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Resumen

Un concepto prevalente en la sintesis moderna de la teoria de la evolucion es que
la variacion fenotipica entre los individuos de una poblacion o especie es el resultado
de mutaciones al azar, por lo que los procesos que tienen lugar durante el desarrollo
de los organismos no influyen en la evolucion. No obstante, la evidencia experimental
reciente sugiere que los fenotipos no son determinados inicamente por mutaciones
azarosas, sino que son el resultado de la interaccién entre diversos componentes
genéticos y ambientales durante el desarrollo de los organismos. Se conoce como
plasticidad fenotipica a la capacidad de un genotipo de producir diferentes fenotipos

al ser expuesto a cambios en las condiciones ambientales.

Los modelos computacionales son herramientas 1tiles para describir y estudiar la
dindmica de diversos sistemas biolégicos, asi como para realizar predicciones sobre
sus componentes e interacciones. En 2008, Benitez y sus colaboradores publicaron un
modelo discreto, dindmico y con actualizaciéon sincréonica de la Red de Regulacion
Génica (RRG) asociada a la determinacion del tipo celular en la epidermis de la
raiz de Arabidopsis thaliana. Dicho modelo integré la informacion sobre el sistema
disponible en la literatura cientifica y postulé predicciones que posteriormente fueron
comprobadas de forma experimental. En este trabajo se actualiza y amplia el modelo
de Benitez y sus colaboradores para incluir la forma en que los cambios en las
variables ambientales y en las vias de senalizacion hormonal afectan la dinamica de

esta red con el fin de poder estudiar la plasticidad fenotipica del sistema.

En el modelo presentado en este trabajo se integran a la RRG estudiada cuatro
nuevos genes, tres fitohormonas y tres variables ambientales: la concentracién de
COq en el aire, la disponibilidad de fosfato en el suelo, y la salinidad del suelo. El
modelo reproduce cualitativamente los patrones espaciales de determinacion celular
de los pelos de raiz en A. thaliana, tanto en los ecotipos silvestres como en la mayoria
de las lineas mutantes en los genes de la RRG. Asi mismo se reproducen los perfiles
de expresién génica observados en los tricoblastos (precursores de pelos de raiz)
y atricoblastos (precursores de células que no forman pelos). El modelo también
recupera cualitativamente los fenotipos que presentan los ecotipos silvestres de A.

thaliana ante cambios en las variables ambientales.

Se concluye que el modelo es capaz de describir la dinamica de la RRG asociada
a la determinacion celular en la epidermis de la raiz de A. thaliana, y de reproducir
la plasticidad que presenta este sistema ante los cambios en las variables ambienta-

les. Este trabajo establece un precedente en el uso de los modelos computacionales



dindmicos para estudiar la plasticidad fenotipica de las RRG asociadas a sistemas

de determinacion celular.



1. Introduccién

Durante las ultimas décadas se ha acumulado una enorme cantidad de evidencia
experimental que indica que la evolucion de los fenotipos no puede ser reducida
a cambios en las frecuencias alélicas en una poblacién; ni la variaciéon fenotipica
entendida inicamente como el resultado de mutaciones azarosas. Esto ha propiciado
el auge de un nuevo enfoque que integra a la evolucion con la ecologia y la biologia
del desarrollo, conocido como Ecologia Evolutiva del Desarrollo (Eco-Evo-Devo).
Esta disciplina tiene como objetivo estudiar el papel de los factores ambientales
en la variacién de los procesos de desarrollo, asi como el efecto de estos cambios
en las interacciones ecoldgicas y en la variacién, potencial herencia y evolucion de
los fenotipos (Gilbert et al., 1996; Odling-Smee, 1996; Odling-Smee et al., 2003;
Jablonka y Lamb, 2007; Miiller, 2007; Pigliucci, 2007; Pigliucci y Miiler, 2010).

Este enfoque requiere de integrar la informacion relevante a las tres disciplinas
que lo conforman, de tal forma que se logre estudiar la acciéon de todos los elementos
involucrados en los procesos evolutivos, ecologicos y del desarrollo, asi como la for-
ma en que las interacciones complejas entre estos dan origen a nuevos fenotipos. La
biologia tedrica y de sistemas permite este estudio integral mediante la implementa-
cion de modelos matematicos y computacionales que logran representar la dinamica
compleja de los procesos bioldgicos (Ideker et al., 2001; Kitano, 2002; Albert, 2007).

La red de regulacion génica asociada a la determinacion celular y la emergencia
de patrones espaciales en la epidermis de la raiz de Arabidopsis thaliana es uno de los
sistemas de desarrollo mas ampliamente estudiados en las plantas. Los estudios de
gendmica y biologia molecular han ayudado a dilucidar los elementos que subyacen
tras este proceso (Schiefelbein et al., 2009; Bruex et al., 2012; Schiefelbein et al.,
2014), mientras que diversos modelos computacionales de biologia de sistemas se han
propuesto para integrar esta informacion, asi como para predecir nuevos elementos
e interacciones de la red (Mendoza y Alvarez—Buylla, 2000; Benitez et al., 2007,
2008; Savage et al., 2008, 2013; Ryu et al., 2013). También se ha documentado
experimentalmente la forma en que diversos factores ambientales (Miiller y Schmidst,
2004; Perry et al., 2007; Wang et al., 2008; Niu et al., 2011) y las vias de senalizacién
hormonal (Masucci y Schiefelbein, 1996; Niu et al., 2011) alteran la expresién de los
genes de esta red, produciendo cambios en los procesos de desarrollo que, a su vez,
derivan en variacion fenotipica que en algunos casos podria dar lugar a respuestas
adaptativas ante condiciones ambientales variables (Schmitt et al., 1999; Sultan,
2000).
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El objetivo de este proyecto es revisar y actualizar el modelo de la red de regula-
cién génica que subyace la determinacion celular de la raiz de A. thaliana propuesto
por Benitez et al. (2008) e integrar la informacién experimental disponible de los
efectos del ambiente y las senales hormonales sobre dicha red. De este modo bus-
camos proponer un modelo computacional que nos permita estudiar a fondo los
mecanismos por los cuales el ambiente puede generar variacion en el desarrollo a
través de la interaccion organismo-ambiente y de cambios en la dinamica compleja

de la regulacion genética en este sistema modelo.

1.1. Evolucién, Ecologia y Desarrollo

La sintesis moderna, postulada en la primera mitad del siglo XX por Ernst
Mayr, George G. Simpson, George L. Stebbins, Theodosius Dobzhansky y Julian
Huxley, entre otros, representé un gran paso hacia una mejor comprensién de los
procesos evolutivos al integrar la teoria de la evolucién por seleccion natural de
Charles Darwin con la genética de Gregor Mendel y la genética de poblaciones de
Ronald A. Fisher, Sewall G. Wright y John B. S. Haldane, asi como otras areas de
la biologia tales como la paleontologia, la ecologia y la morfologia. En resumen, esta
teoria considera que la evolucion puede definirse como un cambio en las frecuencias
alélicas dentro de una poblacién, lo cual es el resultado de la accién de la seleccion
natural sobre la variacién génica originada por mutaciones y la recombinacién de
alelos (Huxley, 1942). Sin embargo, desde la postulacién de la sintesis, el estudio de
la evoluciéon ha dejado al margen la importancia de los procesos de desarrollo en la
emergencia de nuevas formas en los organismos, descartando la posibilidad de que
los cambios en el fenotipo que surgen como consecuencia de las modificaciones del
ambiente se entiendan también como variacion de relevancia evolutiva. No obstante,
los caracteres fenotipicos, sobre los cuales actiia la seleccién natural, surgen como
resultado de la interaccion entre la expresion génica y diversos factores ambientales,
por lo que la sintesis moderna no es suficiente para explicar el origen y la conservacion
de los fenotipos (West-Eberhard, 2003; West-Eberhard, 2005; Jablonka y Lamb,
2007).

Sin embargo, en las ultimas décadas, los nuevos estudios de la actividad génica,
los procesos de desarrollo y los mecanismos de herencia han permitido la emergencia
de un nuevo campo de estudio conocido como Biologia Evolutiva del Desarrollo (Evo-
Devo), la cual estudia como han evolucionado los sistemas de desarrollo y, a su vez,
cémo estos sistemas establecidos e nla historia evolutiva afectan la evolucion de los
organismos (Jablonka y Lamb, 2007; Miller, 2007).
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A raiz de la acumulaciéon de evidencia experimental que indica que el desarrollo
y la evoluciéon de los fenotipos no pueden explicarse inicamente como producto de
una combinacién lineal de la actividad de los distintos genes, y de que las variaciones
inducidas por el ambiente pueden ser heredadas en ciertos casos (ya sea por el hecho
de que la capacidad de respuesta al ambiente puede ser heredable o a través de
mecanismos que no necesariamente implican cambios en la secuencia del DNA), ha
surgido un nuevo enfoque integral como una una extension de la Evo-Devo llamada
Ecologia Evolutiva del Desarrollo (Eco-Evo-Devo), la cual busca dilucidar cémo la
evolucion del desarrollo se relaciona con las condiciones ambientales para generar
nuevos fenotipos, las consecuencias de las variaciones del desarrollo sobre las inter-
acciones ecologicas, y la posibilidad de que los cambios fenotipicos inducidos por
estimulos ambientales se hereden a través de las generaciones (Odling-Smee, 1996;
Newman y Miiller, 2000; Odling-Smee et al., 2003; West-Eberhard, 2005; Jablonka
y Lamb, 2007).

En este trabajo se busca modelar la forma en la que las variables ambientales
pueden producir cambios en el desarrollo y respuestas adaptativa en la epidermis
de la raiz de Arabidopsis thaliana al alterar la expresion de los genes asociados a la

determinacion celular.

1.2. Epigenética

El término epigenética fue postulado por Conrad Hal Waddington en 1942 ha-
ciendo referencia al estudio de los mecanismos por medio de los cuales los genes
y sus productos dan lugar al fenotipo (Waddington, 1942). De acuerdo con David
Haig, con esta definicion, Waddington senalaba que el curso del desarrollo esta de-
terminado por la interaccion de varios genes entre ellos y con el ambiente, en lugar
de que los genes tuvieran una correspondencia simple con los caracteres fenotipicos
(Haig, 2004).

Para explicar cémo funcionarian tales mecanismos de interaccion, Waddington
utilizé el concepto de “paisaje epigenético”, el cual es una representacion del desa-
rrollo que consiste en una superficie por la que rueda una pelota cuesta abajo. A
lo largo de la trayectoria de esta ultima hay bifurcaciones, de modo que al llegar al
fondo la pelota ha tomado varias decisiones binarias. En este caso, la pelota repre-
senta a una célula embrionaria que en cada punto de diferenciacion en el desarrollo

(representados por las bifurcaciones en la superficie), es dirigida hacia un camino o

12



Figura 1: a) Dibujo que representa el paisaje epigenético propuesto por Waddington.
Se observa una superficie inclinada y una pelota en la parte superior. La pelota
representa una célula indiferenciada y el relieve de la superficie determina todos los
caminos posibles que la célula puede seguir en su proceso de diferenciacién. b) Los
complejos génicos, representados por postes anclados al suelo, moldean el relieve del
paisaje epigenético. Figuras obtenidas de Slack, 2002.

el otro por la accién de los genes homedticos! o los factores de induccién embrio-
naria. Waddington explicd que el relieve del paisaje esta formado por la tensién de
“cuerdas” ancladas a complejos de genes por debajo de la superficie, lo cual repre-
senta que las acciones individuales de los genes cooperan para formar el paisaje. La
inactivacion por mutacién de algunos genes (en particular de los genes home6ticos) y
los cambios funcionales producidos por alteraciones en el ambiente pueden cambiar
el relieve o la estructura del paisaje, modificando los caminos y las decisiones que
la pelota puede tomar, lo cual se traduce en cambios discretos en los procesos del
desarrollo (Figura 1) (Waddington, 1957; Slack, 2002).

Conforme se fueron descubriendo los mecanismos moleculares que participan
en la regulacién de la actividad genética y la herencia de los fenotipos celulares, el
término de epigenética ha sido objeto de cambios constantes (Jablonka y Lamb, 2002;
Slack, 2002; Haig, 2004). Algunos autores han mantenido una definicién similar a la
expresada por Waddington; por ejemplo, en 1994, Holliday escribio que la epigenética
“puede ser definida como el estudio de los mecanismos de control temporal y espacial
de la actividad génica durante el desarrollo de los organismos complejos™?; ademés,
utilizo el término de herencia epigenética para describir “la herencia de un espectro
particular de actividades génicas en células especializadas”™ (Holliday, 1990). Més

tarde Holliday redefini6 el término como “El estudio de los cambios en la expresion de

1Genes que regulan el desarrollo de estructuras anatémicas en diversos organismos multicelulares
a través de la regulacion de la expresién de otros genes y cuya mutacién genera cambios en la
identidad de 6rganos o estructuras.

2Traducido del inglés por el autor de esta Tesis.
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los genes que ocurre en organismos con células diferenciadas, y la herencia mitética

o meidtica de los patrones de expresion génica”! (Holliday, 1994).

Posteriormente, otros autores utilizaron definiciones méas estrechas. Por ejemplo,
en el 2001, Wu defini6 a la epigenética como “el estudio de los cambios en la funciéon
de los genes que son heredables por mitosis y/o meiosis y no implican un cambio
en la secuencia de DNA”! (Wu y Morris, 2001). Sin embargo, en el 2002 Jablonka
senald que esta definicion no es completa y que, a lo mucho, es apropiada tinicamente
para la herencia epigenética y no para la epigenética en si (Jablonka y Lamb, 2002),
a la cual defini6 en el 2011 como “un campo de estudio muy amplio que cubre
varios aspectos de la biologia, incluyendo morfogénesis, herencia celular, herencia
epigenética transgeneracional, y la aproximacién a la evolucién desde la Evo-Devo™?
(Jablonka y Lamb, 2011); ademds describié a las variaciones epigenéticas como las
variaciones heredables que no guardan relacion con diferencias en la secuencia de
DNA (Jablonka y Lamb, 2007). En este estudio consideraremos las definiciones de

epigenética sugeridas por Jablonka.

La herencia epigenética es la herencia de variaciones fenotipicas que no se re-
flejan en diferencias en la secuencia del DNA, incluyendo la herencia epigenética
celular (transmisién de variaciones de una célula madre a sus células hijas que no
son producidas de diferencias en la secuencia del DNA), y herencia horizontal de
informacion entre células, sistemas o individuos que interaccionan entre si. Existen
varios ejemplos de herencia epigenética transgeneracional, la cual parece ser parti-
cularmente comun en plantas debido a que la linea germinal en éstas se deriva a
partir de las lineas somaticas en varios puntos de su ciclo de vida, por lo que los
cambios epigenéticos establecidos durante el desarrollo del soma de la planta pueden
persistir y ser heredados a la siguiente generacién (Jablonka y Lamb, 2007; Berger
y Chaudhury, 2009; Schmitz y Ecker, 2012; Heard y Martienssen, 2014).

Los avances recientes en biologia molecular han revelado gran parte de los proce-
sos que tienen lugar en el ntucleo celular y regulan la expresion de los genes a través
de cambios en la estructura de la cromatina, incluyendo patrones de metilacion en
el DNA, modificanciones en las histonas, disposicion de los territorios cromosémicos
y la accién de enhancers® e insulators®. Uno de los retos para el estudio de la epi-

genética es integrar los diversos mecanismos de percepcién de estimulos ambientales

!Traducido del inglés por el autor de esta Tesis.

2Secuencia corta de DNA en genomas eucariontes que puede unirse a proteinas que interaccionan
con los promotores de uno o varios genes asociados para activar su transcripcion.

3Secuencia de DNA en genomas eucariontes que delimita dominios funcionales en la cromatina.
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con los cambios que tienen lugar en el nicleo para modificar la expresion génica y

céHmo estos mecanismos pueden ser heredados en la mitosis y la meiosis.

