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Resumen

Las hojas megaéfilas, presentes en la mayoria de las plantas vasculares, muestran en el eje
dorsoventral una polaridad abaxial-adaxial, la cual tipicamente posee una diferencia de tejidos
en cada lado permitiendo una mayor eficiencia fotosintética. Esta diferencia se genera desde el
inicio del primordio foliar en parte a una red integrada por genes, microRNAs y hormonas. En
este trabajo se construy0 la Red de Regulacion Genética de la polaridad abaxial-adaxial en el
primordio de hoja de Arabidopsis thaliana a partir de datos experimentales previamente
publicados. Se buscaron las redes booleanas que satisfacen las regulaciones de la red usando la
herramienta Griffin y se llevaron a cabo simulaciones de mutantes y analisis de robustez en las
redes booleanas encontradas. La red general obtenida consistio de 21 nodos y 47 regulaciones
de activacion e inhibicion, de las cuales 22 tienen informacion experimental suficiente para
confirmar una regulacion fisica directa. Después de una reduccion de la red se obtuvo una Red
Minima de 6 nodos con la que se encontraron 1905 redes booleanas que satisfacen sus
regulaciones y generan Unicamente a los atractores abaxial y adaxial. Dentro de estas redes, son
39 las que nos permiten entender a la mayor cantidad de mutantes conocidas y dos de ellas
obtienen la mayor robustez a perturbaciones. Estas dos redes comparten las mismas
regulaciones hipotéticas, las cuales habria que ahondar en estudios experimentales para
confirmar su existencia. A pesar de ello, la robustez obtenida fue mas baja de lo esperado para
la polaridad abaxial-adaxial, posiblemente por la reduccion que se le hizo a la red la cual elimind
nodos redundantes. Los genes y regulaciones de la Red Minima son suficientes para explicar la
generacion de polaridad abaxial-adaxial en hoja de A. thaliana pero no para explicar la robustez

vista en el sistema bioldgico.

Palabras clave: Polaridad abaxial-adaxial; primordio foliar; Arabidopsis thaliana; Modelado

de redes booleanas



1. Introduccién

1.1.  Morfologia foliar

1.1.1. Las hojas, 6rganos principales de las plantas vasculares

Las hojas megafilas o verdaderas son el principal interés de ésta tesis. Las hojas tipo megafilas,
que de ahora en adelante Ilamaré Unicamente hojas, son érganos laminares con una venacion
ramificada encargadas de funciones esenciales de las plantas como son la fotosintesis, la
respiracion y la transpiracion (Cronk, 2009; Gifford & Foster, 1989). El primer registro fosil de
una planta con hojas se encuentra en el Devonico temprano, con Eophyllophyton bellum, hace
410 millones de afios. Para el Devénico tardio las hojas ya se encontraban de forma abundante
en las floras terrestres fosilizadas hoy en dia (Beerling et al., 2001). Actualmente las megéafilas
son el tipo de hoja que todas las plantas vasculares, a excepcion del clado Lycopodiophyta,
poseen como estructura anatomica basica (Simpson, 2010).

La importancia de las hojas para las plantas se evidencia en el hecho de ser un érgano que ha
prevalecido como estructura principal en las plantas vasculares desde su aparicion, ademas de
haberse originado de manera independiente en los dos clados principales de las plantas
vasculares: Polypodiophyta y Spermatophyta (Piazza et al., 2005).

La omnipresencia de la hoja como estructura principal de la gran mayoria de las plantas llevé a
Goethe (1790) a formular la hoy llamada Teoria Foliar, donde afirma que “todo es hoja”, es
decir, todo 6rgano aéreo de una planta es en realidad una hoja modificada. En esta teoria, la
hoja es el 6rgano principal de las plantas de la que derivan todos los demas 6rganos laterales

aereos, incluyendo los 6rganos florales. Un ejemplo es el carpelo de las angiospermas el cual,



segun la hipétesis mas aceptada, es una megaesporéfila (una hoja modificada que posee

megaesporangios) que se doblo6 sobre si misma (Simpson, 2010).

1.1.2. Anatomia y desarrollo de la hoja como 6rgano dorsiventral (polaridad abaxial-adaxial)
En el caso de las plantas vasculares, una hoja tipica es plana y se conforma de tres ejes
principales: proximo-distal, centro-lateral y dorso-ventral (también Ilamado abaxial-adaxial,
aB-aD), resultado de un crecimiento diferenciado (Bowman et al., 2002; Simpson, 2010). Al
igual que el resto de los 6rganos laterales en la planta adulta, la hoja se origina del tejido del
meristemo, region caracterizada por una division celular continua e indefinida (Evert, 2006).
La formacién de la hoja comienza con la diferenciacion de algunas células del Meristemo
Apical del Tallo (SAM, por sus siglas en inglés), formando una protuberancia llamada
primordio foliar.

Durante su desarrollo, la parte superior del primordio se encuentra adyacente al meristemo y
formaré el lado adaxial (aD) de la hoja, mientras que la parte inferior del primordio producira
el lado abaxial (aB) (ver Dkhar & Pareek, 2014 para una revision de la determinacion de la
forma de una hoja y Kuhlemeier & Timmermans, 2016 para una revision exclusiva de la
determinacion de polaridad aB-aD).

Ambos lados (aD y aB) suelen diferenciarse a lo largo del desarrollo, adquiriendo distintos
tejidos celulares (Figura 1): en eudicotiledoneas el lado aD se identifica por un meséfilo en
empalizada donde hay pocos y pequefios espacios intercelulares y una epidermis con mayor
nimero de tricomas. En contraste, el lado aB tiene un mesofilo con tejido esponjoso
caracterizado por mas y mayores espacios intercelulares y una epidermis con mas estomas

(Simpson, 2010).
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Figura 1. Representacion de la polaridad aB-aD en hoja. Cada lado tiene diferentes tipos de
tejidos que en conjunto promueven una mayor eficiencia fotosintética.

En las hojas, dichas diferencias estructurales permiten una mayor captacion de luz y menor
evapotranspiracion, promoviendo que éstas sean los principales 6rganos fotosintéticos. De
manera notable, la simetria aB-aD también se encuentra en otros organos laterales de las
plantas, incluyendo 6rganos florales como los pétalos y sépalos (Eshed et al., 2001). Incluso, si
nos basamos en la Teoria Foliar, podriamos afirmar que todos los 6rganos laterales florales de
una planta (sépalos, pétalos, estambres y carpelos) poseen polaridad aB-aD, aunque algunos
desarrollen el lado aD de manera interna y el aB rodeandolo, como en el caso de los carpelos,
0 que incluso desarrollen sélo uno de los lados y se formen como 6rganos cilindricos como en

el caso de algunas hojas mutadas (Eshed et al., 1999).



Una vez que se formo la diferenciacion dorsiventral en el primordio foliar, ésta promovera un
crecimiento lateral (Qi etal., 2017), creando una hoja plana con simetria bilateral y dorsiventral.
Las hojas con simetria dorsiventral estan presentes en la mayoria de las angiospermas, con
algunas excepciones de plantas con hojas unifaciales o con cambios en el arreglo de ambos
lados (Tsukaya, 2014; Fukushima & Hasebe, 2014). Esta dominancia de la hoja bifacial indica
que la polaridad aB-aD es una caracteristica altamente estable que se ha mantenido a lo largo
de la evolucion de las angiospermas, probablemente por la eficiencia fotosintética que tiene una
hoja dorsiventral al presentar una alta superficie para la asimilacion de la luz, lo que le permite
tener un alto radio de superficie contra volumen y una menor pérdida de agua al mantener mayor

densidad de estomas en el lado aB (Kuhlemeier & Timmermans, 2016).

1.2.  Genetica foliar

En este apartado se hara una breve sintesis de la informacion referente a los genes, RNAs y
hormonas asociados al desarrollo de la polaridad aB-aD en plantas, enfocandose
especificamente en los estudios realizados en hojas de la especie modelo Arabidopsis thaliana
(Brassicaceae). Estos factores seran los que conformen la red de regulacion genética que se

modelara en este trabajo.

1.2.1. Principales agentes genéticos responsables de la polaridad aB-aD

Desde hace afios se han estudiado los factores genéticos relacionados con la polaridad aB-aD
en algunas especies de plantas, con un énfasis particular en las especies modelo A. thaliana,
Zea mays, Oryza sativa y Antirrhinum majus (Husbands et al., 2009). En el caso de A. thaliana,
los genes que se ha sugerido estan asociados al desarrollo de la polaridad aB-aD son los
pertenecientes a las familias KANADI (especificamente KAN1, KAN2, KAN3 y KAN4),

YABBY (YAB1, YAB3 y YABS5), HD-Ziplll (PHB, PHV y REV), AUXIN RESPONSE



FACTORS (ARF3 y ARF4) y ASYMMETRIC LEAVES (AS1 y AS2) (Eshed et al., 2001;
Siegfried et al., 1999; Emery et al., 2003; Pekker et al., 2005; Byrne et al., 2000; Ori et al.,
2000). Todos ellos son factores de transcripcion (FT) y en casi ninguno se ha demostrado que
haya movilidad intercelular, por lo que suponemos que su sitio de expresién es también el sitio
donde acttan (Husbands et al., 2009). La Unica excepcion es el gen REV, cuyo mRNA parece
tener movilidad intercelular (Thieme et al., 2015). Este conjunto de genes se puede dividir en
dos grupos principales dependiendo de si codifican para promover el fenotipo de células aB
(los KANADI, YABBY y ARF) o de células aD (HD-Ziplll y AS) y se ha confirmado que entre
estos dos grupos existen fuertes interacciones represivas, ademéas de regular en direccion
opuesta a un mismo conjunto de genes blanco, lo que favorece el mantenimiento de una frontera
bien delimitada entre las dos poblaciones celulares y una regulacion robusta de ambos fenotipos
(Qietal., 2017, Husbands et al., 2009; Yamaguchi et al., 2012). Se han encontrado homélogos
de casi todos los genes arriba mencionados en clados de plantas con caracteristicas basales,
incluso en plantas sin semilla (Sarojam et al., 2010) y, aunque en todas las especies de
angiospermas estudiadas mantienen un papel importante para la generacion de la polaridad aB-
aD, su contribucion y expresion en cada organo puede tener diferencias interespecificas e
incluso mé&s importancia en ciertos érganos que en otros para la misma especie (Kuhlemeier &
Timmermans, 2016; Yamada et al., 2011; Sablowski et al., 2015). Por ejemplo, en A. thaliana
todos los miembros de la familia YABBY son funcionalmente redundantes y promueven
abaxializacidn en las células que los expresan, pero el nivel de redundancia cambia dependiendo
del érgano en el que se encuentren: si se hacen mutaciones de pérdida de funcién en el gen
YABL se generan defectos considerables en 6rganos florales mientras que en hojas los defectos
son menores al haber mayor contribucion del resto de genes de la familia (Sarojam et al., 2010).
Ademas, los genes de esta familia también muestran diferentes niveles de expresion en un

mismo 6rgano (Sarojam et al., 2010) e incluso, a pesar de observarse un papel en el crecimiento



laminar en todas las especies donde se han estudiado, los genes YABBY tienen patrones de
expresion distintos entre plantas mono- y eudicotileddneas, llegando a cambiar de una
expresion restringida a células aD o bifacial en especies de la familia Poaceae (como Z. mays),
a una expresién meramente aB en especies eudicotiledoneas como A. thaliana (Yamada et al.,
2011). Otro ejemplo lo encontramos en el gen AS1y sus ortélogos, cuyas mutaciones de pérdida
de funcion no muestran un cambio fenotipico significativo en la polaridad de A. thaliana y Z.
mays, pero en A. majus, tabaco y tomate presentan fenotipos con defectos marcados en la
polaridad aB-aD (Kuhlemeier & Timmermans, 2016).

Ademas de estos genes importantes para explicar la polaridad aB-aD en hoja, se han ido
encontrando otros agentes con un papel en el desarrollo de la polaridad en érganos laterales,
habiendo hoy en dia un conjunto grande de genes (FT u otros tipos), RNAs regulatorios y
hormonas conocidos por estar implicados en el desarrollo de esta propiedad (Braybrook &
Kuhlemeier, 2010). Por otro lado, al haber una regulacion de la polaridad en niveles
transcripcionales y post-transcripcionales se incrementa la robustez de esta caracteristica (Qi et
al., 2014). Ademas, es importante no perder de vista que la polaridad aB-aD es una
caracteristica que depende no sélo de factores genéticos, también de factores ambientales (como
respuesta a sombra) o mecénicos (como la elasticidad de la pared celular (Bou-Torrent et al.,
2012; Qi etal., 2017).

A diferencia de los FT nombrados anteriormente (KAN1, KAN2, KAN3, PHB, PHV, REV,
ARF3, ARF4, AS1 y AS2), algunos agentes con actividad de regulacion post-transcripcional si
tienen movilidad intercelular, como son los miIRNA165, miRNA166 y tasiR-ARF. Esta
caracteristica permite generar un gradiente de expresion a través del 6rgano en desarrollo, con
una acumulacién predominante en la zona donde se producen (aB para los miRNA165/166, aD
para tasiR-ARF) (Chitwood et al., 2009; Husbands et al., 2015). Recientemente se ha propuesto

que estos reguladores post-transcripcionales son de los principales causantes de la expresion
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diferenciada de los genes polares, pues los genes ARF (ARF3y ARF4) y HD-Ziplll (PHB, PHV
y REV) son silenciados de manera directa por tasiR-ARF y miR165/166, respectivamente
(Allen et al., 2005; Emery et al., 2003; Li et al., 2005).

La presencia de miRNAS en la regulacion de la dorsiventralidad indica que genes de la familia
ARGONAUTE (como AGO1 y AGO10) también estan implicados: para poder silenciar al
MRNA blanco, los miRNA deben unirse a una proteina AGO y formar un complejo RISC
(RNA-Induced Silencing Complex), el cual se une a un mMRNA mediante la guia del mMiRNA 'y
genera su silenciamiento (Kidner & Martienssen, 2005).

Al ser los primordios foliares la etapa de la hoja donde varios de estos factores polares conviven,
para después expresarse Unicamente en uno u otro lado de la hoja, en la vasculatura o incluso
apagar su expresion por completo, los datos experimentales resefiados arriba sugieren que la
etapa genética importante para la formacién de la polaridad aB-aD es durante los estados
tempranos de diferenciacion del primordio foliar (Iwakawa et al., 2007).

Dada la diversidad de patrones de expresion y posible diversificacion funcional de los genes
implicados en la polaridad aB-aD en diferentes linajes de angiospermas durante la
diferenciacion de tejidos de la hoja y la expansion celular, este trabajo se limitara a estudiar los
elementos genéticos que generan el establecimiento de la polaridad aB-aD en las primeras
etapas de diferenciacion del primordio de hoja a partir del SAM, con base en la informacion

documentada en A. thaliana.

1.2.2. Sefial de Sussex: conexion entre el meristemo y la hoja

Como se explico arriba, la zona superior del primordio foliar que formaréa el lado aD de la hoja
se encuentra adyacente al SAM, mientras que las células del lado aB no tienen un contacto
directo con las células del SAM (Figura 2). Esto ha generado la hipdtesis de una sefal

proveniente del SAM que llega a los primordios de 6rganos laterales e induce su polaridad.
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Figura 2. Primordio foliar con polaridad aB-aD diferenciada. El lado aDaxial se encuentra
adyacente al meristemo y recibe la Sefial de Sussex, mientras que el lado aBaxial no tiene
contacto con el meristemo. Ambos lados se inhiben mutuamente.

A partir de esta hipétesis se han hecho experimentos donde, al separar el primordio incipiente
del meristemo se genera un primordio radializado con células tipo aB rodeandolo, e incluso se
Ilega al mismo resultado si Unicamente se hacen incisiones que separen al primordio lateral del
SAM, aun cuando éste se mantenga unido al resto de la planta (Sussex, 1951). Estos
experimentos, originalmente hechos en tallos de papa (Solanum tuberosum), han sido
recientemente reproducidos en plantas de tomate (Lycopersicon esculentum) y con nuevas
técnicas microquirurgicas usando l&ser infrarrojo, obteniendo los mismos resultados que los

experimentos realizados por Sussex en 1951 (Reinhardt et al., 2005).
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Se propone que las células que se encuentran adyacentes al meristemo reciben esta sefial,
Ilamada sefial de Sussex, y que esto activara a los factores promotores del fenotipo aD, como
son los genes de la familia HD-Ziplll. Estos a su vez inhiben a los factores promotores del
dominio aB, como los YABBY y KANADI, restringiendo su expresion a la zona del primordio
gue no esta en contacto con el meristemo. Por lo tanto, el fenotipo por defecto que se genera en
ausencia de esta sefal es el aB (Bowman et al., 2002).

Esta sefial ademas parece ser constante durante cierta ventana del desarrollo, pero requerida
Unicamente al inicio de la diferenciacion del primordio de hoja, pues al hacerse incisiones en
etapas mas tardias no se generan defectos en el establecimiento de la polaridad aB-aD
(Kuhlemeier & Timmermans, 2016).

Ya que casi ninguno de los factores de transcripcion polares, con excepcion de REV, tienen
movilidad intercelular (Husbands et al., 2009; Thieme et al., 2015), una molécula candidata
para la sefial de Sussex es la fitohormona Auxina, la cual es sintetizada principalmente en la
punta del tallo para después ser transportada de regreso al meristemo, generando una menor
concentracion de la hormona en el lado aD y mayor en el aB (Heisler et al., 2005; Qi et al.,
2014). Al tener un papel tan importante en la determinacion de la dorsiventralidad, algunos
genes implicados en el meristemo y su mantenimiento, como los del tipo KNOX, podrian
también formar parte de la generacion de polaridad en oOrganos laterales. El factor de
transcripcion SHOOT MERISTEMLESS (STM) podria ser uno de los genes implicados en
ambos fendmenos, siendo que su expresién ectopica resulta en la formacion de meristemos en

la superficie aD de 6rganos laterales (Hay et al., 2002).

1.3. Modelaje matematico

Gracias a los experimentos de alto rendimiento de secuenciacion de diferentes biomoléculas

como DNA y RNA (cDNA), estos Gltimos afios se ha recopilado una gran cantidad de
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informacidn sobre distintas moléculas en plantas incluyendo genes, proteinas, microRNAsS,
hormonas y las posibles interacciones entre ellas. Incluso se han logrado secuenciar genomas
completos de ciertas especies, incluyendo a A. thaliana (The Arabidopsis Genome Initiative,
2000). Sin embargo, esta creciente cantidad de datos disponibles nos otorga informacion escasa
sobre el funcionamiento de los organismos (La Rota et al., 2011), demostrando que dicha
informacion no es suficiente por si sola y se requieren métodos de integracion y obtencion de
datos para comprender el salto de una secuencia genética a un organismo Vvivo.

