los
componentes del ciclo celular. Esta red comparte muchas caracteristicas con la de otros
eucariontes porque compartieron un ancestro en comun, sin embargo, existen componentes
moleculares y asas de regulacion especificas de las plantas. Dicha red, en coordinacién con el
ambiente nutricional, hormonal y de desarrollo, le confiere a la progresiéon del ciclo celular un
comportamiento robusto ante perturbaciones ambientales (Meyerowitz 2002; Planchais et al.
2004).

El ciclo celular comprende cuatro fases secuencialmente ordenadas: 1) Gap 1 (G1) periodo
de crecimiento celular, 2) fase de sintesis donde ocurre la replicaciéon cromosoémica (S), 3) Gap 2
(Go) en la que se revisa la integridad de los cromosomas y 4) se preparan para su segregacion en
mitosis (M). Diversas hormonas, eg, citocinina, auxina y brasinoesteroides, y factores de
crecimiento, e.g., sacarosa, son importantes reguladores de la transicién de la fase G1 a la S del
ciclo celular. Estos factores promueven la expresion y la actividad de las ciclinas tipo D (CYCD) y
las cinasas dependientes de ciclinas tipo A (CDKA). La CDKA forma dimeros con las CYCD,
posteriormente, la activaciéon del dimero proteico depende de una cinasa de activaciéon de CDK
(CAK) la cual fosforila la Thr160 de la CDK (Gutierrez et al. 2002; Inzé & De Veylder 2006). La
actividad de las CDK es susceptible a regulacion negativa por parte de los inhibidores de CDK,
también llamados Kip-related proteins (KRPs) cuya expresion es positivamente regulada por el
acido absicico (ABA) (Verkest 2005; Wang et al. 1998). Los complejos CDKA/CYCD
hiperfosforilan e inactivan a la proteina RETINOBLASTOMA-RELATED (RBR) a través del
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motivo LxCxE de la CYCD. La hiperfosforilacion de RBR permite la liberacién de los FT
E2F/DP y de esta manera promover la transcripcion de los genes de la fase S. A. thaliana posee
tres IF'T' E2F tipicos que pueden interactuar con RBR, estos son E2Fa y E2Fb que dimerizan con
DPa, y E2Fc que dimeriza con DPb. E2Fa y E2Fb son reguladores positivos del ciclo celular,
estimulan la expresion de la subunidas a de la ADN polimerasa, ORC, MCM y CDC6
permitiendo la ventana de transcripcion de diversos FT para la fase G2 (Desvoyes et al. 2014;
Gutierrez 2009; Shen 2002). Por otro lado, E2Fc es un regulador transcripcional negativo cuyo
rol ha sido relacionado con la entrada al endociclo celular, aunado a esto, el mantenimiento de
una concentracion adecuada de este F'I' en el interior de la célula es llevada a cabo via
proteosoma a través de SCFSKP2A (De Veylder et al. 2007; Polyn et al. 2015). De manera analoga
a las KRPs, el complejo SCF actaa sobre los reguladores de la progresion del ciclo celular desde
la fase tardia de G1 hasta la S. SCF a través de SKP2A degrada a E2Fc, finalmente a través de
SKP2B degrada a KRP1 (del Pozo & Manzano 2014; Hirano et al. 2011; Ren et al. 2008). De tal
modo que SCF permite, de manera indirecta, la activacion de FT's para la progresion a la fase
G2. En la fase G2, varios genes que son activados poseen la secuencia mitosis-specific activator
(MSA) en su promotor, e.g., ciclinas tipo B (CYCB) y algunas CYCA, la cual es reconocida por
los F'T's MYB3R. A. thaliana codifica para cinco MYB3R; MYB3R2, el cual esta involucrado con
el ciclo circadiano y los MYB3R1, 3, 4 Y 5 que han sido reportados en la regulacién del ciclo
celular. MYB3R1 y 4 activan la expresion de genes de la transicion G2/M, tal es el caso de
KNOLLE, requerido para una citocinesis adecuada. Durante esta fase se observan picos altos de
CYCB, CDKA y CDKB los cuales forman complejos para la progresion del ciclo celular, estos
complejos son degradados por APC/C y de este modo permitir la salida de la mitosis (Ambawat
et al. 2013; Berckmans & De Veylder 2009; Tank & Thaker 2011; Vanstraelen et al. 2009).
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9. Antecedentes

a. Modelo de red de la diferenciacion celular a lo largo del eje

apico-basal de la raiz de A. thaliana

El modelo de regulacién genética - hormonal propuesto en (Azpeitia et al. 2010, 2013) que
describe la emergencia de las configuraciones de actividad de las células del NCTs en la raiz de
A. thaliana. Adicionalmente, las zonas del RAM fueron descritos como perfiles de actividad
hormonal en el modelo de (Garcia-Gémez et al. 2017). En el trabajo de Garcia-Gomez et. al., se
modelaron 16 elementos regulatorios de la especificacion celular a lo largo de las distintas zonas
del RAM con datos de interaccion molecular validados experimentalmente y de datos reportados
de analisis bioinformaticos para la construccion de la red. Se obtuvieron 11 atractores de punto
fijo que correlacionan con los patrones de expresion del CQ), endodermis en la ZP, vasculatura
periférica y central en la ZP, endodermis en la Z'T, vasculatura periferia y central en la ZT y la

columela. La red se encuentra en la figura 4.

MIR166

Figura 4. Red genética-hormonal que describe la actividad del meristemo apical de A. thaliana. Las lineas sélidad representan
interacciones validadas con evidencia experimental, las lineas punteadas representan la regulacion del movimeinto de proteinas,
las lineas rayadas indican interacciones hipotéticas .Imagen tomada de (Garcia-Gomez et al. 2017).
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b. Modelo de red del ciclo celular en la raiz de A. thaliana

La progresion del ciclo celular estd altamente coordinada con la diferenciacion celular y la
formacion de gradientes de hormonas en el RAM. La regulacién genética - hormonal establece
un equilibrio entre la proliferaciéon y la diferenciaciéon celular que permite un crecimiento
sincronizado de las raices. (Ortiz-Gutiérrez et al. 2015) propuso un modelo dinamico de los
componentes moleculares regulatorios necesarios para la descripcion del oscilador del ciclo
celular en A. thaliana en el cual se integraron 14 elementos y 29 interacciones. La red se construy6
mediante interacciones demostradas experimentalmente y por analisis bioinformaticos, asi
mismo, se incorporaron elementos regulatorios de otros organismos modelo. El modelo se corrid
con el esquema de actualizacién sincrono obteniendo un atractor ciclico con 11 estados, estos
representan el patréon de expresion observado en cada una de las fases del ciclo celular, ze., la fase
Gl, S, G2 y M. Ademas, se demostrd, mediante la transformacién de las funciones logicas a
ecuaciones diferenciales con logica difusa, que las oscilaciones se mantenian y que no eran un

artefacto debido al esquema de actualizaciéon del modelo discreto. La red se observa en la figura
5.

Figura 5. Red que describe el ciclo celular de A. thaliana. Los nodos trapezoidales son factores de transcripcién, los circulos son
ciclinas, los cuadrados son CDK, el triangulo representa el inhibidor estequiométrico de CDK, los hexagonos son complejos E3-
ubiquitina ligasa y el octdgono es un regulador negativo de las proteinas E2F. Las lineas continuas representan interacciones
validadas experimentalmente, las lineas rayadas representan interacciones propuestas basadas en evidencia de otros sistemas
modelo o de analisis in silico. Imagen tomada de (Ortiz-Gutiérrez et al. 2015)
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Estos modelos por separado nos dan un panorama de lo que estd ocurriendo con cada
proceso, sin embargo, es necesario comprender como los componentes del oscilador del ciclo
celular se acoplan con la regulacion genética-hormonal en el RAM. Con la finalidad de entender
como la homeostasis en el crecimiento de la raiz se establece, es fundamental comprender como
la proliferacion celular es dependiente de la diferenciacion y viceversa. Para ello es indispensable
caracterizar de qué manera los distintos elementos moleculares de las dos redes estan

interactuando y como se comportan sistémica y dinamicamente a lo largo del eje apico-basal del

RAM.

c. Acoplando la diferenciacion con el ciclo celular en el
RAM de A. thaliana

El establecimiento de las distintas zonas celulares a lo largo del eje apico-basal del RAM, los
patrones de diferenciacion en el eje radial y el arresto o entrada al endociclo-ciclo celular son
resultado emergente de la dindmica colectiva entre hormonas, FT's, miRNAs, péptidos moviles y
enzimas (Garay-Arroyo et al. 2012; Scacchi et al. 2010). Las hormonas auxina y citocinina
determinan el destino celular y la tasa proliferativa de las células a lo largo de la raiz (Pacifici et
al. 2015). La auxina, de manera dosis-dependiente, media la especificacion del NCTs en la
regién mas apical del meristemo. Asimismo, en la ZP promueve la entrada al ciclo celular a
través de su via de sefializacion candnica. Altas concentraciones de auxina estabilizan el complejo
SKP-Cullin-F box (SCF) a través de la proteina TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1
(TIR1) promoviendo la degradaciéon de los represores Aux/IAA. Los represores Aux/IAA
forman dimeros con los FTs AUXIN RESPONSIVE FACTORS (ARFs), inhibiendo su
actividad como reguladores transcripcionales, y por lo tanto su degradacion dependiente de las
auxinas libera a los ARFs (Gray et al. 2001; Salehin et al. 2015). Estos ARFs reconocen
secuencias especificas denominadas Auxin-responsive elements (AuxREs) y tienen un efecto
inductor o represor segin el dominio central de la proteina (Tiwari et al. 2003; Ulmasov 1995).
Secuencias AuxREs han sido encontradas en los promotores de algunas ciclinas; tal es el caso de
las ciclinas tipo D, By A (CYCD6;1, CYCB1 y CYCA2 respectivamente) que tienen un efecto en
la progresion del ciclo celular (Hartig & Beck 2006; Roudier 2003). Antagénicamente, la
citocinina promueve la entrada al endociclo a través de su via de senalizaciéon compuesta por
AHK3/ARR1/ARR2 en la ZT. El FT' ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR 1 type B
(ARR1) directamente promueve la expresion de SHYZ2, el cual codifica una proteina de la familia
Auxin/Indole-3-Acetic Acid (Aux/IAA) que como se menciond anteriormente, disminuye los
niveles de las proteinas PIN, involucradas en el transporte polar de auxinas. Ademas, SHY?2
también inhibe a ARF5/MP, un promotor clave del desarrollo vascular, este ARF aumenta

transitoriamente la expresion de la proteina PIN3 manteniendo la proliferaciéon celular en y
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evitando la entrada a la endorreduplicacion (Dello Ioio et al. 2008; Scacchi et al. 2010;
Takahashi et al. 2013). Adicionalmente, el FT  ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR 2
type B (ARR?2) induce la expresion de CELL CYCLE SWITCH PROTEIN 52 Al (CCS52A1),
un activador del complejo activador de la anafase (APC) promoviendo la entrada al endociclo
(Takahashi et al. 2013; Vanstraelen et al. 2009). Se encuentran niveles altos de citocinina en la
columela y en la cofia lateral, esto se sugiri6 como causa indirecta de que RBR esté
constitutivamente activo y de esta manera, promueva, mediante el arresto del ciclo celular y en
conjunto con los FT's ARABIDOPSIS RESPONSONSE REGULATOR 12 (ARR12) y AUXIN
RESPONSE FACTOR 19 (ARF19), la diferenciacion de las células de la columela (Antoniadi et
al. 2015; Kuroha et al. 2009; Perilli et al. 2013; Wildwater et al. 2005). Por otro lado, los FT's
SHR y SCR tienen una importante actividad en las divisiones asimétricas de las CEi. El
complejo SHR/SCR que, en presencia de altas concentraciones de auxinas, promueven la
transcripcion de CYCD6;1, la cual a su vez se une con una cinasa dependiente de ciclina tipo B
(CDKBI;1) para fosforilar a RBR y promover las divisiones asimétricas. De manera opuesta,
RBR, en ausencia del complejo CYCD6;1/CDKBI;1, se une a SCR para inhibir la expresion de
la CYCDG6;1 y frenar dichas divisiones (Cruz-Ramirez et al. 2012; Sozzani et al. 2010; Weimer et
al. 2012). Paralelamente, la coincidencia entre SHR/SCR y un maximo de concentraciéon de
auxinas definen el NCT en la region apical de la raiz, permitiendo la expresion del FT WOX5,
implicado en el establecimiento y mantenimiento del estado troncal en el centro quiescente (Aida
et al. 2004; Perilli et al. 2013; Sarkar et al. 2007). Aunque se desconoce el mecanismo exacto de
como WOX)5 promueve el estado troncal, se ha descrito que WOX5 inhibe
transcripcionalmente a la ciclina tipo D (CYCD3;1) la cual, en complejo con CDKAs regula la
transicion de la fase G1 a la fase S del ciclo celular a través de la hiperfosforilacion de RBR
(Forzani et al. 2014; Menges 2006). De este modo, WOXJ5 permite la actividad de RBR e inhibe
indirectamente a algunos FT's de la familia E2 FACTORS (E2Fs) que estan involucrados con la
progresion del ciclo celular (Gutierrez et al. 2002) y en la remodelacion de la cromatina (Shen

2002).
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3. Hipotesis

El acople de los médulos de diferenciacion y ciclo celular en un contexto unicelular podra
recuperar el perfil de expresion genética-hormonal de las células y los estados proliferativos como

se observa en el meristemo apical de la raiz de 4. thaliana.
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4. Objetivos

a. Objetivo general

Proponer un modelo dinamico discreto unicelular del acople de los modulos de diferenciacion y
ciclo celular que recupere el perfil de expresion de las células del meristemo apical de la raiz de
A. thaliana y su estado funcional en términos de proliferacion, endorreduplicacién y quiescencia

como se observa a lo largo de su estructura.

b. Objetivos particulares

1. Revisar exhaustivamente la literatura, recopilar la informacién experimental y hallar
interacciones funcionales que ligan la red de diferenciacion con la red del ciclo celular.