1.3. Plasticidad fenotipica, norma de reaccién y asimilaciéon
génica

Actualmente algunos autores definen al genotipo como la suma total de todos los
genes de un organismo, mientras que el término fenotipo es utilizado para referirse
a las caracteristicas observables de un organismo que son producto de la expresion
del genotipo (Pagon et al., 2015). No obstante, estas definiciones sugieren que el
fenotipo es tnicamente la expresion fisica del genotipo. Sin embargo, la definicion
de fenotipo propuesta por Wilhelm Johannsen en 1909 es més amplia, pues describe a
las caracteristicas que un organismo tiene como resultado de su desarrollo, durante
el cual el medio ambiente y el genotipo determinan conjuntamente qué aspectos
de su potencial se desarrollan y cémo lo hacen (Johannsen, 1909). La definicién
de Johannsen permite entender mejor los conceptos de plasticidad fenotipica y de

norma de reaccion descritos en esta seccion.

Para establecer una conexion entre los cambios en las condiciones ambientales
y el surgimiento de variacion en las estructuras y el desarrollo de los organismos,
se deben considerar los cambios a nivel fenotipico que no necesariamente implican
un cambio en el genotipo. Ha sido ampliamente observado que los cambios en la
expresion de los genes pueden producir cambios en el fenotipo y que, a su vez,

cambios en el ambiente pueden generar cambios en la expresion de los genes.

Se conoce como plasticidad fenotipica a “la capacidad de un genotipo individual
de producir diferentes fenotipos cuando es expuesto a diferentes condiciones am-
bientales” (Pigliucci et al., 2006). La plasticidad fenotipica puede ser expresada de
distintas formas, desde una respuesta bioquimica, fisioldgica o etoldgica que puede
ser revertida en un periodo corto de tiempo, hasta cambios en el desarrollo que
pueden ser irreversibles o tomar mas tiempo en ser revertidos. El tipo de cambio
depende tanto del caracter que presenta la plasticidad como del genotipo del orga-
nismo y del factor ambiental que produce el cambio (Figura 2a). Cabe destacar que,
si bien la capacidad de responder a variaciones externas puede ser critica para la
adecuacion de un organismo ante un ambiente nuevo o heterogéneo, la plasticidad
fenotipica no es necesariamente adaptativa, pues puede ser un cambio inevitable
producido por constricciones en la bioquimica, la fisiologia o el desarrollo del or-

ganismo (Fordyce, 2006; Pigliucci et al., 2006). Particularmente, se conoce como
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Figura 2: a) Esquema que ilustra el concepto de plasticidad fenotipica. Se comparan
tres genotipos, los cuales presentan un fenotipo diferente entre si bajo una condicién
ambiental determinada. Al cambiar la variable ambiental, los genotipos muestran
un fenotipo diferente al que presentaron en la condicién ambiental inicial. Notese
que la direccién del cambio fenotipico es diferente en cada genotipo. b) Gréfica que
representa la norma de reacciéon de un genotipo. La distribucién de la variable am-
biental en el eje horizontal (en este caso, la temperatura del ambiente) es convertida
en la distribucién de los fenotipos en el eje vertical (altura en centimetros) por la
norma de reaccién del genotipo (linea roja). Figuras obtenidas de Pigliucci et al.,
2006 y de Griffiths et al., 1999.

plasticidad del desarrollo a la capacidad de un genotipo de alterar sus procesos de
desarrollo en respuesta a diferentes condiciones ambientales y al resultado fenotipico
de dichas alteraciones (West-Eberhard, 2005; Mockzec et al., 2011). Al conjunto de
fenotipos que pueden ser producidos por un genotipo individual ante cambios en las
variables ambientales (por ejemplo, ante cambios en la altitud o en la temperatura)
se le conoce como norma de reaccién (Stearns, 1989; Figura 2b), la cual puede variar

entre diferentes especies, poblaciones e individuos de una misma especie.

Puede decirse entonces que la plasticidad fenotipica es el resultado de un cam-
bio epigenético en la interaccién y la expresion de los genes, no de cambios en el
genotipo. El caso especifico de la plasticidad fenotipica en el desarrollo puede ser
ejemplificado como cambios en el paisaje epigenético descrito por Waddington ante
los nuevos estimulos ambientales, alterando la superficie del paisaje y permitiendo a
la pelota (es decir, las células en desarrollo) tomar rutas alternativas que no existian

previamente al estimulo ambiental.

La plasticidad fenotipica puede permitir adaptarse a los individuos de una pobla-

cién ante un cambio en el ambiente. Ademas, si los individuos de una misma po-
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blaciéon presentan diferentes normas de reaccién ante los cambios en las variables
ambientales, se puede generar variacion en los fenotipos que es susceptible a la se-
leccion natural. No obstante, para dar lugar a la evolucion adaptativa, la seleccion
natural debe actuar sobre variacion genética. Se conoce como ajuste génico (genetic
accommodation en inglés) a los cambios cuantitativos en la frecuencia de los genes de
tal manera que se afecta la regulacion o forma de un nuevo fenotipo (West-Eberhard,
2005). Si el nuevo fenotipo es favorecido por la seleccion natural, el ajuste génico
disminuye el umbral de regulaciéon necesario para su produccién; si por el contrario,
el nuevo fenotipo no es favorecido por la seleccion natural, el ajuste génico incre-
menta el umbral de regulaciéon, reduciendo la capacidad de formar dicho fenotipo
(West-Eberhard, 2005). La asimilacién génica es un caso particular de ajuste génico
en el cual un fenotipo que aparece como respuesta a un estimulo ambiental adquie-
re una expresion estable de forma independiente al factor ambiental que lo indujo
en un principio (Figura 3). La alteracién de las vias del desarrollo causada por la
plasticidad fenotipica y su posterior asimilaciéon génica juega un papel importante
en el proceso evolutivo (Newman y Miiller, 2000; West-Eberhard, 2005; Braendle y
Flatt, 2006; Fordyce, 2006).

Un experimento de Waddington con Drosophila melanogaster muestra un ejem-
plo de esta aparente herencia de caracteres adquiridos por plasticidad fenotipica.
Waddington encontrd que la breve exposicion a altas temperaturas durante el estado
de pupa de D. melanogaster producia en algunos individuos el fenotipo crossvein-
less, los cuales carecen de una de las venas de las alas. Al cruzar a las moscas que
presentaban el fenotipo entre si y repetir el experimento con la exposicién a altas
temperaturas, al cabo de unas pocas generaciones surgia una poblacién de moscas
con una alta proporcién de individuos que no requerian del estimulo externo para
producir el fenotipo crossveinless. El principio de este fenémeno consiste en que,
en ausencia del estimulo ambiental, existe variacion criptica en la capacidad de los
genotipos para expresar un fenotipo inducido o en el umbral requerido para que el
estimulo ambiental produzca la expresién del fenotipo; esto es, variacion en la norma
de reaccion del genotipo. Esta variaciéon en la capacidad de respuesta al estimulo
ambiental puede deberse tanto a variaciéon genética como a variaciones en la plas-
ticidad del desarrollo del fenotipo, la cual es influenciada por factores ambientales
durante el desarrollo del organismo y, posiblemente, durante generaciones previas.
En presencia del estimulo, la variacion previamente criptica se hace conspicua cuan-
do algunos individuos requieren una menor intensidad del estimulo que otros para
expresar el nuevo fenotipo, o cuando algunos genotipos no expresan el fenotipo a

pesar del estimulo, resultando en una poblacién con nueva variacion fenotipica que
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Figura 3: Esquema que muestra el proceso de asimilacién fenotipica. En el panel A, un organismo
presenta un fenotipo para cierto caracter. Tras un cambio en una variable ambiental, el organismo
presenta un fenotipo distinto para el mismo caracter (B) a pesar de que no hubo un cambio en el
genotipo, esto es, el fentipo es plastico. Tras varias generaciones de seleccion positiva de la variacién
criptica que favorece la formacién del nuevo fenotipo del caracter en el nuevo ambiente, se asimila
la formacién del nuevo fenotipo en el genotipo de los organismos, es decir, se pierde la capacidad
de producir el fenotipo ancestral (C). Figura obtenida de Pigliucci et al., 2006.

puede ser sujeta a selecciéon natural. Posteriormente, si la variacion fenotipica re-
sultante altera la adecuacion de los individuos y el nuevo fenotipo es favorable, la
seleccion en presencia del estimulo ambiental de los alelos que expresan el fenotipo
o de aquellos que lo producen con un umbral més bajo permite que incremente su
frecuencia, llevando a que eventualmente la expresion del fenotipo inicialmente in-
ducido no dependa del estimulo ambiental; esto es, se da la asimilacién génica del
fenotipo inducido, modificando la norma de reacciéon de los genotipos de la poblacion
(Slack, 2002; West-Eberhard, 2005; Braendle y Flatt, 2006).

1.3.1. Plasticidad fenotipica en plantas y fitohormonas

Mientras que en los animales los 6rganos se forman durante la etapa embrio-
naria y, por lo tanto, la plasticidad del desarrollo de estos después del nacimiento
es limitada, en las plantas la mayoria de los érganos se forman en la etapa post-
embrionaria después de la germinacion, por lo que la formacion de estos puede estar
sujeta a factores en el ambiente que produzcan plasticidad de desarrollo (Pierik y
Testerink, 2014). Existen diversos estudios sobre las respuestas fenotipicas de las
plantas, muchas de ellas adaptativas, ante una amplia variedad de cambios en los
factores ambientales. Algunos ejemplos de dichas respuestas son el fototropismo con
el que las plantas buscan llevar a las hojas a microambientes bien iluminados, el
crecimiento de las raices hacia zonas hiimedas o ricas en nutrientes, la elongacion de
los tallos para evitar la sombra de plantas vecinas o para salir de zonas sumergidas,
y los cambios en los patrones de formacion de los tricomas y los pelos de raiz ante
diversos factores tales como la herbivoria o la falta de nutrientes en el suelo (Benitez
et al., 2013; Pierik y Testerink, 2014).
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Diversos estudios han demostrado que las vias de senalizacion hormonal juegan
un papel crucial en ligar mecanisticamente la percepcion de estimulos ambientales
con las respuestas fenotipicas plasticas en las plantas, las cuales varian desde alte-
raciones en las rutas metabdlicas y en la fisiologia hasta cambios en los procesos de
germinacion y el desarrollo (Trevawas, 1986; Voesenek y Blom, 1996; Sultan, 2000).
El papel especifico de las hormonas en los procesos bioldgicos de las plantas es de-
pendiente del contexto en el que actiian, incluyendo factores como el tejido, estado

de desarrollo y la interacciéon con otros elementos bioquimicos.

Las auxinas son fitohormonas involucradas en diversos procesos de elongacién
y division celular, desarrollo y crecimiento en plantas, incluyendo la formaciéon de
patrones espaciales del desarrollo. Ademas, las auxinas median las respuestas de
dichos proces a cambios en el ambiente (Zhao, 2010). La concentracién de las auxinas
varia drasticamente en el cuerpo de la planta, formando gradientes de concentracion.
Las plantas mantienen dichos niveles de concentracion a través de redes complejas de
regulacion que presentan una alta plasticidad adaptativa que les permite responder a
cambios en las condiciones ambientales y del desarrollo. El tipo de crecimiento que las
auxinas promueven varia dependiendo al tejido especifico en el que se encuentran; por
ejemplo, en el tallo pueden promover la elongacion axial de las células, mientras que
en la raiz promueven la expansion lateral. Las auxinas se sintetizan principalmente
en los apices de la parte aérea y la raiz de las plantas y localmente en otras areas.
La biosintesis de auxinas puede ser dependiente de triptofano o independiente de
triptofano (Benjamins y Scheres, 2008; Normanly et al., 2010). Algunos ejemplos
de los procesos de desarrollo en los que se involucran las auxinas son la filotaxia
o arreglo de los 6rganos vegetales alrededor del tallo (Reinhardt et al., 2003), el
desarrollo de los haces vasculares en las hojas (Sachs, 1981), la elongacién celular y
el crecimiento (Cleland, 2010), y la formacién de patrones en la raiz (Sabatini et al.,
1999).

Otra hormona importante en el desarrollo y respuestas adaptativas de las plantas
es el etileno, un compuesto organico gaseoso involucrado en la elongacion de las
células, la germinacion, la apoptosis, la maduracion de los frutos, el desarrollo de la
raiz, entre otras funciones. Una caracteristica importante de esta hormona es que
modula las respuestas de otras hormonas, tales como las auxinas, el acido abscisico,
las citoquininas, entre otras; aunque los mecanismos por los cuales esta regulacion

se lleva a cabo no son del todo conocidos (Guo y Ecker, 2004).

Las citoquininas son hormonas que se encuentran principalmente en la raiz, aun-

que se distribuyen por el tejido del tallo por el xilema. Estan involucradas en la
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respuesta inmediata ante la reduccién de los nutrientes minerales disponibles en el

suelo, principalmente el nitrégeno (Coleman et al., 1990).

Los brasinosteroides son fitohormonas esteroideas involucradas en varios procesos
fisiologicos requeridos para el desarrollo de las plantas, tales como la elongacion y
division celular en tallos y raices, ademas de participar en una gran cantidad de
vias de senalizacién ante factores de estrés abidticos, como la salinidad, cambios de
temperatura, baja humedad, entre otros (Clouse 2011; Fariduddin et al., 2014). Otras
hormonas como el acido abscisico y las giberelinas regulan procesos involucrados con
el ciclo de vida de las plantas, tales como como el estado de latencia y la germinacion
de las semillas (Voesenek y Blom, 1996).

1.4. Mecanismos de determinacion celular en la epidermis

de la raiz de Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana es una angiosperma de la familia Brassicaceae originaria de
Europa y Asia con un ciclo de vida anual relativamente corto. Su tamano pequeno,
los relativamente simples requerimientos para su crecimiento en el laboratorio y la
alta produccién de semillas por autofertilizacién han favorecido que esta planta sea
ampliamente utilizada como organismo modelo para estudios de genética, genémica
y desarrollo vegetal desde los primeros anos de la década de 1980, aunque habia sido
propuesta como modelo de estudio desde 1943 por Friedrich Laibach (Sommerville
y Koornneef, 2002). En el ano 2000, el genoma de A. thaliana fue el primer genoma

vegetal en ser secuenciado (Kaul et al., 2000).

1.4.1. Red de regulacién génica en la epidermis de raiz de Arabidopsis

thaliana

La determinacién celular y la emergencia de patrones espaciales robustos son
procesos clave en el desarrollo de los organismos multicelulares. La formacion y man-
tenimiento de dichos patrones depende de las interacciones entre diversos factores
intrinsecos y extrinsecos de las células que incluyen factores de transcripcion, gra-
dientes moleculares, comunicacion celular, vias de senalizaciéon hormonales y estimu-
los ambientales (Benitez et al., 2013; Bruex et al., 2013; Schiefelbein et al., 2014).
Entender la dinamica de estas interacciones, los mecanismos por los cuales dan lugar
al fenotipo y como pueden verse afectadas por estimulos externos a las células es
crucial para entender la forma en que se ligan los procesos de desarrollo y los factores

ambientales para dar origen a la plasticidad fenotipica.
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Figura 4: Pelos de raiz en la epidermis de Arabidopsis thaliana. a) Vista longitudinal de la raiz
de A. thaliana; se observan los pelos de raiz como filamentos que sobresalen de la epidermis. b)
y ¢) Vista longitudinal y corte transversal respectivamente de la raiz de la linea GL2:GUS de A.
thaliana. Las células tenidas de azul expresan al gen reportero GUS, el cual indica la actividad
del promotor de GL2 y, por lo tanto, la determinacién celular en atricoblastos. Las células que
no estdn tenidas no presentan actividad de GL2 y, por lo tanto, forman tricoblastos. En b) se
puede observar que los tricoblastos se organizan en columnas alternadas con dos columnas de
atricoblastos. En c) se observa que las células que expresan a GL2 se encuentran sobe una tnica
célula cortical, mientras que las células que no expresan a GL2 se encuentran sobre dos células
corticales. Figuras obtenidas y modificadas de Kang et al., 2009 y Kuppusamy et al., 2009.