En la literatura actual de la genética molecular hay abundantes representaciones esquematicas
de posibles interacciones entre distintos genes, en el caso de la polaridad aB-aD se pueden
encontrar algunos ejemplos en los trabajos de Bowman et al. (2002), Chitwood et al. (2007),
Yamaguchi et al. (2012) y Rodriguez et al. (2013). A pesar de ser muy explicativas, las
representaciones esquematicas son meramente descriptivas, algunas veces detallando
Unicamente vias bioguimicas donde los genes interaccionan de manera jerarquica y donde el
gen que influye en el estado de otro lo hace por una Unica via. Actualmente sabemos que las
rutas bioquimicas genéticas estan acopladas a redes no jerarquicas que contienen bucles de
retroalimentacion donde un mismo gen puede afectar y ser afectado de manera ciclica, y donde
es posible que un gen influya sobre otro a través de diferentes vias (Alvarez-Buylla et al., 2008;
Azpeitia et al., 2011). Una herramienta que puede integrar esta informacién y pasar de un

estudio descriptivo a un analisis predictivo del fenémeno son los modelos matematicos.

1.3.1. Redes de Regulacion Genética

Entre los diferentes tipos de modelado matematico, los modelos de redes son una herramienta
integrativa de los elementos e interacciones que conforman a un sistema bioldgico. En
particular, las Redes de Regulacion Genética (RRG) son un tipo de modelaje de redes

conformadas por nodos, que representan genes, mRNAs, proteinas y otras moléculas que se
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vinculan entre si por aristas de activacion o inhibicion (que de ahora en adelante llamaré
regulaciones), representando transcripciones, traducciones y regulaciones transcripcionales.
Dado que los elementos de una RRG son moléculas cuya concentracion puede cambiar a lo
largo del tiempo dependiendo de sus interacciones, es importante hacer un modelo dinamico
del proceso, para lo cual, a grandes rasgos, existen dos aproximaciones: hacer un modelo
continuo o uno discreto. Los modelos continuos estan descritos usualmente con Ecuaciones
Diferenciales Ordinarias (ODEs por sus siglas en inglés), donde se formulan ecuaciones con
variables y tiempo continuos, buscando estimar pardmetros constantes en el tiempo para generar
un modelo cuyos resultados coincidan con los documentados experimentalmente (ver
Dominguez-Huttinger et al., 2013 como ejemplo de un modelo continuo usando ODES). Este
tipo de modelaje genera resultados con un alto nivel de detalle y tiene la capacidad de analizar
la dependencia del sistema hacia los parametros. Sin embargo, para poder indagar dichos
parametros se requieren datos experimentales especificos sobre las relaciones entre los
elementos, los cuales no siempre estan disponibles. Ademas, pueden ser dificiles de estudiar,
requiriendo técnicas de analisis numérico, optimizacion de parametros, entre otras cosas. Es por
ello que estos modelos estudian pocos elementos moleculares.

Los modelos discretos representan una alternativa a los obstaculos encontrados en las ODEs al
no requerir informacidn tan especifica sobre los componentes del sistema y poder soportar la
adicion de mas elementos. Pero, por lo mismo, no permiten capturar detalles del sistema
bioldgico ni se pueden observar muchos detalles de las transiciones que ocurren en el paso de
un estado inicial a uno final en el sistema (Saadatpour et al., 2013). Aunque los modelos
discretos no permiten agregar informacion detallada sobre la cinética de la activacion genética,
si nos permiten explorar la actividad en conjunto de la red de genes involucrados de manera
dinamica, facilitando la identificacion de contradicciones o huecos en los datos experimentales

que de otra manera se podrian escapar facilmente (Alvarez-Buylla et al., 2007). Con estos
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modelos se ha propuesto que la parte genética de la determinacién del tipo celular depende
principalmente de los aspectos globales de la arquitectura de la red de genes méas que de los
valores precisos de los parametros para las funciones de activacion genética o degradacion
proteica (Alvarez-Buylla et al., 2007).

Un tipo de modelaje discreto de una RRG son las Redes Booleanas, donde los nodos pueden
tomar Unicamente dos valores: 1 6 0, que representan que dicha molécula se encuentra activa o
arriba de cierto umbral (1), o inactiva o abajo de cierto umbral (0), respectivamente (por
ejemplo: en el caso de un gen, 1 representaria que el gen se esta expresando y 0 que no se
expresa). El valor de cada nodo en el tiempo t+1 se actualiza a partir del valor que tengan los
nodos que lo regulan en el tiempo actual t. A través de la actualizacion de los valores de todos
los nodos de la red se llegara a un estado (o conjunto de estados) estacionario de la red Illamado
atractor. Se ha propuesto que los valores de los nodos en un atractor representan su expresion
en la célula, por lo que cada atractor puede ser interpretado como un tipo celular (Kauffman,

19609).

1.3.2. Ventajas del uso de modelos matematico-computacionales

Como se dijo arriba, no existe una relacion directa entre el aumento en la cantidad de
informacidn molecular que se ha generado en los Ultimos afios y la comprension que tenemos
respecto al funcionamiento de los seres vivos. En los modelos matematicos-computacionales
se ha encontrado una herramienta que integra la informacién disponible y nos ayuda a entender
e incluso predecir nuevas regulaciones en el sistema de estudio. Un modelo computacional
permite hacer experimentos con pocos requerimientos de forma repetible y controlada y los
resultados obtenidos ayudan a generar hipotesis que se pueden probar en los sistemas reales y
asi facilitar una busqueda dirigida de la informacion. Aungue ya se han hecho modelajes del

desarrollo de la polaridad en érganos laterales (ver La Rota et al., 2011 para un modelo de red
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molecular de la polaridad en primordios de sépalos de A. thaliana), no se encontr6 en la
literatura disponible un intento de modelaje del establecimiento de polaridad en primordios de
hoja. Es por ello que en este trabajo se pretende modelar la RRG de la polaridad aB-aD en las
primeras etapas de diferenciacion del primordio de hoja con base en la informacién
documentada para A. thaliana, usando modelos de redes booleanas como herramienta para

explorar la dindmica de la red.

2. Objetivos

Objetivo General
Construir y analizar, usando el formalismo booleano, la Red de Regulacion Genética de la
polaridad abaxial-adaxial en el primordio de hojas de Arabidopsis thaliana a partir de datos

experimentales previamente publicados.

Objetivos particulares
Definir los genes y las relaciones de regulacion asociadas al desarrollo de la polaridad
abaxial-adaxial en primordio de hojas a partir de una revision exhaustiva de la literatura.
Buscar las redes booleanas que satisfagan las regulaciones de la red y generen los atractores
de polaridad aB y aD.
Encontrar las redes booleanas que nos permitan entender mejor el sistema por medio de
simulaciones de mutantes y analisis de robustez, contrastando sus resultados con los
documentados experimentalmente.
Averiguar si los nodos y regulaciones de la red son suficientes para explicar los aspectos

genéticos del sistema biologico.
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3. Meétodos

3.1. Formalismos de las redes booleanas

En una red booleana los nodos, que representan las variables de sistema (i.e., genes, proteinas,
hormonas, etc.), pueden tomar Unicamente dos valores: 1 é 0. Al ser modelos dinamicos, el
valor de cada nodo en una red booleana cambia con respecto al tiempo dependiendo del valor
de los nodos que lo regulan. De esta forma, el valor del nodo al tiempo t + 1 se define con la
funcion

xi(t+1) = fi (x1(0), x2(2), x3(0), ... , x(8))

donde x,(t),x,(t),x5(t),...,x,(t) son los reguladores del nodo x; y f; es la funcion
(expresion booleana) que representa a la regla légica del nodo x;, en la cual se integra la
informacion de las regulaciones hacia ese nodo. Las reglas logicas también pueden
representarse en una tabla, llamada tabla de verdad, conformada por los valores de entrada de
los reguladores del nodo x; en el tiempo t y los valores resultantes de dicho nodo en el tiempo
t+ 1. En el Cuadro 1 se muestran las 16 posibles reglas logicas, representadas en tabla de verdad
y expresion booleana, de un nodo con dos reguladores. Dado que cada nodo puede tener dos
valores, existen 2V estados posibles para una red con N nodos. Al conjunto de todos los estados
posibles de una red se le denomina espacio de estados. Los estados se representan como
un vector de unos y ceros X = (x4, x,, x3,... ,X, ) que contiene los valores que cada uno de
los nodos tienen en dicho estado. Las redes tienen diferentes tipos de estados. Aqui nos
enfocaremos en los estados atractores (ciclicos y de punto fijo) y los estados transitorios. Un

atractor se define como un estado (atractor de punto fijo) o conjunto de dos o més estados
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(atractor ciclico) que, al ser autosostenidos, una vez que la red llega a ellos se mantendra ahi.
Mientras que en los atractores de punto fijo la red se mantiene en el Gnico estado del atractor,
en los atractores ciclicos ésta se mantiene oscilando en los estados del atractor de forma
indefinida. Los estados transitorios son aquellos que la red recorre antes de alcanzar un atractor.
Finalmente, una trayectoria es el camino de estados que sigue la red a lo largo del tiempo.
Teniendo los nodos y reglas I6gicas de una red booleana se puede seguir la trayectoria, a partir
de cada uno de los estados, dentro del espacio de estados de la red a lo largo del tiempo hasta
llegar a un atractor. Todos los estados que Ileven a un atractor son su cuenca de atraccion.

Se ha propuesto que la expresion que los genes o moléculas tienen en una célula de forma
estable son atractores en una RRG, por lo que cada atractor de una RRG booleana puede ser
interpretado como un tipo celular del sistema bajo estudio (Kauffman, 1969). Trabajos recientes
de modelos basados en informacion experimental han podido confirmar dicha suposicion (por
ejemplo: Espinosa-Soto et al., 2004; Ortiz-Gutiérrez et al., 2015; Garcia-Gémez et al., 2017).
Las redes booleanas se pueden categorizar en redes sincronas o asincronas segun la formaen la
que se actualicen los valores de sus nodos. En una red sincrona todos los nodos se actualizan
simultdneamente, mientras que en una red asincrona no todos los nodos actualizan su estado al
mismo tiempo (Thomas & D’Ari, 1990). Todas las redes modeladas en este trabajo se haran
siguiendo una actualizacidn sincrona, con excepcion de algunos casos donde se hara explicito

el uso de una actualizacién asincrona.
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Cuadro 1. Reglas légicas posibles con dos reguladores. Se muestran las 16 posibles reglas I6gicas
de X para todos los posibles estados de sus reguladores Y y Z. Estas reglas I6gicas se encuentran
representadas en tablas de verdad y su respectiva expresion booleana. En las primeras dos filas de
las tablas de verdad se encuentran los posibles estados iniciales de los reguladores Y y Z, las filas
siguientes muestran los posibles resultados que puede tener X y a su derecha la expresion booleana
para dicha regla légica usando los operadores OR (| ), AND (&) y NOT (-). Para cada regla logica
se muestra el tipo de regulacién que cada nodo produce, tanto si es de signo positivo (+), negativo
(-) o ambos (+y -), como si es una regulacion funcional (F) o no-funcional (N).

Tablas de verdad Tipo de regulaciones no.
Y(t) |0 0 1 1 'Iio);‘:)rleesai:: Signo Funcionalidad ;:ggilcz
Z(t) |0 1 0 1 Y 4 Y yA

0 0 0 0 0 N N 1
0 0 0 1 Y&Z + + F F 2
0 0 1 0 Y&-Z + - F F 3
0 0 1 1 Y + F N 4
0 1 0 0 -Y&Z - + F F 5
0 1 0 1 yA + N F 6
0 1 1 0 (-Y&2Z)| (Y&-Z) |+y- +y- N N 7
X(t+1) 0 1 1 1 Y|Z + + F F 8
1 0 0 0 =Y & -Z - - F F 9
1 0 0 1 (-Y&=-2Z) | (Y&Z) | +y- +y- N N 10
1 0 1 0 -Z - N F 11
1 0 1 1 Y|-Z + - F F 12
1 1 0 0 =Y - F N 13
1 1 0 1 =Y |Z - + F F 14
1 1 1 0 =Y | -2 - - F F 15
1 1 1 1 1 N N 16
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3.2. Tipos de regulaciones

Regulacion positiva y negativa

En una RRG las regulaciones son aristas directas con signo positivo o negativo dependiendo de
si el regulador promueve o inhibe, respectivamente, la expresion del gen blanco. Para definir el
papel que tiene cada regulador se empled la regla usada por Rosenblueth y colaboradores
(2014): Un nodo X regula positivamente a un nodo Y si existen valores constantes de todos los
nodos distintos a X tal que el valor de Y es el mismo que el valor de X para ambos valores de X
(siXesl Yesl;siXesO,Yes0).Porel contrario, un nodo X regula negativamente a un nodo
Y si existen valores constantes de todos los nodos distintos a X tal que el valor de Y es el
complemento del valor de X para ambos valores de X (si Xes 1,Y es0;si Xes 0, Yes1).Enel
Cuadro 1 se muestran ambos tipos de regulaciones. Si una regulacién no tiene suficiente
informacidn experimental para definir si es positiva 0 negativa se dice que es de signo

desconocido y se aceptaran ambos signos en la regla ldgica.

Regulacion funcional y no-funcional

En una regla logica generalmente se busca que todas las regulaciones sean funcionales o
bioldgicamente plausibles, lo que significa que no contiene nodos que sean irrelevantes para el
resultado de la funcion y por lo tanto dicha regla no pueda ser simplificada. Cuando esto no
ocurre y un nodo de una regla es irrelevante para su resultado se dice que la regulacion de dicho

nodo es no-funcional. En el Cuadro 1 se muestran ambos tipos de regulaciones.

Regulacion obligatoria e hipotética

En este trabajo se definio una tercera clasificacion de regulaciones dependiendo de la

informacion experimental que se haya encontrado:
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Las regulaciones obligatorias deben estar confirmadas experimentalmente como una regulacion
fisica directa, es decir, las dos moléculas involucradas se unen fisicamente. Ademas, estas
regulaciones deben estar confirmadas por analisis de mutaciones en uno de los genes, gracias a
lo cual se infiere si esta interaccion genera una regulacién positiva o negativa hacia el otro gen.
Las uniones fisicas entre dos moléculas pueden probarse experimentalmente por medio de
técnicas como el Analisis de Doble Hibrido (ver Trigg et al., 2017), la Inmunoprecipitacion de
Cromatina (ver Merelo et al., 2013 y Brandt et al., 2012) o por Co-inmunoprecipitacion (ver
Husbands et al., 2016), que permiten encontrar uniones fisicas entre dos proteinas o entre
proteinas y regiones de ADN.

El grupo de regulaciones hipotéticas incluye a aquellas que no tienen suficiente evidencia
experimental para poder confirmar su existencia; sin embargo, los resultados experimentales
sugieren una interaccion entre ambos genes. Por ejemplo, interacciones cuya Unica evidencia
se basa en el cambio de expresion de un gen B en una planta con un gen A mutado, o donde se
ha observado una union fisica (por medio de los métodos arriba mencionados) pero no se ha
confirmado que el gen A afecte la expresion del gen B por medio del andlisis de mutantes.
Una regulacion obligatoria de la red debe ser una regulacion funcional y de signo conocido (ya
sea positivo 0 negativo) en la regla légica, mientras que una regulacion hipotética puede ser
tanto funcional como no-funcional y se permite que sea una regulacién positiva, negativa o de

signo desconocido (puede ser tanto positivo como negativo) en la regla logica.

3.3. Formacion y reduccion de la RRG

Para definir el conjunto de moléculas y regulaciones involucradas en la generacién de polaridad
aB-aD se llevo a cabo una revision bibliografica exhaustiva de los numerosos articulos de
investigacion que existen en relacion al tema (ver Anexo Cuadro Al), con lo que se genero la

grafica de la red donde se representan los nodos (moléculas) y regulaciones entre nodos que la
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componen. Al conjunto de nodos y regulaciones que conforman a la grafica de la red se le
Ilamaré topologia de la red. La topologia de la red, especificamente la presencia de bucles de
retroalimentacion, definira la aparicion de propiedades dinamicas complejas en la red, como
multiestabilidad (multiples atractores de punto fijo) y oscilaciones (atractores ciclicos) (Thomas
& D’Ari, 1990).

Se redujo la red quitando nodos que, al ser eliminados, no generan una pérdida de las
propiedades dinamicas arriba nombradas (i.e. multiestabilidad y oscilaciones). Esto incluye a
nodos “output” (nodos sin ninguna regulacion obligatoria de salida) y nodos mediadores (nodos
con sélo una regulacion obligatoria de entrada y una obligatoria de salida) (Zafiudo & Albert,
2013). A la red resultante, llamada Red Reducida, se le retiraron los nodos “input” (nodos sin
ninguna regulacion de entrada, ya sea obligatoria o hipotética), terminando con una red de 6
nodos y sus regulaciones obligatorias e hipotéticas llamada Red Minima (RM).

Para definir los atractores esperados se usaron los patrones de expresion de los nodos de la RM
en ambos lados (aBaxial y aDaxial) del primordio de hoja de A. thaliana (Anexo Cuadro A2).
Para cada atractor (aB y aD) los nodos pueden tener tres posibles estados: si el gen se expresa
en dicho lado del primordio se define como prendido (1). Si no muestra expresion se define
como apagado (0). Si el gen tiene una expresion en gradiente y se expresa levemente en el lado
correspondiente al atractor a definir pero de forma minima comparada con el lado contrario, 0
si existe informacion experimental contradictoria al respecto (para un mismo lado del primordio
hay articulos que afirman su expresion y articulos que afirman la falta de expresién), se define

como indefinido (*) para dicho atractor, en el cual podra estar tanto prendido como apagado.