1.  Determinar la topologia y arquitectura de la red dinamica de regulacion de la
proliferacion y especificacion celular propuesta.

.  Determinar las funciones légicas de los elementos de la red dinamica de la regulacion de
la proliferacion y especificacion celular

iv.  Realizar simulaciones con el esquema de actualizaciéon sincrono y determinar si se
recuperan los patrones de expresion reportados en la literatura.

v.  Validar el modelo con simulaciones de ganancia y perdida de funcién de cada elemento
que conforma la red y contrastar con datos experimentales de raices de tipos silvestres y

mutantes reportados en la literatura.
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5. Metodologia

a. Formalismo de una red booleana

Una red booleana se define sobre un conjunto de n nodos que representan proteinas, genes,
miRNAs o FTs V = {xy,...,x,},x; € {0,1} donde cada nodo x; tiene k; reguladores tomados

de V y su valor al t + 1 es determinado por sus reguladores al tiempo t a través de una funcién
booleana f; de la forma x; (t + 1) = f; (xil(t),xiz(t), ...xiki(t)) i1, ik} € {1 .0} kjes la

conectividad de x;y fies la funcion de actualizacién o regulacion. Definiendo la funcién de la red
f = (f; ..., f), denotamos a la red booleana como B (V, f).

De esta manera, el conjunto de todos los posibles estados que tiene una red, expresado por
Q = 2N forma el espacio de estados de la red (figura 6). El tiempo de evolucion del sistema es
representado por una trayectoria dentro del espacio de estados, y dado que, el espacio de estados es
un conjunto finito y la dindmica de la red es determinista, eventualmente la dinamica de la red
converge a un unico estado o a un conjunto ciclico de estados a los que se les denomina atractor de
punto fijo y atractor ciclico respectivamente (figura 6). Asi mismo, los estados que “conducen” al
sistema al mismo atractor son conocidos como la cuenca de atraccion. Kauffman propone que los
atractores de alta dimensionalidad son isomorficos a los patrones de expresion genéticos de
distintos tipos celulares en los metazoos (Kauffman 1969a, 1993). Esto proporciona una
explicaciéon dinamica y mecanicista de la estabilidad del perfil de expresiéon genética que
caracteriza a los tipos celulares y de cémo se mantienen en coordinacién invariante las
oscilaciones de la expresion genética de todo el genoma en células que estan proliferando. La
correspondencia entre los atractores y redes regulatorias con tipos celulares que expresan un
perfil de transcripciéon vincula el trabajo tedrico del comportamiento dindmico de redes
complejas con los fendmenos experimentales de diferenciacion en la biologia celular (figura 6).
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b) Arquitectura de la red
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Figura 6. Representacién esquematica del formalismo que describe matemdaticamente las redes de regulacién genética. Tomada
y modificada de (Huang & Kauffman 2012)
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b. Integracion de un modelo booleano de diferenciacion

celular

Para la construccion de un modelo dinamico de redes booleanas se siguen los siguientes pasos:

1. Identificacion de un modulo estructural o funcional.
Se suele empezar por recopilar el conjunto de elementos e interacciones cuyo papel en el proceso
biologico a modelar se ha caracterizado experimentalmente estan involucrados con la
fenomenologia que se quiere estudiar. Este primer conjunto se extiende con la adicion de nuevos
elementos a partir de informacién causal donde la manipulaciéon de un componente molecular
provoca la variacién de una proteina, un gen o un fenotipo completo.

2. Determinacion de la topologia y arquitectura de la red.
Las redes de regulacion genética se representan con un grafo dirigido que posee un conjunto de
nodos conectados por flechas que representan el tipo de interacciéon molecular, te., activacién o
inhibicion. Estas interacciones se establecen con base en datos experimentales. Para ello, primero
se seleccionan los elementos moleculares de acuerdo al paso 1. Se establece qué tipo de
interacciéon tiene cada nodo con el que esté interactuando con base en evidencia fisica o
bioquimica. Posteriormente se construyen tablas con la configuracién de activacion o represion
de los componentes moleculares que se esperan obtener de acuerdo a los datos experimentales
(también denominados atractores esperados).

3. Determinacion de las funciones logicas.
Los datos experimentales relativos al fenémeno que se quiere describir se formalizan con los
operadores logicos AND (A), OR (v) y NOT (=). Se construyen tablas de verdad para verificar la
validez de las funciones logicas. De modo tal que, si por ejemplo el elemento A activa su propia
transcripcion cuando no esta B y ademas inhibe o degrada al elemento B de la red en el fenotipo
X, las reglas logicas del sistema ejemplo serian:

A=AA-B
B=—A

4. Analisis de la dinamica de la red.
Cuando las funciones logicas han sido establecidas para cada elemento de la red se establece el
esquema de actualizacion. El esquema sincrono nos permite analizar el espacio completo de
estados y asume que la actualizacion de las funciones logicas de cada nodo se realiza al mismo
tiempo. El esquema asincrono, por otro lado, puede reproducir la variacién diferencial de los
componentes de regulacion dentro de una célula debido a que la actualizacion de las funciones
logicas de los nodos se lleva a cabo a distintos tiempos discretos t. El analisis de la red debe ser
hecho con ambos esquemas de actualizacién y compararlos porque tienen efectos distintos sobre
su dinamica. La red se inicia en todas las posibles configuraciones hasta que llega a un punto fijo

o un atractor ciclico.
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5. Validaciéon del modelo.
Se comparan las salidas del modelo de la red, e, los atractores, con aquellos fenotipos
reportados experimentalmente. Si el modelo captura los fenotipos esperados, sugiere que el
conjunto de nodos e interacciones es suficiente, y que los datos experimentales se formalizaron
adecuadamente en las funciones booleanas, de lo contrario, se necesitarian agregar nuevos
componentes o reevaluar las funciones logicas. Adicionalmente, se evaltan los fenotipos
mutantes con la ganancia o pérdida de funcién de los elementos moleculares y se cotejan con

evidencia experimental.
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6. Resultados

En el modelo actual se integraron las interacciones del trabajo de Garcia-Gomez et al 2017 y
Ortiz-Gutiérrez et al 2015 con base en evidencia experimental publicada en la literatura. El
modelo contiene interacciones de regulacion transcripcional, ubiquitinacion, fosforilacion e

interacciones fisicas proteina-proteina.

a. Tabla de interacciones

Como se menciono en la seccidn iii, para la construccion de un modelo booleano es necesario
determinar la arquitectura y topologia de la red a partir de la evidencia experimental que
sustenta las interacciones entre los elementos que conforman el modelo. A continuacioén, se
muestran las interacciones que sustentan la unién de las redes de diferenciacion y ciclo celular
propuestas por Garcia-Goémez et al 2017 y Ortiz-Gutiérrez et al 2015 respectivamente. La

visualizacion de la red es accesible en la figura 7.

Tabla 1 - Evidencia experimental que sustenta la unién del médulo de diferenciacién con el médulo de ciclo celular. —»
representa la induccion, — indica la represion.

Regulador Blanco Descripcién de la interaccién
Auxina - CYCD3;1 La auxina induce la transcripcién de CYCD3;1 (Oakenfull et al. 2002)
Auxina - E2Fa Los ARF7 y ARF19 inducen la transcripcion de los FTs LBD18 y LBD33, estos

forman un dimero que se une directamente al promotor de E2Fa (Komaki &
Sugimoto 2012)

Auxina - E2Fb La estabilidad quimica de E2Fb se favorece en presencia de auxinas y se evita
su degradacion (Magyar et al. 2005, 2012).

Auxina - E2Fc A altas concentraciones de auxina SCFKP?A degrada a Dpb, proteina que se
une funcionalmente a E2Fc. (del Pozo & Manzano 2014; Jurado et al. 2010)

Auxina - SCF A alta concentracion de auxina SCF promueve su unién al receptor TIR1
activando su funcionalidad (Benjamins & Scheres 2008).

Auxina - KRP1 Los niveles de KRP1/2 disminuyen en presencia de auxina. El tratamiento con
NAA (4cido 1-naftalenacetico) provoca la disminucion de KRP1 y KRP2
(Himanen 2002; Sanz et al. 2011).

Auxina - CYCD®6;1 CYCD6;1 se transcribe en presencia de altas concentraciones de auxina
debido a la unién de los ARFs sobre sus secuencias de respuesta a auxinas
(Cruz-Ramirez et al. 2012; Komaki & Sugimoto 2012).

Citocinina - APC/C ARR2 (una proteina tipo B de los ARRs) se une a la secuencia promotora de

CCS52A1 para iniciar su transcripcion en respuesta a citocinina en el medio
(Takahashi et al. 2013).

WOX5 = CYCD3;1, CYCD1;1 Se demostrd experimentalmente que WOX5 se une a la secuencia promotora
de CYCD3;1 inhibiendo la expresion proteica de este gen (Forzani et al. 2014).
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SHR

SCR

ARR1

ARR1

SHY2

ARF5

BRX

RBR

- CYCD®6;1 El complejo SCR/SHR activa a CYCD6;1 en presencia de auxina conduciendo la
division asimétrica de las células iniciales del cértex/endodermis (Cruz-
Ramirez et al. 2012; Komaki & Sugimoto 2012).

- CYCD®6;1 El complejo SCR/SHR activa a CYCD6;1 en presencia de auxina conduciendo la
division asimétrica de las células iniciales del cortex/endodermis (CEl) (Cruz-
Ramirez et al. 2012).

- miRNA165 La expresidn en la zona de transicion de GFP/miRNA165 / 6-sensible es mas
fuerte después del tratamiento con citocinina y mas débil en plantas
deficientes en citocinina. En concordancia con estas observaciones, el
tratamiento con esta hormona reduce los niveles de transcripcién del
primiRNA165 y la expresién de miRNA165/GFP en la endodermis de la zona
de transicién de muestras silvestres, pero no en mutantes de arrl. Lo que
sugiere que la citocinina reprime la transcripcién del miRNA165 a través de
una via dependiente de ARR1 (Dello loio et al. 2012).

- PHB ARR1 reprime la transcripcién de PHB en la vasculatura de la zona de
transicién, restringiendo asi la expresiéon de PHB a la parte distal del
meristemo proximal (Bianco et al. 2013; Dello loio et al. 2012).

- BRX Altos niveles de SHY2 disminuyen la concentracién de BRX (Mouchel et al.
2004; Scacchi et al. 2010).

- BRX BRX es activado por ARF5 en la vasculatura a lo largo de la zona de
proliferacién (Mouchel et al. 2004; Scacchi et al. 2010).

- Auxina BRX aumenta la transcripcion de las proteinas PIN3 en la vasculatura central
de la raiz, y consecuentemente promueve el aumento de la concentraciéon de
auxinas (Mouchel et al. 2004; Scacchi et al. 2010)

- SCR RBR se une a SCR e inactiva el complejo SCR/SHR en las células iniciales del
cortex/endodermis(Cruz-Ramirez et al. 2012)(Weimer et al. 2012).

CYCD6;1 - - RBR Se demostrd que CYCD6;1 en complejo con CDKB1 hiperfosforilan a RBR,

CDK1

conduciendo a su inactivacion (Cruz-Ramirez et al. 2012; Weimer et al. 2012).

SCFTR1 - AUX/IAA/SHY2 Las AUX/IAA son sustrato de SCFTRL 3 través del degron, dominio Il de dichas

proteinas. SHY2/IAA3 es poliubiquitinada y degradada en respuesta al
incremento en la concentracion de TIR1 o auxina (Calderon-Villalobos et al.
2010; Dello loio et al. 2008; dos Santos Maraschin et al. 2009; Gray et al.
2001).

b. Supuestos del modelo

El modelo de la red dindmica de regulacion de la proliferacion y especificacion celular del RAM

de A. thaliana contiene supuestos que ayudaron a la determinacion de las funciones booleanas de

algunos componentes. Estos supuestos permitieron acotar la cantidad de elementos que se

integraron en la red. Se enlistan a continuacion.

Por ser un modelo booleano la dinamica de la red es determinista.
Los atractores son una coleccién de variables con estados discretos.
La actualizacion de las funciones booleanas es sincrona y por tanto todos los elementos se

actualizan al mismo tiempo.
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= La accion de SCF sobre sus blancos depende de la subunidad a la que se una, teniendo
TIR1 y SKP2A como posibles proteinas de union. Cuando SCF actha sobre los
AUX/IAA la regla logica supondra que no esta activo el nodo AUX ni SCF porque en
altas concentraciones de auxina, el receptor TIR1 es capaz de unirse a SCF y degradar
las AUX/IAA. En cambio, en la funcion logica de CYCD3;1 se necesita la presencia de
la auxina para su expresion y la ausencia de SCFSKP2A ] ]a auxina degrada a su subunidad
y no permite su actividad de degradacion. De modo similar, E2Fc se degrada en conjunto
con Dpb y SKP2A en presencia de altas concentraciones de auxinas.

= ARR2, un componente de la via de sefalizacién de la citocinina, activa a la subunidad
CCS52A1 de APC en la zona de transicion. Asi que, asumimos que la accion recaia sobre
la citocinina.