La epidermis de la raiz de Arabidopsis thaliana es uno de los sistemas mas uti-
lizados para este tipo de estudios de desarrollo y emergencia de patrones espaciales
de determinacion celular en plantas. Este sistema consiste en una monocapa de célu-
las que pueden ser de dos tipos: pelos de raiz y células que no forman pelos. Los
pelos de raiz son células alargadas que sobresalen de la epidermis como filamentos
y se forman a partir de células precursoras llamadas tricoblastos, mientras que las
células que no forman pelos no adoptan esta estructura de filamento y se forman a
partir de precursores llamados atricoblastos. Ambos tipos de células se encuentran
organizados en columnas de un sélo tipo celular sobre el cortex posicionadas en un
patron dependiente de la posicion: los pelos de raiz se encuentran sobre los espacios
intercelulares entre dos células del cortex (posicion H), mientras que las células que
no forman pelos se encuentran sobre una tnica célula cortical (posicién N). Por lo
general, dichas columnas se encuentran posicionadas de tal modo que se encuentran
dos columnas de células que no forman pelos adyacentes, seguidas de una columna
de pelos de raiz. Conforme las divisiones transversales de las células del meristemo
de la raiz originan nuevas células epidérmicas, éstas se diferencian progresivamente,

conservando el patron dependiente de posicién previamente establecido (Figura 4).

Numerosos estudios han dilucidado la Red de Regulacién Génica (RRG) que

estd asociada a la determinaciéon del destino de las células en la epidermis de raiz de
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A. thaliana. Se ha observado que la formacién de atricoblastos esta caracterizada por
la expresién del gen homeético GLABRAZ2 (GL2), el cual codifica para un factor de
transcripcién con homeodominio de cierre de leucina (HD-Zip) que a su vez inhibe la
expresion de otros genes que codifican los factores de transcripcion necesarios para
la diferenciacion de las células en pelos de raiz, tales como ROOT HAIR DEFEC-
TIVE6 (RHDG6) y AUXIN RESISTANT2 (AXR2). De forma consistente con estos
descubrimientos, se ha encontrado que GL2 generalmente se expresa inicamente en
las células epidérmicas que se encuentran en la posicion N en la epidermis de raiz,
y no en las células que se encuentran en posicion H (Dolan et al., 1994; Rerie et al.,
1994; Di Cristina et al., 1996 y Schiefelbein; Masucci, 1996; Masucci et al., 1996a).

La expresion de GL2 depende de la formaciéon de un complejo proteico for-
mado por la proteina con repeticion WD40 TRANSPARENT TESTA GLABRA1
(TTG1), las proteinas con motivo bHLH GLABRA3 (GL3) y ENHANCER OF
GLABRAS3 (EGL3), y la proteina con dominio Myb WEREWOLF (WER) (Galway
et al., 1994; Lee et al., 1999; Walker et al., 1999; Payne et al., 2000; Bernhard et
al., 2003; Bernhard et al., 2005; Schiefelbein et al., 2014). Este complejo proteico
WER-GL3/EGL3-TTG1, en adelante referido como Complejo Activador (o CA por
sus siglas), promueve la expresién de GL2 en las células en posicion N, por lo que su
formacién determina la identidad de atricoblastos en la epidermis de raiz (Szymans-
ki et al., 1998). Las mutaciones en GL2 o en cualquiera de los genes que codifican
las proteinas del CA producen un aumento en la cantidad de pelos de raiz ectépicos,

es decir, en la cantidad de pelos de raiz que se forman en la posicién N.

Por su parte, las proteinas con dominio Myb CAPRICE (CPC) y TRIPTYCHON
(TRY),yelgen ENHANCER OF TRIPTYCHON AND CAPRICE1 (ETC1) acttian
de forma parcialmente redundante para la determinacién de la identidad de las célu-
las epidérmicas como tricoblastos, es decir, células precursoras de los pelos de raiz
(Wada et al., 1997; Lee y Schiefelbein, 2002; Schellmann et al., 2002; Wada et al.,
2002; Kirik et al., 2004). Las mutaciones en estos tres genes producen plantas con
una menor cantidad de pelos de raiz, lo cual se debe a un aumento en el niimero
de células que no forman pelos en la posicion H. Se ha observado que CPC actia
uniéndose al sitio de unién a la proteilna WER presente en las proteinas GL3 y
EGL3, por lo que se propone que CPC promueve la formacién de tricoblastos al
competir contra WER, por la unién al resto de las proteinas del CA, formando un
complejo proteico inactivo CPC-GL3/EGL3-TTGI1 y, consecuentemente, inhibiendo
la expresion de GL2 (Bernhardt et al., 2003).

22



El gen WER, cuyo producto proteico forma parte del CA, se expresa en las
células en posicion N (Lee y Schiefelbein, 1999). Sin embargo, se ha reportado que
WER y TTGI inhiben la expresion de los genes GL3 y EGLS3, mientras que CPC
y TRY la promueven. Como resultado, la expresion de estos dos genes tiene lugar
de forma preferencial en las células en posicion H. A partir de estos datos se ha
propuesto un mecanismo de accién en el cual el CA inhibe la expresion de GL3 y de
EGL3 en las células en posicion N, por lo que estos genes se expresan inicamente
en las células en posiciéon H. A partir de estas células, las proteinas GL3 y EGL3
difunden de forma auténoma, posiblemente a través de los plasmodesmos, hacia las
células vecinas en posicién N, donde se unen a WER y a TTG1 para formar el CA

y reforzar la determinacién celular de los atricoblastos (Bernhardt et al., 2005).

Del mismo modo se ha observado que los genes CPC, TRY y ETC1 se expresan
preferentemente en las células en posiciéon N (Schellman et al., 2002; Wada et al.,
2002; Kirik et al., 2004; Simon et al., 2007), lo cual sugiere que las proteinas del CA
promueven su expresion (Lee y Schiefelbein, 2002; Bernhardt et al., 2003; Simon et
al., 2007), mientras que las proteinas CPC y TRY la inhiben (Lee y Schiefelbein,
2002; Simon et al., 2007). Se ha reportado también que GL2 promueve la expresién
de TRY (Simon et al., 2007). Al igual que GL3 y EGL3, la proteina CPC se mueve
de forma auténoma hacia las células vecinas en posiciéon H, donde se une a GL3,
EGL3 y TTG1 para evitar la formacion del CA y determinar la formacion de trico-
blastos. Se ha reportado un movimiento analogo de la proteina TRY a través de los
plasmodesmos en la epidermis de las hojas de A. thaliana (Wada et al., 2002), sin
embargo no se ha reportado este fendmeno en la epidermis de raiz (Schellmann et
al., 2002; Kwak et al., y Schiefelbein et al., 2014).

Estudios recientes sugieren que el factor de transcripcion WRKY75 regula ne-
gativamente la formacién de pelos de raiz al inhibir la expresion de los genes CPC
y TRY (Rishmawi et al., 2014). La regulacién de la expresién de este factor de
transcripcion esta a su vez involucrada en las respuestas metabodlicas de la raiz de
Arabidopsis thaliana ante la deficiencia de fosfato en el suelo (Devaiah et al., 2007).
A su vez, el gen ZINC FINGER PROTEIN 5 (ZFP5) codifica para un factor de
transcripcion de la familia C2H2 que esta involucrado en la regulacion de la expresion
de CPC (An et al., 2012).

El hecho de que las células epidérmicas presenten patrones espaciales robustos
sugiere que, ademas de los factores intrinsecos de determinacion previamente men-
cionados, existe una sefial de posicion proveniente del cortex que permite a la célula

identificar la posicién en que se encuentra con respecto a las células corticales y que
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permanece constante a lo largo del proceso de determinacion celular. Se ha observa-
do que dicha senal depende de la expresion de SCRAMBLED (SCM), un gen que
codifica para una proteina cinasa receptora de membrana que inhibe la expresion de
WER en las células epidérmicas que se encuentran superpuestas entre dos células
corticales (Kwak et al., 2005; Kwak et al., 2006). A su vez, se ha sugerido que el CA
inhibe la expresiéon de SCM en las células epidérmicas que se localizan sobre una
sola célula cortical, mientras que CPC y TRY promueven su expresién (Kwak et al.,
2008).

A través de modelos tedricos se ha propuesto la existencia de un mecanismo de
retroalimentacion positiva de la expresién del CA (Benitez et al., 2008). Experimen-
tos posteriores han dilucidado dichos mecanismos a través del factor de transcripcion
con dominio Myb AtMYB23 (MYB23), el cual se expresa preferentemente en células
epidérmicas en posicion N y funciona de forma andloga a WER en la formacién del
CA (Kang et al., 2009; Wada et al., 2012). Asi mismo, se ha sugerido que el factor
de transcripcion WRKY TRANSPARENT TESTA GLABRA 2 (TTG2), cuya ex-
presion esta regulada por el CA, actia de forma redundante a éste para regular la
expresién de otros genes en la RRG, incluyendo a si mismo (Johnson et al., 2002;
Ishida et al., 2007). A su vez, la inhibicién mutua de SCM y WER representa otro

mecanismo por el cual se da la retroalimentacion positiva del CA.

1.4.2. El papel de las vias de senalizacién hormonal en la emergencia de

patrones espaciales

La abundante informacién experimental disponible y la relativa simplicidad del
sistema de la epidermis de raiz de Arabidopsis thaliana han permitido la integracion
de la informacién de las interacciones que dan lugar a los patrones celulares en
modelos que involucran las RRG subyacentes, la comunicacion entre las células y
la senalizacion de informacién posicional (Mendoza y Alvarez—Buylla, 2000; Benitez
et al., 2007; Benitez et al., 2008; Savage et al., 2008; Benitez et al., 2010; Savage
et al., 2013). Sin embargo, algunos experimentos han demostrado que la formacién
de dichos patrones es controlada por diversas vias de senalizacién hormonal que no
han sido consideradas en estos modelos y pueden alterar los patrones espaciales de
distribucién de los pelos de raiz. Si bien inicialmente se consideraba que las hormonas
participaban en la regulaciéon de la determinacion celular de la epidermis de raiz
de forma independiente al CA (Masucci y Schiefelbein, 1996; Mendoza y Alvarez-
Bugylla, 2000), estudios posteriores han reportado casos en que su accién involucra

la regulacién de algunos genes que conforman la RRG previamente descrita.
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Las auxinas y el etileno promueven la formacion de pelos de raiz ectépicos a través
de la regulacion de la expresion de RHD6 y de AXR2 de forma independiente al
mecanismo de acciéon de GL2 (Massucci y Schiefelbein, 1996), aunque recientemente
se ha reportado que las auxinas también participan en la regulacion de la expresion
de los genes que participan en la inhibicién del CA, promoviendo principalmente la
expresién de CPC'y de TRY (Niu et al., 2011). Otras hormonas como el 6xido nitrico
(NO) participan en la via de senalizacién de las auxinas para la formacién de pelos de
raiz. Por otro lado, la expresion de ZFP5 esta regulada por las vias de senalizacién de
citoquininas en la raiz (An et al., 2012). Las hormonas brasinosteroides, las cuales se
han visto involucradas en la regulacién de las respuestas de las plantas ante factores
abioticos de estrés (Fariduddin et al., 2014), regulan de forma positiva la expresiéon
de WER y de GL2, mientras que las alteraciones en su vias de senalizacién afectan

la formacién de los patrones espaciales de la epidermis de raiz (Kuppusamy et al.,
2009).

Los cambios en las condiciones ambientales en las que se desarrollan las plantas
también pueden afectar la determinacion celular en la epidermis de raiz de las plan-
tas. La deficiencia de nutrientes tales como el fosfato, el hierro y el manganeso en
el suelo produce una mayor formacion de pelos de raiz, lo cual permite a la planta
aumentar la absorcion de dichos nutrientes cuando se encuentran en bajas concen-
traciones (Miller y Escmidt, 2004; Perry et al., 2007). Estos cambios en el fenotipo
parecen estar relacionados con un aumento en la expresién de ETC1 (Savage et al.,
2013) y la mediacion de la sefializacion por auxinas como resultado de la deficiencia
de nutrientes (Massucci y Schiefelbein, 1994; Schikora y Schmidt, 2001; Miller y
Schmidt, 2004). A su vez, se ha sugerido un rol para WRKY75 en la respuesta de
las plantas ante el estrés por deficiencia de fosfato al promover la expresion de los
genes inducidos por deficiencia de fosfato inorganico, los cuales a su vez son inter-
mediarios de la via de sefializacién de las auxinas (Deviah et al., 2007). Por otro
lado, el aumento de la concentracién de dichos nutrientes en el suelo disminuye el

numero de pelos de raiz formados en la epidermis.

A su vez, el aumento en la salinidad del suelo promueve la expresién de los genes
WER, GL2, GL3, EGL3 y CPC, y produce que las plantas desarrollen una menor
cantidad de pelos de raiz en una forma dependiente de la concentracion, lo cual
se ha propuesto que es una respuesta adaptativa que disminuye el efecto negativo
de los pelos de raiz ante las condiciones de estrés salino (Wang et al., 2008). Por
otro lado, el incremento en las concentraciones de CO, en el ambiente produce la

formacién de una mayor cantidad de pelos de raiz y aumenta la expresion de varios
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genes involucrados en la regulacién de la expresion de GL2, principalmente CPC'y
TRY (Niu et al., 2011).

1.5. Biologia de sistemas y modelos de redes de regulacién
génica

Los acelerados avances en la biologia molecular y la consecuente acumulacion de
informacion genémica durante las ultimas décadas han dejado en evidencia que para
comprender de forma integral a los procesos bioldgicos es necesario visualizarlos como
sistemas de elementos con comportamientos dinamicos e interacciones que dan lugar
a la emergencia de nuevas propiedades, tales como los patrones celulares espaciales

durante el desarrollo previamente discutidos.

La biologia de sistemas ha permitido estudiar el funcionamiento de dichos pro-
cesos desde una perspectiva multidisciplinaria, haciendo uso de herramientas ma-
tematicas y computacionales para integrar la informacién disponible de los compo-
nentes que constituyen a los sistemas biologicos y sus interacciones, asi como poner
hipétesis a prueba y generar nuevas predicciones mediante la experimentacion in
stlico (Ideker et al., 2001; Hogeweg, 2002; Kitano, 2002; Albert, 2007).

1.5.1. Modelos de redes de regulaciéon génica

Dado que la mayoria de las funciones en los sistemas biologicos emergen de la
interaccién de sus componentes y no unicamente de las propiedades aisladas de es-
tos, es necesario estudiar a dichos sistemas tomando en cuenta la acciéon concertada
y simultanea de los factores que los componen. A su vez, la enorme cantidad de
informacion disponible de los genes y sus interacciones ha provocado que los mo-
delos esquematicos sean insuficientes para describir a los procesos biolégicos en su
totalidad, de donde surge la necesidad de utilizar herramientas integrativas como
las representaciones matematicas y las simulaciones computacionales que permitan
comprender a los componentes del sistema, su dinamica e interacciones en mode-
los que, ademés de ser consistentes con la informaciéon existente, permitan abordar
a estos procesos desde nuevas perspectivas y generar predicciones sobre comporta-
mientos inexplorados de los mismos (Ideker et al., 2001; Albert, 2007; Alvarez—Bullya
et al., 2007; Kitano, 2007). De este modo, los modelos matematicos y computacio-
nales en biologia funcionan como herramientas de integraciéon de la informacion

experimental disponible, de experimentacion al permitir investigar nuevos compor-
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tamientos y caracteristicas del sistema, y de generacién de predicciones basadas en

estos experimentos.

Los modelos de RRG han sido herramientas excelentes para la integracion y
comprensién de los procesos de desarrollo (von Dassow y Munro, 1999; von Dassow
et al., 2000; Salazar-Ciudad et al., 2001; von Dassow y Odell, 2002; Espinosa-Soto et
al., 2004; Albert, 2007; Alvarez—Bullya et al., 2007; Salazar-Ciudad y Jernvall, 2010;
Ryu et al., 2013). En estos modelos, las interacciones de regulacién de la expresion
de los genes son representadas como un conjunto de reglas de actualizacion que
determinan el estado de cada gen en un momento determinado con base en los
estados de los otros componentes de la red que lo regulan. Con estas reglas se puede
seguir la trayectoria de una configuracion de la actividad génica a otra hasta que
dichas configuraciones llegan a un estado estable que no cambia al seguir las reglas
de la red llamado atractor de punto fijo, o a una colecciéon de estados entre los
cuales la configuracion de la actividad génica se alterna de forma ciclica llamada
atractor periddico. Al conjunto de configuraciones que llevan hacia un atractor se le
conoce como cuenca de atracion. La representacion grafica de una RRG es en forma
de grafos en los que los nodos corresponden a los genes, mRNAs o proteinas que
participan en el proceso biol6gico, mientras que las aristas representan interacciones
de regulacion de la expresion de estos, ya sean de activacion o de inhibicién (Alvarez—
Buylla et al., 2007). En la Figura 5 se muestra un ejemplo de un modelo de RRG.
Para una informaciéon mas detallada sobre los modelos de redes, ver la seccion de
Métodos de esta Tesis.