3.4. Andlisis manual de la red

En una red booleana pueden haber varias reglas I6gicas que satisfagan las regulaciones de un

nodo. Por ejemplo, si el nodo X es regulado por una regulacion obligatoria positiva del nodo Y
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y una regulacion hipotética de signo desconocido del nodo Z, de las 16 posibles reglas légicas
que se generan con dos reguladores, como vemos en el Cuadro 1, serian las reglas 2, 3, 4,8y
12 las que satisfacen esas dos regulaciones, siendo que la regulacion de Y, al ser obligatoria
positiva, debe ser funcional de signo positivo; y la de Z, al ser hipotética de signo desconocido,
puede ser funcional, no-funcional, de signo positivo, negativo o desconocido (como se explico
anteriormente en la seccién 3.2). Al haber varias reglas l6gicas que satisfacen las regulaciones
de un nodo, también habran varias redes booleanas que satisfagan las regulaciones de una RRG.
Por esta razon se sacaron el total de combinaciones posibles de reglas ldgicas que hay para las
regulaciones tanto obligatorias como hipotéticas de la RM y con ello saber el total de redes que
satisfacen las regulaciones documentadas experimentalmente.

Para esto, se generaron todas las posibles tablas de verdad (y su expresion booleana
correspondiente) para cada uno de los nodos de la RM mediante los siguientes pasos: para cada
nodo se obtienen todos sus posibles valores de salida partiendo de todas las combinaciones de
valores de entrada de sus reguladores (como se observa en el ejemplo de el Cuadro 1 para el
nodo X). En cada valor de salida se define el tipo de regulacion (funcional o no-funcional,
positiva 0 negativa) que genera cada regulador. De todas las posibles reglas logicas del nodo se
seleccionan aquellas donde el tipo de regulacién de cada regulador coincide con su informacion
experimental, como se hizo en el ejemplo al inicio de esta seccion.

Una vez seleccionadas las reglas logicas que cumplen con las informacion experimental de cada
nodo, se calculd el nimero de combinaciones posibles de reglas entre los nodos de la red. El
numero obtenido representa el total de redes booleanas congruentes con las regulaciones entre

los nodos de la RM. De ahora en adelante dichas redes booleanas se llamaran modelos.
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3.5. Analisis radial empleando Griffin

Debido a que en el analisis manual de la RM se encontraron mas de un millon de modelos que
cumplen con las interacciones de la topologia de la red, se decidi6 implementar el uso de Griffin
(Muiioz et al., 2018), una herramienta computacional que automatiza los pasos necesarios para
la inferencia y analisis de redes booleanas sincronas, permitiendo incluir la informacién sobre
las regulaciones entre nodos descrita arriba (i.e., regulaciones positivas, negativas, funcionales,
obligatorias, e hipotéticas), ademas de ciertas restricciones biolégicas como los atractores
esperados.

Se implement6 una estrategia de exploracion radial, en la cual se buscan las redes booleanas
que cumplan con las restricciones biologicas iniciando con una red centro compuesta
Unicamente por las regulaciones obligatorias y siguiendo con combinaciones de regulaciones
hipotéticas agregadas a la red centro, hasta llegar al total de regulaciones hipotéticas deseado
(ver mas detalles en Resultados). Para esto se corrio en Griffin un codigo donde se indican los
nodos de la red, las interacciones obligatorias e hipotéticas entre ellos, los atractores esperados
y se determiné como cuatro el maximo numero de regulaciones hipotéticas que se permiten en
los modelos. ElI cddigo implementado se  encuentra  disponible  en:

https://github.com/marianayuste/Polaridad.qit

Se pueden encontrar mas detalles sobre el uso de Griffin en su pagina

(http://turing.iimas.unam.mx/griffin/index.html) o en Mufioz et al., 2018.

3.6. Simulacion de mutantes
A partir de una bisqueda en la informacion experimental disponible se definieron las mutantes
asimular y las condiciones que se deben satisfacer para poder cumplir con ellas (Anexo Cuadro

A3).
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Para simular una mutante de pérdida o ganancia de funcion de un gen en RRG booleanas se
corre lared desde todos los estados iniciales posibles, pero manteniendo el nodo del gen a mutar
siempre en el mismo estado, ya sea en 0 representando su pérdida de funcion o en 1 su ganancia.
Si los atractores obtenidos coinciden con los tipos celulares vistos en la planta mutante se dice
que ese modelo cumple con dicha mutante. Esto se llevd a cabo usando el lenguaje de
programacion Python, simulando cada una de las mutantes en cada uno de los modelos
obtenidos en la basqueda radial. Los codigos con las funciones empleadas estan disponibles en:

https://github.com/marianayuste/Polaridad.qgit archivo mutantes_sincrona.

3.7. Analisis asincrono

Al simular las mutantes de forma sincrona la mayoria de los modelos generaron atractores
ciclicos. Dado que los atractores ciclicos en redes sincronas pueden ser el resultado de artefactos
dinamicos, para eliminar aquellos atractores ciclicos formados por artefactos se llevé a cabo
una simulacion asincrona.

Se us6 un método de actualizacion asincrona general (Harvey & Bossomaier, 1997; Saadatpour
et al., 2010), donde en cada paso de tiempo se selecciona aleatoriamente un solo nodo para
actualizar su valor, todos los nodos teniendo la misma probabilidad de ser seleccionados en
cada tiempo. Para seleccionar el nodo que se actualizara en cada tiempo se usé el modulo
Random de Python (Van Rossum, 2020). Para obtener los atractores en la actualizacion
asincrona, en cada estado inicial se dejé correr la funcion durante 500 pasos de tiempo. Si se
llegaba a un estado correspondiente a un atractor obtenido en la actualizacion sincrona la
funcion se paraba y se aceptaba este estado como el atractor generado. Los codigos con las

funciones empleadas estan disponibles en: https://github.com/marianayuste/Polaridad.qgit

archivo mutantes_asincrona.
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3.8. Andlisis de robustez
Se llevaron a cabo dos andlisis de robustez en los modelos que cumplieron con la mayor

cantidad de mutantes, con el fin de verificar que dichos modelos sean robustos a perturbaciones.

Perturbacion de reglas logicas

Usando el lenguaje de programacién Python se hizo un bit flip (un cambiode 1a0 ode 0O al)
en el resultado del primer renglon de la tabla de verdad de un nodo y se corrié el modelo con
este cambio hasta obtener todos los atractores generados. Se hizo esta perturbacion a cada uno
de los renglones de las tablas de verdad de todos los nodos del modelo. Esto se llevé a cabo con
todos los modelos, reuniendo la cantidad de perturbaciones que mantuvieron sin cambios los

atractores originales, ya sea los estados de cada nodo o los tipos celulares que representan.

Comparacion con redes aleatorias

Para cada uno de los modelos se le generaron 100 redes aleatorias usando la paqueteria BoolNet
en R (Mussen et al., 2010), donde cada nodo tuviera la misma cantidad de reguladores que en
lared original. Se llevo a cabo el andlisis de perturbacion de reglas I6gicas anterior en cada una
de las redes aleatorias y se obtuvo el promedio de perturbaciones que mantuvieron sin cambios
los atractores en las 100 redes. Este promedio se comparé con el nimero de perturbaciones sin
cambios obtenido en la red original en el andlisis anterior.

El andlisis de comparacion con redes aleatorias se implement6 dos veces: con redes aleatorias
donde no se permitiera tener regulaciones no-funcionales y con redes aleatorias donde si se
permitiera. Esto se hizo cambiando el valor del argumento “nolrrelevantGenes” en la funcion

“generateRandomNKNetwork™ de BoolNet (Miissen et al., 2010).
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Los esquemas y graficas de regulacién se hicieron usando el programa Adobe Illustrator version

24.0 (https://www.adobe.com/).

Los cadigos se hicieron en el lenguaje de programacion Python version 3.8.3 (Python Software

Foundation, https://www.python.orqg).

4. Resultados

4.1. Definicion de la Red General

Se hizo una revision exhaustiva de la literatura disponible incluyendo la lectura de cientos de
articulos, de los cuales 54 abarcan la informacion necesaria para definir los genes, microRNAs
y hormonas que han sido documentados como participes en la determinacion de la polaridad
aB-aD en la hoja de A. thaliana, ademaés de las posibles regulaciones entre estas biomoléculas
(ver Anexo Cuadro Al). A lared generada con esta informacién se le llam6 Red General (Figura
3).

La Red General consiste en 21 nodos que representan genes, microRNASs y hormonas que se
encuentran relacionados entre si por 47 regulaciones. Las regulaciones se categorizaron en dos
grupos, dependiendo de la calidad de su evidencia experimental, teniendo 22 regulaciones
obligatorias y 25 regulaciones hipotéticas (ver Figura 3 y Anexo Cuadro Al). Las obligatorias
son regulaciones que cuentan con un sustento experimental sélido, mientras que el soporte
experimental de las regulaciones hipotéticas no es suficiente para confirmarlas (ver mas detalles
en Métodos).

En el caso del nodo aux, correspondiente a la fitohormona auxina, aungue las dos regulaciones

que lo afectan (de parte de KAN1 y REV) no ocurren de forma directa dado que sus proteinas
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no se unen fisicamente a la molécula de auxina, hay pruebas que indican que estos dos genes
regulan directamente a moléculas responsables de la produccion o transporte de dicha hormona,
por lo que se tomaron como regulaciones obligatorias (ver detalles en Anexo Cuadro Al).

Todos los nodos, a excepcién de miR165/166, AS1-AS2 y ZPR1-4, representan una Unica
biomolécula. El nodo miR165/166 representa a dos microRNAs, miR165 y miR166, cuyas
secuencias difieren entre si s6lo por un nucledtido y ambas cumplen las mismas funciones al
compartir las mismas secuencias blanco (Zhou et al., 2007; Merelo et al., 2016), por lo que
seran tomados como un solo nodo en este trabajo. Por su parte, aunque los genes AS1y AS2
pertenezcan a familias genéticas distintas, se ha observado que requieren unirse entre si para
regular la expresion de sus genes blanco (lwasaki et al., 2013; Kuhlemeier y Timmermans,
2016), por lo que se decidié tomar al heterodimero (aqui llamado AS1-AS2) como el nodo que
los representa en esta red. ElI nodo ZPR1-4 representa a cuatro genes de la familia LITTLE
ZIPPER (ZPR), todos los cuales codifican para proteinas que se unen e inhiben la expresion de
genes de la familia HD-Ziplll incluyendo PHB, PHV y REV y a su vez son inducidos por REV
(Wenkel et al., 2007; Reinhart et al., 2013), por lo que se decidié meter a los cuatro genes en

un mismo nodo.
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Tipo de Regulacion

Obligatoria
------ Hipotética

Signo de la Regulacién
—> Positivo

—— Negativo

Figura 3. Representacion gréfica de la Red General de la RRG de polaridad aB-aD.

Se muestran todos los nodos (genes, microRNAS y hormonas) e interacciones que tienen un papel
en la generacion de polaridad aB-aD en A. thaliana. Los nodos que representan la Red Reducida
se encuentran dentro del poligono azul. Los nodos de la Red Minima se encuentran dentro del
poligono naranja y en la Figura 4. Los nodos ovalados representan genes (ya sean factores de
transcripcion o de otro tipo), los hexagonales microRNAs y el triangular la hormona auxina. El
color de los nodos representa su expresion en el primordio de hoja: verde oscuro con expresion
aBaxial, verde claro aDaxial, azul meristematica, morado expresion en toda la hoja, gris expresion
desconocida. Las flechas de color verde representan interacciones positivas, las de color rojo y
punta plana son interacciones negativas, las grises y con terminacion en circulo son de signo
desconocido (pueden ser positivas 0 negativas). Las flechas continuas representan interacciones
obligatorias y las de lineas punteadas representan regulaciones hipotéticas. Algunas flechas surgen
de o sefialan a un rectangulo que rodea varios nodos, representando regulaciones que son
generadas o que afectan, respectivamente, a todos los nodos dentro de dicho rectdngulo. En esta
figura se observan todas las regulaciones obligatorias e hipotéticas de la Red General excepto 3
regulaciones hipotéticas que no pudieron agregarse por falta de espacio, dichas regulaciones estan
marcadas en Cuadro Al de Anexo.
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4.2. Reduccidn de la Red General y creacion de una Red Minima

Para facilitar el analisis de la red se llevaron a cabo dos reducciones de esta. La primera
reduccion consistid en descartar todos los nodos tipo “output” (nodos sin ninguna regulacion
de salida) y nodos mediadores (nodos con sélo una regulacion de entrada y una de salida) de la
Red General, tomando en cuenta Unicamente las regulaciones obligatorias, 1o que nos genero
una Red Reducida (poligono azul de la Figura 3). La segunda reduccion consistié en descartar
a todos los nodos “input” (sin ninguna regulacion de entrada) de la Red Reducida, tomando en
cuenta tanto regulaciones obligatorias como hipoteéticas, lo que nos generé una Red Minima
(poligono naranja de la Figura 3 y toda la Figura 4), con la que se trabajara el resto de los

analisis.

4.2.1. Creacion de una Red Reducida

Se decidié reducir la Red General descartando nodos que fueran dinamicamente irrelevantes,
es decir, nodos que al ser eliminados no generan una pérdida de las propiedades dindmicas
importantes de la red como multiestabilidad u oscilaciones (Zafiudo & Albert, 2013). Esto
incluye a los nodos “output” (nodos sin ninguna regulaciéon de salida) y nodos mediadores
(nodos con s6lo

una regulacion de entrada y una de salida), tomando en cuenta Unicamente las regulaciones
obligatorias. Al quitar un nodo mediador se conectd su regulacion de entrada con la que
generaba de salida, obteniendo una nueva regulacion que sera positiva 0 negativa segun el
producto de las dos originales (++ genera +, +- genera -, -- genera +).

Descartar estos nodos produce una version topoldgicamente reducida de la red pero con la que
se puede hacer una descripcién completa de su dinamica (Saadatpour et al., 2010), lo que nos
permite identificar los nodos y regulaciones esenciales para comprender la genética del

desarrollo de la polaridad en un primordio de hoja. Ademas, como se pretende identificar el
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total de modelos congruentes con las regulaciones de la topologia de la red (ver méas detalles en
la seccién 4.4: Andlisis manual de la red), el tener nodos irrelevantes para su dinamica solo
aumentara el espacio de busqueda sin darnos informacidn util. La red generada a partir de estas
reducciones, llamada Red Reducida, se puede observar en el poligono azul de la Figura 3.

El nodo YABL1 supuso un caso particular pues, pese a su irrelevancia para la dindmica de la red
al no tener ninguna regulacién obligatoria, juega un rol biolégico importante en la polaridad.
Ademas de tener una clara expresion restringida del lado aBaxial en todos los primordios de
organos laterales de A. thaliana analizados en la literatura revisada (Siegfried et al., 1999;
Eshed et al., 2001), las plantas con mutaciones en YAB1 generan fenotipos con una evidente
alteracion en la polaridad aB-aD (Kumaran et al., 2002; Bonaccoroso et al., 2012). Asimismo,
la familia de genes YABBY mantiene una expresion polar en distintos taxones de angiospermas
y se ha propuesto que dicha familia ha tenido un papel importante en la generacion de la
morfologia de las hojas planas (incluyendo la polaridad aB-aD) durante la evolucién de las
megafilas (Yamada et al., 2011). Las regulaciones confirmadas experimentalmente como
directas no son suficientes para explicar esta aparente importancia de YAB1 en la generacion de
polaridad, por lo que se decidid mantenerlo en la red para averiguar si las regulaciones que
clasificamos como hipotéticas, y que ain no han sido confirmadas directamente en laboratorio,
puedan ser el motivo de esta importancia.

De la misma forma, ARF3 parece ser un nodo “output” al no tener ninguna regulacion
obligatoria de salida, pero hay fuertes pruebas experimentales que confirman la unién directa
de ARF3 a YAB1 (Garcia et al., 2006; Trigg et al., 2017), a pesar de ser tomada como regulacion
hipotética debido a la falta de informacion respecto a si es una regulacién positiva o negativa
(Tiwari et al., 2003). Debido a ello se decidié mantener a ARF3 dentro de la Red Reducida y

asi encontrar el tipo de regulacion hacia YAB1 que apoya el modelo.
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El nodo ZPR1-4, a pesar de tener una regulacién obligatoria de salida hacia REV, dado que su
Unica regulacién de entrada es también de REV y a pesar de ser una regulacion hipoteética se
decidié tomarlo como nodo mediador y descartarlo de la red, dejando Unicamente una auto
regulacién hipotética negativa en REV.

Ademas de quitar nodos irrelevantes para la dinamica de la red, también se decidio retirar a los
nodos STM y auxina por razones bioldgicas. EI gen STM cumple un papel importante en el
mantenimiento de las células meristematicas, por lo que tiene una fuerte expresion en el
meristemo central y periférico, pero su expresion se vuelve nula en células que se comienzan a
diferenciar para formar primordios de hoja (Lynn et al., 1999). Por su parte, la hormona auxina
parece ser la principal responsable de iniciar la diferenciacién del primordio de hoja: su
acumulacién en un grupo de células del meristemo periférico impulsard un cambio en sus
programas de expresion genética, promoviendo la formacion de un primordio foliar en esa zona
y al inicio de los programas genéticos responsables del desarrollo de la hoja, incluyendo la
polaridad aB-aD (Rasty Simon, 2012; Conklin etal., 2019; Kuhlemeier, 2017; Yu etal., 2017).
Dado que el objetivo de este trabajo es modelar el establecimiento de la polaridad aB-aD en el
primordio de hoja una vez que ya ha iniciado su diferenciacion, se decidio eliminar ambos
nodos y sus regulaciones de la red. En el caso de la auxina, al ser una hormona sumamente
importante en el desarrollo de 6rganos (como se explico en la introduccidn), podria determinar
el atractor al que llegue la red. Por ello méas adelante se hara un analisis reincorporando dicha

hormona (ver seccion 4.8).

4.2.2. Creacion de una Red Minima
Para acortar la red ain mas y facilitar su analisis y la busqueda de modelos congruentes con las
regulaciones de la topologia de la red, se decidio retirar a los nodos “input” de la Red Reducida.

Esto incluye a aquellos nodos sin ninguna regulacion de entrada, ya sea obligatoria o hipotética,
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por lo que, si se conservan en la red, su valor se mantendra igual a su valor inicial a lo largo del
tiempo. A la red resultante se le llamara de ahora en adelante Red Minima (RM) (Dentro del
poligono naranja de la Figura 3 se observan los nodos que la conforman y en la Figura 4 se ve
la red resultante). La regulacion AGO1 --| AGO1 (generada al descartar el nodo mediador
miR168), al ser la Unica regulacion hacia AGO1, no permite alcanzar un atractor de punto fijo
(atractor de un solo estado) ya que dicho nodo se mantendra en un ciclo constante de prendido-
apagado. Como el modelo busca generar Unicamente atractores de punto fijo (ver siguiente
seccion) se retird dicha regulacién, convirtiendo al nodo AGO1 en un nodo “input”, por lo que

también se retird de la red.