= La dindmica de la formacidon de complejos se especifica directamente con la
incorporaciéon de paréntesis en la funcién booleana de sus genes blancos, e.g, (AUX A

SCF)y (SCR A ~RBR).

c. Reglas logicas del modelo de la red dindmica de

regulacion de la proliferacion y especificacion celular.

El modelo booleano incorpora 32 elementos (entre factores transcripcionales, hormonas, enzimas
y miRNAs). Las bases experimentales de las relaciones que guardan los elementos de la red de
diferenciacion con las del ciclo celular estan descritas en la tabla 1. Para su formalizacion se
usaron los operadores logicos AND (A), OR (v) y NOT (=) que describen de manera
proposicional su comportamiento a través del tiempo discreto.

Las funciones booleanas que se mantuvieron sin cambios pertenecen a CK, ARF, ARF10,
ARF5, WOX5, CLE40, SCF, E2Fb, E2Fc, MYB77 y MYB3R1/4. Las funciones booleanas que
mvolucran a SCR se modificaron por la incorporacion de la interacciéon negativa que tiene con

RBR, por ejemplo; = RBR v (CDKB1;1 A CYCD6;1) ver regla logica de SCR.
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De este modo obtenemos las siguientes funciones logicas para cada elemento de la red:

1. CK=(PHB A - ARF)v —-SHR
La biosintesis de citocinina se activa a través de la via PHB/IPT7 y contrariamente,
SHR promueve la sintesis de CKXI, enzima que degrada a la citocinina.
Adicionalmente, cuando existen altos niveles de auxinas, estas reducen los niveles de

citocinina.

2. AUX =WOX5 v AUX v BRX
WOX5 induce la expresion de la enzima YUCI, involucrada en la biosintesis de
auxinas, paralelamente en la zona de transicion el FT' BRX incrementa la

concentracion de auxinas a través de la activacion de la proteina PIN3.

3. ARR1 =(=SCR vV RBR) A CK
La citocinina activa la via de senalizacion y promueve la fosforilacion de ARR1 y SCR
libre de RBR la inhibe en el DT.

4. SHY2 = ARRI A~ (AUX A SCF)

Su presencia requiere la activaciéon transcripcional por parte de ARRI1 y bajas
concentraciones de auxinas para que no sea degradada a través del complejo SCFTIRL,

5. AUXIAA = - (AUX A SCF)
Su funcionalidad esta condicionada por la actividad del complejo SCFIIR! y bajas

concentraciones de auxinas.

6. ARF = - AUXIAA
A bajas concentraciones de auxinas las proteinas AUXIAA se unen a los ARFs,

inhibiendo su funcionalidad.

7. ARF10 = = (JKD A SHR) A = AUXIAA
Andlisis bio-informaticos predijeron que SHR inhibe a ARF10 indirectamente, por otro
lado, JKD se une a su promotor y se hipotetizé que inhibe su accién en el modelo de

Garcia et al 2017. Al ser un ARF, este pierde su funcionalidad cuando se le une un
AUX/TAA.

8. ARF5 = = (SHR A MGP) A = SHY2 A = AUXIAA

Andlisis bioinformaticos predijeron que SHR inhibe a ARF5 indirectamente y la

interaccién negativa con MGP se hipotetizo en el modelo de Garcia et al 2017.
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Adicionalmente, las AUX/IAA dimerizan con los ARFs, particularmente SHY2 se une
directamente a ARFD.

9. BRX = ARF5 A — SHY2
ARF) es un regulador positivo de BRX y sus niveles decrecen en el DT via SHY?2.

10.SCR = SHR A JKD A (SCR A (— RBR v (CDKB1;1 A CYCDG6;1) A (— KRP1 v
CYCD3;1)
La actividad de SCR depende de la formacion de los complejos proteicos entre si
mismo, SHR y JKD. Asi mismo, que RBR se encuentre en su forma inactiva para evitar

su uni6on con el complejo SHR/SCR.

11.SHR = SHR v (JKD A (SCR A = RBR))
JKD y SCR libre de RBR secuestran a SHR en el nacleo, limitando de esta manera su

difusion.

12.miR165 = (SHR A (SCR A — RBR) A = ARR1) v — PHB

La expresion del miR165 depende de la formacion del complejo proteico SHR/SCR
libre de RBR y la ausencia de su represor transcripcional ARRI.

13.PHB = = miR165 A — ARR1 v PHB
El miR165 delimita la expresion de PHB a la vasculatura central a través de su

inhibicion postranscripcional y ARR1 limita su expresion en la regiéon de transicion.

14.JKD = - PHB A SHR A (SCR A = RBR)
Los niveles de JKD se redujeron en los mutantes skr y ser y en presencia de PHB.
Adicionalmente, para su transcripcion, es necesario que le complejo SHR/SCR esté

presente y suponemos, esté libre de RBR.

15.MGP = = WOX5 A SHR A (SCR A = RBR)
El complejo SHR/SCR se une directamente a su promotor y suponemos que este
complejo tiene que estar libre de RBR para ejercer su funciéon. Adicionalmente, de
acuerdo a la complementariedad de los dominios de expresion de WOX5 y MGP, se

hipotetiz6 que se regulan indirectamente.

16. WOX5 = = ARF10 A ARF5 A — CLE40
ARF10 inhibe a WOXJ5 para dar paso a la diferenciacion de las células iniciales en la
region distal del NCT, ademas ARF5 necesita estar presente para que WOX)5 se
exprese y CLE40 reprime la expresion de WOX0) en la columela.
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17. CLE40 = - SHR
Esta interaccion es una prediccion que se hizo a partir de la complementariedad de los

dominios de expresion.

18.CYCD6;1 = AUX A (SHR A (SCR A = RBR) & - APC
Su activacion requiere la presencia del complejo SHR/SCR y suponemos que requiere
la ausencia de RBR, un pico alto de concentracion de auxinas y que APC/C no esté

presente.

19.CYCD3;1 = (= SCF A AUX) A = WOX5
La activacion transcripcional de CYCD3;1 requiere la presencia de auxinas y la

ausencia de su represor WOXJ5, asi mismo que no sea degradada por SCF.

20. SCF = =7 APC/C A (E2Fb A (7 RBR v (7 KRP1 A CYCD3;1))) v MYB3R1/4)
La activaciéon de SCF es llevada a cabo por E2Fb libre de RBR o MYB3R1/4 y la
ausencia de APC.

21.RBR = (KRP1 v 7 CYCD3; 1) A (E2Fa A 7 RBR) v MYB3R1/4) A 7 (CDKB1;1 A
CYCD6;1)
Se necesita la activacion transcripcional por parte de E2Fa libre de RBR o MYB3R1/4,
asi mismo, la ausencia de los complejos CDKA;1/CYCD3;1 o CDKBI;1 A CYCDG6;1

para evitar su inactivaciéon debida a hiperfosforilacion.

22.E2Fa = (AUX v 7 E2Fc) A 7 (CDKBI;1 A CYCAZ2;3)
Las auxinas regulan positivamente a E2Fa a través del dimero LBD18/LBD33 y la
ausencia de E2Fc incrementa la concentracion de E2Fa, y la actividad de CDKBI;1-

CYCAZ2;3 correlacionan con niveles bajos de E2Fa.

23.E2Fb = (E2Fa A 7 RBR) A AUX
La estabilidad de E2Fb es favorecida por la presencia de auxinas y E2Fa, libre de RBR,

activa su expresion.

24.E2Fc = = (SCF A AUX A = KRPI A CYCD3;1) A (E2Fa A = RBR) v MYB3R1/4)

Su presencia depende de la activacion transcripcional por parte de E2Fa libre de RBR o
de MYB3R1/4 y de que SCF no la ubiquitinice para su posterior degradacion. El
reconocimiento por parte de SCF depende de la actividad de CDKA;1-CYCD3;1.

95. E2Fe = (= E2Fc v (E2Fb A (7 RBR v (7 KRP1 A CYCD3;1)))) v MYB77
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Su activacion transcripcional depende de MYB77 y de E2Fe libre de RBR y que E2Fc

no compita con E2Fb por el sitio de union.

26. MYB77 = E2Fb A (M RBR v (7 KRP1 A CYCDS; 1))
MYB77 es inducido por E2Fb libre de RBR.

27. MYB3R1/4 = MYB77 v (MYB3R1/4 A CYCBI1; 1 A 7 KRPI)
La transcripcion de MYB3R1/4 es promovida por si mismo cuando es fosforilada por
CDKA/CYCBI;1 y por MYB77.

28.CYCBI; 1 = = APC/C A (MYB3R1/4 v (MYB77 A ARF) v (= RBR v (= KRP1 A
CYCDS3; 1)) A E2Fb A =E2Fc))

Esta ciclina posee AuxREs que son detectados por los ARFs para inducir su activacion.
Adicionalmente, necesita la presencia de MYB3R1/4, MYB77 o E2Fb y que APC/C

no la degrade.

29.CDKBI;1 = (7 RBR v (7 KRP1 A CYCD3;1)) A E2Fb A 7 E2Fc) v MYB3R1/4 v
(MYB77 A ARF)
La expresion de CDKBI;1 necesita de E2Fb libre de RBR y la ausencia de E2Fc, de
MYB3R1/4 y MYB77 en respuesta a auxinas.

30.CYCA2; 3 = = APC/C A (MYB3R1/4 v (MYB77 A ARF))

Es inducida por MYB77 o MYB3R1/4 y se sobre expresa cuando en el medio estan
presentes los ARFs como respuesta a altas concentraciones de auxinas. Esta proteina es
degradada por APC/C.

31.KRP1 = MYB77 v MYB3R1/4) A 7 (CDKBI1;1 A CYCA2;3 A SCF) A 7 AUX
Esta presente a bajas concentraciones de auxinas, cuando activada por alguna de las
proteinas MYB y cuando no es modificada post-transcripcionalmente por SCF y el

complejo CDKBI;1 A CYCAZ2;3.

32.APC/C = 7 E2Fe A (E2Fa A 7 RBR) v MYB3R1/4 v MYB77)) A CK
La activacion de APC/C necesita la presencia de CCS52A1 que es activado por un
ARR tipo B (ARR2) de la via de la citocinina, MYB77, MYB3R1/4 y cuando E2Fe no

esta presente para reprimir su transcripcion.

Las reglas logicas que se enlistan se establecieron a través de la determinacion de sus respectivas

tablas de verdad que se resolvieron con base en evidencia experimental recopilada de las bases de
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datos. Se conservaron los supuestos de los modelos de Garcia-Gomez et al 2017 y Ortiz-
Gutiérrez et al 2015.
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Figura 7. Topologia de la red dindmica de regulacion de la proliferacién y especificacion celular del RAM. Los nodos de color
amarillo pertenecen al médulo de diferenciacién celular y los anaranjados pertenecen al médulo de ciclo celular. Los circulos
representan péptidos, los rombos representan FTs, los rectdngulos representan las ligasas de ubiquitinas, los trapecios
representan las ciclinas y las quinasas dependientes de ciclinas y finalmente, los hexdgonos representan las hormonas citocinina
y auxina. Las interacciones rojas/punteadas muestran las interacciones que fueron agregadas para unir los médulos de
diferenciacién y el oscilador del ciclo celular, las flechas indican activacion y las flechas tope represion.
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d. Atractores esperados

De acuerdo con lo expuesto en la seccion 1l.c.iii los patrones de expresion que esperamos en
cada uno de los tejidos que conforman el meristemo apical de la raiz de A. thaliana y su perfil
proliferativo se muestra en la figura 8,9,10 y 11, para informaciéon mas detallada referirse a la
tabla 2.

mCentro quiescente 1 Columela mCélulas iniciales del cortex/endodermis ' Endodermis #Vasculatura central M Vasculatura periférica

o

L

| Columela | NCTs| Zona de proliferacion  |Zona de transici(')nl

W CK, ARRI1, SHY2, AUX/IAA, PHB, CLE40

W CK, ARRI, SHY2, AUX/IAA, SHR, MIR165
CK, SCR, SHR, MIR165, JKD, MGP

m AUX, ARF, ARF10, ARF5, BRX, SHR, PHB
G2 mAUX, ARF, ARF10, ARF5, SHR, MIR165
AUX, ARF, SHR, MGP

Gl

O O

GO*

mWAUX, ARF, BRX, SHR, PHB

mAUX, ARF, ARF10, SHR, MIR165

mAUX, ARF, SCR, SHR, MIR165, JKD, MGP

mAUX, ARF, ARFS5, SCR, SHR, MIR165, JKD, WOXS5
CK, AUX, ARF, MIR165, CLE40

C

uxina

Citocinina

Figura 8. Perfiles de expresién genética-hormonal y estado proliferativo relacionados a cada zona de la raiz de A. thaliana. Cada
zona se caracteriza por poseer células en distintos estados proliferativos; la zona de transicién tiene células en
endorreduplicacion, la zona proliferativa tiene células en proliferacion, el NCTs tiene células detenidas en una GO* o GAP* y la
columela en diferenciacién terminal o GAP*. Con color azul (auxina) y amarillo (citocinina) se esquematizan los gradientes
hormonales a lo largo del eje longitudinal del meristemo apical.
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Tabla 2 - Lista de atractores esperados de la red dinamica de la regulacién de la proliferacion y especificacion celular. Cada
atractor contiene las configuraciones que corresponden a los patrones de actividad genética y hormonal de las siguientes células:
centro quiescente (CQ), células iniciales del cértex-endodermis (CEi), células iniciales de la columela (Ci), columela (Col),
endodermis (End), células iniciales de la vasculatura (Vi), tejidos de la provasculatura periférica (P.Prov.), tejidos de la
provasculatura central (C.Prov.). La terminacién ZP indica zona de proliferacién y ZT zona de transicidn. Los asteriscos indican que
la actividad del noOdo puede ser 1 0 0. En la fila ciclo celular, se sefialan las fases del ciclo celular en las que se espera encontrar
los atractores, teniendo el simbolo CC como un ciclo celular completo.