Gran parte de los procesos bioldgicos tales como el desarrollo y el metabolismo
estan organizados en modulos, es decir, unidades funcionales parcialmente indepen-
dientes constituidas por conjuntos de genes que regulan mutuamente su expresion,
las cuales subyacen los procesos celulares (Kitano, 2002; Segal et al., 2003). En una
representacion grafica, los modulos pueden ser identificados como conjuntos de ge-
nes o vértices que poseen un mayor grado de conexion entre ellos que con otros
vértices fuera del modulo. Los modelos de RRG son frecuentemente utilizados para
representar la estructura y dinamica de los médulos que regulan diversos procesos
biolégicos (Albert, 2007; Albert et al., 2008). Un médulo ampliamente estudiado por
medio de modelos de RRG es el sistema de genes previamente descrito que subyace
los procesos de determinacion celular y emergencia de patrones en la epidermis de
raiz de Arabidopsis thaliana (Mendoza y Alvarez Buylla, 1998; Benitez et al., 2007,
2008, 2011, 2013; Ryu et al., 2013).
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Figura 5: Modelo de la RRG asociada a la especificacion de los érganos florales en
Arabidopsis thaliana. a) Topologia de la RRG, en la cual los 15 genes de la red estén
representados por nodos, mientras que sus interacciones se representan con flechas
con extremo de punta (—) cuando son de activacién, o con flechas con extremo plano
() cuando son de represién. b) Cuencas de atraccién que llevan a cada una de las
células precursoras de los cuatro érganos florales: sépalos (verde), pétalos (rojo),
estambres (amarillo) y carpelos (morado). Cada atractor es un estado estable de

expresion de los 15 genes de la RRG. Imagen obtenida de Alvarez—Buylla et al.,
2007.

Los modelos de redes dinamicos son aquellos que, ademés de describir la topo-
logia de la red, cuentan con funciones que describen el estado de los nodos como
producto del estado de los nodos que regulan su expresion y con un estado inicial
para cada nodo en el sistema. El orden en el que cada nodo es actualizado en la
red puede afectar de forma importante la dindmica del sistema. Cuando no existe
suficiente informacién experimental disponible, se pueden usar modelos con actuali-
zacion sincrénica, es decir aquellos en los que los estados de expresion de los genes se
actualizan al mismo tiempo. Los modelos con actualizacién asincronica son mas rea-
listas y pueden crearse cuando existe suficiente informaciéon para discernir el orden
en el que se actualizan los nodos, aunque es posible hacerlos cuando no se conoce

este orden actualizando los nodos en orden aleatorio (Garg et al., 2008).

1.5.2. Inferencia de las arquitectura de las RRG

La arquitectura de un modelo de RRG es una funcién mateméatica parametri-
zada que describe el comportamiento general de los componentes del sistema con
base en la actividad de los elementos que lo regulan (Hecker, 2009). La forma més
ampliamente utilizada para inferir la arquitectura de una RRG consiste en utilizar
informacion de la expresion de los genes considerados en la red para predecir las in-
teracciones entre los nodos; esto es, inferir qué elemento de la red regula a otro con
base en los patrones de expresién. Cualquier interaccién entre dos genes o proteinas
inferida en la red puede ser, en principio, corroborada experimentalmente. Sin em-
bargo, cabe senalar que el hecho de que dos nodos pertenezcan al mismo modulo y
presenten perfiles de expresion altamente correlacionados no implica necesariamente
que interaccionen entre si de forma causal (Albert, 2007). El auge de la tecnologia
de alta cobertura tal como el monitoreo de la expresion génica a gran escala utili-
zando microarreglos de DNA y el desarrollo de novedosos métodos estadisticos han
promovido el uso de los modelos de RRG (Alvarez—Buylla et al., 2007; Hecker et al.,
2009; Wang y Huang, 2014).
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Asi mismo, es posible inferir la estructura de las RRG a partir de datos expe-
rimentales que describan la relacion directa entre los nodos de la red, dando lugar
a modelos muy exactos. Esta aproximacion es limitada por el hecho de que sélo es
posible de abordar en médulos ampliamente estudiados (Alvarez Buylla et al., 2007).
Algunos ejemplos del uso de esta aproximacion son los modelos de los médulos de
regulacion génica involucrados en el desarrollo embrionario de Drosophila melano-
gaster y en la formacién de diversas estructuras y patrones celulares en Arabidopsis
thaliana (Mendoza et al., 1999; von Dassow et al., 2002; Espinosa-Soto et al., 2004;
Chaos et al., 2006; Benitez et al., 2008; Savage et al., 2008).

Se han desarrollado diferentes métodos para inferir la arquitectura de las RRG a
partir de la informacién experimental, los cuales poseen diferentes grados de simplifi-
caciéon y reflejan distintas asunciones sobre los mecanismos moleculares subyacientes
(Alvarez-Buylla et al., 2007; Hecker et al., 2009).

Modelos de Teoria de Informacion

Una de las arquitecturas més simples es la red de correlacién, la cual consiste
en un grafo no dirigido que indica la presencia de una interaccién entre dos nodos
si la correlacion en la expresion de estos es significativa. Para construir estas redes
se calcula una medida de la correlacién entre los patrones de expresion de los genes
provenientes de datos de gendmica funcional, y con base en ella se deducen las in-
teracciones de regulacién entre dos genes cuando la correlacion es significativamente
mayor que un valor umbral obtenido de la correlaciéon entre interacciones azarosas
(Alvarez—Buylla et al., 2007; Hecker et al., 2009). La medida de correlacién utilizada
puede ser un coeficiente de correlacion, la distancia euclidiana o valores utilizados
en la teoria de la informacion tales como la informaciéon mutua. Si dos elementos de
la red son independientes, su correlacién es cero (Steuert et al., 2002; Stuart et al.,
2003).

Las mayores ventajas que presentan este tipo de redes es que son simples y tienen
un bajo costo computacional, lo cual les hace adecuadas para inferir propiedades glo-
bales de redes a grandes escalas. Sin embargo, a su vez presentan varias desventajas,
como ser redes de relaciones estaticas (no representan la dindmica del sistema en el
tiempo), no tomar en cuenta que varios genes pueden participar en la regulacion de
otro y, al no estar dirigidas, las redes no muestran cudl de los nodos regula al otro
en una interaccion (Basso, 2005; Alvarez—Buylla et al., 2007; Hecker et al., 2009).
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Redes Bayesianas

Estos modelos se fundamentan en la teoria de inferencia de Bayes y consisten
en encontrar una red Bayesiana, la cual es la representacion de una distribucion de
probabilidad multivariada conjunta y estd compuesta por un grafo aciclico dirigido
que muestra la RRG que describe las relaciones de dependencia causal entre los
elementos del sistema, y por un un conjunto de distribuciones de probabilidad con-
junta que avala dichas relaciones (Friedman et al., 2000; Albert, 2007). Estas redes
se construyen a partir de informacién de genémica funcional, para lo cual se asume
que los valores de expresion de los genes pueden ser descritos por variables aleatorias
que siguen distribuciones de probabilidad (Hecker et al., 2009). La arquitectura se
infiere proponiendo diferentes estructuras de la red, las cuales se califican con base
en su capacidad de explicar los perfiles de expresion de los genes hasta encontrar
la red més probable dada esta informacién, en contraste con los modelos de teoria
de la informacién que construyen la red seleccionando o rechazando interacciones

individuales entre pares de genes (Alvarez—Bullya et al., 2007).

Modelos con ecuaciones diferenciales

Estos son modelos continuos utilizados para describir la dinamica de las RRG
de forma cuantitativa. Cada nodo es caracterizado por concentraciones (de las pro-
teinas o del mRNA que producen los genes al expresarse) y se utilizan ecuaciones
diferenciales basadas en la cinética de accién de masas para describir los cambios
en la expresion de los genes como funcién de la expresion de otros genes, de facto-
res ambientales, y del decaimiento de los componentes (Albert, 2007; Hecker et al.,
2009). Generalmente en estos modelos el conjunto de nodos de la red se representan
como un vector x(t) = (x1(t), ..., z,(t)), donde x;(t) representa el nivel de expresién
del gen ¢ al tiempo t. La dindmica de este vector se describe por medio de ecua-
ciones diferenciales. Para inferir la red es necesario encontrar dichas ecuaciones a
partir de mediciones de los cambios de la expresion de los genes en el tiempo y ante

perturbaciones externas (Hecker et al., 2009).

Estos modelos pueden construirse utilizando ecuaciones diferenciales lineales o
con aproximaciones discretas a éstas por medio de ecuaciones en diferencias que
permitan utilizar ecuaciones algebraicas lineales, que son mas faciles de resolver
(Hecker et al., 2009). Sin embargo, el modelado de RRG a gran escala y de algunos
comportamientos dindmicos complejos como la emergencia de multiples estados es-
tables o de estados estables oscilatorios requiere del uso de sistemas de ecuaciones

diferenciales no lineales (Savageau, 1970).
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Los modelos de ecuaciones diferenciales permiten describir relaciones mas com-
plejas que los otros tipos de modelos, ademés de explorar de forma eficiente las
hipotesis alternativas sobre la dinamica de los elementos de la red, y predecir el
efecto de las perturbaciones sobre ésta. Sin embargo, presentan la desventaja de que
requieren un solido conocimiento de la cinética de las reacciones bioquimicas asocia-
das al sistema que se pretende modelar, lo cual no siempre es posible de obtener a
partir de los datos experimentales. Por otro lado, estos modelos, especialmente los
de ecuaciones diferenciales no lineales, estan limitados por sus altos requerimientos

matematicos y computacionales (Albert, 2007).

Los modelos deterministicos continuos de redes de regulaciéon pueden comple-
mentarse con descripciones del crecimiento celular para explicar la formacion de

patrones espacio temporales celulares (Albert, 2007).

Redes Booleanas

En algunos casos la informacion disponible de las interacciones entre los genes
de una RRG no es suficiente para construir un modelo cuantitativo de ecuaciones
diferenciales. En estos casos, los modelos de redes booleanas proporcionan una al-
ternativa, pues para construirse no se requiere conocer los parametros de la cinética
de los elementos de la red. Si bien estos modelos tienen limitaciones al describir
la dindamica cuantitativa del sistema, son eficientes para describir la dindmica del
sistema de forma global (Albert y Wang, 2009; Wang et al., 2012).

Las redes booleanas son modelos de redes dinamicas que utilizan variables dis-
cretas binarias x; € {0, 1} para describir el estado de activacion de cada nodo i de la
red. Cuando un gen ¢ se encuentra inactivo la variable binaria asociada a éste toma
el valor de z; = 0, mientras que cuando el gen se encuentra activo su variable binaria
cambia a z; = 1, de modo que una red con N nodos puede presentar 2V estados
diferentes (Kauffman, 1969). Las iteraciones de la red tienen lugar en periodos de
tiempo discretos, en cada uno de los cuales el estado de un nodo cambia entre 0
y 1 de acuerdo al estado de los nodos que regulan su expresion a través de una
regla conocida como regla de transferencia, la cual puede ser representada como una
funcién o regla légica utilizando los operadores booleanos AND, OR y NOT (Albert et
al., 2008). Para construir estas redes es necesario discretizar los datos continuos de
expresion de los genes en estados binarios y representar las interacciones descritas
experimentalmente entre los elementos de la red como funciones booleanas. En caso
de que se construya la red a partir de datos de genémica funcional, es necesario
encontrar las funciones booleanas para cada gen que expliquen los patrones de ex-

presion observados. El conjunto de los estados posibles de cada nodo en funcién del

32



estado de los nodos que regulan su expresién puede ser representado por medio de
una tabla de verdad. La representacion grafica de este tipo de redes es un grafo

dirigido en el que las aristas corresponden a las funciones de transferencia.

La ventaja de estos modelos es que son dindmicos y faciles de interpretar, ademas
de que dado que el espacio de todas las posibles configuraciones es finito, se pueden
explorar exhaustivamente todas las condiciones iniciales y los atractores del modelo,
permitiendo probar directamente la necesidad y la suficiencia de cada interaccion
(Hecker et al., 2009). Por otro lado, estos modelos son una alternativa a los modelos
cualitativos continuos de ecuaciones diferenciales cuando la informacién necesaria
para construir estos no estd disponible. Una desventaja en el uso de estos modelos
es que las funciones binarias frecuentemente no pueden describir adecuadamente los
patrones de expresion de los genes (Hecker et al., 2009); sin embargo, esta desventaja
es mitigada por el hecho de que se ha demostrado que en algunos casos la dinamica
global depende principalmente de la topologia de la red y no en los valores especificos
de cada variable (Albert y Othmer, 2003). Por otro lado, si existe la suficiente
informacion disponible, se pueden utilizar modelos discretos alternativos en los que
cada variable puede tomar mas de dos valores, por ejemplo z; € {0, 1,2}, de tal
forma que es posible describir distintos niveles de expresién para cada gen. En este
trabajo se adopta este marco de modelado para estudiar la dindmica de la RRG
asociada a la determinacién del tipo celular en la epidermis de la raiz de Arabidopsis

thaliana.

1.6. Modelo de la RRG involucrada en la determinacién ce-

lular en la raiz de Arabidopsis thaliana

En el ano 2008, Benitez et al. propusieron un modelo discreto dindmico con
actualizaciéon sincronica de la RRG involucrada en la determinacion celular y emer-
gencia de patrones en la raiz de Arabidopsis thaliana (Benitez et al., 2008). El modelo
consiste en una rejilla de 20 renglones y 20 columnas, en la cual cada casilla corres-
ponde a una célula de la epidermis de la raiz de A. thaliana y contiene una RRG
conformada por los genes WER, GLS3, EGL3, TTG1, GL2, CPC, TRY, ETC1 y
SCM, y por el CA (Figura 6). Los productos proteicos de GL3, EGL3 y CPC pue-
den difundir de una célula a sus vecinas, donde pueden afectar la expresion de los
genes de la red, dando lugar a una red compuesta por el acoplamiento de las RRG

de cada célula, también conocida como meta-RRG.
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Figura 6: Red de regulacién génica que regula la determinacion celular de la raiz de Arabidopsis
thaliana propuesta en este modelo de Benitez et al., 2008. Las flechas con extremo de punta
(—) indican interacciones de regulacién positiva, mientras que las flechas con extremo plano ()
indican interacciones de represion de la expresién. El nodo gris que contiene a las proteinas WER-
GL3/EGL3-TTG1 corresponde al CA.

Para evaluar el modelo, se simularon las redes de regulacién génica en los mu-
tantes reportados en la literatura y la sobreexpresién de algunos genes, lo cual se

realizé fijando los valores de los nodos correspondientes en 0 ¢ en 2 respectivamente.

Existe evidencia experimental que sugiere que la formacion de los patron espacial
de determinacién celular en la epidermis de la raiz de Arabidopsis thaliana depende
de una senal de posiciéon mediada por la proteina de membrana SCM, la cual inactiva
la expresion de WER en las células en posicion H (Kwak et al., 2005; Kwak et al.,
2006). Con el fin de comprobar si dicha senal es necesaria para recuperar el patrén
espacial de determinacién celular en el modelo, se simulé la dinamica del sistema
inhibiendo la expresion de WER cada dos columnas de células y se contrastd con
simulaciones del mismo sistema sin considerar esta inhibicién. En estas simulaciones
se observo que la senal de posicion de SCM es necesaria para la formacion del patron
espacial de determinacién celular observado en los ecotipos silvestres, pues dicho
patrén se recuperd unicamente en las simulaciones en que se considero la inhibicion
de WER por SCM. En el modelo se propuso una interaccion de autoactivacion de
WER, ya sea directa o indirecta, que no habia sido reportada en la literatura en
el momento de su publicacion, la cual fue necesaria para recuperar el fenotipo del

mutante scm en las simulaciones.