Figura 4. Representacion gréfica de la Red Minima.

Se muestran los nodos y regulaciones de la Red Minima resultante de las dos reducciones
llevadas a cabo en la Red General y la Red Reducida. Ver la seccién 4.2. Reduccion de la Red
General y creacion de una Red Minima para mas detalles. A diferencia de la Figura 3, aqui se
muestran todas las regulaciones entre los nodos de la Red Minima, tanto obligatorias como
hipotéticas. La simbologia es la misma que en la Figura 3.
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4.3. Definicion de los atractores esperados

Como se menciond en Métodos, los atractores generados en una red booleana representan
patrones de expresion genética de los diferentes tipos celulares del sistema bajo estudio. Puesto
que el objetivo principal de este trabajo es modelar el aspecto genético del establecimiento de
la polaridad aB-aD en el primordio de hoja, se definieron los dos atractores que se esperan
generar segun los patrones de expresion que tienen los nodos de la RM en las células aBaxiales
y aDaxiales de un primordio de hoja de A. thaliana. Dichos atractores se observan en la Figura
5 donde cada nodo puede estar prendido (1) o apagado (0). Los nodos indefinidos, cuyo valor
se representa por un asterisco (*), pueden ser tanto 0 como 1 en ese atractor (debido a una
expresion minima en dicho lado comparada con el lado contrario). Los nodos indefinidos
permiten que un tipo celular (aB o aD) pueda estar representado por méas de un estado de la red.
Por ejemplo, el tipo celular aB esta correctamente representado por los estados [1, 1, 1, 1, 1, 0]
y[1,1,1,1,0, 0] (cada vector contiene los valores de los nodos de la RM siguiendo el orden
de la Figura 5), donde el nodo REV puede ser tanto 1 como 0 al ser un nodo indefinido para el
atractor aB.

La generacion de unicamente los dos atractores aB y aD sera la restriccion biologica a utilizar

para seleccionar los modelos que cumplan con las regulaciones de la red.

YAB1 | ARF3 ’“T;:S/ KAN1| REV |As1-As2

* 0 0 0 1 1
aBaxial | 1 1 1 1 * 0

Figura 5. Atractores esperados en la RM.

Se muestran los valores de cada nodo de la RM para cada atractor esperado. Si el valor de un
nodo esta representado por un asterisco (*) dicho nodo puede estar tanto prendido (1) como
apagado (0) en ese atractor.
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4.4. Anélisis manual de la red

Dado que para una misma topologia de una red pueden existir varios conjuntos de reglas légicas
que cumplen con sus regulaciones (mas detalles en Métodos), se calculé el niamero de redes
booleanas totales que satisfacen a la topologia de la RM.

Se encontré que hay mas de un millén de redes booleanas (modelos) que satisfacen las
regulaciones de la RM. Hacer un andlisis manual de esa cantidad de modelos para localizar
cuéles son los que cumplen con la restriccion bioldgica de los atractores implicaria una
inversion de tiempo enorme, por lo que se decidio implementar el uso de Griffin (Mufioz et al.,
2018), una herramienta computacional que automatiza los pasos necesarios para la inferencia 'y
analisis de redes booleanas sincronas. En particular, Griffin permite incluir la informacion
correspondiente a las regulaciones entre los nodos, ya sean conocidas o0 hipotéticas, positivas,
negativas y funcionales, ademas de ciertas restricciones bioldgicas como son los atractores
esperados. Como salida devuelve los modelos que cumplen con las restricciones incluidas

(Mufioz et al., 2018).

4.5. Analisis empleando Griffin

Para encontrar las redes booleanas que satisfagan las regulaciones de la RM y cumplan con los
atractores esperados se decidio implementar una estrategia de exploracion radial en Griffin.
En la estrategia de exploracion radial primero se genera una red de regulacién que incluye
unicamente las regulaciones obligatorias. A esta red se le llamaré centro y se dird que tiene un
radio = 0. Despues se obtendran todas las redes posibles que se generan al agregarle una Gnica
regulacion hipotética a la red centro, que seran las redes de radio = 1. Luego se generaran las
redes de radio = 2 que incluyen a todas las redes que se generan al agregar dos regulaciones

hipotéticas a la red centro, y asi sucesivamente hasta obtener las redes de radio n, donde n es el
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numero de regulaciones hipotéticas totales, o hasta generar las redes del radio especificado
(Mufioz et al., 2018).

En la Figura 6 se encuentra un ejemplo de exploracion radial usando una red de 3 nodos.

red
ejemplo

S a3\

Figura 6. Ejemplo de exploracion radial usando una red de tres nodos.

La red ejemplo se compone de tres nodos (X, Y, Z) y 6 regulaciones: 3 obligatorias (flechas
continuas) y 3 hipotéticas (flechas punteadas). Las terminacién de cada flecha representa el
signo de la regulacion: en punta para positivas, planas para negativas y en circulo para signo
desconocido (puede ser positiva 0 negativa). En la zona radial O se encuentra la red centro, que
incluye Unicamente las regulaciones obligatorias de la red ejemplo y ninguna hipotética. En
radial 1 se encuentran todas las redes posibles con una regulacién hipotética, en radial 2 con
dosy en radial 3 con tres regulaciones hipotéticas. Al haber tres regulaciones hipotéticas totales
en la red, el radio méximo al que se puede explorar es 3. En radial 3 hay dos redes posibles
debido a la regulacién de Y a Z, que es de signo desconocido, por lo que se exploran las dos
posibilidades: que sea positiva 0 negativa. Lo mismo ocurre con las redes de radial 1 y 2 en
dicha regulacion.
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La exploracién radial nos permite saber si las regulaciones obligatorias son suficientes para
obtener los atractores esperados. De no ser asi, nos permite encontrar cuantas y cuales son las
regulaciones hipotéticas que lo posibilitan. En este trabajo, siguiendo el principio de
parsimonia, los modelos que con menos regulaciones hipotéticas (menos suposiciones) logren
obtener los atractores esperados seran con los que se seguira trabajando. Una exploracion radial
en Griffin de la RM hasta radio 4 encontr6 1905 modelos que cumplen con las regulaciones
especificadas y s6lo generan los dos atractores esperados.

Los siguientes analisis se hicieron con este grupo de modelos. Como se observa en el Cuadro
2, no hay ningln modelo con cero o sélo una regulacion hipotética que logre generar
Unicamente los atractores esperados, por lo que de acuerdo a nuestros analisis, la RM requiere
de dos 0o més regulaciones hipotéticas para obtener Unicamente los dos atractores esperados.
Ninguna regulacion hipotética se comparte entre todos los modelos generados, las regulaciones
hipotéticas mas usadas fueron: REV — AS1-AS2 (incluida en 1163 modelos), ARF3 — KAN1

(865 modelos) y REV --1 KAN1 (791 modelos).

Cuadro 2. Namero de modelos que se obtienen con cada radio (hasta radio 4) a partir de la
exploracion radial en Griffin y que generan Gnicamente los dos atractores esperados.

Radio Total de modelos

0
0
14
189

A W N+ O

1702

Total 1905
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4.6. Validacion de los modelos por analisis de mutantes

Una vez reunidos todos los modelos recuperados por Griffin en la exploracion radial se
seleccionaron los que coincidieran con la mayor cantidad de informacion experimental. Para
ello se hicieron simulaciones de distintas mutantes en cada uno de los modelos, y los atractores
resultantes se compararon con los patrones de expresion genética reportados
experimentalmente. Cuando los atractores de las simulaciones de mutantes concuerdan con la
informacidn experimental se dice que dicho modelo cumple con la mutante. Se seleccionaron

los modelos que cumplieran con el mayor nimero de mutantes.

4.6.1. Mutantes a simular y definicion de las reglas de cumplimiento
Se definieron las mutantes a simular a partir de una busqueda en la informacién experimental
disponible.
Los resultados experimentales permitieron caracterizar de dos formas distintas a los mutantes
de gananciay pérdida de funcion: (1) cambios generados en la expresién de otros genes debidos
auna mutacion, y (2) pérdida o un aumento espacial de alguno de los tipos celulares en la planta
mutada (para este Ultimo se tomaron en cuenta unicamente los tipos celulares aB y aD). Con
esta informacion se decidio dividir el cumplimiento de la simulacién de una mutante en dos
tipos de reglas:
Regla de expresion: El valor de un gen cuyo nivel de expresién aumenta debido a una
mutacion debe ser 1 en todos los atractores. Si su expresion disminuye debe ser 0 en todos
los atractores.
Regla de tipo celular: El tipo celular conservado o aumentado debido a una mutacién debe
estar representado en los atractores. Si el tipo celular disminuye o se pierde por completo

debe eliminarse de los atractores.
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Se distinguid entre estos dos tipos de reglas ya que, debido a los nodos indefinidos, puede
ocurrir que la simulacion de una mutante reproduzca los cambios en la expresion de un gen no
mutado pero no los cambios de los tipos celulares o viceversa. Como se explicé en la seccién
4.3., los nodos indefinidos permiten que un mismo tipo celular pueda ser representado por mas
de un estado de la red. Por lo tanto, si una simulacién cumple con la presencia o ausencia de un
atractor, no necesariamente va a cumplir con el valor de un nodo si ese nodo es indefinido para
dicho atractor.

En el Cuadro 3 se muestran las mutantes a simular y los requerimientos para cumplir su regla
de expresion y/o de atractores. En total se simularon 14 mutantes, de las cuales 11 representan
mutaciones simples y 3 representan mutaciones dobles. Debido a la falta de informacién
experimental no todas las mutantes tienen ambas reglas. En total hay 8 reglas de expresion y

10 reglas de tipo celular.
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Cuadro 3. Mutantes a simular y sus reglas de cumplimiento.
En la columna Nodo mutado se muestra el(los) nodo(s) cuya mutacién se va a simular, ya sea
de ganancia (nodo siempre en 1) o pérdida (nodo siempre en 0) de funcion. En las dos columnas
de Reglas se muestran los requerimientos para cumplir con cada tipo de regla en dicha mutante,
ya sea obtener un valor especifico de uno o0 mas nodos en todos los atractores obtenidos (Reglas
de expresion) o cumplir con los atractores eliminados y/o conservados (Reglas de tipo celular).

aD: aDaxial, aB: aBaxial.

Nodo mutado

Reglas

de expresion

de tipo celular

YABl1=1 REV=1
ARF3 =1 -
ARF3=0 -
KAN1 =1 -
KAN1 =0 -
miR165/166 = 1 ARF3 =1

miR165/166 = 0 ARF3 =0y AS1-AS2=1

REV=1 YAB1=0

REV =0 YABl1 =1
AS1-AS2 =1 REV=1
AS1-AS2 =0 REV =0
AS1-AS2 =0y ARF3=0 YABl1 =1

KAN1=1yARF3=0 -

KANL1 =0y ARF3=0 -

se elimina aD, se conserva aB
se conservan aD y aB

se elimina aB, se conserva aD

se elimina aD, se conserva aB

se elimina aB, se conserva aD

se elimina aB, se conserva aD
se elimina aD, se conserva aB

se elimina aB, se conserva aD

se conservan aD y aB

se elimina aB, se conserva aD
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4.6.2. Simulacion de mutantes con actualizacién sincrona y asincrona

Como se explicd en Métodos, las redes booleanas se pueden categorizar en redes sincronas o
asincronas segun la forma en la que se actualicen los valores de sus nodos. En la sincronia cada
estado de la red tiene un sélo posible sucesor. René Thomas, junto con colaboradores (Thomas,
1973; Thomas & d’Ari, 1990), mostrd que esto, a pesar de darle la virtud de la simplicidad,
hace que la sincronia sea una sobresimplificacion del sistema a modelar, pues no toma en cuenta
que los genes de una red pueden requerir de tiempos distintos para sintetizar o degradar su
producto hasta que éste sobrepase un umbral donde se pueda decir que se encuentra prendido o
apagado. Ademas, la actualizacién sincrona en redes con bucles de retroalimentacion puede
generar oscilaciones entre estados, las cuales aparecen debido a la equidad en los tiempos de
actualizacion de cada nodo, generando atractores ciclicos que son artefactos del tipo de
actualizacion. Por ejemplo, supongamos un circuito donde dos nodos X y Y se inhiben
mutuamente (Figura 7). Este circuito tiene dos estados estables, 10 y 01. Sin embargo, tiene
diferentes dindmicas cuando se modela sincronamente y asincronamente. Comenzando desde
el estado 00, en una actualizacion sincrona pasariamos al estado 11, dando lugar a oscilaciones
entre estos dos estados, 00 y 11, como se observa en la imagen de enmedio de la Figura 7.
Debido a esto, se piensa que la asincronia provee de una descripcion mas realista del sistema
bioldgico al permitir que los cambios en el valor de los nodos se den de forma independiente.
Ademas, esto ocasiona que cada estado pueda tener mas de un posible sucesor, lo que elimina
los artefactos debidos a la sincronia. Aunado a esto, cuando la informacion experimental es
suficiente, la asincronia permite usar ciertos esquemas que toman en cuenta los distintos
tiempos de activacion que tiene cada gen de la red (Garcia-Gomez et al., 2017). Después de los
hallazgos de Thomas (Thomas, 1973; Thomas & d’Ari, 1990), varios trabajos como el de
Saadatpour y colegas (2010) han confirmado que la actualizacion asincrona representa mejor a

los sistemas biol6gicos.
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X(t+1) = NOT Y(t) Actualizacion Actualizacién
Y(t+1) = NOT X(t) Sincrona Asincrona

Figura 7. Ejemplo de una red de dos nodos que se inhiben mutuamente. Se representa la
dindmica del espacio de estados con una actualizacion sincrona y asincrona. Del lado izquierdo
se observa la topografia del circuito y las reglas I6gicas de cada nodo.

Al pasar el ejemplo anterior a un régimen asincrono donde solo uno de los nodos se actualiza a
cada paso de tiempo, tanto del estado 00 y 11, pasariamos al estado 01 o 10, los cuales son
estados estables, eliminando de esta forma las oscilaciones que eran un artefacto de la sincronia
(Figura 8). Tomando esto en cuenta, se hizo una primera simulacién con una actualizacion
sincrona de las 14 mutantes (Cuadro 3) en todos los modelos, obteniendo 3 modelos que
cumplieron un méaximo de 16 de las 18 reglas. De los 1905 modelos, 1879 generaron atractores
ciclicos en al menos una de sus mutantes, incluidos los 3 modelos con mas reglas cumplidas.
Se procedio a hacer la simulacion con una actualizacion asincrona y, como se tenia previsto, la
mayoria de los atractores ciclicos desaparecieron: solo 314 de los 1905 modelos generaron
atractores ciclicos en alguna de sus mutantes (1565 modelos menos que en la actualizacion
sincrona), sugiriendo que la mayoria de los atractores ciclicos generados en las simulaciones
sincronas de mutantes eran un artefacto de la sincronicidad y no un resultado de la dinamica de
la red.

Los atractores aB y aD, asi como el cumplimiento de mutantes se mantuvieron sin cambios en
todos los modelos.

Los modelos con mas mutantes cumplidas son los mismos 3 modelos anteriores, pero estos

forman parte de los modelos que aln generan atractores ciclicos en al menos una de sus
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mutantes. Dado que para todos los mutantes se debian generar atractores de punto fijo, se
prosiguio a buscar los modelos con mas mutantes cumplidas y sin atractores ciclicos.

Los que cumplen méas mutantes sin ningun atractor ciclico en ninguna de sus simulaciones son
36 modelos con 15 reglas cumplidas.

Todos los 3 modelos con 16 reglas cumplidas, pero con atractores ciclicos, comparten las
mismas 4 regulaciones hipotéticas: KAN14KAN1, REV—AS1-AS2, REV-HKAN1 vy
YAB1—KANL1.

Por su lado, de los 36 modelos con 15 reglas cumplidas y sin atractores ciclicos, 5 modelos
tienen 3 regulaciones hipotéticas y 31 modelos tienen 4. Todos tienen la regulacién hipotética
REV—AS1-AS2. Los 36 modelos representan a 16 redes de interaccion distintas, de las cuales
una también esta representada en los 3 modelos anteriormente descritos (Ver gréaficas de las
redes de interaccion en Anexo Figura Al).

Ninguno de los 39 modelos recién descritos cumplié con la regla de expresion de la mutante
simple YAB1=1. Ninguno de los 1905 modelos cumpli6 con la regla de atractores de la doble

mutante KAN1=1 ARF3=0.

4.7. Anélisis de robustez

Una caracteristica importante de las RRG es su robustez (Aldana et al., 2007). Por este motivo,
se buscd dentro de los modelos con mas mutantes cumplidas a aquellos que fueran mas robustos
a perturbaciones. Para ello se hicieron perturbaciones sistematicas a las reglas légicas de cada
nodo compilando los atractores generados.

En particular, se hicieron dos tipos de perturbaciones en cada modelo. El primero consisti6 en
modificar de forma independiente cada una de los renglones (cambiando su valor de 0 a1 o de
1 a 0 segun el caso, método llamado bit-flip) de la tabla de verdad de cada nodo del modelo y

obtener el porcentaje de aquellas que hubieran mantenido sin cambios los atractores esperados.
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El segundo consistio en generar 100 redes aleatorias con estructura similar al modelo (misma
cantidad de reguladores en cada nodo) y en cada una realizar la perturbacion arriba descrita,
comparando el promedio de porcentajes de perturbaciones sin cambios de las 100 redes
aleatorias con el porcentaje de la red original antes calculado. Estos dos analisis se realizaron
en 39 modelos: los 3 modelos con 16 reglas de mutantes cumplidas y atractores ciclicos y los
36 modelos con 15 reglas cumplidas y sin atractores ciclicos.

De estos 39 modelos, 2 tienen la mayor cantidad de perturbaciones sin cambios en el valor de
todos los nodos de sus atractores originales (33.3% de las perturbaciones). Si se comparan por
tipos celulares representados en los atractores, se obtiene que los mismos 2 modelos mantienen
los tipos celulares aB y aD en la mayor cantidad de perturbaciones (54.17% de las
perturbaciones). Esto tomando en cuenta perturbaciones que generan uno o0 mas atractores
nuevos ademas de los que representan a aB y aD. Si se toman en cuenta las perturbaciones que
mantienen unicamente estos dos tipos celulares, siguen siendo estos mismos 2 modelos los que
obtienen la mayor cantidad de perturbaciones que mantienen solamente los tipos celulares
originales (37.5% de las perturbaciones). Ambos modelos tienen una misma topologia de red,
compartiendo las mismas 4 regulaciones hipotéticas (Figura 8).