Atractores esperados
oK o | o [ o | 0 | o |
ARR1
SHY2
AUXIAA
ARF
ARF10
ARF5
BRX
SCR
SHR
MIR165 0 | o |
PHB
JKD
MGP
WOX5 0

0
CLE40 0 0
Ciclo celular Endociclo Endociclo cc Endociclo

*»|O|O|O|O|OC

o

o|o

*|©O|O|O

Ciclo celular G1 G2
CK * 0 0 0 0 0 0 0 0 0 *
AUX
CYCD6;1 0 0 0
CYCD3;1 0 0 0 0 0 0
SCF 0 0 0 0 0
RBR 0 0 0 0 0
E2Fa 0 0 0 0 0 0 0
E2Fb 0 0 0 0 0 0 0
E2Fc 0 0
E2Fe 0 0 0 0 0
MYB77 0 0 0 0 0 0 0 0
MYB3R1/4 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0

Figura 9. Atractor esperado para el ciclo celular. El atractor esperado contiene las configuraciones de actividad de los
componentes del ciclo celular que se obtuvieron en el trabajo de Ortiz et al 2015. En la parte superior se muestran las fases del
ciclo celular.
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Endociclo Gap-S Quiescencia | GO o G1
CK (Takahashi et al. 2013) CK 0 (Takatsuka & Umeda 2014)
AUX 0 (Ishida et al. 2010) AUX (Ding & Friml 2010)

CYCDS6;1 * CYCDS6;1 *

CYCD3;1 * CYCD3;1 0 (Forzani et al. 2014)
SCF (Jurado et al. 2008) SCF 0 (Vodermaier 2004)
RBR (Perilli et al. 2013) RBR (Wildwater et al. 2005)
E2Fa (De Veylder et al. 2002) E2Fa *

E2Fb (Magyar et al. 2005) E2Fb *
E2Fc (del Pozo et al. 2007) I-I (Kobayashi et al. 2015)
E2Fe (Lammens et al. 2008) E2Fe 0 (Lammens et al. 2008)

MYB77 * MYB77 .

MYB3R1/4 * MYB3R1/4 <

CYCB1;1 0 (Richard et al. 2001) CYCB1:1 (Richard et al. 2001)

CDKB1;1 0 (Boudolf et al. 2009) CDKB1;1 (Boudolf et al. 2009)

CYCA2;3 0 (Imai et al. 2006) CYCA2:3 (Imai et al. 2006)
KRP1 (Weinl et al. 2005) KRP1 (Zhang et al. 2010)
APC (Takahashi et al. 2013) APC (Heyman et al. 2013)

Figura 10. Configuracion de los componentes del ciclo Figura 11. Configuracién de los componentes del ciclo
celular que describe el atractor para el proceso celular que describe el atractor para la quiescencia. Los

endorreduplicativo. Los asteriscos indican que no se tiene asteriscos indican que no se tiene informacién o que no es
informacién o que no es relevante para el atractor. relevante para el atractor.

e. Atractores obtenidos

Después realizar la simulacion de la red dinamica de regulaciéon de la proliferacion y
especificacion celular se recuperaron distintos atractores que corresponden a los fenotipos: CQ,
C/Ei, columela 1,2 y 3, células iniciales de la vasculatura periférica (P.Vi), P.prov. de la ZT,
células iniciales de la vasculatura central (C.Vi), C.prov. de la ZP y tres variaciones de C.prov. en
la Z'T. Los atractores no recuperados corresponden a las células iniciales de la columela (Ci), a la
endodermis (End) y a la P.prov. de la ZP (tabla 3 y figura 12).
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Tabla 3 - Atractores obtenidos de la simulacién de la red dindmica de regulacion de la proliferacién y especificacidn celular de la
raiz de A. thaliana. Los valores 0 <-> 1 indican que el nodo estd oscilando entre los estados activo e inactivo a lo largo del periodo
del atractor. En la parte inferior se especifica en qué variacion del ciclo celular se recuperaron los atractores.

WT
CK
AUX
ARR1
SHY2
AUXIAA
ARF
ARF10
ARF5
BRX
SCR
SHR
MIR165

e | o [ o |
JKD 0 0 0 0
meP | o ] 0 0 0 0 0
WOX5 [ o ] 0 0 0 0 0
CLE4O 0 0 0 M
Ciclo celular G2 G2 Endociclo 1|Endociclo 2 Ciclo celula G2 Endociclo 2 G2 iclo celulanEndociclo 1|Endociclo 2|Endociclo 2

mCentro quiescente mColumela mCélulas iniciales del cortex/endodermis =" Endodermis #Vasculatura central mVasculatura periférica

Fenotipos recuperados

I Centro quiescente

7 Columela

B Células miciales del cortex/endodermis
[ Iniciales de la vasculatura periférica
¥ Vasculatura periférica de la ZT

[ Iniciales de la vasculatura central

[ Vasculatura central de laZP y 77T

Fenotipos no recuperados

Endodermis de la ZP y 2T
I Vasculatura periférica de la ZP
©Iniciales de la columela

Zona de proliferacion |Zona de transicién'

uxina

=
o
=
=
o}
o

Citocinina

Figura 12. Representacion grafica de los fenotipos recuperados en la simulacién de la red dindmica de la regulacién de la
proliferacién y diferenciacién celular.
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Para las células quiescentes e iniciales, QC, CG/Ei, C.Viy P.Vi, se recuperd un atractor de
punto fijo con su correspondiente patrén de activacion que describe su fenotipo (tabla 3). El
atractor del CQ) presenta la actividad de WOX35, JKD, SCR y SHR y ausencia de CYCD3;1,
coémo se ha verificado con evidencia experimental (Forzani et al. 2014). El atractor de CEi tiene
la actividad de JKD, MGP, SHR, SCR y CYCDG6;1, los tres ultimos se han relacionado con las
divisiones asimétricas que originan al cortex y la endodermis, e interesantemente, en este atractor
no esta presente RBR (Cruz-Ramirez et al. 2012; Welch et al. 2007). Las GV1i y PV1 presentan
actividad de los elementos SHR/PHB y SHR/miRNA165 respectivamente, estas proteinas han
sido caracterizadas como marcadores para delimitar los tejidos de la vasculatura central y
periférica (Miyashima et al. 2011; Pauluzzi et al. 2012). Para los atractores descritos
anteriormente se recupero la via de las auxinas encendida y la via de la citocinina apagada. El
patrén de expresion del ciclo celular para todos estos fenotipos es muy similar a una fase G2
(figura 13c), en esta configuracién se mantuvieron activos los nodos SCF, E2Fc, MYB3R1/4,
CYCBIL;1, CDKBI;1 y CYCA2;3. En el CQ y C/Ei el nodo CYCDG6;1, a diferencia de las
células vasculares, se mantuvo encendido.

Se obtuvieron tres atractores que correlacionan con el fenotipo de las células de la
columela, en todos estos se recuperaron expresados los nodos miRNA165 y CLE40, elementos
que le dan identidad a este tejido. Para columela 1 se obtuvo un atractor ciclico de 3 estados en el
cudl las vias de las auxinas y la via de la citocinina se sostuvieron activas simultaneamente, los
nodos SHY2, AUX/IAA, ARF, ARF10 y BRX oscilaron, y ARF5 se mantuvo activo a lo largo
de todo el periodo del atractor. Los elementos del ciclo celular describieron oscilaciones que
caracterizan transiciones entre una fase S y una G2, manteniendo a la familia E2F, MYB3R1/4,
MYB77, CYCBI1;1, CDKBI;1, CYCA2;3 oscilando (tabla 3 y figura 12 y 13b). Para columela 2
se obtuvo un atractor ciclico de 3 estados en la que la via de las auxinas permaneci6 apagada y
los elementos de la via de citocinina encendida, entre estos ARRI1, SHY2 y AUX/IAA. Los
elementos del ciclo celular RBR, E2Fa, E2Fc y E2Fe se recuperaron oscilando a lo largo del
periodo del atractor y en su estado actual dificilmente se podrian clasificar con exactitud las fases
de endorreduplicacion (figura 13b). Para columela 3 se obtuvo un atractor ciclico de 11 estados,
en este atractor, al igual que en columela 1, la via de las auxinas y citocinina se recuperaron
oscilando conjuntamente a lo largo de su periodo y el patrén de expresion del modulo del ciclo
celular describe un ciclo celular completo, t.e., pasa ordenadamente por sus 4 fases como en el
atractor esperado (tabla 3 y figura 13a).

Se recuper6 un atractor ciclico de 3 estados para P.Prov. de la Z'T, este atractor posee los
marcadores fenotipicos SHR y miRNAI165 y so6lo el nodo AUX/IAA de la via de las auxinas se
sostuvo a lo largo de su periodo. Este atractor se caracterizé en un endociclo 2 (tabla 3 y figura
13b)

El atractor ciclico para C.Prov. de la ZP posee 11 estados y sostuvo el nodo PHB activo a
lo largo de todo su periodo y las vias de las auxinas y citocinina oscilaron entre los estados
encendido y apagado recuperando un ciclo celular completo (tabla 3 y figura 13a). Para el
fenotipo C.Prov. de la ZT se recuperaron tres atractores ciclicos de 3 estados: C. Prov de la
ZT1,2y 3 (tabla 3). El atractor que caracteriza el tejido C.Prov. de la ZT2 difiere de C.Prov. de
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la ZT1 y 3 al tener activos simultaneamente PHB y SHR. C.Prov. de la ZT'1 sostuvo activas las

vias de auxinas y citocinina con un patréon de activaciéon que describe un ciclo celular completo.
Por otro lado, el atractor que describe al tejido C.Prov. de la ZT2 y 3 recuperaron la via de la

citocinina activa y auxinas apagada con un patréon de activacion que describe a un endociclo2

(tabla 3 y figura 13b)
a) Ciclo celular

M
S

Gl G2

Ciclocelular[ 8§ "] G2/M™M | ™M | GI/S |

cycpe;1 | 0 [ 0] O |

0 0 0 0 0
CYCD3;1 0 0 0 0

MYB77
MYB3R1/4
CYCB1;1
CDKB1;1
CYCA2;3
KRP1
APC

[e]o]0]

C)

Fase Gap
G2

b)

Endociclo
GAP

Endociclo 1 Endociclo 2 Gap/S
CK
AUX 0 0 0
CYCD6;1 CYCD6;1 6]o0]o
CYCD3;1 CYCD3;1 0]0]0
SCF 0 0 0
RBR 0] 0
E2Fa 0
E2Fb 0
E2Fc 0
E2Fe 0
MYB77 0
MYB3R1/4 | O MYB3R1/4 | O
CYCB1;1 0 CYCB1;1 0
CDKB1;1 | O CDKB1;1 | O
CYCAZ2;3 0 CYCAZ2;3 0
KRP1 0 KRP1 0
APC 0 APC 0

Figura 13. Variaciones del ciclo celular recuperadas después de la simulacion de la red dinamica de la regulacién de la
proliferacidn y especificacion celular. a) patréon de expresidn que caracteriza el ciclo celular en la ZP, b) dos patrones de
expresidn que caracterizan al endociclo celular, c) patrén de expresidon que caracteriza a una fase GAP/GAP2.
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f. Analisis de mutantes

La validacion del modelo se llevé a cabo con la simulaciéon de pérdida y ganancia de funcion (PF
y GF respectivamente) de los elementos que conforman la red de regulacion de la proliferacion y
especificacion celular fijando los nodos con el valor 0 y 1 respectivamente, y se compararon con
evidencia experimental disponible de fenotipos mutantes de la raiz de 4. thaliana. El resumen de
las simulaciones de GI y PF se encuentra en la tabla 4. Cabe mencionar que nuestro modelo
describe el comportamiento de una red regulatoria dentro de una célula, es decir, es un modelo
unicelular. Por lo que, algunos fenotipos mutantes que expresan cambios morfologicos
multicelulares no son equiparables a nuestros resultados obtenidos (tabla 4).