Se encontraron dos atractores en la red de regulacién génica: uno en el que se
expresan WER, TTG1, CPC, TRY y ETC1, y las proteénas GL3 y EGL3 estan

presentes debido a la difusién desde las células vecinas; y otro en el que GLS3, EGLS3
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y TTG1 se expresan y CPC esta presente debido a la difusién. El primer atractor
corresponde al perfil de expresion reportado para los atricoblastos, mientras que el
segundo corresponde al perfil de expresion de los tricoblastos. Congruentemente,
las células que presentaron el primer perfil de expresion fueron aquellas en las que
el CA se encontraba presente, mientras que las células con el segundo perfil de
expresion no formaron el CA. Estos perfiles de expresion formaron el patrén espacial
caracteristico de la epidermis de la raiz de A. thaliana, el cual fue robusto ante
diferentes perturbaciones. Del mismo modo, los resultados de las simulaciones de
las redes mutantes fueron cualitativamente similares a los fenotipos reportados en

la literatura.

Posteriormente a la postulacién del modelo, si bien se encontré que WER no
regula directamente su propia expresion, se descubrié el papel de la proteina MYB23
en la formacién del CA de forma analoga a la proteina WER, asi como el hecho de
que el CA regula positivamente su expresion (Kang et al., 2009). Por otro lado, se
reporté que WER funciona como inhibidor de la expresién de SCM (Kwak et al.,
2008). Esta informacién corrobora la prediccién del modelo de la autoregulacion
positiva (directa o indirecta) de WER (Alvarez-Buylla et al., 2011).

El modelo de Benitez et al., 2008, integra la informacién experimental sobre la
RRG que subyace a la determinacién celular en la epidermis de la raiz de A. thaliana,
permitiendo el estudio de la acciéon concertada de los distintos factores moleculares
durante la emergencia del patrén espacial robusto observado en el sistema. Ademas,
el estudio permitié identificar un modulo regulatorio que es suficiente para recuperar
dichos patrones espaciales y los perfiles de expresion del sistema. Por otro lado, el
modelo contribuye a dilucidar la forma en que se origina la informacién necesaria
para la emergencia de patrones espaciales de tipos celulares a partir de los genes
involucrados en la determinacién celular. Se concluye que la informacion requerida
para la emergencia de dichos patrones espaciales consiste en perfiles heterogéneos de
expresion génica, los cuales son altamente robustos, son independientes de las con-
diciones iniciales del sistema, y estan determinados por las interacciones complejas

entre factores intra y extracelulares.

A pesar de su gran importancia en la integracion de la informacién y el estudio de
la dindmica de la RRG asociada a la determinacion celular en la epidermis de la raiz
de Arabidopsis thaliana, el modelo de Benitez et al., 2008 no integra la informacion
experimental que describe la forma en que los elementos de la RRG responden ante
factores externos, tales como las vias de senalizacion hormonal o cambios en las

variables ambientales. Por lo tanto, el modelo no permite simular las diferencias en
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la dindmica de la RRG ante cambios externos, ni determinar si dichas diferencias

producen la plasticidad fenotipica reportada en la literatura cientfica.

1.7. Objetivos e Hipotesis

Desde la publicacion del modelo de Benitez en el 2008, se han descubierto nuevos
elementos y mecanismos que forman parte del sistema de regulaciéon de la determi-
nacion celular en la epidermis de raiz. Algunos de ellos funcionan como mediadores

entre diversos factores ambientales y la RRG que controla este proceso.

El objetivo del presente trabajo es estudiar la relacién entre los cambios en la
dindmica de la RRG asociada a la determinacion del tipo celular en la raiz de
Arabidopsis thaliana producidos por alteraciones en las variables ambientales y la
plasticidad en el niimero y en la distribucién espacial de los pelos de raiz. Para ello
presentamos una revision y actualizacién del modelo de Benitez et al., 2008, en la
cual integramos en el modelo nuevos nodos e interacciones que han sido recientemen-
te descritos en la literatura cientifica, incluyendo nuevos genes, y factores externos

tales como vias de sefializaciéon hormonal y variables ambientales.

La hipdtesis de este trabajo es que la plasticidad en el nimero y en la distribuciéon
espacial de los pelos de raiz es producida por cambios en la dinamica de la RRG

asociada a la expresion de GL2.

En un aspecto mas general, con el nuevo modelo se busca establecer un preceden-
te en la forma de estudiar los mecanismos responsables de la plasticidad fenotipica
en los sistemas de desarrollo. Este trabajo podria significar una contribucién para
intentar resolver una cuestion latente en la biologia del desarrollo con implicacio-
nes evolutivas, que es la forma en que el ambiente afecta la dinamica de los genes
durante el desarrollo, produciendo variacion fenotipica reproducible e independiente

de cambios en la secuencia de DNA.

36



2. Métodos

El presente trabajo consiste en simular la dindmica espacio-temporal y estudiar
la plasticidad de la red de regulacién génica que controla la determinacion celular
de la epidermis de la raiz de Arabidopsis thaliana utilizando un modelo discreto

multivaluado con actualizacién sincronica.

2.1. Actualizacion de las reglas légicas del modelo de RRG
de Benitez et al. 2008.

Para construir la RRG utilizada en este modelo, se se actualizé la red utilizada
en el modelo de Benitez et al., 2008 siguiendo el método propuesto por Assmann
y Albert en el 2009. Para esto, se revisd exhaustivamente la literatura cientifica
disponible hasta Agosto de 2014 que concierne a los genes asociados a la regulacion
de la expresion de GL2, asi como a las vias de sefializacién hormonal y a los factores

ambientales que afectan la expresion de dichos los genes.

A partir de esta revisién, se construyé una tabla que resume y formaliza los
componentes de la RRG, las interacciones entre si, y la evidencia experimental que
sugiere dichas interacciones (Apéndice B). Posteriormente, con base en esta informa-
cion, se construyo la red de regulacion génica presentada el la Figura 8a. Para cada
nodo de la red se obtuvo una ecuacion discreta o regla logica que determina su estado

de activacion dependiendo del estado de los nodos que regulan su transcripcion.

2.2. Programas y simulaciones

Con la finalidad de evaluar el nuevo modelo, se construyé un programa en C que
simula la dindmica de las RRG. Las simulaciones consisten en una matriz de 20 x
20 celdas en la que cada una representa una célula de la epidermis y contiene una
RRG asociada a la expresion de GL2.

La RRG dentro de cada célula estd compuesta por los genes WER, MYB23,
GLS3, EGLS, TTG1, TTG2, GL2, CPC, TRY, ETC1, SCM, WRKY75 y ZFP5; las
vias de senalizacion celular por auxinas, brasinosteroides, citoquininas y etileno; y
los estimulos ambientales por una alta concentracién de COs en el ambiente, alta

salinidad en el suelo y deficiencia de nutrientes.

La mayoria de los genes estan representados en el modelo por una variable dis-

creta g, € {0, 1,2} dentro de cada una de las 400 células de la matriz, aunque hay
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algunas excepciones. En el caso de los genes en los que tnicamente es necesario
modelar su presencia o ausencia, fueron representados con una variable discreta bi-
naria g, € {0,1}. Este es el caso de los genes SCM y GL2, de los cuales el primero
proporciona la senal de posicion de las células con respecto al cortex y el segundo
esta asociado a la determinacion de atricoblastos. A pesar de que la proteina MYB23
es funcionalmente equivalente a WER, (Kang et al., 2009), la actividad del promotor
del primero no es suficiente para compensar la ausencia del segundo. Con el fin de
simular esta diferencia en la actividad del promotor de MYB23, en el modelo se
representé a éste con una variable binaria g, € {0,1}, de tal modo que la expresién
de WER pudiera ser mayor a la de MYB23. Los genes de los cuales no se tiene
suficiente informacion experimental sobre el control de su expresién, también fueron
representados por una variable discreta binaria; tal es el caso de ETC1, TTG1 y

TTGR.

Debido a que la expresion de WRKY75 tiene lugar en el interior de la raiz, de
donde difunde indistintamente a las células epidérmicas, este gen esta representado
por una Unica variable para todas las células de la raiz. Del mismo modo, dado a
que la expresion de ZFP5 en las células en posicion H no coincide con su actividad
en las células en posiciéon N y no se tiene conocimiento de que esta proteina difunda,

en el modelo se representa con una tnica variable para todas las células.

Para simular el efecto de la posicion de las células con respecto a las células subya-
cientes del cortex (posicion N o posicién H), se asigné una variable posicion € {0,1}
a cada célula que permanece fija durante todas las simulaciones, donde un valor de 0
representa la posicion N y un valor de 1 representa la posicién H. A todas las células
en la primera columna de la matriz se les asigné la posicion H; posteriormente se
dejaron dos columnas de células en pisicion N seguidas de otra columna con células

en posicion H, repitiendo el patron en el resto de la matriz.

El estado de expresién de cada nodo en un momento determinado ¢ depende
del estado de los nodos involucrados en su regulacién de acuerdo con la siguiente

ecuacion:

gn(t +1) = Fu(91(1), 92(1), -, g, (1)) (1)

donde F;, es una regla légica que determina el estado de g, al tiempo £+ 1 en funcién

de sus reguladores g1, g2, ..., gn, al tiempo ¢.

Al igual que en el modelo de Benitez et al., 2008, las redes dentro de las células
estan conectadas unas con otras por medio del movimiento de las proteinas CPC,
GL3 y EGL3 entre las células vecinas adyacentes. Este movimiento se modela uti-

lizando una variacion del operador laplaciano discreto, en el cual el contenido total
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de proteina dentro de una célula esta determinado por la sintesis de proteina dentro

de la célula y la cantidad de proteina que difunde hacia dentro y fuera de la misma.:

9Oz = H(g@pm + D)y + 9@ -1u + 9w+ + 9O -1 — Ag()p)

(2)
donde g(t)rpp;) es la cantidad total de proteina g en la célula en la posicién i, j, la
cual depende tanto de la cantidad de proteinas producidas en la célula i, j por la
regulacién de su expresién conforme a la ecuacién (2), como de la cantidad presente
en las células vecinas que puede ingresar por difusion y la cantidad de proteina que
sale de la célula por el mismo mecanismo. D es una variable continua que determina
la cantidad de g que puede difundir de una célula a sus vecinas (se asume que no hay
diferencias en la permeabilidad entre las células). H es una funcién que convierte los
valores continuos correspondientes a la cantidad de g que difunde dentro de la célula
en valores discretos entre 0, 1 y 2. Para simular la forma cilindrica de la epidermis
de la raiz, se permitié la difusiéon entre las células en el extremo izquierdo de la
rejilla (posiciones [i][1]) v las células en el extremo derecho (posiciones [i][20]). En
las células que se encuentran en los extremos superior o inferior de la cuadricula de
células (posiciones [1][j] ¥ [20][j], respectivamente), A adopta un valor de 3 debido
a que dichas células solo tienen tres células vecinas hacia las cuales pueden difundir
los elementos méviles. Por el mismo motivo, en las células en posicién [1][j], no se
considera la variable g,[i — 1][j], mientras que en las células en posicion [20][j] no
se considera la variable g,[i + 1][j]. En el resto de las células, A tiene un valor de 4
debido a que tienen 4 células vecinas hacia las cuales pueden difundir los elementos

mobviles.

Posteriormente g(t)7y;; se utiliza para calcular el valor de los nodos ¢'(t)};;; que

representan a los elementos méviles utilizando la ecuacion:

9 Oy = 9By + 9Oy — k (3)

donde k es una constante de degradacién especifica para cada elemento movil. Pos-
teriormente, ¢'(¢)p;) es utilizado en las reglas logicas para obtener el valor de la

expresion de los genes que dependen de g.

Al inicio de cada simulacion, cada una de las células comienza con un perfil de
expresion al azar para cada gen excepto para MYB23, TTG1 y WRKY75. MYB23
comienza con un perfil de expresién de MY B23(0) = 0, mientras que TTGI y
WRKY75 comienzan con g, (0) = 1 en cada célula.

Posteriormente se repiten los siguientes tres pasos en 100 iteraciones:

39



f

Perfil de expresién génica

—
| () € {0, 1,2}
Elemgntos
Moviles Elementos
l No mdéviles
Difusion
Actualizacién de las reglas logicas
9 1= H 9O L) gt

gn(t"' 1) = n(grﬂ (t) g nZ(t) g gnk(t))
IO g1 9O e 179 g 149 O ) |

Elementos
Maoviles

.

Integracion de los elementos que
difundieron con la actualizacion de
las reglas légicas

Y

gt 1) =9t gt raygrk

Figura 7: Esquema que muestra los pasos que se siguen en el programa para actuali-
zar los perfiles de expresién génica. Los elementos no moviles tinicamente actualizan
su perfil de expresién a través de las reglas 16gicas (Ecuacién 1); mientras que los ele-
mentos maéviles se actualizan utilizando las reglas logicas y las funciones de difusion
(Ecuaciones 2 y 3).

1. Se aplican sincronicamente las reglas légicas en la RRG de cada una de las

400 células para actualizar la red (ecuacién 1).
2. Se simula la difusién de los elementos méviles (ecuacién 2)

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

(ecuacion 3).

En la Figura 7 se muestra un esquema de los pasos que se siguen para actualizar

los perfiles de expresion en el programa.

Después de las 100 iteraciones, a las células que expresan el gen GL2 se con-
sideran atricoblastos, mientras que aquellas que no lo expresan son consideradas

tricoblastos.

Los patrones de distibucion espacial de los tricoblastos en la epidermis obtenidos
en las imulaciones y los perfiles de expresion de los genes de la red en las células

fueron comparados con los reportados en la literatura.
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El codigo en C del modelo para las simulaciones de los ecotipos silvestres puede

ser revisado en la siguiente direcciéon electronica:

https://github.com/cfbuenabadn/Modelo

2.3. Simulaciones de las lineas mutantes

Con el objetivo de observar los cambios en la dindmica del sistema y los efectos
sobre el fenotipo producidos por la ausencia de algunos genes de la RRG, se cons-
truyé un modelo para la determinacién celular en la epidermis de la raiz de algunas

lineas mutantes reportadas en la literatura.

Para simular el mutante del gen g,, al inicio de cada simulacién se asigna a todas
las células de la matriz un vperfil de g,(0) =0 y se modificaron las reglas légicas
de dicho gen para que el valor de g, se mantuviera como 0 en cualquier tiempo ¢,
independientemente de los valores de los genes en la red que regulan su expresion

en las plantas silvestres.

2.4. Evaluacion de la importancia de las nuevas interaccio-

nes y los supuestos del modelo

Uno de los usos de los modelos computacionales de RRG es realizar pruebas de
necesidad y suficiencia de las interacciones de la red para reproducir el comporta-

miento reportado en la literatura cientifica.

En algunos casos, la evidencia experimental no es suficiente para confirmar sin
ambigliedad una interaccién entre dos elementos de la red. A estas interacciones se

les considera supuestos del modelo.

Para evaluar si una interaccion es necesaria en la dinamica de la RRG, se compa-
raron los resultados obtenidos al simular el sistema con la interaccion que se esta eva-
luando con los resultados de simularlo sin la interacciéon. Para esto se modificaron
las funciones discretas (Ecuacién 1) de los nodos involucrados en la interaccién. De
este modo se evalud la necesidad de las nuevas interacciones! y de los supuestos del
modelo. Las interacciones fueron evaluadas una por una, es decir, al evaluar cada

interaccion se asumio que el resto de las interacciones son necesarias en el modelo.

Los supuestos del modelo que son necesarios para la formacion de los patrones

espaciales de la expresion de los genes de la RRG observados en las plantas fueron

Interacciones que no fueron utilizadas en el modelo de Benitez et al., 2008.
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postuladas como propuestas del modelo que pueden ser posteriormente sujetas a

corroboracion experimental.

2.5. Simulaciones de los efectos de los cambios en las varia-

bles ambientales sobre la red

Existen estudios experimentales que muestran el efecto de los cambios en las
variables ambientales sobre los genes de la RRG estudiada en este trabajo. Algunos
de estos estudios muestran una relacion directa entre dichos cambios y modificaciones
en los niveles de expresién de la red (Deviah et al., 2007; Wang et al., 2008; Savage
et al., 2013; Rishmawi et al., 2014), mientras que otros muestran la relacién de
forma indirecta, ya sea Uinicamente a través de observaciones de la alteracion en la
densidad de los pelos de raiz o a por medio de cambios en las vias de senalizacion
hormonal que a su vez se asocian a la regulacion de la expresion de algunos genes de
la RRG (Dhawan et al., 1981; Masucci et al., 1994; Bielenberg et al., 2001; Schikora
y Schmidt, 2001; Miller y Schmidt, 2004; Niu et al., 2011).