Al comparar el porcentaje de perturbaciones sin cambios que tuvo la red original de cada
modelo, aqui llamado Porcentaje del Modelo Original (PMQ), con el promedio de dichas
perturbaciones en sus 100 redes aleatorias, aqui llamado Promedio de porcentajes de las Redes
Aleatorias (PRA), se encontré que la mayoria de los modelos (32 de los 39) tienen un PMO
mayor que su PRA. El modelo con més diferencia entre estos dos porcentajes obtuvo un PMO
de 31.8% y un PRA de 18.9% (12.8 SD), habiendo una diferencia de 12.9 entre ambos
porcentajes. En el caso de los 2 modelos que obtuvieron mayor robustez en su red original,
ambos tuvieron un PMO mayor que su PRA. El analisis de comparacién con redes aleatorias se

repitié implementando una creacion de redes aleatorias donde se aceptaran regulaciones no-
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funcionales en las tablas de verdad, pues en el andlisis anterior la formula de produccion
aleatoria de redes especificaba que todas las regulaciones de todas las tablas de verdad fueran
funcionales. En el analisis de comparacion con estas redes aleatorias ningin modelo obtuvo un

PMO mayor que el PRA.

Figura 8. Representacion grafica de la red de regulacion compartida entre los dos modelos que
obtuvieron mayor robustez. La simbologia es la misma que en la Figura 3.

4.8. Reincorporacion de auxina

Para analizar la propuesta de la hormona auxina como candidata para ser la sefial de Sussex
(Heisler et al., 2005), ésta se reincorpord a la RM usando todas las regulaciones de los dos
modelos con mayor robustez como regulaciones obligatorias (Figura 8) y agregado aquellas
generadas y recibidas por el nodo auxina (aux), ya sea como obligatorias o hipotéticas
dependiendo su informacion experimental (el codigo implementado se encuentra disponible en:

https://github.com/marianayuste/Polaridad.git archivo Reintegracion de auxina). La hipotesis

de la sefial de Sussex indica que ésta proviene del meristemo y activa a los factores promotores
de los tipos celulares aD. Por ello, al reincorporar el nodo aux se esperaba generar una red con
regulaciones que permitieran obtener Unicamente al atractor aD cuando aux estuviera siempre

prendido.
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En las redes booleanas obtenidas las Unicas regulaciones generadas por aux fueron activaciones
hacia si mismo y hacia ARF3, un nodo sin regulaciones de salida en esta red (Figura 8), por lo

que no se cumplié con lo esperado.

5. Discusion

5.1. Modelaje matematico

5.1.1. Modelos congruentes con la informacién experimental disponible

En este trabajo se construyd un modelo booleano de la RRG involucrada en el desarrollo de la
polaridad aBaxial-aDaxial en primordio de hoja de A. thaliana. Para ello se revisé la
informacion experimental disponible, lo que permitié obtener una Red General conformada por
21 genes, microRNAs y hormonas que se relacionan entre si por 47 regulaciones de activacion
e inhibicion, de las cuales 22 tienen informacion experimental suficiente para confirmar una
regulacién fisica directa. Después de dos reducciones a la red, se terminé trabajando con una
Red Minima compuesta por 6 nodos, 6 regulaciones obligatorias y 16 hipotéticas. Se encontro
que son méas de un millén de redes booleanas (modelos) las que satisfacen la topologia de esta
red. Por este motivo se decidié buscar los modelos que no sélo cumplieran con la topologia de
la RM, sino que también obtuvieran los atractores que representan a los tipos celulares aB y aD.
Se encontraron un total de 1905 modelos distintos que satisfacen las regulaciones de la RM y
cuyos atractores representan a los tipos celulares aB y aD. Todos los modelos encontrados
requirieron de minimo dos regulaciones hipotéticas para obtener los atractores esperados.

Este resultado no fue inesperado: se sabe que una condicién necesaria para obtener
multiestabilidad en una red (multiples atractores de punto fijo) es la presencia de bucles de

retroalimentacion positivos en su estructura (Thomas & d’Ari, 1990). Dado que en la busqueda
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de modelos congruentes con las regulaciones de la RM se especificd que éstos generaran
Unicamente los dos atractores de punto fijo correspondientes a los tipos celulares aBaxial y
aDaxial, se tenia previsto que la red podria necesitar como minimo una interaccion hipotética
que permitiera generar otro bucle de retroalimentacidn positivo ademas del que habia entre REV
y miR165/166, pues este Ultimo genera una oscilacion que se vuelve estable entre ambos nodos,
reflejandose en un atractor ciclico debido a la actualizacion sincrona de los modelos (Thomas
& d’Ari, 1990).

Son varias regulaciones hipotéticas las que por si solas generarian un bucle positivo en la RM,
incluyendo REV-KAN1, YAB1—KAN1, AS1-AS2-4KAN1, ARF3—KANL1. Incluso al correr
modelos con s6lo una de estas regulaciones hipotéticas se generan los dos atractores esperados
(resultado no incluido). Pero agregar una sola regulacién hipotética a la RM es insuficiente,
incluso si es parte de las que generan un bucle positivo, ya que se producen otros atractores
ademas de los dos esperados. Para eliminar atractores ciclicos y poder obtener Unicamente
atractores aB y aD los modelos requieren de minimo dos regulaciones hipotéticas en la red. El
hecho de que todos los modelos hayan requerido de minimo dos regulaciones que no tienen
suficiente respaldo experimental para ser confirmadas, y que ninguna de estas regulaciones
hipotéticas formo parte de todos los modelos encontrados, sugiere que parte de esta vasta
cantidad de modelos se debe a una falta de informacidn experimental que reduzca el espacio de
redes booleanas congruentes con la RM.

AUn asi, habria que analizar con més detalle qué funciones (i.e. formar bucles) llevan a cabo
las regulaciones hipotéticas en cada uno de los modelos y si estas funciones son las mismas,
pues de ser asi la cantidad de modelos y regulaciones hipotéticas distintas se podria interpretar
como una cualidad del sistema, donde las regulaciones necesarias para producir los atractores

esperados las pueden cumplir multiples genes.
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Es importante puntualizar que estos resultados y conclusiones fueron posibles gracias a la
implementacion de Griffin (Mufioz et al., 2018), herramienta que permitio la busqueda de todos
los modelos posibles, incorporando toda la informacion disponible y ocupando una inversion

de tiempo minima.

5.1.2. Sincronia o Asincronia en modelos booleanos

Mas alld de la eliminacion de atractores ciclicos, el paso de una simulacion sincrona a una
asincrona no generd otros cambios en los atractores generados. Notemos que los atractores de
punto fijo no son modificados por la asincronia. Esto se debe a que en este tipo de atractores el
valor de todos los nodos de la red se mantiene sin cambios del tiempo t al tiempo t+1. Por lo
tanto, aunque se actualice uno, algunos o todos los nodos simultineamente, el estado se
mantendra igual a lo largo del tiempo, y este atractor se va a mantener en la red sin importar el
método de actualizacion que se utilice. Lo que si puede cambiar en atractores de punto fijo entre
distintos métodos de actualizacién es el tiempo que tarda la red en llegar a ellos y sus cuencas
de atraccion. Por este motivo todos los atractores de punto fijo producidos en la modalidad
sincrona se mantuvieron al simular los modelos con asincronia en los 1905 modelos.

Dado que los dos atractores esperados en esta red son de punto fijo, los cuales se mantienen
independientemente del tipo de actualizacion usada, la actualizacién sincrona fue la mas
apropiada para este modelo al requerir menor tiempo de blsqueda. Por lo que, a pesar de
haberse confirmado como una mejor representacion de varios sistemas bioldgicos (Saadatpour
et al., 2010), la actualizacién asincrona no fue necesaria mas que para la simulacion de
mutantes, donde se requirié de ella para mostrar que los atractores ciclicos generados eran

artefactos de la sincronia.
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5.1.3. Modelado discreto de sistemas continuos

En el modelaje de sistemas usando un enfoque binario, como es el caso en las redes booleanas,
se debe decidir en qué momento las variables se encuentran presentes o0 ausentes y por lo tanto
cuando es que el sistema deja de estar en un estado y pasa a otro (Thomas, 1973). La mayoria
de los genes con un papel en la polaridad aB-aD poseen una expresion notoriamente polar, con
una alta transcripcién en el lado que promueven y nula en el que no, lo que permite separar a
las células del primordio foliar en dos grupos discretos: aBaxial y aDaxial, y distinguir
facilmente el valor de dichos genes dependiendo de su expresion. Pero se ha observado que los
genes YAB1 y REV mantienen una expresion a ambos lados del primordio foliar en etapas
tempranas del desarrollo, para posteriormente restringirse al lado aB y aD respectivamente,
conforme éste va madurando (Eshed et al., 2001; Heisler et al., 2005). Es debido a esto que se
decidié permitir tanto la expresion como la ausencia de dichos genes en ambos atractores
esperados, generando atractores que pueden ser representados por mas de un estado de la red.
A los nodos YAB1 y REV se les llamd nodos indefinidos para el atractor aDaxial y aBaxial
respectivamente al poder ser 0 0 1 en dicho atractor, por lo tanto no son importantes para decidir
si dicho atractor se cumple o no.

Los nodos indefinidos resolvieron el problema de representar la expresion continua de un gen
de forma discreta, pero también requirieron de ajustes en las simulaciones de mutantes y los
analisis de robustez:

Dado que una misma simulacién de una mutante podria cumplir con los tipos celulares
conservados o eliminados experimentalmente, pero no con el cambio en la expresion de un gen
no mutado, se dividieron las reglas de cumplimiento de mutantes en dos tipos: reglas de
expresion, que se cumplen dependiendo del estado especifico de un nodo en los atractores
obtenidos, y reglas de atractores, que requieren gque se elimine o conserve uno o0 mas atractores

esperados para ser cumplidas.
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En los andlisis de robustez, las perturbaciones podrian generar un cambio en el valor de los
nodos en los atractores generados pero no necesariamente en el tipo celular que representan.
Por ello se distinguieron entre las perturbaciones sin cambios en los valores exactos de cada
nodo y las que mantienen a los atractores esperados sin importar que los nodos indefinidos
cambien de valor. Al momento de comparar los resultados con las redes aleatorias sélo se tomd
en cuenta el total de cambios en los valores de los nodos.

En 1866 de los 1905 modelos generados por Griffin se obtuvieron los estados tardios de cada
atractor con YAB1 apagado en el aD y REV en el aB, en donde se representa la expresion que
acaban teniendo estos dos genes en el primordio foliar después de sus primeras etapas de
desarrollo. Ademas, en 3 de las 4 simulaciones de mutantes que tienen los dos tipos de reglas
de cumplimiento, la mayoria de los modelos cumplen con ambas reglas. La excepcion es la
simulacion de ganancia de funcién de YAB1 (YAB1=1), donde la mayoria de los modelos no
cumple con ninguno de los dos resultados, esta mutante sera tratada mas a detalle en la seccion
5.3.3.

El que la distincidon de los nodos YAB1 y REV en nodos indefinidos no tenga implicaciones
importantes para la mayoria de los modelos podria reflejar que la expresion inicial de estos dos
genes en el primordio de hoja no tiene gran importancia en el papel que desempefian en la
generacion de la polaridad aB-aD, més bien su papel comienza una vez que su expresion se
encuentra de forma polar. Algo similar se observo en el trabajo de Sarojam y colaboradores
(2010) donde registraron que en plantas con pérdida de funcion de 3 o 4 genes YABBY se
producen hojas que presentan caracteristicas polares en sus primeras etapas, las cuales se
pierden conforme la hoja termina de desarrollarse, sugiriendo que los genes YABBY no tienen
un papel importante en el establecimiento inicial de la polaridad aB-aD pero si en su

mantenimiento.

51



5.2. Robustez en los modelos

En este trabajo se utilizara la definicion de robustez de Kitano (2004), explicada como una
propiedad que le permite al sistema mantener sus funciones a pesar de perturbaciones externas
o0 internas. Aqui, la robustez de un sistema no significa que se mantenga sin cambios después
de una perturbacion, sino que se mantengan ciertas funcionalidades del sistema (que en este

trabajo supone generar una polaridad aB-aD).

5.2.1. Baja robustez en los modelos analizados

La polaridad aB-aD en hojas es una caracteristica fuertemente conservada en las plantas
vasculares. Se presenta en numerosos clados (Kuhlemeier & Timmermans, 2016) y el patron
de expresion de varios de los genes que dan lugar a una lamina diferenciada polarmente suele
estar conservado al igual que sus funciones como determinantes de esta caracteristica, a pesar
de algunos tener contribuciones distintas a la morfologia final segun la especie (Husbands et
al., 2009). Ademas, se ha observado que las alteraciones generadas en la polaridad aB-aD de
una hoja produciran a su vez fuertes modificaciones en la morfologia de ésta (Yamaguchi et
al., 2012). Es por ello que se considera a la polaridad aB-aD como una caracteristica robusta y
se busca que el modelaje de este trabajo también lo sea.

Haber encontrado 1905 modelos distintos que producen Unicamente a los dos atractores
esperados sugiere que el modelaje booleano de este trabajo es robusto. Aln asi se decidio
analizar a cada uno de los modelos con mas mutantes cumplidas para identificar aquellos que
tuvieran mayor robustez. Se encontré que dos de ellos obtuvieron la mayor cantidad de
perturbaciones cuyos atractores mantuvieron los valores de los nodos sin cambios (33.3% de
las perturbaciones) y también la mayor cantidad de perturbaciones cuyos atractores
mantuvieron los tipos celulares aB y aD (37.5% de las perturbaciones generando Gnicamente a

los atractores aB y aD, 54.17% de las perturbaciones generando ademas otros atractores).
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Siguiendo la definicion de robustez arriba mencionada podemos enfocarnos en las
perturbaciones que generan atractores aB y aD, y por lo tanto mantienen la funcion del sistema,
sin importar que hayan cambios en el valor de los nodos o0 que generen atractores nuevos
diferentes a los dos deseados. A pesar de ser el porcentaje de perturbaciones mas alto (54.17%),
este sigue siendo menor a la robustez que esperariamos encontrar en un modelo de polaridad
aB-aD, en especial si lo comparamos con la encontrada en otros modelos de redes bioldgicas
(Sanchez-Corrales et al., 2010; Ortiz-Gutiérrez et al., 2015).

Esta baja robustez podria deberse a las reducciones que se hicieron en la Red General, donde
se eliminaron varios genes cuyas funciones parecen ser redundantes, principalmente con genes
de su misma familia génica. Esta redundancia de funciones se ha observado en familias de los
genes KANADI (Eshed et al., 2001; Eshed et al., 2004), ARF3 y ARF4 (Pekker et al., 2005), la
familia de los genes PHB, PHV y REV llamada HD-Ziplll (Emery et al., 2003) y YABBY
(Siegfried et al., 1999; Kumaran et al., 2002). Por lo tanto, descartar estos nodos de la red
reduce la redundancia de funciones entre sus elementos, la cual se considera uno de los
principales mecanismos que promueven la robustez de un sistema (Kitano, 2004).

En varios trabajos previos se ha documentado que varios modelos distintos generan resultados
congruentes con la informacion experimental, pero la robustez a perturbaciones es mayor en
modelos cuyas estructuras (como bucles de retroalimentacion) se conforman por un mayor
namero de componentes comparado con los modelos con menos componentes conformando
estas mismas estructuras. Ejemplos de dichos estudios son el de Morohashi y colaboradores
(2002), donde estudian la regulacion del ciclo celular en embriones de Xenopus; o el estudio de
Benitez y Alvarez-Buylla (2010) donde analizan modelos de la RRG involucrada en el patron
de tricomas en la epidermis de A. thaliana.

De igual manera, en el presente trabajo al reducir la Red General a una RM de 6 nodos se logran

generar los dos tipos celulares congruentes con la informacion experimental, pero se genera un
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modelo mas fragil a perturbaciones. Por lo tanto parece que la RM esta conformada por los
genes que componen al nucleo de la red responsable de la polaridad aB-aD, pero no son

suficientes para entender la robustez vista en el sistema biol6gico bajo estudio.

5.2.2. Regulaciones no-funcionales en las redes aleatorias

En la comparacién con redes aleatorias donde no se permitieron regulaciones no-funcionales,
todos los modelos analizados obtuvieron una mayor robustez que la de sus redes aleatorias. En
cambio, al generar redes aleatorias donde se permitieron regulaciones no-funcionales se obtuvo
lo contrario: ningiin modelo obtuvo mayor robustez que el promedio de sus redes aleatorias.
Todos los modelos analizados de redes aleatorias donde se permitian regulaciones no-
funcionales tienen uno o mas nodos cuyas regulaciones son todas no-funcionales, por lo que su
regla légica termina siendo igual a 0 6 1. Estos nodos seran llamados nodos emancipados
(nodos-ema). Se encontrd que entre mas redes aleatorias con nodos-ema tenga un modelo,
mayor sera la robustez promedio que se obtenga de sus redes aleatorias (Figura 9). Esta robustez
promedio de las redes aleatorias de un modelo esta determinada por el Promedio de porcentajes
de las Redes Aleatorias (PRA) el cual indica el promedio de perturbaciones sin cambios en las
100 redes aleatorias del modelo (Figura 9).

Para confirmar que la causa de este resultado son los nodos-ema se seleccionaron al azar 6 redes
aleatorias de diferentes modelos y en cada una se fueron convirtiendo sus nodos-ema en nodos
normales, haciendo funcionales sus regulaciones. En las 6 redes analizadas ocurrié que entre
mas nodos-ema se modificaban se iba obteniendo una robustez cada vez menor al hacer las
perturbaciones a las reglas légicas, confirmando que estos nodos son los responsables de

aumentar la robustez en las redes aleatorias.

54



* *
_48-
™
L (]
_qE-
L ] ... . &
44 ™ . o,
. .3 sede
. L
E‘u . . .
_qD-
* ™
38 1 .
™
50 55 &0 S LN 5

Redes aleatorias con nodos-ema

Figura 9. Correlacion positiva entre el total de redes aleatorias conformadas por uno o mas
nodos-ema en un modelo y el PRA que éste obtenga. Cada punto de la gréfica representa un
modelo de los 39 con més mutantes cumplidas.

Los nodos-ema aumentan la robustez de una red aleatoria ya que son pocas las alteraciones que
modificaran sus atractores. Imaginemos una red de tres nodos con puros nodos-ema con
regla=1.