La disrupcién del patrén fenotipico en eje radial del RAM ha sido evaluada a través de la
perturbacién sistémica de distintos componentes que conforman su red regulatoria multiestable.
Algunos fenotipos como la GF de miRNAI169 (Miyashima et al. 2011), PHB (Lee 2012),
CYCD6;! (Cruz-Ramirez et al. 2012), y la PF de SCR (Pauluzzi et al. 2012) y SHR (Ogasawara
et al. 2011) tienen un rol importante en la determinaciéon del tejido endodérmico, vasculatura
central y periférica. La pérdida de funcion de SHR y SCR resultan en la pérdida de la
endodermis y la sobre expresion conlleva a divisiones periclinales ectopicas generando varias
capas de tejido endodermal (Miyashima & Nakajima 2011). miRNA165 y PHB tienen dominios
de expresion complementarios, la sobre expresion de miRNA165 genera la pérdida de la
vasculatura central o metaxilema, contrariamente la sobre expresion de PHB conlleva a la
pérdida de la vasculatura periférica o protoxilema como lo recuperado por nuestro modelo (tabla
4) (Kong et al. 2018b; Miyashima et al. 2011; Zhou et al. 2007). La sobreexpresion de PHB
reduce los niveles de WOX)5 provocando que no se especifique el CQ adecuadamente (Grigg et
al. 2009). En la simulacién de ganancia de funciéon de PHB también observamos que los
atractores que caracterizan el CQ) y las G/Ei1 se pierden. En esta misma linea, la GF de SCR,
CYCD3;1, E2Fc y la PF de RBR y E2Fb recuperaron el atractor para la endodermis, de estas
proteinas SCR y RBR se ha descrito su actividad en la especificacion de los tejidos del cortex y la
endodermis a través del complejo CDKB1/CYCD6;1 (Cruz-Ramirez et al. 2012). Asi mismo,
CYCD3;1, E2Fb y E2Fc tienen relevancia en las transiciones de la fase G1-S o al proceso
endorreduplicativo (del Pozo et al. 2007; Magyar et al. 2005) y no directamente en la
especificacion del tejido endodermal, estos resultados forman parte de las predicciones del
modelo multiestable (tabla 4)

La especificacion y mantenimiento del CQ) ha sido descrita a través de mutantes para la PF
de ARF5 (Wolters & Jiirgens 2009), SCR (Sarkar et al. 2007), SHR (Sarkar et al. 2007), JKD
(Welch et al. 2007), WOX5 (Kong et al. 2015), CCS52A/APC (Heyman et al. 2013), la GF de
CLE40 (Chu et al. 2013), ARF10 (Ding & Friml 2010) y CYCD3;1 (Forzani et al. 2014) y este
atractor se perdi6 en las simulaciones correspondientes (tabla 4), contrariamente, las simulaciones
de PF de APC y GF de CYCD3;1 no concordaron con las observaciones experimentales, donde

plantas mutantes para cesd2a2 poseen una desorganizacion del CQ y las células iniciales
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(Vanstraelen et al. 2009), asi mismo, en la GF de APC/C se perdi6 el atractor para el CQ,
sugiriendo la falta de datos experimentales que puedan ser agregados al modelo para recuperar
mayor detalle de explicacion. Interesantemente, en las simulaciones de GF de KRP1 y la PF de
CYCD6;1, MYB3R1/4, CYCBI1;1 y CDKBI;1 perdieron los atractores para el CQ y las CEi.
KRPI, represor de CDKs, y la reduccion o inhibicion de MYB3R1/4, CYCBI1;1 y CDKBI;l1
promueven la entrada al proceso endorreduplicativo y no directamente al establecimiento y
mantenimiento del CQ y CEi. Estas observaciones se suman a las predicciones de nuestro
modelo multiestable (Boudolf et al. 2009; Cheng et al. 2013; Ito 2005; Verkest 2005). El
establecimiento de la columela se ha descrito a través de la presencia del péptido CLE40 y el FT
ARF10, bajas concentraciones del péptido resulta en la induccién de la proliferacion y un retraso
en la diferenciacion de este tejido, en dicha simulacion no se recuperd el atractor para columela
(tabla 4) (Stahl et al. 2009). De modo similar, plantas mutantes para arf7/0 y arfl 6 muestran un
aumento de filas con células troncales de la columela (Ding & Friml 2010; Wang et al. 2005).

El establecimiento del patron en el eje longitudinal del RAM se ha mapeado a través de los
gradientes en concentracion de las hormonas auxina y citocinina y su correlacion con el estado
proliferativo de las células (figura 8) (Ishida et al. 2010; Moubayidin et al. 2009). Altas
concentraciones de auxina poseen correspondencia con el establecimiento del NCTs y se
promueve la proliferacion de las descendientes de las células iniciales formando la ZP del RAM.
La adiciéon de auxinas produce raices mas largas y plantas con reduccion de los niveles de
auxinas poseen una ZP mas pequefia comparada con raices silvestres. De modo antagénico, altas
concentraciones de citocinina y bajas concentraciones de auxina favorecen la entrada al proceso
endorreduplicativo, emergiendo asi, la ZT en el RAM y se producen raices mas cortas (Bianco et
al. 2013; Dello Ioio et al. 2007, 2008; Ding & Friml 2010; Hartig & Beck 2006; Ishida et al.
2010; Rahman et al. 2007; Takahashi et al. 2013). Estos fenotipos multicelulares no son
totalmente comparables con nuestro modelo unicelular, sin embargo, en la simulaciéon de GF de
AUX se perdieron los atractores que describen la ZT y se mantuvieron el CQ) y las células
niciales en fase G2 (Willemse et al. 2008). Complementariamente, en la simulaciéon de PF de
AUX se perdieron los atractores que describen el CQ, CEiy la ZP y se mantuvieron los de la Z'T
(tabla 4). En la simulaciéon de GF de CK los atractores que describen el CQ y las CEi se
perdieron, pero se sostuvieron aquellos que describen la ZP y ZT, los nodos ARR1, SHY2,
AUX/IAA y ARFs oscilaron a lo largo del periodo de los atractores de la ZP y en la PF de CK
desaparecieron los atractores que describen la ZP del RAM, asi mismo SHY2 y ARRI se
mantuvieron inactivos, sugiriendo que se necesita la presencia de citocinina, auxina y las
oscilaciones de ARR1, SHY2, AUX/IAA y ARFs para promover la proliferacion de las células,
contrariamente a lo publicado en la literatura (Bishopp et al. 2009; Moubayidin et al. 2009;
Schaller et al. 2014).

La actividad de los elementos de la maquinaria del ciclo celular han sido estudiados a

través de alteraciones que afectan la proliferacion de las células, algunos de estos promueven la
progresion del ciclo celular tal como; CYCD3;1, SCF, E2Fa, E2Fb, E2Fe, MYBs, CYCAZ2;3,
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CDKBI;1, CYCBI;1 (Boudolf et al. 2009; De Veylder et al. 2002; Dewitte et al. 2007; Imai et al.
2006; Kobayashi et al. 2015; Ren et al. 2008; Salehin et al. 2015; Shin et al. 2007). Otros
elementos favorecen la entrada al proceso endorreduplicativo o que el ciclo celular quede
arrestado en alguna fase, tal es el caso de RBR, E2Fa, E2Fc, KRP1, APC/C (Cheng et al. 2013;
del Pozo et al. 2002, 2006, 2007; Gutierrez et al. 2002; Lammens et al. 2008; Magyar et al. 2012;
Park et al. 2005; Ren et al. 2008; Takahashi et al. 2013). Esto se corroboré con las simulaciones
de GF de APC/C, KRP1, RBR, E2Fe, CYCD3;1, MYB77, SCF y la PFF de MYB3R1/4, E2Fa,
E2Fb, E2Fe, CYCBI;1, CYCD3;1, dichas simulaciones no recuperaron los atractores para la ZP
y se favorecio el estado endorreplicativo observado en la Z'T (tabla 4). Es interesante notar que la
GTF de E2Fe haya perdido los atractores para la ZP y recuperado los atractores de columela en
fase G1, G2 y los de la Z'T en fase G2 y en estado endorreduplicativo cuando se ha asociado al
estado proliferativo (Lammens et al. 2008; Vlieghe et al. 2005). Asi mismo, esta proteina se
expresa en las transiciones G1/S y G2/M, teniendo un pico alto en G2 (Mariconti et al. 2002).
Otra observacion interesante es la GF de CYCD3;1 al no haber recuperado los atractores de la
ZP pero haber recuperado los atractores de células troncales en fase G1, pues esta ciclina
participa en la entrada al ciclo celular y se mantiene oscilando a lo largo de este, su
sobreexpresion provoca un retraso en la expresion de los genes de la fase G2/M (Dewitte et al.
2003). Asi mismo, la simulaciéon de GF de BRX canaliz6 los atractores a CQ), columela 2 y 3,
GV, PVi, C.Prov. de la ZP y C.Prov. de la ZT perdiendo los atractores para la Z'T2, ZT3 y CEi.
Aunque nuestro modelo no es completamente equiparable a fenotipos multicelulares, plantas
mutantes para brx poseen menos cantidad de raices y estas tienen menor numero de células
sugiriendo la baja tasa de proliferacion (Mouchel et al. 2004). Adicionalmente, su expresion
promueve la presencia de PIN3, afectando la concentracion de auxinas intracelulares y de este
modo teniendo un efecto sobre el tamano final de la raiz (Scacchi et al. 2009, 2010). De modo
similar, las simulaciones de GF y PF de PHB, ademas de tener un efecto sobre la adquisicion del
fenotipo de la vasculatura central y el CQ), mostraron la pérdida de los atractores para la ZP.
Este comportamiento puede deberse a que PHB induce la sintesis de citocininas en la ZT y de
este modo las células entran en estado endorreduplicativo haciendo cambios en el tamafio del
RAM (Drisch & Stahl 2015; Hayashi et al. 2013; Miyashima & Nakajima 2011; Miyashima et al.
2011).

La existencia de varias Z'T' es consecuencia de que el modelo recuper6 dos variaciones del
proceso endorreduplicativo (figuras 13b). El endociclo 1 emergidé cuando se obtuvieron oscilaciones
de los nodos SHY2, AUX/IAA, ARFs, BRX y se mantuvieron activas simultaneamente las
hormonas auxina y citocinina, esta configuracion representanta una fase S/GAP/M (figura 13b)
y el endociclo 2 emergi6 cuando la citocinina, SHY2 y ARRI se sostuvieron activos a lo largo del
periodo del atractor (figuras 13b). Para el endociclo 1, su configuracion representa la transicion
entre el proceso proliferativo y la reorganizacion de la arquitectura de la célula que permite la
entrada al proceso endorreduplicativo en la regiéon apical del la ZT donde coexisten ambas
hormonas (Baluska & Mancuso 2013; Kong et al. 2018a). Los elementos activos en el modulo de
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ciclo celular cotejan este resultado, mostrando la competencia a proliferar o al proceso
endorreduplicativo (tabla 3 y figura 13b) (Baluska & Mancuso 2013; Verbelen et al. 2006). Dicho
atractor sostuvo activos a E2Fa, E2Fe y RBR, relacionados con la tasa proliferativa, en el que se
encontré a E2Fe activo constitutivamente y a E2Fa y RBR oscilando entre los estados activos e
mactivos en la medida que los ARFs y AUX/IAA oscilaban, esto se relaciona con lo reportado
sobre la accion de estos elementos; la concentracion del complejo E2Fa/RBR cuando CYCD3;1
tiene niveles de actividad reducidos promueve la entrada al proceso endorreduplicativo y E2Fe
induce la proliferacion celular a través de la represion de la subunidad CCS52A de APC (De
Veylder et al. 2002; Lammens et al. 2008; Magyar et al. 2012). Para el endociclo 2, el atractor
representa la regiéon distal de la ZT donde la actividad de la citocinina fue preponderante,
inhibiendo la acciéon de los elementos rio debajo de auxina, sosteniendo ARR1, AUX/IAA y
SHY?2 constitutivamente activos mientras que E2Fa, E2Fc, E2Fe y RBR, involucrados en la
regulacion de la endorreduplicacion, estuvieron oscilando entre una fase GAP y una S, resultado
cotejable con lo reportado en la literatura (figura 13b) (Park et al. 2005; Takahashi et al. 2013).

Tabla 4 - Resumen del andlisis de pérdida y ganancia de funcién. R indica que le fenotipo se recuperd, PR indica que
el fenotipo se recuperd parcialmente, NR indica que el fenotipo no se recuperd, NC indica que el fenotipo no es
comparable con la evidencia experimental.

Nodo + Resultado de la ganancia de funcién - Resultado de la pérdida de funcién

CK PR CK reduce la concentracion de WOX5, SCR y los NC La reduccién de la concentracion de CK
transportadores de auxinas LAX2 y AUX1. la promueve la proliferacion de las células
reduccion de WOX5 promueve la proliferacion iniciales y produce plantas con una ZP mas
del CQ. Esto concuerda con la simulacién en la grande y una ZT mas pequeiia que las WT. La
gue se recupera un atractor ciclico que describe simulacion presentd atractores que describen
la proliferacién del CQ. La simulacién presentd el una fase G2 del ciclo celular y una de
nodo ARR1 con valor constante de 1 en todos los endorreduplicacién que oscila entre una fase S
atractores que describen los fenotipos de la ZP y y una G2 (Dello loio et al. 2007).

ZT. los atractores que describen las células
iniciales se perdieron con respecto a la
simulacion WT. (Zhang et al. 2013)

AUX PR Plantas tratadas con auxinas exdgenas poseen PR La simulacién no caracterizé los atractores que
menos cantidad de células en estado describen el CQ, CEi, C.Vi, P.Viy los atractores
endorreduplicativo y una columela con mayor de la ZP. Plantas con bajas concentraciones de
grado de diferenciacion (Ding & Friml 2010; auxinas poseen meristemos mds cortos como
Sabatini et al. 1999). La simulacién no caracterizo consecuencia de una entrada prematura a la
los atractores que describen la ZT, la columela 1y endorreduplicacién celular (Ishida et al. 2010).
2.