Para simular el efecto de los cambios en las variables ambientales en la dinamica
de la RRG asociada a la regulacién de la expresion de GL2, se formalizaron las
interacciones entre dichos cambios y la expresion de los genes de la RRG, ya sea

directamente o a través de las vias de senalizaciéon hormonal.

Cuando Arabidopsis thaliana se desarrolla en un suelo con baja concentracion
de fosfato con respecto a las condiciones estandares (niimeros vs nimeros), se incre-
menta la densidad de los pelos de raiz. En contraste, al desarrollarse en un ambiente
con alta concentracién de fosfato (ntimero), la densidad de los pelos de raiz disminu-
ye. En el modelo se utilizéo un nodo que representa la concentracion del fosfato en el
suelo, el cual puede adoptar uno de tres valores discretos: phos(t)e {0, 1,2}, donde
0 indica una deficiencia de fosfato en el suelo (1 mmol m~3), 1 son las condiciones
estandares y 2 representa una alta concentracién de fosfato en el suelo (1000 mmol
m-3).

De forma similar se utilizé un nodo en la red para representar la concentracién de
CO4 en el ambiente, el cual puede tomar uno de dos valores discretos: CO, € {0,1},
donde 0 corresponde a la concentracién estandar en el aire (350 £ 50 pl L™1) y 1

representa altas concentraciones de COy en el aire (800 + 50 pl L™1).

Los cambios en la salinidad del suelo se simularon utilizando un nodo binario:
salinidade {0,1}, donde 0 indica un cuelo con una concentracién estandar de sal (0
mM NaCl) y 1 representa un suelo con alta salinidad (100 mM NaCl).
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Los tres nodos que representan a las variables ambientales se utilizan para iterar
los perfiles de expresién de los genes de la RRG utilizdndolos como variables de la
Ecuacion 1. Se asume que los cambios en el ambiente afectan por igual a todas las
células de la epidermis de la raiz, por lo que los nodos que representan a las variables
ambientales tienen el mismo valor en todas las células. Dichos nodos no cambian su
valor a lo largo de una simulacion, sino que se mantienen fijos con un valor inicial

establecido que depende de las condiciones ambientales que se estan simulando.

Salvo en las simulaciones realizadas para observar los efectos de los cambios de
las variables ambientales sobre la dindmica de la RRG (Resultados, Seccién 4. TAN-
TOS), todas las simulaciones presentadas en este trabajo se realizaron asumiendo va-
lores estandares para todas las variables ambientales, es decir: phos(t)=1, CO5(t)=0

y salinidad(t)=0 para cualquier tiempo t.
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3. Resultados

Tras la revision de la informacién experimental, se integraron cuatro nuevos genes
a la RRG: atMYB23 (MYB23), TRANSPARENT TESTA GLABRA 2 (TTG2),
WRKY75y ZINC FINGER PROTEIN 5 (ZFP5). Junto con los genes considerados
en el modelo de Benitez et al., 2008 GL2, WER, GL3, EGLS3, TTG1, CPC, TRY,
ETC1 y SCM, y considerando que los genes GL3 y EGLS se representan como
un unico nodo, la RRG propuesta en este trabajo tiene 12 nodos que representan
genes. Asi mismo, se anadieron nuevas interacciones y se eliminé la interaccion de
retroalimentacion positiva directa de WER, la cual fue sustituida por la regulacion
positiva del CA a MYB23 v TTG2, y por la represion de la expresion de SCM por
el CA. El modelo también incluye un nodo que representa al CA, tres nodos para
las vias de senalizacién hormonal de las auxinas, el etileno y las citoquininas, y tres
nodos que representan a las variables ambientales de la concentracion de CO,, la
disponibilidad de fosfato y la salinidad del suelo, dando un total de 19 nodos en la
red. La RRG se muestra en la Figura 8a. Al igual que en el modelo de Benitez et al.,
la difusion de las proteinas GL3, EGL3 y CPC desde una célula hacia sus vecinas
conecta a las redes de todo el sistema en una red compuesta por el acoplamiento de
las RRG de varias células, o meta-RRG (Figura 8b).

3.1. Actualizacion de los nodos e interacciones del modelo
de RRG de Benitez et al. 2008.

3.1.1. Regulacion de la formacién del CA y de la expresiéon de GLA-
BRA2

WEREWOLF (WER) es una proteina de la familia MYB cuya funcién en la
determinacion de atricoblastos en la epidermis de raiz de A. thaliana ha sido am-
pliamente estudiada. El mutante wer-1 reduce casi en su totalidad la expresion del
gen homeético GLABRA2 (GL2) y forma pelos de raiz en casi todas las células de
la epidermis (Lee y Schiefelbein, 1999; Lee y Schiefelbein, 2002). Del mismo modo,
el mutante ttgl-1 presenta un aumento en el nimero de pelos de raiz (Galway et
al., 1994). La ausencia de GL3 en el mutante gl3-1 disminuye la expresion de GL2,
aunque el patréon espacial de determinacion celular se conserva; por otro lado, el
mutante egl3-1 no presenta cambios detectables en la expresion de GL2, y el doble
mutante gl3-1 egl3-1 presentan una fuerte disminucién de la expresion de GL2 y

una cantidad excesiva de pelos en la raiz (Bernhardt, 2003). La sobreexpresién de
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Alta
Salinidad

Figura 8: a) Red de regulacién génica que regula la determinacién celular de la raiz de Arabidopsis
thaliana propuesta en este modelo. Las flechas con extremo de punta (—) indican interacciones
de regulacién positiva, mientras que las flechas con extremo plano () indican interacciones de
inhibicién de la expresiéon. El nodo gris que contiene a las proteinas WER-GL3/EGL3-TTG1
corresponde al CA. b) Las redes de regulacién génica de las células se conectan con las redes de
sus las células vecinas por medio de los elementos que difunden, formando una Meta-RRG. Las
flechas rojas indican la difusién de los elementos moéviles. En esta figura no se incluyen los nodos

que representan a las hormonas y las variables ambientales.
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WER, GL3 y EGL3 en los mutantes 35S:WER, 35S:GL3 y 35S:EGL3 produce la
expresion ectopica de GL2 en las células en posicion H y una disminucién en el
numero de pelos de raiz. Por otro lado, la sobreexpresion de GL3 o de EGLS en
el contexto mutante wer-1 en las lineas 355::GL3 wer-1 y 355::EGL3 wer-1 no re-
cupera el fenotipo silvestre, presentando un exceso de pelos de raiz en la epidermis

que es similar al observado en las plantas wer-1; estos resultados indican que la
actividad de GL3 y de EGL3 es dependiente de WER (Bernhardt et al., 2003).

Se ha observado que WER se une fisicamente a las proteinas bHLH GLABRA3
(GL3) y ENHANCER OF GLABRA3 (EGL3), y a la protelna WD40 TRANS-
PARENT TESTA GLABRA1 (TTG1) para formar un complejo proteico WER-
GL3/EGL3-TTGI1 (Payne et al., 2000; MORE; Bernhardt et al., 2003), el cual acti-
va la expresion de GL2 en las células en posicion N mediante la uniéon directa de un
dominio de WER al promotor de dicho gen (Koshino-Kimura et al., 2005). GL2 co-
difica para una proteina HD-Zip, necesaria para la formacién de atricoblastos (Rerie
et al., 1994; DiCristina et al., 1996; Lee y Sciefelbein, 1999; Bernhardt et al., 2003;
Bernhardt et al., 2005). Consecuentemente, la epidermis de la raiz de las plantas
mutantes gl2-1 estd compuesta en su totalidad por pelos de raiz (DiCristina et al.,
1996). En el modelo de la RRG que regula la determinaciéon celular de la epidermis
de la raiz, las proteinas WER, GL3/EGL3 y TTG1 promueven la formacién del

nodo que representa al CA, el cual a su vez promueve la expresion del nodo GL2.

La proteina atMYB23 (MYB23) pertenece a la misma familia MYB que WER,
y comparte con esta proteina un 57 % de la secuencia de aminoécidos, incluyen-
do un 97 % de identidad en el dominio N-terminal R2R3 y un 68 % en el dominio
de activacién de la transcripcion C-terminal (Lee y Schiefelbein 1999). Reciente-
mente se descubri6 que MYB23, al ser regulado por el promotor de WER, puede
recuperar expresion normal de GL2 y la formacion de atricoblastos en el mutan-
te WER::MYB23 wer-1. Adicionalmente, la linea MYB23::MYB23-SRDX, la cual
expresa una proteina quimérica MYB23 con actividad represora, presenta una dis-
minucion en la expresion de los genes GL2, CPC'y de MYB23, asi como la formacion
de pelos de raiz en todas las células de la epidermis. Esto indica que MYB23 con-
trola la expresion de GL2, CPC' y de si mismo, los cuales son genes que también
son regulados por WER. Estos resultados sugieren que MYB23 puede sustituir la
actividad de WER en la formacién del CA y la determinacion de los atricoblastos.
Sin embargo, el gen MYB23 comienza a expresarse ligeramente después de WER
en el meristemo tardio, los mutantes myb23-1 y myb23-3 tnicamente presentan un
incremento ligero en la cantidad de pelos de raiz ectépicos, y los dobles mutantes

wer-1 myb23-1, ttgl-13 myb23-1 y gl3-1 egl3-1 myb23-1 presentan un fenotipo si-
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milar al de cada mutante en ausencia de la mutacién myb23, lo cual implica que el
papel de MYB23 es considerablemente menos relevante que el de WER en la forma-
cion de atricoblastos. No obstante, las plantas mutantes myb23 tienen una menor
capacidad de determinar la identidad celular de los clones epidérmicos que surgen
por esporadicas divisiones longitudinales de las células de la epidermis de acuerdo
con su posicion espacial; por otro lado, el doble mutante cpe-1 myb23-1 presenta
un fenotipo intermedio entre el del mutante cpc-1 y el genotipo silvestre, formando
méas pelos de raiz en posiciéon H que el primero (Kang et al., 2009). Con base en
estos resultados, se ha propuesto que WER tiene un papel primario en la determi-
nacion de atricoblastos a través de la formacién del CA WER-GL3/EGL3-TTG1
en las células N, mientras que MYB23 tiene un papel secundario formando el CA
MYB23-GL3/EGL3-TTG1, que es funcionalmente equivalente al complejo formado

por WER y proporciona robustez al sistema de determinacion celular.

TRANSPARENT TESTA GLABRA2 (TTG2) codifica para un factor de trans-
cripcién de la familia WRKY que se expresa principalmente en las células en posicion
N de la epidermis de raiz de A. thaliana (Johnson et al., 2002). Las plantas mutantes
ttg2-1 no presentan diferencias significativas en el niimero de pelos de raiz, en su
posicién espacial con respecto a las plantas silvestres, ni en los patrones espaciales de
la expresion de los genes WER, CPC ni GL2. No obstante, las lineas TTG2:: TTG2-
SRDX, las cuales expresan una proteina quimérica TTG2 con actividad represora,
presentan una reduccion en la expresion de GL2, CPC y TTG2, asi como un au-
mento significativo en el nimero de pelos de raiz ectopicos en la posicién N. Estos
resultados indican que TTG2 regula la expresion de GL2, CPC'y TTG2: tres genes
que son regulados por el CA. Debido que las mutaciones en TTG2 no afectan el
fenotipo de la epidermis de raiz ni la expresion de los genes regulados por el CA, se
sugiere que otros genes compensan la pérdida de la funcion de TTG2 en el mutante
ttg2-1 (Ishida et al., 2007). En este modelo proponemos que TTG2 participa en la

formacion del CA.

WER/MYB23 — AC
GL3/EGL3 — AC
TTG1 — AC
TTG2 — AC * 1
AC — GL2

IE] asterisco indica que una interaccién es un supuesto del modelo.
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El gen CAPRICE (CPC) codifica para una proteina de la familia MYB que
promueve la formacién de pelos de raiz. La linea mutante cpc-1 exhibe un aumento
en la expresion de GL2, incluyendo actividad ectopica en algunas células en posicion
H, lo cual conlleva una reduccién en el niimero de pelos de raiz en la epidermis. Este
efecto es dependiente de WER, pues el doble mutante cpc-1 wer-1 no muestra este
incremento en la expresion de GL2. Por otro lado, la sobreexpresion de CPC' en las
lineas 35S::CPC'y 355::CPC cpc-1 produce que casi todas las células de la epidermis
formen pelos de raiz (Wada et al., 1997; Wada et al., 2002; Lee y Schiefelbein, 2002).
La proteina con repeticion WD TRIPTYCHOME (TRY) y el ENHANCER OF
CAPRICE AND TRIPTYCHOME!1 (ETC1) promueven la formacion de pelos de
raiz de forma parcialmente redundante a CPC. Si bien, los mutantes try-82, etc1-1 y
el doble mutante etci-1 try-82 no presentan un cambio significativo en la cantidad
de pelos de raiz ni en su distribucion espacial de los mismos, el doble mutante
cpe-1 etel-1 presenta una reduccion mas severa en el numero de pelos de raiz que
el mutante cpc-1, mientras que el doble mutante cpe-1 try-82 y el triple mutante
cpe-1 try-82 etcl-1 no forman pelos de raiz. Adicionalmente, la sobreexpresion de
TRY en las lineas 355:TRY aumenta el nimero de pelos de raiz (Schellmann et
al., 2002; Kirk et al., 2004). Al igual que WER, las proteinas CPC y TRY se unen
directamente a GL3, EGL3 y TTGI1, lo que sugiere que CPC y TRY inhiben la
formacién de pelos de raiz al competir con WER por el sitio de unién a las otras
proteinas que conforman al CA y formar un complejo CPC/TRY-GL3/EGL3-TTG1,
el cual no promueve la expresion de GL2. Como consecuencia, las células con una
alta proporcion WER/CPC forman al CA, mientras que las células con una baja
proporcion WER/CPC forman al complejo inactivo CPC/TRY-GL3/EGL3-TTG1
(Lee y Schiefelbein, 1999; Lee y Schiefelbein, 2002; Bernhardt et al., 2003; Zhang et
al., 2003).

CPC 4 AC
TRY 4 AC
ETC1 4 AC

3.1.2. Regulacion de la expresion de WEREWOLF

En condiciones normales, la expresion de WER tiene lugar tnicamente en las
células en posicion N, donde contribuye a la formacién del CA. En el meristemo
tardio y en la zona de elongacion temprana de la raiz, el recpetor de membrana
SCRAMBLED (SCM) se acumula preferentemente en las células en posicién H,
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proveyendo de este modo una sefial de posicion al sistema basado en el ntimero de
células subyacientes en el cortex. Dicha sefial es crucial para la formacion del patron
espacial de las células de la epidermis, por lo que los mutantes scm-2 desarrollan
tricoblastos y atricoblastos ectépicos independientemente de la posicion de las células
epidérmicas con respecto al cortex (Kwak et al., 2005). En el mutante de scm-2 se
observa un aumento en la transcripciéon de WER, mientras que la sobreexpresion
de SCM en los mutantes 355::SCM y WER::SCM disminuye significativamente la
expresion de WER (Kwak et al., 2007). Esta informacién indica que la senal de
posiciéon de SCM consiste en la regulacion negativa de la expresion de WER en las

células en posicion H.
SCM 4 WER

En el modelo de Benitez et al. 2008 se propuso una interaccion de retroalimen-
taicon positiva de WER, ya sea directa o indirecta. Esta interaccién puede obser-
varse indirectamente en los mutantes cpc-1, los cuales presentan un aumento en la
transcripcién de WER y expresién ectépica en algunas células en posicion H (Lee
y Schiefelbein, 2002). Posteriormente se encontré que el mutante wer-1 no presenta
cambios en la actividad del promotor del gen WER, por lo que se sugiere que WER
no regula directamente su propia actividad (Kang et al., 2009). No obstante, el CA
activa la expresion del gen MYB23, cuyo producto proteico es funcionalmente equi-
valente a WER, y reprime la expresién de SCM (Kang et al., 2009; Kwak et al.,
2008), lo cual representa un mecanismo de retroalimentacién positiva indirecta de

la funcion de WER para la determinacién de atricoblastos.