Su dindmica estaria dada por:

t t+1
000 111
001 111
010 111
011 111
100 111
101 111
110 111
111 111

Como observamos, todos los estados iniciales llevan al Unico atractor posible 111. Si esta fuera

una red totalmente conectada (i.e., donde todos los nodos son reguladores de todos los nodos)
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habria 24 alteraciones bit-flips posibles. Sin embargo, las Unicas alteraciones bit-flip posibles

para generar nuevos atractores son:

t t+1
011 011
101 101

110 110

Y las Unicas alteraciones bit-flip que eliminan al atractor 111 son:

t t+l
111 011
111 101
111 110

Es decir, el 75% de las perturbaciones no generaria cambio alguno.

5.2.3. Robustez y evolvabilidad en la polaridad aB-aD

Siguiendo la discusion del punto 2.1., al ser tan comun la redundancia de funciones entre los
genes responsables de la polaridad aB-aD, y al haber una baja robustez en los modelos al
quitarles estas redundancias, parece que gran parte de la alta robustez que presenta la polaridad
aB-aD en las plantas vasculares se puede deber a la cantidad de nodos redundantes que
participan en ella. Llama la atencion que dentro de los elementos genéticos que han sido
registrados para esta red hay mucha mas redundancia entre componentes que promueven el
fenotipo aB que entre los que promueven el aD. Esto se mantiene incluso después de la
reduccion de la red, habiendo dos nodos promotores de aDaxialidad (REV y AS1-AS2)
comparados con los cuatro para aBaxialidad (YAB1, ARF3, miR165/166 y KAN1) en la RM.
Una explicacién a esto podria ser la presunta sefial de Sussex, la cual se propone proviene del
meristemo y promueve al lado aD, que a su vez inhibira a los factores promotores del dominio
aB. Al no tener este aparente apoyo externo al meristemo, los elementos del lado aB podrian

requerir de una mayor redundancia entre si para mantener una mayor robustez.
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Si vemos a las familias génicas como modulos conectados que comparten las mismas funciones
pero son heterogéneos entre si, entonces la Red General presentaria los mecanismos alternativos
que Kitano (2004) nombra como una de las caracteristicas que le dan robustez al sistema. Esta
caracteristica permite a los modelos mantener cierta robustez a perturbaciones, pero también
podria ser la responsable de la evolvabilidad que presenta la polaridad aB-aD, siendo un sistema
capaz de evolucionar si sus mutaciones pueden producir variaciones fenotipicas heredables
(Wagner, 2008). La interpretacion de las familias génicas como modulos de la red sugiere que
éstas puedan sufrir mutaciones que generen cambios en su funcion o expresion, pero al tener
una evolucion independiente del resto de los modulos, la funcién principal del sistema se
mantiene. Tal es el caso de los genes YABBY en algunos taxones como el maiz (Zea mays),
donde presentan una expresion aDaxial pero se sigue manteniendo una polaridad aB-aD
(Yamadaet al., 2011). Dado que la separacidn entre las regiones aBaxial y aDaxial parece tener
implicaciones en el establecimiento de otras caracteristicas foliares incluyendo la laminaridad
y el crecimiento lateral (Sablowski et al., 2015; Huang et al., 2014), y se ha observado que las
alteraciones en los mecanismos de establecimiento aB-aD causan modificaciones dramaticas
en la morfologia de las hojas, tales como la generacion de hojas cilindricas en ciertas
monocotiledoneas, la union del peciolo en el centro de la ldamina en las hojas peltadas o el
surgimiento de estructuras laminares ectopicas, por nombrar algunas (Yamaguchi et al., 2012;
Fukushima & Hasebe, 2014), se apoya aun mas la propuesta de que estos cambios en los
modulos de la red sean una fuente de evolvabilidad en el sistema, en este caso, el de generar
diversidad morfoldgica en las hojas.

Si suponemos que cada nodo de la RM es un representante de su familia génica y por lo tanto
constituye un médulo de la red, podriamos decir que esta modularidad se mantiene ain después

de la reduccion de lared. Posiblemente esta caracteristica sea una de las responsables de generar
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una mayor robustez en todos los modelos analizados comparada con la de sus redes aleatorias
sin regulaciones no-funcionales.

Aunque a simple vista la robustez y evolvabilidad de un sistema parecen ser antagonistas, esto
no necesariamente ocurre: un fenotipo puede ser producido por diferentes genotipos conectados
entre si por mutaciones simples, implicando cierto grado de robustez al haber mutaciones que
mantendran al mismo fenotipo, pero también implica evolvabilidad al haber numerosos
fenotipos alcanzables por mutaciones simples, distintos al original, a partir estos mismos
genotipos conectados (Wagner, 2008). Aqui saltan a la vista, una vez més, los nodos indefinidos
en los atractores esperados, los cuales producen dos genotipos distintos para cada fenotipo,

aportando a su vez robustez y evolvabilidad al sistema.

5.3. Implicaciones biol6gicas del modelo

5.3.1. Regulaciones hipotéticas

En varios estudios experimentales se ha propuesto que el establecimiento y mantenimiento de
una polaridad aB-aD en el primordio ocurre gracias a regulaciones antagonistas entre los genes
aBaxiales y aDaxiales (Bowman et al., 2002; Liu et al., 2011, Yamaguchi et al., 2012). Esto se
ve representado en la RM, donde el Gnico tipo de regulaciones obligatorias que la conforman
son represivas de nodos aB a nodos aD y viceversa. En el modelo de radio 0 conformado
Unicamente por dichas regulaciones obligatorias no se generan los atractores esperados. Esto
sugiere que la inhibicién mutua no es suficiente para generar y mantener una polaridad aB-aD.
La abundante cantidad de datos actuales parece ofrecer informacion insuficiente para poder
entender las dindmicas genéticas que subyacen a la produccién de los fenotipos, paradoja
declarada en numerosos estudios previos (véase Alvarez-Buylla et al,. 2008; La Rota et al.,
2011) y que también se ve reflejada en el presente estudio: a pesar de ser una caracteristica

bastante estudiada en A. thaliana, un organismo con numerosas mutantes analizadas,
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informacidn sobre los dominios de expresion de diversos genes (ver BAR.utoronto.ca) y cuyo

genoma ha sido secuenciado en su totalidad desde hace décadas (The Arabidopsis Genome
Initiative, 2000), la generacion de polaridad aB-aD no se logra explicar con la informacion
experimental disponible actualmente.

Fueron varias las regulaciones hipotéticas de la RM que estuvieron representadas en los
modelos encontrados con Griffin. Estos resultados pueden indicar aquellas que parecen tener
prioridad para ser estudiadas en futuros analisis experimentales. Tal es el caso de las cuatro
regulaciones mas repetidas en los 1905 modelos: REV—AS1-AS2, ARF3—KAN1, REVHKAN1
y YAB1—KAN1. Todas ellas generan bucles de retroalimentacion positivos en la RM,
condicidn necesaria para obtener multiples atractores de punto fijo (Thomas & d’Ari, 1990).
Resulta interesante que tres de estas regulaciones son activaciones entre nodos de un mismo
lado del primordio, lo cual sugiere que ademas de una mutua inhibicion entre los lados aB y
aD, también se requiere de una activacion entre genes del mismo lado para poder generar y
mantener la polaridad.

Las simulaciones de mutantes y los anélisis de robustez permitieron hacer una seleccion de los
modelos que mejor explican al sistema biologico. Los dos modelos que forman parte de
aquellos con mas mutantes cumplidas y que obtuvieron la mayor cantidad de perturbaciones sin
cambios estan conformados por cuatro regulaciones hipotéticas ademas de las obligatorias
(Figura 8 en Resultados). Dichas regulaciones hipotéticas son las mismas en ambos modelos y
dicha topologia de red no se presenta en ningun otro de los 1905 modelos totales obtenidos por
Griffin.

Dentro de las regulaciones hipotéticas se encuentran las ya mencionadas REV—ASI-AS2 y
REV-HKAN1. Las otras dos regulaciones hipotéticas son YABI—ASI-AS2 'y
KAN1-miR165/166. Las ultimas dos resultan inesperadas ya que YAB1, KAN1l vy

miRNA165/166 son moléculas con expresion aB mientras que AS1-AS2 es un gen aD. Por este
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motivo son regulaciones que se salen de la hipdtesis de inhibicion entre genes de cada lado y
activacion entre genes del mismo lado, fendbmeno que valdria la pena investigar mas a fondo.
El nodo con una mayor centralidad de grado en estos dos modelos, es decir, con la mayor
cantidad de regulaciones de entrada como de salida (Newman, 2010), es AS1-AS2. Este nodo
es también el que posee la mayor cantidad de regulaciones obligatorias tanto en la Red General
como en la RM, posiblemente debido a que representa a un dimero de dos genes distintos,
sumando la informacién disponible de ambos en un solo nodo. Aun asi podemos encontrar que
este dimero tiene una importancia biologica considerable, ya que se ha encontrado que no sélo
esta implicado en la generacion de la polaridad aB-aD, sino que también mantiene una represion
constante hacia genes KNOX durante el desarrollo del primordio, por lo que ayuda a promover
la diferenciacion del primordio foliar (Husbands et al., 2015). Estos resultados sugieren que el
dimero AS1-AS2 podria ser un blanco de la sefial de Sussex, la cual proviene del meristemo y
promueve la generacion de células aDaxiales (Sussex, 1951; Reinhardt et al., 2005).

En resumen, los resultados presentes sugieren que la mutua inhibicion entre genes de cada lado
no es suficiente para generar y mantener una polaridad aB-aD en el primordio de hoja; también
se requiere de una activacion entre genes del mismo lado. Ademas, las regulaciones hipotéticas
REV—AS1-AS2 y REV-HKAN1 son unas de las predicciones esenciales de este trabajo, al
encontrarse dentro de las regulaciones hipotéticas compartidas entre los dos modelos que mejor
explican al sistema biologico y al ser parte de las regulaciones hipotéticas més repetidas entre

todos los modelos.

5.3.2. Casos particulares: YAB1 y ARF3
A pesar de no generar regulaciones obligatorias, se decidié6 mantener en la RM a los nodos
YAB1 y ARF3 para examinar si sus regulaciones hipotéticas explican su importancia en el

sistema bioldgico.
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En el caso de YAB1, més de la mitad de los modelos obtenidos en la exploracion radial presentan
una o las dos regulaciones hipotéticas generadas por YAB1. Surge la duda de si la presencia de
las regulaciones salientes de YAB1 en la mayoria de los modelos confirma las bases bioldgicas
de éstas o si el mantener a YABL en la red hizo que dichas regulaciones fueran necesarias para
poder cumplir con sus valores esperados. El hecho de que casi la mitad de los modelos obtenidos
en la exploracion radial no presentan ninguna de las regulaciones hipotéticas generadas por
YAB1 y aln asi logran generar los dos atractores esperados, indica que dichas regulaciones no
son necesarias para obtener los valores esperados del gen y, ademéas de colocar a las dos
regulaciones hipotéticas de YAB1 como prioritarias para analizarse en laboratorio, sugiere que
la aparente importancia bioldgica que presenta en la generacion de la polaridad aB-aD se debe
a las regulaciones que genera hacia otros genes.

En particular, vale la pena analizar a detalle la regulacién de YAB1 hacia AS1-AS2, la cual
presentd informacion incongruente en la literatura disponible consultada: en un trabajo se
registré un aumento en la expresion de AS1 en plantas con un incremento en la expresion de
YAB1 (Bonnaccoroso et al., 2012), sugiriendo una regulacion positiva. Sin embargo, también
se ha registrado que en dobles mutantes yabl yab3 la expresion de AS1 y AS2 aumenta
ligeramente (Lin et al., 2003; Bonnaccoroso et al,. 2012) sugiriendo una regulacion negativa.
Ademas, en otras mutantes de la familia YABBY, incluyendo a la mutante simple yab1l, la triple
mutante yabl yab3 yab5 y la mutante cuadruple yab1 yab2 yab3 yab5, no se detectaron cambios
en la expresién de AS1 con respecto a las plantas silvestres (Bonnaccoroso et al., 2012), e
incluso hay registros donde en la doble mutante yabl yab3 no se detecta ningn cambio en los
niveles de transcripcion de AS1 (Kumaran et al., 2002).

En el trabajo de La Rota y colaboradores (2011) donde se model6 la polaridad aB-aD en
primordio de sépalo de A. thaliana, la regulacion de YAB1 a AS1 no fue mantenida en ninguna

de sus soluciones encontradas. Sin embargo, se propuso que dicha regulacién es una activacion
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que ocurre Gnicamente en las etapas tempranas del primordio de sépalo donde se ha observado
una co-expresion de ambos genes, y una vez que el primordio se sigue desarrollando dicha
regulacion deja de ocurrir, ya sea por el cambio en la expresion de los genes o por la actividad
de un tercer factor. Contrario a los resultados de La Rota y colaboradores (2011), en el trabajo
actual esta regulacion se presentd en numerosos modelos, incluyendo los dos con mayor
robustez. En todos los casos se presentd como una regulacién de activacion a pesar de haberse
definido de signo desconocido y por lo tanto tener la posibilidad de presentarse como una
inhibicién. Esto concuerda con La Rota y colaboradores (2011) y la definicion de YAB1 como
un activador por Bonnaccoroso y colaboradores (2012). La presencia de la regulacién de
activacion de YABL a AS1-AS2 podria deberse a la condicién de nodo indefinido de YABL, la
cual permite su expresion en el atractor aD, donde se encuentra activo AS1-AS2. Los resultados
de este trabajo parecen confirmar la activacion de YAB1 a AS1-AS2 e incluso respaldar la
hipdtesis de La Rota y colaboradores (2011) que sugiere que la regulacion deja de ser
importante debido al cambio en la expresién de ambos genes hacia el lado aB y aD,
respectivamente, pues al permitir la expresion de YABL1 en ambos atractores y no tener
necesariamente dicho cambio en los modelos la expresion se logra mantener.

En contraste con YAB1, el nodo ARF3 se mantuvo como nodo output en los dos modelos con
mayor robustez. Este no fue el caso para la mayoria de los modelos obtenidos, pues en 1233 de
los 1905 modelos se presentd al menos una regulacién hipotética de ARF3, pero Gnicamente
dos de dichos modelos se encontraron dentro de los que cumplieron con mas mutantes, ambos
con una baja robustez a perturbaciones. Es posible que estos resultados se deban a la ausencia
de auxina y tasiARF en la RM, los dos principales reguladores de ARF3: el aumento en los
niveles de Auxina es necesario para la activacion de los genes ARF (Tiwari et al., 2003),
mientras que el small RNA tasiR-ARF reprime post-transcripcionalmente la expresion de ARF3

(Chitwood et al., 2009). Por lo tanto, el modelaje de este trabajo no respalda las regulaciones
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que se propone genera el gen ARF3, al menos dentro de los elementos de la RM. Aln asi vale
la pena profundizar sobre el tipo de regulacidén que presenta este gen ya que los genes de la
familia ARF han sido considerados como represores que se activan en presencia de auxina
(Tiwari et al., 2003), por lo que resulta interesante que en todos los modelos donde una 0 ambas
regulaciones de signo desconocido de ARF3 estuvieron presentes, lo hicieron como
regulaciones de activacién a pesar de también tener la opcion de ser inhibitorias. De hecho, se
ha propuesto que ARF3 promueve la transcripcion de YAB1; dicha regulacion de activacion se
presento en 458 modelos, e incluso se ha anotado un sitio de unién de ARF3 en el promotor de
YABL1 (Garcia et al., 2006), pero aun no hay evidencia experimental suficiente para confirmar
que ARF3 funge como activador ademas de represor o si dicha regulacion ocurre de forma

indirecta por la represion de un tercer elemento aun desconocido.

5.3.3. Simulaciones de mutantes que no satisfacen la informacion experimental

La simulacién de la doble mutante KAN1=1y ARF3=0 requiere mantener ambos tipos celulares
aB y aD para cumplir con su regla de tipo celular, lo cual implica una contradiccion entre los
valores de los nodos mutados que se deben mantener siempre iguales (KAN1 siempre en 1,
ARF3 siempre en 0) y los valores que se requieren de dichos nodos para obtener ambos
atractores (KAN1 en 0 para aDaxial, ARF3 en 1 para aBaxial). Por lo que ninguno de los 1905
modelos cumplié con dicha simulacién. Una posible razén de esta contradiccion es que la
interpretacion que se le dio en este trabajo a la informacion experimental haya sido incorrecta.
Se ha registrado que en la mutante de pérdida de funcion de ARF3 se recuperan varias
caracteristicas de las hojas que se habian perdido en un contexto de expresion ectdpica de
KANL1, incluyendo la laminaridad (Pekker et al., 2005). Esta informacion experimental se
interpretd como una recuperacion de la polaridad aB-aD en dicha mutante, ya que la generacion

de laminaridad en las hojas requiere de la presencia de ambos lados aB y aD (Waites & Hudson,
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1995; Yamaguchi et al., 2012; Nakata & Okada, 2013). Pero, aunque la pérdida de funcién de
ARF3 recupera caracteristicas perdidas por la expresion ectopica de KAN1, no se regresa a una
hoja idéntica a la de tipo silvestre (Pekker et al., 2005). Debido a esto la interpretacion de una
recuperacion de ambos lados (aB y aD) en la mutante pudo haber sido incorrecta y haber
generando la contradiccion actual. Aun asi valdria la pena volver a analizar experimentalmente
los resultados de esta mutante ademé&s de buscar moléculas o interacciones que no estén en el
modelo actual y puedan ser las responsables de este resultado. Si la interpretacion de la
informacidn experimental es correcta, este resultado podria sugerir que KAN1y ARF3 deberian
ser nodos indefinidos al igual que YABly REV.

La simulacion de la mutante de ganancia de funcion de YABL requiere que REV se encuentre
prendido en todos los atractores para ser cumplida. Aunque esta mutante se cumplié en algunos
modelos, ninguno de los 39 modelos con mas mutantes cumplidas logro satisfacerla. Dado que
el resultado experimental de donde se origind esta simulacion muestra un aumento muy ligero
en la expresion de REV cuando YABL se expresa de forma ectdpica (Liu et al., 2011), podriamos
suponer gue este aumento no es significativamente mayor al encontrado en una planta de tipo
silvestre y por lo tanto los 39 modelos con mas mutantes cumplidas obtuvieron un resultado

correcto al no cumplir con la regla de expresion de esta simulacion.