ARR1 NC Plantas que contenian una construccion genética NC Plantas mutantes para arrl contienen mas
de ARR1 inducible por glucocorticoides células meristematicas y un RAM mas largo
presentaron una reduccién del tamafio de la raiz (Dello loio et al. 2007). Este es un fenotipo
después de 8 horas de tratamiento con multicelualr y no es comparable con nuestros
dexametasona. La  simulacién de ARR1 resultados. La simulacién caracterizd atractores
caracterizé los mismos atractores que la WT a muy similares a los WT, pero en ellos los
diferencia que el valor de ARR1 es igual a 1 en valores de ARR1 y SHY2 son iguales a 0.

todos los atractores. No podemos comparar el
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SHY2

AUXIAA

ARF

ARF10

ARF5

BRX

PR

PR

NC

PR

NC

resultado de ganancia de funcién de ARR1
porque solo se caracterizé la reducciéon del
tamafio y no la adiciéon o pérdida de fenotipos
celulares (Dello loio et al. 2008)

Plantas que sobre expresan SHY2 poseen raices
mads cortas comparadas con las WT. Ademas,
SHY2 regula negativamente a ARF5 disminuyendo
sus niveles de expresion. La simulacion no
caracterizo el atractor que describe el CQ y el
valor de ARF5 fue O en todos los atractores (Dello
loio et al. 2008; Moubayidin et al. 2010).

Plantas tratadas con un antagonista de auxinas
producen raices con una ZP mas corta que las
WT. La simulacién caracterizé la pérdida de la
expresion de ARF5 y los atractores que describen
a los fenotipos del CQ y las células iniciales de la
vasculatura (Scacchi et al. 2010).

La simulacion no caracterizd los atractores que
describen a la columela 1y la C.Prov. de la ZT1.
La via de sefializacién de las auxinas y citocininas
mantienen valores igual a 0. No es comparable a
los fenotipos reportados porque el efecto de los
ARF  depende
regulatorios no descritos en sus reglas logicas.

muchos  otros elementos
Plantas que sobre expresan el FT ARF10 tienen
una expresion mas baja de WOX5 comparadas
con plantas WT. La simulaciéon caracterizé la
ausencia del atractor que describe el CQ (Ding &

Friml 2010).

ARF5/MP esta asociado a la proliferacion de las
células en la ZP (Scacchi et al. 2010). la
simulacion no caracterizé los patrones de
expresion que describen los atractores CEi vy
P.Prov. de la ZT. La pérdida de los atractores que
describen la regién distal de la ZT prueba
parcialmente este resultado.

En plantas mutantes shy2 BRX expande su
dominio de expresion hasta la zona de

elongacion. Plantas que sobre expresan BRX
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NC

PR

NC

NC

NC

Plantas mutantes para shy2 tienen una zona
proliferativa mas grande comparada con las
WT. Este
comparable con nuestra simulacién porque no

fenotipo  multicelular no es
podemos cuantificar la longitud de la ZP (Dello
loio et al. 2008; Moubayidin et al. 2010).

La degradacion de las proteinas AUX/IAA
ocurre a través de TIR1 y SCF en presencia de
altas concentraciones de auxinas produciendo
raices con una ZP mds grande que la WT.

La simulacién caracterizd a los atractores que
describen las células troncales pero no aquellos
que describen el proceso endorreduplicativo
de la ZT (Dello loio et al. 2008; Takahashi et al.
2013).

La simulacién no caracterizé el atractor que
describe las C.Vi. La redundancia del efecto de
los ARFs no permite una comparacién fiable
con los fenotipos reportados en la literatura.

En plantas mutantes para arf10 las células de la
columela no se diferencian correctamente. En
estas mutantes no se observa una variacion del
dominio de expresién de WOX5 (Bennett et al.
2014). Estos resultados no son comparables
dicho
comportamiento de estas mutantes podria

con nuestro modelo  porque
deberse a variaciones en la concentracién de
auxinas a lo largo de la raiz. La simulacién
caracterizé a WOX5 con valor igual a 1 en los
atractores que describen la vasculatura central
y periférica.

Plantas mutantes para arf5 no muestran
actividad de WOX5. Las raices muestran una
pronta entrada al proceso endorreduplicativo
comparadas con las WT (Sarkar et al. 2007).

Se pierde atractor para el CQ. ARF5 estad
involucrado en la correcta expresién de WOX5
(Sarkar et al. 2007).

La homocigosidad para el alelo brx reduce el
ZE y el
aproximadamente un 50% vy un 70%,

tamafio de la meristemo en



SCR

SHR

MIR165

PHB

JKD

MGP

NC

R

NC

NC

tienen un meristemo mas grande comparado con
plantas WT (Mouchel et al. 2004; Scacchi et al.
2009, 2010). No se recuperaron los atractores
para CEi, columela 1, ni C.Prov.ZT2 y 3. BRX esta
relacionado con el tamafio del RAM (Scacchi et
al. 2010).

No se han analizado estas estos mutantes en el
RAM. Se
describen la

obtuvieron mas atractores que

vasculatura periférica.
Adicionalmente, se recuperd el atractor para la

endodermis en el DT (Kajala et al. 2014).

SHR reprime la expresion de CK en la columela.
La simulacion no caracterizd los atractores que
columela y la C.Prov.ZT2,3,
C.Prov.DP (Cui et al. 2011; Hao & Cui 2012).

describen la

La sobre expresion de MIR165 difunde hacia la

vasculatura central e impide su correcta
diferenciacion. La simulacién no caracteriza los
atractores que describen la vasculatura central

(Miyashima et al. 2011).

La sobre expresion de PHB hay un decremento
en los niveles de expresion del mRNA de WOX5,
los tejidos provasculares se especifican como
metaxilema. Adicionalmente, la sobre expresién
de PHB se ve una reduccién de JKD. La simulacion
caracterizo la ausencia de WOX5 y por tanto la no
presencia del CQ. También describié la no
expresion de JKD y la ausencia del atractor C/Ei.
El atractor que describe la columela y la
vasculatura periférica no son descritos por la
simulacion. La vasculatura central presenta un
ciclo celular completo y otro similar a un estado
endorreduplicativo (Miyashima et al. 2011;
Sebastian et al. 2015).

No se ha analizado una linea mutante para JKD.
La simulacién caracterizé la expresion de ARF10
sélo en aquellos atractores que describen la
endorreduplicacién o el ciclo celular.

No se han analizado lineas mutantes para MGP.
La simulaciéon caracterizd los atractores WT con
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respectivamente, en comparacion con plantas
WT (Eshel & Beeckman 2013; Mouchel et al.
2004; Scacchi et al. 2009).

Se recuperd un atractor adicional para
P.Prov.ZT con un patrén del ciclo celular similar

a C.Prov.ZT1.

En plantas mutantes para scr el CQ, las C/Ei y
los tejidos provasculares son mal especificados.
La simulaciéon no caracterizd el CQ y C/Ei. Sin
embargo, caracterizé los atractores que
describen la vasculatura periférica y central
(Sarkar et al. 2007; Zhou et al. 2010).

En plantas mutantes para shr no se especifica
correctamente el CQ, la endodermis y el patrén
de la vasculatura. La simulacién caracterizé
este fenomeno al no obtener el atractor CQ,
CEiy la vasculatura periférica. SHR es necesario
para su establecimiento (Hao & Cui 2012;
Ogasawara et al. 2011).

Plantas con copias de phb-mu resistentes a la
degradacién por mirl65 expresaron PHB en el
RAM especificando los tejidos provasculares en
metaxilema. La simulacién caracterizd este
fendmeno y adicionalmente no describié los
atractores CQ, C/Ei, y la vasculatura periférica
(Miyashima et al. 2011).

Plantas mutantes para phb muestran una
especificacion  de  protoxilema en la
provasculatura. La vasculatura central no
adquiere su identidad fenotipica. La simulacién
no caracterizé el atractor que describe la pro
vasculatura central (Miyashima et al. 2011;

Sebastian et al. 2015).

Plantas mutantes para jkd poseen defectos en
la especificacién del CQ y el tejido endodermal.
La simulacién no recuperé el atractor del CQ 'y
C/Ei. Asi mismo, el nodo SCR tuvo un valor igual
a 0 en todos los atractores. (Ogasawara et al.
2011; Welch et al. 2007).

MGP se expresa en las células que se dividen
asimétricamente. Plantas mutantes para mgp



WOX5

CLE40

CYCD6;1

CYCD3;1

SCF

RBR

PR

NR

NC

la diferencia que en todos ellos MGP sostuvo un
valor igual a 1 indicando que se expresaba
constantemente.

La sobre expresion de WOX5 provoca un retraso
en la diferenciacion celular de la progenie de las
células iniciales de la columela. La simulacién no
caracterizd los atractores que describen la
vasculatura central, periférica en las ZP, ZT y la
columela (Sarkar et al. 2007)

La sobre expresion del péptido CLE40 reduce los
niveles de WOXS5. La simulacién caracterizé la no
adquisicion fenotipica del CQ. Adicionalmente, se
caracterizaron dos atractores para C/Ei, estos
difieren en la presencia simultdnea de ARF5 vy
ARF10 (Stahl et al. 2009)

El fenotipo resulta en mas capas de coértex o
endodermis (Sozzani et al. 2010). La simulacion
caracteriz6 dos atractores que describen las C/Ei,
el primero es igual al WT y el segundo el nodo
AUX/IAA estd encendido en fase G2 del ciclo
celular.

La sobre expresion de CYCD3 provoca que el CQ
se divida, ademas la fase G1 se hace mas corta en
comparacion con la fase G2 (Dewitte et al. 2007;
Forzani et al. 2014). La simulacién caracterizd un
atractor que describe la endodermis en la ZT y en
fase G2 del ciclo celular. Adicionalmente, la
simulacion caracterizé un segundo atractor para
las C/Ei y ninguno de los fenotipos de la
vasculatura tuvo un ciclo celular completo.

SCF, a través de distintos factores, posee diversos
roles sobre el ciclo celular. TIR1 controla la
degradacion de las AUX/IAA y con SKP2A/B la
degradacién de los FT E2Fs(Gray et al. 2001;
Jurado et al. 2010). La simulacidon no caracteriza
el ciclo celular para los fenotipos de la
vasculatura central y periférica, los atractores
oscilan entre una fase G1y G1/S. Sélo caracterizd
un atractor que describe la columela en estado
endorreduplicativo.

Plantas que sobre expresan localmente RBR

detienen el ciclo celular y permite la
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no expresan cambios fenotipicos. La simulacion
caracterizé la ausencia de C/Ei. La
especificacion de este tejido depende también
de la concentracion de auxinas, atributo que
este modelo no es capaz de caracterizar por
ello no es comparable con los datos
experimentales (Welch et al. 2007).

Plantas mutantes para wox5 poseen un nicho
de células troncales desorganizado con células
mads grandes comparadas con las WT. La
simulacion no caracterizé el atractor que
describe el CQ (Kong et al. 2015)(Sarkar et al.
2007)

Niveles bajos de CLE4O retaras la diferenciacion
de las células de la columela. La simulaciéon no
caracterizd los atractores que describen la

columela (Stahl et al. 2009)

Mutantes para cycd6;1 tienen menos divisiones
perciclinales. En estadios del desarrollo el
mutante muestra menos divisiones formativas
2010). la
caracterizo el atractor del CQy las C/Ei.

(Sozzani et al. simulacion  no

Mutantes para cycd3 poseen dérganos mas
pequefios con menor cantidad de células.
Niveles bajos provocan que las células se
detengan en la fase G1 (Dewitte et al. 2007;
Menges 2006; Planchais et al. 2004). En la
simulacion se obtuvieron los atractores de las
células iniciales y la vasculatura en la ZT. No se
recuperaron atractores que describieran los
fenotipos en la ZP.

Plantas con niveles reducidos de TIR1 tienen un
desarrollo afectado. Niveles bajos de SKP2A no
tienen alteraciones en su desarrollo pero
aumentan los niveles de AUXIAA (Gray et al.
2001; Salehin et al. 2015). En los atractores de
la ZP no se expresa RBR y tampoco los ARFs. Se
caracterizé un atractor similar a P.Vi pero con
la expresion de WOX5. Este fenotipo no es
evidencia

comparable  con experimental

porque  depende de  gradientes de

concentraciéon y el modelo debido a su
naturaleza discreta no puede caracterizar este
comportamiento.

La pérdida de RBR conlleva a la proliferacién de
columela

las células de Ia y evita su
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diferenciacion de los tejido en conjunto con
ARF19 (Gutierrez et al. 2002; Perilli et al. 2013).
La simulacion caracterizéd los atractores que
describen las células iniciales de la vasculatura
central, periférica y columela en fase G1 o G2 del
ciclo celular.

La sobre expresion de E2Fa produce plantas con
mayor cantidad de células. En las zonas de
elongacion produce células con ploidia de hasta
64C y retrasa la diferenciacion celular (De
Veylder et al. 2002). La simulacion caracterizd
atractores que describen la columela, el CQ vy las
C/Ei detenidos en fase G1.

E2Fb induce la transicion a la fase Sy M e inhibe
la endorreduplicacién, niveles altos de E2Fb
provocan un acortamiento del ciclo celular
(Magyar et al. 2005, 2012). Los atractores
caracterizados por la simulacion caracterizaron la
C.Prov y la P.Prov de la ZT con una variacién del
ciclo celular similar a un endociclo. Se mantienen
los atractores que describen el CQ, las C/Ei, C.Viy
P.Vi. Con el actual modelo no podemos
caracterizar el tiempo o la longitud del ciclo
celular debido a la naturaleza discreta del
modelo.

E2Fc es un inhibidor del ciclo celular, su sobre
expresion incrementa el tamafio de las células
porque favorece la endorreduplicacién. La
simulacion caracteriza el tejido endodermal en
una fase G2 del ciclo celular. Ademas, los
atractores ciclicos que describen la vasculatura
central y periférica en la ZP tienen al nodo auxina
y CK con valores igual a 1y el nodo SHY2 un valor
igual a 0. Los atractores de la ZT también tienen
el nodo SHY2 con valor igual a 0. La adquisiciéon
de los fenotipos de la ZP dependen de
concentraciones de auxinas y es por eso que se
puede comparar parcialmente con los datos
experimentales (del Pozo et al. 2002, 2006, 2007,
Jurado et al. 2010).