3.1.3. Regulacién de la expresion de atMYB23

La expresion del gen MYB23 tiene lugar en las células en posicion N ligeramente
mas tarde que la expresion de WER. La ausencia de alguno de los componentes
del CA en los mutantes wer-1, ttg1-13, y el doble mutante ¢l3-1 egl3-1, asi como la
sobreexpresion de CPC en 355::CPC reducen la expresion de M YB23. En contraste,
la ausencia de CPC en el mutante cpc-1 y la sobreexpresion de WER en la linea
355:WER producen un aumento en la expresiéon de MYB23, incluyendo expresién
ectépica en algunas células en posicion H. La deficiencia de GL2 en el mutante gl2-1
no presenta cambios en la expresion de MY B23, sugiriendo que la regulaciéon de este
gen esta controlada por elementos rio arriba de GL2. Estos resultados sugieren que
la expresion de MYB23 es regulada positivamente por el CA, lo cual es corroborado

por el hecho de que tanto la proteina WER como MYB23 se unen directamente al
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promotor de MYB23. Como la proteina MYB23 es funcionalmente similar a WER,
esta regulacién positiva de parte del CA corresponde a un asa de retroalimentacion
positiva del mismo (Kang et al., 2009). Para simular el retraso en la expresién de
MYB23 con respecto a la expresion de WER, en el modelo la expresion de MYB23
tiene lugar inicamente después de la iteracién nimero 25 del modelo implementado

computacionalmente (detalles en Métodos).

AC — MYB23

3.1.4. Regulaciéon de la expresion de GLABRA3 y ENHANCER OF
GLABRA3

La expresion de los genes GL3 y de EGLS3 tiene lugar en las células en posicion
H, desde donde sus proteinas difunden hacia las células vecinas y se acumulan en
aquellas en posiciéon N. Los mutantes wer-1, ttgl-1 y el doble mutante gl3-1 egl3-1
presentan expresion ectopica de los promotores de GL3 y EGLS3 en las células en
posicién N, mientras que las lineas 355::GL3 y 35S::EGLS3 causan una ligera dismi-
nucién en la actividad de ambos promotores. Los mutantes gl3-1 y egl3-1 presentan
poca actividad ectépica, mientras que el mutante gl2-1 no presenta cambios en la
expresion de estos genes. Si bien, los mutantes cpc-1 y try-1 no alteran significati-
vamente la expresion de GL3 ni de EGLS3, el doble mutante cpc-1 try-1 disminuye
practicamente por completo la expresion de ambos genes. Por otro lado, la sobre ex-
presiéon tanto de CPC como de TRY en las lineas 355::CPC'y 355::TRY resulta en
la transcripcion ectopica de GL3 y de EGLS3 en las células en posicion N (Bernhardt
et al., 2005).

Estos resultados sugieren que la actividad de los genes GL3 y EGLS es regulada
negativamente por el CA en las células en posiciéon N, mientras que CPC promueve
su expresion en las células en posicion H. Esta regulacion positiva de parte del
inhibidor CPC puede ser en parte indirecta al impedir la formacion del CA. En
este modelo sugerimos que CPC promueve la transcripcion de GL3 y de FGLS de
forma directa e independiente del CA. Esta posibilidad también fue considerada en
el modelo de Benitez et al. 2008.

AC 4 GL3/EGL3
CPC — GL3/EGL3 *
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3.1.5. Regulacion de la expresion de TRANSPARENT TESTA GLA-
BRA1

EL gen TTG1 codifica para una proteina con repeticion WD40 que esta invo-
lucrada en la formacién del CA y es necesaria para la formacion de atricoblastos
en la raiz (Galway et al., 1994; Walker et al., 1999). Se ha demostrado que TTG1
se expresa en todos los érganos de Arabidopsis (Walker et al., 1999) y que en la
epidermis de la hoja se expresa ubicuamente, independientemente de la posicion de
las células y de la determinacién de tricomas (Bouyer et al., 2008). En el modelo
se extrapola este patron de expresion a la raiz, por lo que se considera que este
gen TTG2 se expresa en todas las células de la epidermis independientemente de la

posicion y del perfil de expresion de los otros genes.

3.1.6. Regulacion de la expresion de TRANSPARENT TESTA GLA-
BRA2

El gen TTG2 se expresa principalmente en las células epidérmicas de la raiz
en posicion N (Johnson et al., 2002). Las mutaciones en los genes que codifican
las proteinas que constituyen al CA en lineas mutantes wer-1 y gl3-7/52 egl35712,
asi como la sobreexpresion de CPC' en la linea 355::CPC, inhiben la actividad del
promotor de TTG2. Por otro lado, el mutante cpc-2 presenta expresion ectopica de
TTG2 en algunas células en posiciéon H, y en el doble mutante cpc-2 try-29760 se
observa expresion de TTG2 en todas las células de la epidermis. Adicionalmente,
la proteina WER se une a varios sitios del promotor de TTG2. Con base en estos
resultados, se ha propuesto que el CA regula directamente la expresion de TTG2
(Ishida et al., 2007).

AC — TTG2

3.1.7. Regulacion de la expresion de CAPRICE, TRIPTYCHOME vy
ENHANCER OF TRIPTYCHOME AND CAPRICE1

A pesar de que los genes CPC, TRY y ETCI funcionan como inhibidores de
la formacién de atricoblastos, estos se expresan principalmente en las células en
posicion N (Wada et al., 1997; Schellmann et al., 2002; Wada et al., 2002; Kirik et
al., 2004). Se ha demostrado que la proteina CPC difunde a partir de estas células

hacia las células vecinas en posicion H, donde inhibe la formacién del CA (Kurata
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et al., 2005), sin embargo, este fenémeno no se ha reportado para las proteinas TRY
y ETC1.

Los mutantes wer-1, gl3-1 y el doble mutante gl3-1 egl3-1presentan una disminu-
cién considerable en la expresion de CPC, asi como en la acumulacion de su RNA en
las células en posiciéon N. En contraste, la sobre expresion de los genes bHLH en las
lineas 355::GL3 y 355::EGLS produce la expresion ectopica de CPC' en las células
en posiciéon H (Lee y Schiefelbein et al., 2002; Bernhardt et al., 2003). Adicional-
mente, se ha observado que la proteina WER regula la expresiéon de CPC uniéndose
directamente a su promotor (Koshino-Kimura et al., 2005; Ryu et al., 2005). Por otro
lado, CPC regula negativamente su propia expresion, pues la actividad del promotor
de CPC aumenta considerablemente en el mutante cpe-1 (Lee y Schiefelbein, 2002).
No obstante, la evidencia experimental indica que esta interacciéon es indirecta, pues
CPC no se une directamente a su propio promotor (Koshino-Kimura et al., 2005).
Las plantas mutantes wer y ttgl presentan muy poca acumulacion del transcrito de
TRY (Simon et al., 2007), mientras que el doble mutante ¢pc try muestra un notable
incremento en la actividad del promotor de T'RY, asi como la expresion de éste en
todas las células de la epidermis (Schellman et al., 2002). Al igual que CPC'y TRY,
la expresion del gen ETC1 es reducida en los mutantes wer y ttgl, mientras que en
el doble mutante cpc try se presenta en todas las células de la epidermis (Kirik et
al., 2004).

Estos resultados sugieren que la expresion de los genes CPC, TRY y ETC1
es regulada porisivamente por el CA (Lee y Schiefelbein, 2002; Wada et al., 2002;
Kirik et al., 2004; Simon et al., 2007). La deficiencia de GL2 en el mutante gl2-1
no altera la transcripcion de CPC ni de FTC1, pero disminuye considerablemente
la transcripcion de TRY'; adicionalmente, la actividad del promotor de GL2 en las
lineas GL2::GUS se ve afectada en el mutante gl2 de forma similar al mutante try.
A partir de esta evidencia, se propone que la actividad de TRY depende al menos
parcialmente de GL2 (Simon et al., 2007).

AC — CPC
AC — TRY
AC — ETC1
GL2 — TRY

El factor de transcripcion ZFP5H estd involucrado en la regulacion de la expresion
de CPC. La deficiencia de ZFP5 en el mutante zfp5-4 y en la linea ZFP5 RNAi
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producen una disminucion considerable en la expresion de CPC'y de EGLS3, asi como
un ligero decremento en la cantidad de pelos en la raiz. Por otro lado, experimentos
de inmuniprecipitaciéon de cromatina muestran que ZFP5 se une directamente al
promotor de CPC. Estos resultados indican que CPC' es regulado positivamente por
ZFP5. En la epidermis de la raiz, ZFP5 se expresa principalmente en las células en
posicion H y se desconoce el mecanismo por el cual promueve la expresion de CPC

en las células en posicién N (An et al., 2012).
ZFP5 — CPC

Se ha demostrado que el factor de transcripcion WRKY75, el cual esta involu-
crado en la modulacion de la adquisicion de fosfato en la raiz, regula negativamente
la formacion de pelos de raiz (Devaiah et al., 2007). Los mutantes wrky75 presentan
un aumento en el numero de pelos de raiz ectépicos en la posicion N. Del mismo
modo, estos mutantes exhiben un incremento considerable en la expresion de CPC,
incluyendo la expresion ectopica de éste en células en posicion H. Por otro lado, la
sobre expresion de WRKY75 en la linea 35S::WRKY75 disminuye los niveles de
transcripcion de CPC. El doble mutante cpc-2 wrky75-25 presenta un fenotipo si-
milar al mutante cpc-2, sin embargo, la sobre expresion de WRKY75 en el mutante
cpc-2 presenta menos pelos de raiz que el mutante cpc-2, lo cual indica que WRKY 75
regula la determinacién celular por mecanismos adicionales a la supresion de la ex-
presiéon de CPC. Adicionalmente, un analisis del promotor de CPC demostré que
WRKYT75 se une directamente a éste, lo cual sugiere que WRKY75 regula negati-
vamente la expresiéon de CPC' de forma directa. Al igual que CPC| el promotor del
gen TRY aumenta su expresion en el mutante wrky75, mientras que su actividad
disminuye en la linea 35S::WRKY75. Si bien, no se ha corroborado si la proteina
WRKYT75 se une directamente al promotor de TRY como lo hace con el promotor
de CPC, se propone que WRKY75 inhibe la formacion de pelos de raiz mediante
la inhibicién directa tanto de CPC' como de TRY. El hecho de que WRKY75 es
necesario para la formacion de pelos ectopicos como respuesta de la planta ante la
deficiencia de fosfato en el suelo indica que la regulacion negativa de los inhibidores
del CA por parte de WRKYT75 es independiente de su papel en la modulacion de la
adquisicion de fosfato (Rishmawi et al., 2014).

WRKY75 4 CPC
WRKY75 4 TRY

Se ha mostrado también una relacion entre las vias de sefializaciéon hormonal por

auxinas y la RRG que controla la determinacién celular de la epidermis a través de la
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regulacién de la expresion de CPC'y de TRY. El tratamiento de las plantas silvestres
en condiciones ambientales normales con el andlogo de auxina NAA incrementa
considerablemente la cantidad de pelos de raiz en las plantas silvestres. Un andlisis de
la expresion de los genes que participan en la formacién o inhibicién del CA muestra
que la expresion de CPC' y TRY aumenta considerablemente en dicho tratamiento;
la expresion de WER también incrementa, aunque este cambio es menos notable
que el de CPC, lo cual disminuye la relacion WER/CPC en las plantas e inhibe la
formacion del CA. La expresiéon de los genes GL2, GL3 y TTG1, dos de los cuales
son regulados positivamente por el CA, disminuye en el tratamiento (Niu et al.,
2011).

En contraste, el tratamiento con el inhibidor del transporte de auxinas NPA
incrementa ligeramente la expresion de C'PC, mientras que la expresion de WER y
GL3 aumenta considerablemente. Esto aumenta la relacion WER/CPC y propicia
la formacion del CA. Adicionalmente, dicho tratamiento disminuye la expresién de
TRY en un 70%. Con base en estos resultados, se sugiere que el aumento en el
niumero de pelos de raiz en el tratamiento con NAA se debe al incremento en la

expresion de los genes inhibidores de la formacién del CA (Niu et al., 2011).

En el estudio de Niu et al. 2011 se muestra que el tratamiento de la planta
con NAA en un ambiente con elevadas concentraciones de CO5 (800 4+ 50 ul L1 en
contraste con 350 £ 50 pl L™ 1 en el ambiente) presenta un aumento significativo en la
expresion de ETC1, mientras que el tratamiento con NPA en plantas silvestres bajo
condiciones ambientales normales disminuye ligeramente su actividad. Otro estudio
demostré que la expresion de ET'C'1 aumenta considerablemente ante la deficiencia
de fosfato (Savage et al., 2013), un factor de estrés ambiental cuya sefializacién en
la célula depende de la accién de las auxinas (Masucci et al., 1994; Bielenberg et al.,
2001; Schikora et al., 2001; Miiller y Schmidt, 2004). Con base en esta evidencia, en
este modelo se hace el supuesto de que las hormonas auxinas regulan positivamente
la expresiéon de ETC1.

aux — CPC
aux — TRY
aux — ETC1 *

3.1.8. Regulacion de la expresion de WRKY75

La expresion de WRKY75 tiene lugar en las células del interior de la raiz, a partir

de las cuales el RNA WRKY75 o la proteina WRKY75 difunde hacia el periciclo,
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el tejido vascular y la epidermis de la raiz (Rishmawi et al., 2014). Debido a que no
hay evidencia para suponer que la proteina WRKY75 se acumula preferentemente
en alguno de los dos tipos celulares de la epidermis, en el modelo el nodo WRKY75
se expresa en todas las células de la epidermis por igual, y cualquier cambio en la

regulacién de su expresion afecta a todas las 400 células de la misma forma.

3.1.9. Regulacion de la expresion de SCRAMBLED

En el meristemo temprano de la raiz, la proteina SCM estd presente indistin-
tamente en las células epidérmicas en pisicion H y en las células en posicion N.
En el meristemo tardio y en la zona de elongacién, SCM se acumula tnicamente
en las células en posicion H, donde regula negativamente la expresion de WER. La
deficiencia de los componentes del CA en los mutantes wer-1, ttg1-1 y el doble mu-
tante gl3-1 egl3-1 incrementa la actividad del promotor de SCM, mientras que los
mutantes cpc-3, try-82 el doble mutante cpc-3 try-82 presentan una disminucion
en la expresiéon del mismo. Estos datos sugieren que, al igual que GL3 y EGLS3, la

expresion del gen SCM es regulada negativamente por el CA (Kwak et al., 2008).
AC 4 SCM

Las lineas mutantes wer-1 cpc-3 try-82 y gl3-1 egl3-1 cpc-3 try-82 presentan un
fenotipo similar al de los mutantes cpc-3 try-82, implicando que wer-1'y ¢l3-1 egl3-1
no son epistaticos a cpc-3 try-82, lo cual sugiere que el CA inhibe la expresion de
SCM en las células en posicion N y que CPC y TRY la promueven en las células
en posicion H independientemente de la formacion del CA (Kwak et al., 2008). La
regulacién positiva de CPC a SCM provee un mecanismo por el cual CPC inhibe

de forma indirecta la expresion de WER.

CPC — SCM
TRY — SCM

El hecho de que la expresion de WER sea inhibida por SCM, y que a su vez la
expresion de SCM sea suprimida por el CA provee un mecanismo de retroalimenta-
cién positiva para WER en las células en posicion N y para SCM en las células en
posicion H. El mutante cpc-1 aumenta el nivel de transcripcion de WER y presenta
expresion ectopica del mismo en las células en posicién H, por lo que se ha propuesto
que CPC regula negativamente la expresion de WER. Esta regulacién podria darse
de forma indirecta, con CPC promoviendo la expresion de SCM y este ultimo a su

vez inhibiendo la transcripciéon de WER en la posicién H.
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3.1.10. Regulacion de la expresion de ZINC FINGER PROTEINS

El tratamiento de plantas silvestres con la hormona citoquinina bencilamino-
purina (BA) produce un aumento en la expresién del gen ZFP5, mientras que las
lineas 355::CKX2, las cuales expresan al gen CKX2 que codifica para una citoqui-
nin oxidasa que inhibe la biosintesis de citoquininas, reducen la expresion de ZFP5.
Estos resultados indican que la expresion de ZFPH es regulada positivamente por
las citoquininas. No obstante, el tratamiento con BA restaura el fenotipo silvestre
en los mutantes zfp5-4, por lo que se sugiere que existe otro mecanismo por el cual

las citoquininas actian en la determinacion de tricoblastos en la epidermis de raiz
(An et al., 2012).