5.3.4. Sefial de Sussex

Como se ha mencionado antes, parece haber una sefial proveniente del meristemo que promueve
la aDaxialidad en las células, mientras que aquellas que no la reciben se tornaran en células
aBaxiales (Sussex, 1951; Reinhardt et al., 2005). Se ha propuesto a la hormona Auxina como
candidata para ser esta sefial de Sussex (Heisler et al., 2005). En el intento de incorporar el nodo
aux a la RM usando las regulaciones de los dos modelos con mayor robustez se obtuvo que las

Unicas regulaciones generadas por aux fueron aquellas hacia si mismo y hacia ARF3, el cual es
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un nodo output en los dos modelos usados. Por lo tanto, la incorporacién de aux en la RM no
generd ningun cambio importante en la dinamica de la red. Aungue los resultados sugieren que
la Auxina no es la sefial de Sussex, lo mas probable es que, una vez mas, los nodos y
regulaciones que conforman a la RM descrita aqui no son suficientes para explicar al sistema
bioldgico.

El haber incluido al nodo aux con todas las regulaciones hipotéticas de la RM (y no s6lo las
obtenidas en los dos modelos mas robustos), incluso siendo un nodo input, podria haber
generado un resultado distinto. Otro posible ensayo para incluir a la auxina se podria hacer
mediante la definicion de condiciones generales. Ambos posibles analisis serian Utiles para

seguir analizando la red obtenida en el presente trabajo.

5.3.5. Limitaciones del modelo

Como ya se ha dicho, la RM presenta una fuerte limitacion al perder redundancia de funciones
entre sus elementos debido a las reducciones que la formaron. Ademas, arriba ya se ha hablado
de las ventajas y desventajas que presentan los modelos discretos (como las redes booleanas
usadas en este trabajo) sobre los modelos continuos.

Pero es importante también dejar en claro los supuestos que hace el modelo estudiado y tener
en cuenta las limitaciones que presenta:

Primero, el modelo no toma en cuenta los factores externos a la red que también estan
involucrados en la formacién de polaridad en hojas. Esto incluye factores genéticos y
moleculares que no se tomaron en la RM. Pero también factores no moleculares que se ha visto
tienen una participacién en esta caracteristica, como la elasticidad de la pared celular (Qi et al.,
2017) o respuestas a factores ambientales como la respuesta a sombra (Bou-Torrent et al.,
2012). Por ello no hay que perder de vista que las caracteristicas fenotipicas, incluyendo la

polaridad aB-aD, son reguladas a multiples escalas y no Gnicamente a nivel genético.
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Ademas, los modelos de RRG presentan varias limitaciones al ser tomados como modelos
dinamicos deterministicos. Por ejemplo, se ha visto que la actividad de varios FT es contexto-
dependiente, cosa que no es tomada en cuenta por los modelos actuales de RRG (Niklas et al.,
2015).

Al finy al cabo, no hay que perder de vista que los modelos no son la realidad, son abstracciones
de ella que, aunque nos permiten entender mejor los fendmenos estudiados, para ello deben

dejan importantes propiedades sin tomar en cuenta (Gilbert et al., 2018).

5.4. Perspectivas a futuro

Con el fin de profundizar en los resultados descritos, valdria la pena agregar a la red aquellos
nodos que se decidieron sacar en las reducciones, observando si se presentan cambios en su
robustez, en las regulaciones hipotéticas presentes y la importancia de ciertos nodos en el
sistema, particularmente de ARF3. Ademas de volver a analizar el posible papel de la Auxina
como la sefial de Sussex. También resultaria interesante analizar como se comportaria la red en
otras etapas de desarrollo de la hoja (particularmente después de que se haya establecido la
polaridad en el primordio y la mayoria de los genes de la red comienzan a reducir su expresion),
que cambios tendria en otros érganos laterales de la planta incluyendo 6rganos laminares que
no necesariamente se encuentren polarizados, como son los estambres laminares en algunas
especies del Orden Zingiberales (Almeida et al., 2015), e incluso en otras especies, incluyendo
aquellas que tienen cambios en la expresion de ciertos genes, como YAB1 y YAB5, cuya
expresion es aDaxial en algunas especies de la familia Poaceae incluyendo a Z. mays (Yamada
et al., 2011), o aquellas especies con hojas unifaciales cuya polaridad aB-aD se ve disminuida
o incluso ausente (Tsukaya, 2014). Ademas, es importante resaltar que en este trabajo se
investigd a la red genética responsable de la polaridad aB-aD sin tomar en cuenta todas las redes

genéticas que parecen interactuar con ella, incluyendo aquellas implicadas en la diferenciacién
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de tipos de tejidos en cada lado de la lamina foliar de Arabidopsis, la formacion y
mantenimiento del meristemo apical (McConnell & Barton, 1998; Bowman et al., 2002;
Reinhart et al., 2013), el crecimiento laminar (Sablowski et al., 2015), la respuesta a la sombra
(Bou-Torrent et al., 2012; Merelo et al., 2017) y otros mecanismos de crecimiento como la
morfologia del margen de la hoja (Husbands et al., 2015), el desarrollo de la vasculatura (Eshed
et al., 2001) y mecanismos de defensa (Chapman & Carrington, 2007), por citar algunos
ejemplos. Estudiar la relacion que hay entre ellas asi como la forma en la que se afectan entre

si es indispensable para un mejor entendimiento del desarrollo foliar.
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6. Conclusiones

La red presentada en este trabajo representa un primer trabajo de integracion y analisis de la
informacion experimental disponible hasta el momento sobre la red de regulacion genética
involucrada en la generacion de polaridad aBaxial-aDaxial en el primordio de hoja de A.
thaliana. Se obtuvo una red general conformada por 21 nodos (genes, microRNAS y hormonas)
y una red minima conformada por 6 nodos. Se encontraron 1905 redes booleanas que satisfacen
las regulaciones de la red minimay generan Unicamente a los atractores aBaxial y aDaxial. De
éstas, 2 redes nos permiten entender la mayor cantidad de mutantes conocidas
experimentalmente y obtienen la mayor robustez a perturbaciones. La robustez fue menor a la
esperada para un modelo de polaridad abaxial-adaxial, indicando que los genes y regulaciones
de la red minima son suficientes para explicar la generacion de polaridad abaxial-adaxial en el
primordio de hoja, pero no para aportar la robustez vista en el sistema biolégico. Los resultados
del presente trabajo sugieren que, ademas de la mutua inhibicién entre genes de cada lado del
primordio foliar, también se podria requerir de activacion entre genes del mismo lado para
generar y mantener una polaridad aB-aD. Unas de las principales predicciones esenciales de
este trabajo son las regulaciones REV—AS1-AS2 y REVHKANLI, las cuales estan presentes en
los modelos que mejor explican al sistema biologico y que ademéas forman parte de las
regulaciones hipotéticas mas repetidas. Se propone a dichas regulaciones como prioritarias para
ser estudiadas en futuros analisis experimentales. A pesar de ser la polaridad aB-aD una
caracteristica sumamente estudiada, en especial en A. thaliana, el analisis de la informacién
disponible usando herramientas integrativas como los modelos de redes dindmicas confirmé
que existen huecos en la informacion experimental actual y ésta no es suficiente para explicar
la generacidn de polaridad. Es por ello que un trabajo en conjunto de analisis experimentales y
herramientas integrativas de informacién es indispensable para poder entender a los sistemas

bioldgicos.
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Anexo

Cuadro Al, Anexo. Interacciones de la Red General y sus pruebas experimentales.

La columna Interaccion sefiala el gen causante, el signo de la interaccion ( --1 : negativa, -->
:positiva, --? : signo desconocido) y el gen blanco. La columna Tipo de Interaccion sefiala si la
interaccion forma parte del grupo de interacciones Obligatorias o Hipotéticas. En el caso de las
interacciones Obligatorias se sefiala si la interaccion es directa (el gen causante se une
fisicamente al gen blanco) o indirecta.

Interaccion

Tipo de
Interaccion

Interaccion
directa o
indirecta

Pruebas experimentales

AGO1 —|
miR165/166

Obligatoria

Interaccion
directa

mMiR165 se expresa ectopicamente en el dominio
aBaxial de plantas mutantes agol (Kidner y
Martienssen et al., 2004).

Sobreexpresion de miR165 genera un fenotipo
similar al de mutantes de pérdida de funcion agol
(Zhou et al., 2007).

Se observa coinmunoprecipitacion entre AGO1y
miR165 (Zhang et al., 2006)

AS1-AS2 —|
ARF3

Obligatoria

Interaccion
directa

Mutantes simples asl y as2 tienen una
sobreexpresion de ARF3 (lwasaki et al., 2013;
Iwakawa et al., 2007).

Mutantes con sobreexpresion de AS2 tienen una
reduccion en niveles de ARF3. AS1 se une a la
region rio arriba (upstream) de la region
codificante de ARF3. AS2 promueve la
expresion de miR390, un promotor de tasiARF,
por lo que la represion de AS1y AS2 a ARF3y
ARF4 también es indirecta. Las anormalidades
en mutantes as2 se suprimen ligeramente por la
introduccién de mutaciones en arf3 y arf4, y son
completamente suprimidas por una doble
mutacion arf3 arf4. Lo mismo con anormalidades
en mutantes asl, lo que sugiere que algunas
anormalidades en mutantes as1 y as2 son
resultado de sobreexpresion de ARF3 y ARF4
(Iwasaki et al., 2013)
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Cuadro Al, Anexo. Continuacion

AS1-AS2 —|
miR165/166

Obligatoria

Interaccion
directa

MIR155A poseé un sitio de union para AS1-
AS2, al ser eliminado se genera una expresion
ectépica de miR166. Niveles de transcripcién
de MIR166A aumentan significativamente el
mutante de pérdida de funcidn as2, ademas de
expresarse ectopicamente en la capa epidérmica
aBaxial y aDaxial del primordio de

hoja. (Husbands et al., 2015).

En expresion ectopica de AS2 hay una
reduccion en la expresion de miR165 (Ueno et
al., 2007)

AS1-AS2 —|
YAB1

Obligatoria

Interaccion
directa a
partir de
hipotesis

informada

En mutantes de pérdida de funcion de as2
aumenta la expresion de YAB1 (Luong et al.,
2018; Xu et al., 2003; Li et al., 2005; Fu et al.,
2007).

En mutantes con sobreexpresion de AS2 se
reducen los niveles de transcripcion de YAB1
(Lin et al., 2003).

Al haber una interaccién negativa directa
confirmada de AS1-AS2 a YABS5 (Husbands et
al., 2015) y al ser YAB5 un gen de la misma
familia que YABL, se conjetura que esta
interaccion directa también ocurre hacia YAB1

AS1-AS2 —|
YABS

Obligatoria

Interaccion
directa

En mutantes as1 y as2 los niveles de
transcripcion de YABS aumentan
significativamente (Husbands et al., 2015;
Luong et al., 2018; lwakawa et al., 2007)
AS1-AS2 reprime a YABS al unirse
directamente a su region promotora y guiar a
PRC2, el cual deposita una marca de represion
de cromatina y cataliza su trimetilacion
(Husbands et al., 2015).

Aux —|
Aux/1AA

Obligatoria

Interaccion
directa

El aumento en los niveles de auxina promueve
la degradacion de las proteinas Aux/IAA
(Guilfoyle & Hagen, 2007; Nemhauser, 2018)

Aux/1AA —I
ARF3

Obligatoria

Interaccion
directa

Las proteinas Aux/IAA reprimen la actividad
transcripcional de los genes de la familia ARF,
por lo que el aumento en la concentracion de
auxina promueve la activacion de ARF3 por
medio de la degradacion de Aux/IAA (Tiwari et
al., 2003; Pekker et al., 2005; Nemhauser,
2018).

El tratamiento con NPA (un inhibidor de la
transportacién de auxina) en el gineceo de una
planta tipo silvestre fenocopia al mutante de
pérdida de funcion arf3 (Pluger y Zambryski,
2004)
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KANL —|
AS1-AS2

Obligatoria

Interaccion
directa

Los niveles de AS2 se ven reducidos al inducir
a KANL1 (Reinhart et al., 2013)

Sobreexpresion de KAN1 reduce los niveles del
MRNA AS2 en hojas y tallos. Pérdida de
funciéon de KANL tiene una expresion ectopica
de AS2 en lados abaxial y adaxial del primordio
de hoja. KANL es un represor directo de AS2
(Wu et al., 2008).

KANL —]
aux

Obligatoria

Interaccion
indirecta

KANL1 reprime directamente varios genes
involucrados en el transporte y sefializacion de
auxina como PIN4 y FLS2 (Huang et al., 2014)
Embriones con expresion ectopica de KAN1
tienen una disminucion en PIN1 y DR5rev, dos
elementos necesarios para el transporte
intercelular y la respuesta a auxina
respectivamente (lllegems et al., 2010)
Expresion ectopica de KAN1 reprime a TAAL
y YUCS5, dos elementos de la ruta de
produccion de auxina triptofano-dependiente, lo
que genera bajos niveles de auxina (Merelo et
al., 2017).

Los efectos de la expresion ectopica de KAN1
se ven reducidos con una expresion ectopica de
PIN1 (llegems et al., 2010)

miR165/166
y AGO1 —|
REV

Obligatoria

Interaccion
directa.
Esta
interaccion
se vuelve
miR165/166
—| REV en
la Red
Minima

MIR165 y 166 tienen complementariedad con
la regién codificante START de los mRNA de
la clase HD-Zip 11, de la que forma parte REV.
Un cDNA de REV con sustituciones en esta
region genera un fenotipo similar a la ganancia
de funcion de REV (Emery et al., 2003).

En una planta con sobreexpresion de MIR165
(35S::MIR165) hay una reduccion en la
expresion de PHB y REV en las hojas (Li et al.,
2005).

Sobreexpresion de miR165 genera una
reduccion dréstica en los niveles de
transcripcion de los cinco genes de la familia
HD-Ziplll en Arabidopsis (Zhou et al., 2007).
miR165 y 166 requieren unirse al complejo
RISC conformado por AGO1 para poder unirse
al mMRNA de su gen blanco (Liu et al., 2011)
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miR165/166
y AGO1 —|
PHB

Obligatoria

Interaccion
directa

MIR165 y 166 tienen complementariedad con la
region codificante START de los mRNA de la
clase HD-Zip 1ll, de la que forma parte PHB
(Emery et al., 2003).

En una planta con sobreexpresion de MIR165
(35S::MIR165) hay una reduccién en la expresion
de PHB y REV en las hojas (Li et al., 2005; Zhou
etal., 2007; Illegems et al., 2010).

miR165 y 166 requieren unirse al complejo RISC
conformado por AGOL para poder unirse al
MRNA de su gen blanco (Liu et al., 2011)

miR165/166
y AGO1 —|
PHV

Obligatoria

Interaccion
directa

Sobreexpresion de miR165 genera una reduccion
dréstica en los niveles de transcripcion de los cinco
genes de la familia HD-Ziplll en Arabidopsis
(Zhou et al., 2007; Illegems et al., 2010).

MiR165 y 166 requieren unirse al complejo RISC
conformado por AGOL1 para poder unirse al
MRNA de su gen blanco (Liu et al., 2011)

AGO1 —
miR168

Obligatoria

Interaccion
directa

mMiR168 requiere unirse al complejo RISC
conformado por AGOL1 para poder apagar al
MRNA de su gen blanco (Mi et al., 2008)

mMiR168 —|
AGO1

Obligatoria

Interaccion
directa

EI mRNA de AGO1 es complementario con
miR168, sélo con tres desajustes 0 mismatches
(Rhoades et al., 2002)

Al eliminar la zona de complementariedad con
miR168 en AGOL1 se genera un aumento en la
acumulacion del mRNA de AGOL1 y hay defectos
en el desarrollo de la planta. Estos defectos se
rescatan al generar las mismas mutaciones en
miR168, volviendolos codigos complementarios
de nuevo (Vaucheret et al., 2004; Mallory y
Vaucheret, 2009)

REV — aux

Obligatoria

Interaccion
indirecta

Expresion ectopica de REV promueve a TAAly
YUCS5, dos elementos de la ruta de produccién de
auxina triptéfano-dependiente, lo que genera un
aumento en los niveles de auxina (Merelo et al.,
2017).

REV se une directamente a los genes TAALly
YUCS5 (Brandt et al., 2012)

Los transportadores de auxina PIN1 y PIN2 se
expresan en bajos niveles y se reduce el transporte
de auxina en mutantes con pérdida de funcion de
REV. Varias caracteristicas fenotipicas de la
mutante por pérdida de funcion de REV se pueden
copiar con la introduccion de un inhibidor de
transporte de auxina (Zhong y Ye, 2001)
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REV —|
miR165/166

Obligatoria

Interaccion
directa

REV interactua fisicamente con las proteinas
HAT3y ATHB4 y juntas reprimen directamente a
MIR165/166, uniéndose cerca del sitio de
transcripcion (Merelo et al., 2016)

STM —|
AS1-AS2

Obligatoria

Interaccion
directa

En plantas de tipo silvestre AS1 esta ausente en
SAM, pero en mutantes stm se observa una
expresion de AS1 en meristemos (Byrne et al.,
2000)

AS1y AS2 son reguladas negativamente por STM
(Byrne et al., 2002)

tARF —|
ARF3

Obligatoria

Interaccion
directa

En mutantes con reduccion en la expresion de
tasiRNA hay una sobreexpresion de ARF3y
ARF4. Ademas, ARF3 y ARF4 tienen una region
de complementariedad hacia TAS3, la secuencia
no codificante de tasiARF, la cual ha sido validada
como un sitio de unidn (Allen et al., 2005).

tARF —|
ARF4

Obligatoria

Interaccion
directa

En mutantes con reduccion en la expresion de
tasiRNA hay una sobreexpresion de ARF3y
ARF4. Ademas, ARF3 y ARF4 tienen una region
de complementariedad hacia TAS3, la secuencia
no codificante de tasiARF, la cual ha sido validada
como un sitio de unidn (Allen et al., 2005).

AGO10 —|
miR165/166

Obligatoria

Interaccion
directa

AGO10 se une por inmunoprecipitacion a
miR165/166. Los defectos en el SAM de mutantes
ago10 son rescatados al secuestrar la expresion de
miR165/166 en el nicho de expresion AGO10
(Zhu et al., 2011).