La sobre expresién de E2Fe reduce la cantidad de
células en estado endorreduplicativo y disminuye
la ploidia. La simulacién caracterizo los atractores
de la ZT en una fase G2/M del ciclo celular y en
estado endorreduplicativo. Los atractores que
describen laa células iniciales caracterizaron una
fase G1 del ciclo celular.

(Lammens et al. 2008; Vlieghe et al. 2005).
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diferenciacion terminal, asi mismo induce las
divisiones asimétricas de las C/Ei (Gaillochet &
Lohmann 2015). La simulacion caracterizé los
atractores que describen la vasculatura central
con ciclos celulares completos y se caracterizd
también el atractor para la endodermis en la
ZT.

En plantas mutantes e2fa, se sobre expresan
CC5S2A1 y CC5S2A2, se observa una salida
prematura de la fase proliferativa (De Veylder
et al. 2002; Magyar et al. 2012). La mayoria de
los atractores estdn detenidos en una fase GAP
similar a una G2.

La represion de E2Fb resulta en el cambio de la
progresion del ciclo celular a
endorreduplicacién (Kobayashi et al. 2015;
Magyar et al. 2005). La simulacién caracterizod
la pérdida de los atractores que describen la ZP
y columela 3. Pero caracterizd el atractor que
describe la endodermis en fase G1, atractor
gue no se caracteriza en la version WT del
modelo, y se mantienen los atractores para la
vasculatura en la ZP.

Niveles bajos de E2Fc provocan la sobre
expresion de CYCB1 y se obtienen plantas con
células pequefias, asi mismo, mostraron una
mayor proliferacion en hojas, meristemos y
células del periciclo. La simulacién no
caracterizo los atractores que describen la ZP y
caracterizé

la  columela. Sin embargo,

atractores con menor longitud de Ia
vasculatura en la ZT comparados con los WT.

(del Pozo et al. 2006, 2007; Jurado et al. 2010)

En plantas deficientes de E2Fe se favorece la
entrada al endociclo (Lammens et al. 2008;
Vlieghe et al. 2005). La simulacién no
caracterizo los atractores que describen la ZP
pero si los atractores que describen las células
iniciales de la columela, la C:prov y P.Prov de la
ZT en fase G1 del ciclo celular.
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Plantas que sobre expresan MYB77 exhiben
raices atrofiadas (Shin et al. 2007). La simulacion
no caracterizo los atractores de la ZP pero si los
de la ZT y células iniciales en una fase G2/M del
ciclo celular. Este resultado no es comparable
con la evidencia experimental porque es un
fenotipo multicelular no caracterizable por

nuestro modelo.

No hay datos sobre estos mutantes y el ciclo
celular. La simulacion caracterizd el CQ, las
células iniciales y las células de la columela en
diferenciacion terminal. Adicionalmente,
caracterizd dos atractores de la ZT con un
endociclo de cuatro configuraciones oscilando

entre una fase G1y G2/M.

Su sobre expresion produce células mas
pequefias y se asocia a ciclos celulares muy
activos. La simulacion caracterizd los atractores
WT con una expresion de MYB3R1/4, CDKB1;1
igual a 1 en la ZP (Ferreira et al. 2007; Richard et
al. 2001)

CDKB1;1 tiene picos maximos en la fase G2-M del
ciclo celular, su sobre expresién en conjunto con
CYCA2A

proliferativa. La

correlaciona con una alta tasa
simulaciéon  caracterizé los
atractores WT, con la diferencia que CDKB1;1
posee un valor igual a 1 en todas las
configuraciones (Boudolf et al. 2009; Magyar et
al. 2005)

Su sobreexpresién provoca la transicién del
proceso endorreduplicativo al proliferativo en
tricomas. No hay cambios significativos en la
longitud de la raiz cuando se comparan con las
WT (Imai et al. 2006). La simulacién caracterizd
los mismos atractores que los WT a diferencia de
que CYCA2;3 tuvo valor igual a 1 en los
atractores.

La sobre expresion favorece la entrada al proceso
2008). Lla

simulacion no caracterizé los atractores que

endorreduplicativo (Ren et al.

describen el CQ, las CEi, Vi y los atractores para la
ZP. Y el nodo AUX/IAA poseen un valor igual a 1
en todos los atractores.

La ganancia de funcion de APC/C favorece la
entrada al endociclo y permite que se mantenga
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En plantas mutantes para myb77 la respuesta a
auxinas se atenud y produjeron plantas mas
pequefias comparadas con las WT (Shin et al.
2007). La simulacién caracterizo los atractores
de la ZP con un ciclo celular de siete
configuraciones distintas a la simulacion WT. La
accion de la auxina es dependiente de su
concentracién y no es comparable con el
modelo.

Plantas mutantes para myb31/4 presentan
bajas concentraciones de los transcritos de los
genes involucrados en la transicién de la fase
G2/M del ciclo celular.
caracterizd los atractores de la ZP, CQ vy las

La simulacion no

células iniciales de la vasculatura central y
periférica. Los atractores de la ZT
caracterizaron el estado endorreduplicativo y
una variacién con 13 configuraciones (Haga et
al. 2011).

Bajas concentraciones de esta ciclina se
correlacionan con la entrada al endociclo o la
simulacion  no

adquisiciéon  fenotipica. La

caracterizé las células iniciales de la
vasculatura, el CQ vy los atractores de la ZP
(Ferreira et al. 2007)

La sobre expresion del alelo dominante

negativo favorece la entrada a la

endorreduplicaciéon.  La  simulacién  no
caracterizo el CQ vy las CEi. Los atractores de la
ZP tienen un ciclo celular incompleto, falta la
activacion de los elementos de la fase M del
ciclo celular (Boudolf et al. 2009).

En las mutantes se ve favorecida Ia
endorreduplicacién e incrementa los niveles de
2006).

caracterizé los atractores WT con la Unica

ploidia (Imai et al. La simulacion
diferencia de que en la ZP KRP1 posee un valor
0 y la fase G1

configuraciones.

igual a tiene mas

En plantas mutantes para krp presentan células
mas proliferativas (Cheng et al. 2013). No se
afectaron los atractores, son similares a los
WT.

Mutantes para ccs52a propicia la emergencia
de raices laterales en la porcidon de la ZP. Asi



el CQ en estado quiescente (Vanstraelen et al. mismo se observa una organizacién aberrante

2009). La simulacién caracterizd el CQ en fase G1 del CQ y promueve su proliferacién
del ciclo celular, y no los atractores que (Vanstraelen et al. 2009). La simulacion
describen la ZP. caracterizo el atractor que describe el CQ y no

aquellos de la ZP.

g. Analisis de Derrida

La prueba de Derrida se utiliza para observar el comportamiento de redes booleanas, ue., la
propiedad de mantener la expresion coordinada de distintos genes bajo perturbaciones
aleatorias. Las redes genéticas, al enfrentar una amplia variabilidad de condiciones externas,
deben presentar dos propiedades muy importantes: a) debe ser lo suficientemente robusta y
garantizar su estabilidad ante un amplio intervalo de condiciones externas y b) debe ser lo
suficientemente flexible para evolucionar y adaptarse a nuevas condiciones. Para evaluar este
comportamiento, consideramos una cantidad de pares de estados elegidos aleatoriamente x(t) y

y(t) con n genes. Para cada uno de estos pares se calcula la distancia de Hamming:

he = H(x(£),y(8)) = =¥k x:(t) @ y1(t) 2)
Ademas, se determina la distancia de Hamming después de una transicion de estado:
heyr = H(x(t + 1), y(¢ + 1)) (3)

Para todos los posibles valores de h;, los valores de h;,qse promedian sobre los pares de estados
correspondientes. Posteriormente, los valores de h; son graficados en el eje x, y el promedio h; 44
se grafica en el eje y. En esencia determina la relacion de la distancia de Hamming entre dos
estados elegidos aleatoriamente en el tiempo t al ttempot + 1: S=H (t + 1) / H (t) [en el limite
de pequenas distancias de Hamming es decir, la pendiente inicial en la curva de Derrida en la
que todos los valores de H (t + 1) se representan frente a todos los valores de H (¢
correspondientes. Si la red es caotica, las transiciones de estado tienden a aumentar la distancia
de Hamming, de modo que los valores se posicionarian por encima de la diagonal. Cuando la
red es ordenada, los puntos se ubican por debajo de la diagonal y no divergen o divergen
ligeramente. Kauffman postul6 que las redes biolégicas se ubican cerca del régimen critico, entre
el orden y el caos. Las redes ubicadas en este régimen presentan propiedades tales como una
capacidad maxima de procesamiento de la informaciéon y una combinacién entre robustez y
evolvabilidad (Nykter et al. 2008; Torres-Sosa et al. 2012). En la grafica se muestra que al
principio la curva que describe a la red dinamica de regulacion de la proliferacion y
especificacion celular esta por encima de la linea identidad, rapidamente converge hacia a ella y
posteriormente diverge (figura 14).
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Figura 14. Curva de Derrida de la red dindmica de regulacién de la proliferacion y especificacion celular. La linea verde representa
las redes booleanas aleatorias y la linea roja la red dindmica de la proliferacién y especificacién celular.
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7. Discusion

El establecimiento de cada zona en el meristemo apical de la raiz de A. thaliana sugiere la
existencia de un dinamismo autorregulado y robusto capaz de determinar la longitud de estos
mismos, el comportamiento de las células, la direccionalidad de las hormonas y establecer, a
nivel macroscopico, un campo morfogenético. La red dinamica de regulacion de la proliferacion
y especificaciéon celular nos posibilita evaluar de manera mecanicista y a nivel de sistema la
dindmica que subyace entre las hormonas auxina-citocinina, la diferenciacion y el ciclo celular en
el meristemo apical de la raiz de 4. thaliana.

En este estudio proponemos una red booleana de 32 nodos que proporciona una
explicacion de la convergencia entre las redes de regulacion genética que especifican la
diferenciacion en el RAM vy la red de regulacién que describe el ciclo celular en 4. thaliana.
Ademas, soporta que la red que regula la diferenciaciéon celular determina el estado proliferativo
de las células y, de manera contraria, la red que regula el ciclo celular afecta la accesibilidad
hacia los fenotipos celulares. Algunos elementos puntuales que afectan este dinamismo son RBR,
CYCD6;1, APC/C, KRP1, PHB, BRX, E2FCy E2Fb, referirse a la tabla 4.

Los atractores que se recuperan poseen configuraciones que corresponden a distintos
fenotipos celulares asociados al patron celular del RAM vy su estado proliferativo. El modelo
recupera 12 atractores que corresponden al CQ), C/Ei, C.Vi, P.Vi, Columela 1, 2 y 3, C.Prov de
laZPy 7ZT1, 2y 3, finalmente, P.Prov. de la ZT (tabla 3 y figura 12). La simulacion silvestre de
la red no recupera el atractor para la endodermis en ninguna zona, pero las simulaciones de la
GF de SCR, CYCD3;1, E2Fc y la PF de RBR lo hicieron, sugiriendo la existencia un asa de
retroalimentaciéon positiva para CYCD3;1 y/o E2Fc que estén mediando la proliferacion y
especificacion de este tejido a través de la supresion de RBR, mas datos deberan ser analizados y
recabados para fortalecer esta hipotesis. En adicion a la hipdtesis anterior, la presencia del
atractor para las C/Ei1 y la pérdida del atractor para la endodermis en la ZP y Z'T también esta
ligado a dos causas: 1) la naturaleza discreta del modelo no permite caracterizar los gradientes
hormonales que determinan el comportamiento de las células a lo largo del RAM como ya se ha
reportado anteriormente (Garay-Arroyo et al. 2012). Por ejemplo, la proliferacion de las células
endodermales son dependientes de la concentracion de auxinas que estan influyendo sobre los
niveles de CDKSs y por tanto, en el estado de fosforilacion de RBR que mantiene niveles bajos de
CYCD6;1 y de este modo, previene las divisiones asimétricas de las C/Ei que dan origen al
tejido del cortex y la endodermis (Miyashima & Nakajima 2011; Weimer et al. 2012). 2) la ciclina
CYCD6;! se expresa en C/El y sus niveles se van reduciendo mientras se transita hacia la ZT, el
modelo no posee reguladores que mantengan su dominio de expresion restringido de modo que
cese la accion negativa sobre RBR y se continte con el ciclo celular (Koizumi & Gallagher 2013).