En mutantes ago10 hay un aumento en los niveles
de miR165/166 en hojas y meristemos. Los
fenotipos aberrantes de mutantes ago10 son
parcialmente rescatados al reducier los niveles de
miR165/166 en hojas y meristemos (Liu et al.,
2009)

ZPR1-4 —|
REV

Obligatoria

Interaccion
directa

Sobreexpresion de ZPR1 y ZPR3 genera plantas
con fenotipos similares a las mutantes de genes de
la familia HD-Ziplll, de la que forma parte REV.
Las proteinas ZPR1-4 se unen fisicamente al
motivo cremallera de leucina de la proteina HD-
Ziplll, formando heterodimeros y evitando que se
unan a sus DNA blancos (Wenkel et al., 2007,
Kim et al., 2008; Husbands et al., 2016)
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ZPR1-4 —|
PHB

Obligatoria

Interaccion
directa

Sobreexpresion de ZPR1y ZPR3 genera plantas con
fenotipos similares a las mutantes de genes de la
familia HD-ZiplIl. Las proteinas ZPR1-4 se unen
fisicamente al motivo cremallera de leucina de la
proteina HD-Ziplll, formando heterodimeros y
evitando que se unan a sus DNA blancos (Wenkel et
al., 2007; Kim et al., 2008; Husbands et al., 2016)

ARF3 —?
YAB1

Hipotética

Un doble hibrido en levadura indica una interaccion
directa de las proteinas YAB1 y ARF3 (Trigg et al.,
2017).

Hay una zona de union de ARF3 (Auxine Response
Element, AuxRE) en el promotor de YABL,
indicando una unidn y activacion o represion directa
de ARF3 a YABL, se sugiere que sea una activacion
ya que en la triple mutante as1 ago7 arf3 se observa
una reduccion en los niveles de FIL en comparacion
con la doble mutante asl ago7 (Garcia et al., 2006).
Aunque se ha observado que ARF3 funge como
represor en presencia de auxina al unirse al gen
cuyo promotor tiene un AuxRE (Tiwari et al.,
2003), por lo que la relacion podria ser de represion

REV —>
ZPR1-4

Hipotética

Los niveles de transcripcion de los cuatro ZPR
(ZPR1-4) aumentan en respuesta a la activacion de
la proteina REV. En la triple mutante de ganancia de
funcion phb phv rev hay un aumento en los niveles
de transcripcion de ZPR1-4 (Wenkel et al., 2007)

AGOly
AGO10 —
>STM

Hipotética

En doble mutante agol ago10 hay una disminucion
en la expresion de STM (Lynn et al., 1999).

Plantas con expresion ectopica de AGO10 en el lado
aBaxial de la hoja genera meristemos ectopicos,
posiblemente por una expresion ectopica de STM
(Newman et al., 2002)

ARF3 —?
REV

Hipotética

El cddigo promotor de REV posee un AuxRE, por
lo que podria haber una interaccion directa de un
ARF a REV (Itoh et al., 2008)

ARF3 —>
KAN1-4

Hipotética

Mutantes con expresién ectopica de genes KAN
generan abaxializacion, pero estos fenotipos se
pierden en un contexto de pérdida de ARF3. Todos
los aspectos de la pérdida de funcién de genes KAN
se observan en la doble mutante arf3 arf4 (Pekker et
al., 2005)

ARF3 se une directamente con genes KAN (Kelley
etal., 2012)
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ARF3 —|
ARF3

Hipotética

ARF3 parece actuar junto con genes KAN para
reprimir a la proteina PIN1 encargada del traslado
intercelular (Izhaki y Bowman, 2007), lo que
reprimiria el flujo de auxina, la cual se requiere
para la activacion de ARF3

ARF4 —>
ARF4

Hipotética

Se ha observado una homodimerizacion de ARF4
(Lietal., 2011; Boer et al., 2014).

Es posible que haya una activacion directa de
ARF4 por otro ARF al haber presencia de AuxRE
en su promotor (Overvoorde et al., 2005 y Yoon et
al., 2009 citados por La Rota et al., 2011)

AS1-AS2 —
? aux

Hipotética

En mutantes as2 la actividad del transportador de
auxina PIN1 persiste en la hoja por méas tiempo
gue en plantas tipo silvestre (Husbands et al.,
2015).

En mutantes as2 hay un decaimiento en la
expresion de los transportadores de auxina PIN1 y
PIN7, pero no se observa un cambio en la
expresion de auxina por medio de su reportero
DRb5rev en embriones (Rast y Simon, 2012)

AS1-AS2 —
| KAN1

Hipotética

En mutantes de pérdida de funcién de AS2 se
observa una expresion ectdpica de KAN1y KAN2
(Wu et al., 2008; Luong et al., 2018).

En mutantes con ganancia de funcién de AS2 la
expresion de KANL1 es excluida del primordio de
hoja y de la hoja adulta (Wu et al., 2008; Lin et al.,
2003)

aux — aux

Hipotética

La familia de genes YUCCA codifican enzimas
que son clave en la sintesis de auxinas en
Arabidopsis. Ademas parece que auxina induce a
YUC4 (Cheng et a., 2006; Cao et al., 2019)

aux — REV

Hipotética

El tratamiento con auxina genera un aumento en la
expresion de REV en plantulas (Zhou et al., 2007)

aux —|
STM

Hipotética

En doble mutante pinl pid (dos genes promotores
del transporte de auxina) la expresion de STM se
expande en embrion (Furutani et al., 2004).

En plantas con reduccion en el tranposrte o
sefialamiento de auxina hay una expresion ectopica
del gen BP, el cual forma parte de la misma
familia génica de STM (Hay et al., 2006)
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Basado en experimentos ChlP parece que KAN1
se une a su propio promotor y al de KAN2 (Merelo

KAN1 —| Hipotética etal., 2013).
KAN1 En expresion ectopica de KANL1 los niveles de
expresion de KAN1 aumentan (llegems et al.,
2010).
Basado en experimentos ChlP parece que KAN1
KANT —| o se une a su propio promotor y al de KAN2 (Merelo
KAN? Hipotética etal., 2013).
La expresion de KANZ2 se reduce en respuesta a
una induccion de KAN1 (Reinhart et al,. 2013)
Por medio de un anélisis de ChIP se observa que
KAN1 —| Hipotética KANL1 se une directamente a MIR166. En
miR165/166 sobreexpresion de KAN1 hay una disminucion de
MIR166 (Merelo et al., 2013)
En doble mutante kanl kan2 hay una disminucion
KANL-3 —| . .. en la expresion de YA_E}l (Es,he_d etal., 2001).
> YABL Hipotética En plantas con expresion ect_oplca de KAN2 se
observa una expresion ectépica de YABL en el
primordio de hojas (Eshed et al,. 2004).
KAN1-3 — Hipotética En triple mutante kanl kan2 kan3 se pierde
>YAB3 expresion de YABS3 en hojas (Eshed et al., 2004)
En triple mutante kanl kan2 kan3 hay una
KANI-3—|| o .. expresién ectdpica de PHB en el p[imordio de
PHB Hipotética hoja. En plantas con expresion ectopica de KAN2
no se detecta expresion de PHB en el primordio de
hoja (Eshed et al., 2004; llegems et al., 2010)
En doble mutante kanl kan2 hay mayores niveles
KANI3—|| o .. de expresion de PHV _(I,Eshed,et_al., 2001).
PHV/ Hipotética En plantas con expresion ectopica de KAN1 se
genera una disminucion en la expresion de PHV
(llegems et al., 2010)
En doble mutante kanl kan2 hay una expansién de
la expresion de REV (Eshed et al., 2001).
Mutantes con pérdida de funcion de genes KAN
KAN1-3 —| Hipotética tienen defectos similiares a mutantes con ganancia
REV de funcion de REV (Emery et al., 2003).

En plantas con expresion ectopica de KANL1 se
genera una disminucion en la expresion de REV
(llegems et al., 2010)
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Los niveles de expresion de ARF3y ARF4
aumentan con sobreexpresion de miR165 (Zhout et

miR165/166 Hinotética al., 2007)
—> ARF3 P A reducir la expresion de miR165/166, los niveles
de expresion de ARF3 y ARF4 se ven reducidos
(Jia et al., 2015)
Hipotética Los niveles de expresion d_e,ARF3 y ARF4
*si aumentan con sobreexpresion de miR165 (Zhout et
miR165/166 representar al., 2007)
—> ARF4 en Figura 3 A reducir la expresion de miR165/166, los niveles
Resultados de expresion de ARF3 y ARF4 se ven reducidos
(Jiaetal., 2015)
En sobreexpresion de miR165 la distribucién de
DR5-rev, un promotor de auxina, estd mucho mas
Hipotética expandida. Esto ocurre por la formacion de un
. *sin exceso de células del procambium donde DR5-rev
mMiR165/166 . :
"2 aux representar y transcriptos de HD-Ziplll se acumulan (llegems
en Figura 3 etal., 2010).
Resultados Al reducir la expresion de miR165/166 aumentan
niveles de NIT2, NIT3 e IAA, moléculas
relacionadas con la sintesis de aux (Jia et al., 2015)
ZIPPY, un gen promovido por REV, reduce
REV —? Hipotética actividad de ETT indirectamente. Pero el mRNA
ARF3 de ETT aumenta en respuesta a induccion de REV,
contrario a lo esperado (Reinhart et al., 2013).
REV —> Hipotética REV podria activar indirectamente a AS1 por
AS1-AS2 medio de GTE6, CKh e IPT5 (La Rota et al., 2011)
Induccion de REV genera una reduccion en la
expresion de genes KAN (Reinhart et al., 2013).
REV —] Hinotética La triple mutante phb phv rev carece de simetria
KAN1 P bilateral en el embrion, pero al disminuir la

expresion de KAN1, KAN2 y KAN4 ésta se
restaura (Izhaki y Bowman, 2007)
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YAB --?
aux

Hipotética
*sin
representar
en Figura 3
Resultados

En mutantes de genes YABBY cambia la
distribucion de auxina con respecto a la planta
silvestre:

En doble mutante yab1 yab3 la expresién de DR5
disminuye en los primordios de hoja en
comparacion con los WT

En mutantes de YABBY la expresion de PIN1 se
expresa en la punta del primordio (donde se
originara la vena central) al igual que en la planta
silvestre, pero su expresion no se mantiene y deja
de observarse.

En WT, PIN1 se expresa en el sitio donde la
venacion secundaria se formara. Pero en mutantes
tripes y cuadruples de YABBY, PIN1 no se
expresa ahi. En su lugar se expresa en sitios de la
lamina donde se formaran protuberancias
ectopicas.

PIN1 se encuentra en el L1 del SAM en
embriones, pero en mutantes YABBY no se
expresa en el SAM.

También se observan cambios en la expresion de
auxina en embriones de mutantes de YABBY
(Sarojam et al., 2010)

YAB1 —>
KAN1

Hipotética

Hay un aumento en la expresion de KAN1 en
plantas con sobreexpresion de YABL. En la triple
mutante yab1 yab3 yab5 la expresion de KAN1
aumenta, pero en la mutante cuédruple fil yab2
yab3 yab5 su expresion se reduce (Bonaccoroso et
al., 2012).

YABly 3
__ 2 ASI-
AS2

Hipotética

Expresion de AS1 aumenta en plantas con
incremento en expresion de YABL. En doble
mutante yab1 yab3 la expresion de AS1y AS2
aumenta (Bonaccoroso et al., 2012).

Los niveles de expresion de AS1 en hojas de la
doble mutante yabl yab3 no reflejan cambios en
comparacion con plantas de tipo silvestre
(Kumaran et al., 2002)

YAB1-3 —|
STM

Hipotética

En la doble mutante yabl yab3 se observan
meristemos ectopicos en las hojas. Plantas con
expresion ectépica de YABLI fallan en producir
SAMs funcionales (Siegfried et al., 1999).

En mutantes simples yably yab3y en la doble
mutante yab1 yab3 hay una expresion ectdpica de
genes de la familia KNOX a la cual pertenece
STM (Kumaran et al., 2002)
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Cuadro A2, Anexo. Expresion vista experimentalmente de los genes de la RM en hoja de A.

thaliana

Gen

Informacion experimental

YAB1

Su mRNA se detecta a través del primordio de hoja y después se confina al
lado aBaxial de la hoja (Eshed 2001), lo mismo ocurre en el primordio floral
y los primordios de érganos florales como el de pétalo (Franks et al., 2006).

ARF3

Su expresién se localiza en el dominio aBaxial de todos los primordios de
organos laterales (Pekker et al., 2005).

Tiene una fuerte expresién en el primordio joven de hoja, donde se acumula
en el lado aBaxial. Mientras la hoja madera su actividad se reduce (Husbands
et al,. 2015)

miR165/166

Se encuentran en la vasculatura y el lado aBaxial del primordio de hoja
(Kidner & Martienssen et al,. 2004; Husbands et al., 2015)

KAN1

Muestra una expresion en el lado aBaxial del primordio de cotiledones, hojas
y organos florales (Kerstetter et al., 2001; Wu et al., 2008)

REV

Su expresion se observa a través de todo el primordio foliar inicial, y cuando
éste se va separando del meristemo su expresién se va restringiendo al
dominio aDaxial (Eshed et al., 2001). Lo mismo ocurre con el gen PHB de la
misma familia (McConnell et al., 2001)

AS1-AS2

Los transcritos de ambos genes se acumulan y restringen en la region aDaxial
de primordios de cotiledones y hojas, pero sus niveles de expresion se reducen
conforme la hoja madura (lwakawa et al., 2007; Wu et al., 2008; Rast y
Simon, 2012; Machida et al., 2015)
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Cuadro A3, Anexo. Mutantes simuladas en los modelos encontrados por Griffin y sus
pruebas experimentales en A. thaliana.

Mutante Regla Fundamentos experimentales
En plantas REV::YABL, donde se expresa ectopicamente
YAB=1 REV =1 YABL1 bajo el control del promotor de REV, hay un ligero
aumento en la expresion de REV (Liu et al., 2011).
. La epidermis adaxial de hojas en plantas con expresién
Se elimina aD, L .
_ constitutiva de YAB1 o YAB3 muestran tipos celulares
YAB=1 se conserva . . . . L
3B parecidos a la epidermis abaxial de plantas de tipo silvestre
(Siegfried et al., 1999).
Se conservan Las plantas con expresion ectopica de ARF3 no muestran
ARF3=1 diferencias con plantas de tipo silvestre (Pekker et al.,
aDyaB
2005).
Las dobles mutantes arf3 arf4 muestran una reduccién en
Se elimina aB, la identidad abaxial en todos los érganos laterales
ARF3=0 se conserva (Guilfoyle et al., 2007).
aD Mutantes simples arf3 muestran una pérdida parcial de la
identidad abaxial en pétalos (Pekker et al., 2005).
La expresion ectdpica de KAN1 convierte tejidos
. adaxiales en abaxiales (Eshed et al., 2001).
Se elimina aD, . .
_ En maés de la mitad de dobles mutantes kanl kan2
KAN1=1 se conserva . s
aB anqllzadas se genera una vasculatura aDaX|qI|zada en el
peciolo de hoja, con el floema rodeando al xilema (Ha et
al., 2007).
Se eliminaaB, | Todos los 6rganos florales en dobles mutantes kanl kan2
KAN1=0 se conserva | se encuentran casi completamente aDaxializados (Eshed et
aD al., 2001).
MiR165/166 Los niveles de expresion de ARF3 y ARF4 aumentan con
_ 1 ARF3 =1 | sobreexpresién de miR165 en plantulas de 1 semana (Zhou
et al., 2007).
Al reducir la expresion de miR165/166, los niveles de
miR165/166 [ ARF3=0y expresion de ARF3 se ven reducidos en un 20% y se
=0 AS1-AS2 =1 | genera un aumento en la expresion de AS1/AS2 (Jia et al.,
2015).
Los niveles de MRNA de ARF3 aumentan en respuesta a
REV = 1 ARF3=1y una sobreexpresion de REV (Reinhart et al., 2013).
- YAB1 =0 En mutantes de ganancia de funcién de REV se reduce

ligeramente la expresion de YAB1 (Liu et al., 2011).
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Cuadro A3, Anexo. Continuacion

Se elimina Plantas mutantes con ganancia de funcion de REV
REV =1 aB, se muestran organos laterales aDaxializados (Emery et al.,
conserva aD 2003).
En mutantes con pérdida de funcion de REV aumenta
REV =0 YAB1 =1 ligeramente los niveles de expresion de YABL (Liu et al.,
2011; Fu et al., 2007).
_ Se elimina Mutantes con pérdida de funcion de REV muestran érganos
REV =0 aD, se o
abaxializados (Zhong y Ye, 2001).
conserva aB
En plantas 35S::AS1 y en mutantes de ganancia de funcion
AS1-AS2 =1 REV =1 de AS2 aumentan los niveles de transcripcion de REV,
PHB y PHV (Fu et al., 2007).
Un aumento en la expresion de AS2 genera plantas con
Se elimina hojas aDaxializadas (Husbands et al., 2015).
_ En plantas 35S:AS2 se generan hojas con una superficie
AS1-AS2=1 aB, se o . . .
adaxial sin cambios, pero una superficie aBaxial con una
conserva aD . . . .
mezcla de tipos celulares abaxiales y adaxiales (Lin et al.,
2003).
En las mutantes simples as1 y as2 se ven reducidos los
niveles de transcripcion de REV, PHB y PHV en hoja (Fu
— _ etal., 2007).
ASI-AS2=0| REV=0 En plantas mutantes as2 se reducen los niveles de mRNA
de REV, aunque sus transcritos ain se detectan en el
dominio adaxial de las hojas (Xu et al., 2006).
AS1-AS? = 0 En las mutantes triples asl ago7 arf3 se observa una
ARE3 -_O YAB1 =1 sobreexpresion de YABL, mayor a la que se genera en las
y a mutantes simples asl (Garcia et al., 2006).
KAN1 =1y [ Seconservan | Los efectos de abaxializacion por expresion ectopica de
ARF3=0 aDyaB KAN se pierden en una mutante arf3 (Pekker et al., 2005)
_ Se elimina La triple mutante kanl kan2 arf3 tiene el mismo fenotipo
KAN1=0y .
ARE3 = 0 aB, se que doble mutante _kapl kan2, donde los érganos se
conserva aD encuentran aDaxializados (Pekker et al., 2005).
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Figura Al. Graficas de interaccion de los 39 modelos con mas mutantes cumplidas.

a) Todas las regulaciones hipotéticas de la RM. b) - q) Graficas de interaccion de los modelos
con més mutantes cumplidas. En la esquina inferior izquierda de cada gréafica se indica el total
de modelos que comparten dicha gréfica. La simbologia es la misma que en la Figura 3 en

Resultados.
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