En la simulacion silvestre de la red, los atractores para CQ, C/Ei y Vi se encuentran en

fase G2, lo que concuerda parcialmente a lo reportado experimentalmente donde demuestran
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que las células iniciales de la vasculatura estan predominantemente en fase G2 del ciclo celular y
el CQ, las CG/Ei se encuentran en una fase G1 muy larga y que del 13 al 25% de esta poblacién
se estan en fase S o G2 (Willemse et al. 2008). Este resultado podria estar ligado a la acciéon de
CYCD6;1, esta ciclina esta activa en los atractores de CQ) y C/Ei inhibiendo la acciéon de RBR
y, por tanto, deteniéndose en la siguiente fase Gap. Aunado a esto, no se ha detectado CYCDG6;1
en el CQ), sugiriendo la existencia de su regulacion espacial que delimite su presencia a C/Eiy la
endodermis (Sozzani et al. 2010). De modo similar, los atractores para la columela poseen
perfiles de expresion que caracterizan al proceso endorreduplicativo y proliferativo, pero no la
fase G1 de acuerdo con lo reportado en el trabajo de (Willemse et al. 2008). El estado
proliferativo de las células de la columela es dependiente de la concentraciéon de la forma activa
de la proteina RBR, concentraciones bajas de esta proteina en su forma activa conducen al
incremento de capas en la columela de células con fenotipo troncal (Wildwater et al. 2005).
Adicionalmente, los F'I's ARF10 y ARF16, en conjunto con el miRNA160, estan involucrados en
controlar las divisiones de las Ci, plantas mutantes para arf1(0/16 presentan capas adicionales de
la columela con células en estado troncal (Wang et al. 2005), ademas, han identificado otros
elementos regulatorios que controlan el comportamiento de las células de la columela, e.g., el FT
SBM relacionado con el proceso de diferenciacion de las células de la columela, y su accion esta
restringida por WOXJ5, en este mismo estudio se observd que cuando WOX) no se expresa
correctamente, el gen SMB difunde hacia toda la region de la columela (Bennett et al. 2014).
Sumado a la accién de SBM, se sabe que el FT FEZ contribuye al fenotipo mutante de arf10/16
e interesantemente, se demostr6é que no esta bajo la influencia de RBR (Bennett et al. 2014). En
nuestro modelo no incorporamos la accion de miRNA160, SBM ni FEZ, elementos regulatorios
importantes en el mantenimiento y desarrollo de la columela, ademas, no conocemos cudl es el
efecto de estos FT's sobre los elementos regulatorios del ciclo celular. Otra posibilidad, involucra
la via RBR-E2F, esta via actia de distintas maneras para promover la diferenciacion celular y la
entrada al ciclo celular o a la endorreduplicacién. En animales, la afinidad de RBR por las
proteinas E2F cambia de acuerdo al contexto celular provocando distintas respuestas
proliferativas, por un lado permitiendo grandes concentraciones de E2F para promover la
entrada a la fase S del ciclo celular, promover o mantener el estado diferenciado y proteger a las
células del proceso apoptético (Lipinski & Jacks 1999). En plantas podria estar ocurriendo un
proceso similar al que ocurre en animales y estar regulando procesos importantes durante el
desarrollo embrionario.

La inactivacion de KRPI en los atractores proliferativos podria ser consecuencia de su
regulacion negativa por las auxinas (ver reglas logicas en la seccion 6¢). En estos atractores, el
nodo AUX se sostiene activo e influye en la represion del nodo KRP1. Cabe mencionar, que la
regulacion de KRP1, ademas de sus reguladores propuestos en la seccion Sc, depende de SCF en
complejo con SKP2B y por RKP, una enzima RING-E3 (Ren et al. 2008). Interesantemente,
KRP1 posee un AuxRE y un sitio de unién E2F, lo que indicaria la falta de datos experimentales

adicionales sobre la regulacién de este importante elemento de la maquinaria del ciclo celular

54



(del Pozo & Manzano 2014; Ren et al. 2008). Del mismo modo, se encontraron secuencias
AuxRE en RBR introduciendo mayor complejidad en su regulaciéon a lo largo del ciclo celular
(del Pozo & Manzano 2014).

La ZT es descrita como una zona muy dinamica donde las concentraciones de los
elementos regulatorios de las vias de la auxina y citocinina se sobreponen (Baluska & Mancuso
2013; Kong et al. 2018a). Nuestro modelo describe esta zona con dos variaciones de
endorreduplicacion; endociclo 1 y 2, para el primer caso, el atractor caracteriza una fase G2/M
y es acompanada por oscilaciones de activacion y represion de SHY2, AUX/IAA, ARF, ARF10,
ARF5 y BRX en presencia constante de auxina, citocinina y ARRI1 (figura 13b). Este resultado,
hipotetizamos, representa la region distal de la Z'T donde las células son competentes para
retornar al ciclo celular al tener presente CYCAZ2, relacionada al estado proliferativo y
competente de las células (Burssens et al. 2000) y CYCAZ2;3, activa en el desarrollo de tricomas al
finalizar la endorreduplicacion y en tejidos que estan proliferando (Imai et al. 2006).
Adicionalmente, la presencia constante de E2Fe fortalece esta hipdtesis al estar relacionado con
el control de la periodicidad y la inhibiciéon de la endorreduplicaciéon celular, este elemento
podria estar coadyuvando a mediar la respuesta en la velocidad y direccion del crecimiento de la
raiz ante modificaciones ambientales (Mariconti et al. 2002; Vlieghe et al. 2005). El endociclo 2
por el contrario, caracteriza la regiéon proximal de la ZT al poseer la via de la citocinina activa
(CK, ARRI, SHY2 y AUX/IAA) donde se prepondera la entrada al proceso de elongacion a
través de la sucesion de diversas rondas de endorreduplicacion (figura 13b) (Kong et al. 2018a;
Verbelen et al. 2006). En este atractor los elementos RBR, E2Fa, E2Fc y E2fe oscilan (un
endociclo que flucttia entre una fase G1 y una S) e interesantemente los componentes de las vias
de la citocina permanecen activos (figura 13b y tabla 3). Asi, nuestro modelo resalta que la ZT es
una region donde las concentraciones de auxina y citocinina coexisten provocando las
oscilaciones de ARFs y AUX/IAAs. Este fenémeno permite a las células mantener una
propension a seguir dividiéndose o iniciar el proceso endorreduplicativo.

La poliploidia celular es consecuencia de la endorreduplicacion, esta a su vez, dependiendo
de las fases del ciclo celular que visite, se divide en endomitosis y endociclo (Fox & Duronio 2013). La
endomitosis presenta caracteristicas de una mitosis pero sin pasar por la citocinesis y produce
células con varios nicleos o con duplicacion de cromosomas segregados envueltos en una misma
membrana nuclear, el endociclo por otro lado, pasa por una fase S y una GAP y produce células
con varias copias cromosomicas sin segregar (Fox & Duronio 2013; Frawley & Orr-Weaver
2015). El endociclo I muestra una sucesion de activacion similar a una endomitosis, pasa por una
fase S/GAP/M muy cortas, el atractor es de 3 estados (figura 13b). Asi mismo, el endociclo 2
representa transiciones entre una fase GAP y una S, caracterizando un endociclo. Estas
diferencias en el proceso endorreduplicativo podrian tener consecuencias importantes en la
respuesta ante condiciones ambientales en la ZT. Fox et al mencionan a la endorreduplicacion
como una respuesta de adaptaciéon o amortiguamiento ante el estrés, aunque ain no se tiene

claro como actia la endorreduplicacion durante el desarrollo, ademés de contribuir al crecimiento
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de los 6rganos (Fox & Duronio 2013). Este proceso es relacionado también con la inestabilidad
cromosomica y consecuentes patologias como el cancer (Lee et al. 2009). El modelo nos brinda
una prediccion sobre la dinamica celular en la Z'T, tener claro las diferencias entre endomitosis y
endociclo en la Z'T' nos brindaria un mayor entendimiento sobre los mecanismos moleculares y la
respuesta de las redes de regulacion genética en la regulacion del crecimiento y la diferenciacion
celular. Asi mismo, poder extrapolar estos resultados a otros sistemas de estudio como la
homeostasis de los tejidos, la regeneracion celular y el desarrollo embrionario en diversos
organismos modelo (Fox & Duronio 2013; Ovrebe & Edgar 2018).
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8. Conclusiones

El formalismo de redes booleanas permite integrar gran cantidad de datos que describen
interacciones moleculares provenientes de la evidencia experimental y de analisis bioinformaticos
para abstraer y entender como la dinamica de estas intrincadas redes da lugar a los patrones de
expresion genética que representan distintos estados celulares. Su uso nos permiti6 caracterizar
cualitativamente la emergencia y mantenimiento de los patrones de expresion genética-hormonal
que dan identidad a los tejidos que conforman el meristemo apical de Arabidopsis thaliana y su
estado proliferativo, .e., entender la relacion que existe entre la diferenciacion y el ciclo celular.

El andlisis de la red dinamica de regulacion de la proliferacion y especificacion celular
agrega datos en la relacion ciclo celular y la adquisicion fenotipica al evaluar a los mutantes del
moédulo regulatorio del ciclo celular. La alteraciéon de estos elementos permite el acceso a
distintos fenotipos celulares, ¢.g., la ganancia de funcion de KRP1, E2Fc, CYCD3;1 y la pérdida
de funcion de RBR, E2Fb y CYCD6 (ver tabla 4). De manera similar, los elementos regulatorios
de la diferenciacién determinan el estado proliferativo, e.g., la ganancia de funcién de PHB,
SHR, BRX y la pérdida de funcion de AUX/IAA y WOX5 (ver tabla 4). Estos resultados
confirman la existencia de constricciones o una canalizacion a la accesibilidad de los patrones de
expresion que especifican tipos celulares y estados funcionales de las células en un sistema
morfogenético.

La red dinamica de regulacion de la proliferacion y especificacion celular modela una red
genética-hormonal regulatoria dentro de una célula, ze., es un modelo unicelular y por ello no es
posible validar completamente las alteraciones que reflejan fenotipos multicelulares o
cuantitativos, e¢.g., modificaciones en la longitud del meristemo apical y el tamafio celular como
consecuencia de la endorreduplicacion. Sin embargo, alteraciones como la de CK, AUX, PHB,
MYB3R1/4, KRP1, ARFs y AUX/IAA caracterizaron la pérdida o adicion de fenotipos
asociados a las ZP y ZT describiendo indirectamente un acortamiento o alargamiento del
meristemo apical de la raiz, de esta manera se valid6 parcialmente lo observado en la evidencia
experimental (ver tabla 4).

El modelo en la version silvestre no caracterizé todos los fenotipos esperados, la naturaleza
discreta del formalismo limit6 que se recuperara el patrén de expresion que representa a la
endodermis de la ZP y la Z'T' (ver figura 12). No obstante, la evaluaciéon de mutantes para SCR,
CYCD3;1, RBR, E2Fb y E2Fc permiti6 establecer predicciones sobre posibles asas regulatorias
entre estos elementos que estén mediando la adquisicion y mantenimiento del fenotipo
endodermal en el meristemo apical de la raiz. De manera similar, la red dindmica de regulacion
de la proliferacion y especificacion celular predijo el patréon de expresion de la endomitosis y el
endociclo celular en la ZT, dos maneras distintas de endorreduplicaciéon que podrian estar
relacionadas en la regulacion y especificacion de la orientacion y la tasa de crecimiento de la raiz

ante variaciones ambientales.
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La accesibilidad a los fenotipos celulares esta acotada por la relacion no lineal entre los
marcadores moleculares fenotipicos y las proteinas del ciclo celular. Una vez adquirido el
fenotipo celular, la célula puede transitar hacia la proliferacion o alguna variacién de
endorreduplicacion dependiendo de la presencia o ausencia de las hormonas y sus vias de
senalizaciéon. Cuando la citocinina y la auxina coexisten emerge la endomitosis y si solo la
citocinina se expresa conduce hacia el endociclo celular. El meristemo apical de la raiz de
Arabidopsis  thaliana es una estructura relativamente sencilla, no obstante, posee moddulos
regulatorios robustos y flexibles que permiten la adaptabilidad a las variaciones ambientales de
modo que se asegura su morfostasis.

La aplicacion del pensamiento sistémico y el uso de herramientas matematico-
computacionales permiten la abstraccion, representacion simbolica, la integracion de datos y la
construccion de modelos para representar, analizar y entender la fenomenologia biologica. Los
sistemas biologicos no son entes aislados, por tanto, su mantenimiento y evolucion en el tiempo
depende de la entrada y salida de energia, asi como del tipo de interacciones que estos
mantengan con su entorno. De modo que se torna importante estudiar no solo las propiedades

intrinsecas de los elementos que los componen sino también sus relaciones y su dinamica.
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9. Apéndices

a. Codigo analisis de Derrida

# Obtain the points of a Derrida curve from <numberOfStates>
# Random state transitions of <network>

# Function 1

derridaCurve <- function(network, numberOfStates)
{
points <- sapply(1:numberOfStates,function(i)
{
# sample random initial states
statel_init <- round(runif(n=length(network$genes)))
state2_init <- round(runif(n=length(network$genes)))
# calculate state transitions
statel_next <- stateTransition(network,state1_init)
state2_next <- stateTransition(network,state2_init)
# return the Hamming distances (x and y value)
return(c(sum(statel_init != state2_init),
sum(statel_next != state2_next)))
1))
# calculate the means of the y values for all possible x values,
# and normalize by the number of genes
curve <- sapply(1l:length(network$genes), function(i)
{
indices <- which(points[1,] == 1)
return(c(i,mean(points[2,indices])))
}H/length(network$genes)
# return a matrix with the x values in the first row
# and the y values in the second row
curve <- cbind(c(0,0),curve)
return(curve)
}

# Function 2
compareToRandom <- function(network)

{

# generate a random network with the same function in—degrees
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randomNetwork <- generateRandomNKNetwork(n=length(network$genes),
k=sapply(network$interactions,
function(int)length(int$input)))

# calculate the two Derrida curves

points1 <- derridaCurve(network, 10000)

points2 <- derridaCurve(randomNetwork, 10000)

# plot the diagonal

plot(c(0,1), c(0,1), type="1", xlim=c(0,1), ylim=c(0,1), xlab=expression(h[t]),
ylab=expression(h[t+ 1]), main = "Test de Derrida")

# plot the curves

lines(points1[1,], points1[2,], col="red")

lines(points2[1,], points2[2,], col="green")
}
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