Citoquininas — ZFP5

El tratamiento de las plantas con aminoetoxivinilglicina (AVG), un inhibidor
de la biosintesis de etileno, disminuye el ntimero de pelos de raiz en las plantas
silvestres. Los mutantes zfp5-4 presentan una mayor sensibilidad al tratamiento
con AVG, inhibiendo por completo la formacién de pelos de raiz. Por otro lado, las
mutaciones en los genes ETR1 y ETR2, los cuales estan involucrados en la mediacion
de las respuestas de la planta al etileno, disminuyen la expresion de ZFP5. Con base
en estos resultados se sugiere que la expresion de ZFP5 es controlada por el etileno
(An et al., 2012).

Etileno — ZFP5

A pesar de que ZFP$5 se expresa principalmente en las células en posicién H, par-
ticipa en la activacion de CPC' en las células en posiciéon N uniéndose directamente
a su promotor (Ann et al., 2012). Por lo tanto, con el fin de facilitar la programacién
y debido a que no existe informacion suficiente para sugerir un mecanismo de accion
lateral o de difusién de ZFP5, en el modelo no se considera una diferencia en la

expresion de ZFP5 en las células con base en su posicion.

3.2. Estimulos externos que alteran la expresion de los genes
de la RRG

Para poder simular la dindmica de la RRG ante diversos estimulos ambientales,

se compild la informacién experimental disponible que describe como los genes que
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participan en la determinacién celular de la epidermis de la raiz, o las vias de senali-
zacion hormonal que regulan su expresion, se ven afectados por distintos factores de

estrés ambiental.

3.2.1. Dioéxido de carbono

Un estudio reciente realizado con brotes de Arabidopsis muestra que la incubacién
de las plantas en desarrollo en una camara de crecimiento con elevada concentracion
de COy (800 £ 50 pl L1, en contraste con 350 + 50 pl L™1 en la cdmara que
representa las condiciones ambientales estdndares) produce la formacién de hasta un
28 % maés pelos de raiz que las plantas desarrolladas en condiciones ambientales. El
tratamiento de las plantas en concentraciones ambientales de CO, con NAA produce
resultados similares, por lo que se propuso que las auxinas median las respuestas del
desarrollo de la planta ante elevadas concentraciones de CO,. De acuerdo con esta
suposicion, el reportero inducible por auxinas Pro DR5-GFP muestra una mayor
actividad en las plantas desarrolladas en altas concentraciones ambientales de COs.
En contraste, los inhibidores del transporte de auxinas 1-NOA (inhibidor del influjo
de auxinas) y NPA (inhibidor del eflujo de auxinas) disminuyen el efecto del CO,
en el fenotipo de la raiz (Niu et al., 2011).

El mutante yucaa, que produce un exceso de auxina, tiene una mayor cantidad
de pelos de raiz que el genotipo silvestre en condiciones ambientales de CO,, y
dicha cantidad no cambia significativamente con la concentraciéon de CO, en la que
se desarrolla el mutante. Por otro lado, el mutante en las vias de senalizacion de
auxinas azrl-3 y los mutantes en el transporte de auxinas axr4-1, auxi-7 y pinl-
1 no presentan un cambio significativo en la densidad de pelos de raiz cuando se
desarrollan en un ambiente con altas concentraciones de CO4 con respecto a cuando

se desarrollan bajo condiciones ambientales normales (Niu et al., 2011).

Finalmente, las plantas que se desarrollan en un ambiente con altas concentra-
ciones de CO, incrementan significativamente la expresion de CPC' y TRY, mientras
que reducen la expresion de WER, GL3, GL2, TTG1, y no tiene efecto en la expre-
sion de ETC1. Estos efectos en la expresion de los genes de la RRG son similares a
los observados cuando la planta es tratada con NAA | lo que confirma que las auxinas
funcionan como mediadoras de la respuestas en la raiz de la planta ante elevadas
concentraciones de CO, (Niu et al., 2011).

COy — aux
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Un estudio previo demuestra que la velocidad de producciéon de etileno incre-
menta conforme aumenta la concentracion de COs en el ambiente. En dicho estudio,
las plantas que fueron incubadas a concentraciones de COs mayores a 0.11 % (en
contraste con 0.033 % en condiciones normales) mostraron un aumento significativo
en la velocidad de biosintesis de etileno, mientras que las plantas incubadas a con-
centraciones de COy menores a las que se encuentran normalmente en el ambiente
presentaron una disminucién en la produccién del mismo, lo cual indica que el CO4

estimula la produccién de etileno (Dhawan et al., 1981).

CO5 — etileno

3.2.2. Estrés salino

Un factor abidtico de estrés en plantas que limita su crecimiento es la salinidad.
El incremento de la salinidad en el suelo disminuye la cantidad de pelos de raiz
formados en Arabidopsis thaliana de forma dependiente de la concentracion. Esta
reduccion en la cantidad de pelos de raiz se debe a que algunas células en posicién
H no forman tricoblastos. Al estudiar los patrones de expresion de los genes de la
RRG en condiciones de estrés por salinidad, se encontré que GL2 presenta expresion
ectépica en algunas células en posicién H. Asi mismo, un analisis por PCR en tiempo
real mostré que los genes WER, GLS3, EGL3 y CPC aumentan su expresion Wang
et al., 2008).

Debido a que la evidencia experimental no revela el mecanismo por el cual dichos
genes son sobre expresados cuando el suelo presenta una alta salinidad, se procedio a

probar las siguientes tres posibles interacciones por separado:

Estrés salino — WER*
Estrés salino — GL3/EGL3*

Estrés salino — CPC*

3.2.3. Deficiencia de nutrientes (Fosfato)

En un estudio se reporté que la disponibilidad de fosfato en el suelo regula de
forma importante la formaciéon de pelos en la raiz de Arabidopsis. Altas cantidades
de fosfato en el suelo (1000 mmol m™—3) disminuyen considerablemente la formacién
de pelos de rafz, mientras que una baja disponibilidad de fosfato (1 mmol m~3)

aumenta considerablemente la densidad de pelos de raiz (Bielenberg et al., 2001).
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El mismo estudio muestra que el tratamiento de las plantas cultivadas en suelos
con altas concentraciones de fosfato con la auxina IAA o con el precursor de etileno
ACC incrementa considerablemente la densidad de pelos de raiz. En contraste, en las
plantas cultivadas en un suelo con bajas concentraciones de fosfato, el tratamiento
con TAA s6lo aumenta ligeramente la densidad de pelos de raiz y el tratamiento con
ACC no tiene efecto. Por otro lado, el tratamiento con el inhibidor del transporte
de auxinas CMPA reduce la densidad de los pelos de raiz en las plantas cultivadas
en un suelo con bajas concentraciones de fosfato. Con base en estos resultados, se
sugiere que la disponibilidad de fosfato en el suelo regula la formacion de pelos de

raiz a través de las hormonas auxinas y el etileno.

Deficiencia de fosfato — auxina

Deficiencia de fosfato — etileno

La expresion de WRKY75 se ve afectada por la disponibilidad de fosfato en el
suelo. Un estudio demostrd que las plantas cultivadas en una solucion hidropoénica
sin fosfato presentan un aumento significativo en la expresion de WRK Y75, mientras
que las plantas cultivadas en una soluciéon hidropénica con altas concentraciones de
fosfato (250 uM Pi) presentan tinicamente un nivel basal de expresién de WRKY75.
Ademas, se ha demostrado que la supresion de WRKY75 en la linea WRKY75 RNAi
disminuye la expresion de algunos genes indicudos por la deficiencia de fosfato tales
como las fosfatasas AtPS2-1 y AtPS2-2, asi como la adquisicién de fosfato por parte
de la planta (Devaiah et al., 2007).

Deficiencia de Fosfato — WRKY75

3.3. Difusion de los elementos moviles de la red

Los genes GL3 y FGLS3, a pesar de ser necesarios para la formacién del CA en
las células en posicion N, se expresan y acumulan su RNA en las células en posicion
H, lo cual es congruente con el hecho de que el CA inhibe su expresion. Sin embargo,
las proteinas GL3 y EGL3 se acumulan principalmente en las células en posicién N,
por lo que se ha propuesto que éstas difunden a través de los plasmodesmos desde
las células en las que se expresan hacia las células vecinas en posicion N, donde se

unen a los otros componentes del CA (Bernhardt et al., 2005).

Analogamente, los genes CPC, TRY y ETC1 se expresan en las células en po-

siciébn N, a pesar de que su funcion es evitar la formaciéon del CA y promover la
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formacién de pelos de raiz en las células en posiciéon H. Se ha demostrado que la
proteina CPC difunde desde las células en posicion N hacia las células vecinas en
posicién H, posiblemente a través de los plasmodesmos (Lee y Schiefelbein, 2002).
Aunque se ha observado que TRY puede difundir entre las células de la epidermis
de la hoja, no se ha observado que esto ocurra en las células de la epidermis de la

raiz. Tampoco se ha reportado la difusion de ETCI.

La difusion de GL3, EGL3 y CPC da lugar a una red de redes acopladas, o
meta-RRG.

3.4. Patrones de distribucion espacial obtenidos de las si-

mulaciones

Las simulaciones de la determinacion celular de la epidermis de raiz en el modelo
dan lugar a un patrén de distribucion espacial similar al observado en las plantas
silvestres, formando columnas de tricoblastos en la posicién H alternadas con dos
columnas de atricoblastos en la posicion N. Esporadicamente se formaron algunos
tricoblastos ectépicos en posicion N, pero no se observaron atricoblastos ectépicos
(Figura 9, Tabla 3).

3.4.1. Estados estables de los perfiles de expresiéon de los genes

Con el fin de determinar si las redes de regulaciéon génica alcanzan un estado
estable, se procedi6 a observar si los perfiles de expresion de los genes GL2, WER,
MYB23, GL3, EGL3, TTG1, TTG2, CPC, TRY, ETC1 y SCM, asi como de las pro-
teinas CPC, GL3 y EGL3, se mantienen estables durante las tltimas 10 iteraciones

en 30 simulaciones de los ecotipos silvestres en todas las células del sistema.

Con excepciéon de GL3 y EGL3, todos los genes observados mantienen un estado
de expresion estable en todas las células durante las ultimas 10 iteraciones en las
30 simulaciones; GL3 y FGL3 mantuvieron un estado estable durante las tltimas
iteraciones en 26 de las 30 simulaciones, mientras que en 4 simulaciones alcanzaron
un estado estable en todas las células tinicamente en las tltimas 3 iteraciones. La
estabilidad del perfil de expresion de GL2 en todas las células implica que los patro-
nes de distribucion espacial de los tricoblastos y atricoblastos en el sistema fueron
estables en todas las simulaciones. No se observé el estado de los genes WRKY75 y
ZFP5 debido a que estos s6lo cambian su perfil de expresién en las simulaciones en

las que se consideran cambios en las variables ambientales.
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Las proteinas GL3 y EGL3 presentaron un estado estable en todas las células
durante las ultimas 10 iteraciones de las 30 simulaciones, mientras que la proteina
CPC no alcanzo6 un estado estable en todas las células en ninguna de las simulaciones,
lo cual puede deberse al hecho de que la constante de difusiéon de CPC, asi como su
probabilidad de degradaciéon, son mayores que las de GL3 y EGL3, lo cual podria

derivar en una mayor variabilidad en la cantidad de proteina presente en las células.

Estos resultados muestran que la red de regulacién génica alcanza estados es-
tables en el perfil de expresion de los genes dentro de cada una de las células en
las simulaciones, a pesar de que el estado de la proteina CPC no alcanza un estado

estable.

3.4.2. Atractores de la red de regulacion génica

Tras confirmar que la red de regulaciéon génica alcanza estados estables en las
células al final de las simulaciones, se procedié a determinar los atractores de la red,

es decir, los perfiles de expresion de la red que se mantienen estables en las células.

La red de regulacién génica presentada en este modelo contiene 1 nodo que repre-
senta al CA, 12 nodos que representan proteinas, 3 nodos que representan hormonas
y 3 nodos representando distintos estimulos ambientales, dando un total de 19 no-
dos, de los cuales 10 estan representados por una variable discreta que puede tomar
3 valores (0,1,2) y 9 pueden por una variable discreta que puede tomar dos valores
(0,1). Con estos numeros, se tienen mas de 30 millones de combinaciones posibles
de estados por cada una de las 400 células del modelo. Adicionalmente, se cuenta
con un factor estocastico en la degradacion de los elementos moviles de acuerdo con
la ecuacion 3. Debido a esto, es sumamente costoso, cuando no imposible, realizar
una revisiéon exhaustiva de todos los posibles estados de la red en busca de todos
los atractores de la misma. Por lo tanto, para observar los atractores de la red se
procedio a realizar 100 simulaciones iniciando con un perfil de expresion al azar para
cada nodo en cada una de las 400 células y observar todos los atractores obtenidos.
De este modo no se puede garantizar que se obtengan todos los atractores posibles

de la red, pero pueden obtenerse los mas comunes en el modelo.

Al observar los perfiles de estado de los nodos de la red, se encontraron cinco
atractores diferentes (Tabla 1). El atractor méas frecuente corresponde a los atri-
coblastos que se desarrollan en la posicion N. Se observaron dos atractores que
corresponden a los tricoblastos formados en posicién H, los cuales difieren entre
si inicamente en el estado de la proteina CPC, la cual ya se habia observado que

no alcanza un estado estable en todas las células. Dos atractores encontrados con
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Tabla 1. Perfiles de expresion génica obtenidos en 100 simulaciones.

Estado de los elementos de la red Tipo
F;?(jrll WER MYB23 GL3/EGL3* TTGl TTG2 CPC* TRY ETC1 SCM | Celular | Total
RNA  Prot RNA  Prot
N 2 1 1 2 1 1 1 2 1 1 0 A 25658
H 0 0 2 2 1 0 0 1 0 0 1 T 12636
H 0 0 2 2 1 0 0 2 0 0 1 T 1364
N 2 0 2 2 1 0 0 1 0 0 0 T 316
N 2 0 2 2 1 0 0 2 0 0 0 T 26

*En los elementos méviles se observaron los perfiles de expresién de los genes y las proteinas.

menor frecuencia (menos del 2% de las células), los cuales también difieren entre
si tinicamente por el estado de la proteina CPC, corresponden a tricoblastos ectopi-
cos formados en posicion N. No se encontraron atractores que formen atricoblastos

ectopicos en la posicion H.

La distribucion espacial de la expresion de los elementos de la red considerando
unicamente las reglas légicas (esto es, considerando tinicamente la expresién local
de los elementos moviles, lo que equivale a considerar solamente la transcripcion de
los genes) obtenida en el modelo es similar a los patrones espaciales de expresién

génica observados en los ecotipos silvestres (Tabla 2).

Tabla 2. Comparacion de los perfiles de expresiéon génica.

Posicién | WER | MYB23 | GL3/EGL3 CPC | TRY | ETC1

Modelo

Ecotipo
Silvestre
Nota: El color negro indica que hay una alta expresién, el gris baja expresién y el blanco

que no hay expresion.

3.4.3. Patrones de distribucion espacial obtenidos en las simulaciones

de las lineas mutantes

Al simular las plantas mutantes wer y el doble mutante ¢l3 egl3, no se observo ex-
presion de GL2, lo cual produjo que se formaran tricoblastos en todas las células de
la epidermis. Estos resultados son similares a los observados en los mutantes wer-1
(Lee y Schiefelbein, 2002) y el doble mutante gl3-1 egl3-1 (Bernhardt et al., 2003).
Al igual que los mutantes myb23-1 y myb23-3 (Kang et al., 2009), las simulaciones
del mutante myb23 presentaron un incremento en el ntimero de tricoblastos ectépi-

cos en la posicion N; en algunas simulaciones de este mutante también se observaron
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atricoblastos ectépicos en la posicion H. Del mismo modo, las simulaciones del mu-
tante ttg2 presentaron un ligero incremento en el nimero de tricoblastos ectépicos,
a pesar de que no se reporta un cambio significativo en el nimero de tricoblastos
en las plantas mutantes ttg2-1 (Johnson et al., 2002). Aunque no se ha reportado
el cambio fenotipico en el doble mutante myb23 ttg2 con evidencia experimental, se
procedié a simular la red con ambas mutaciones. El resultado fue una fuerte alte-
racion en el patron de distribucion espacial de los tricoblastos y atricoblastos en la
epidermis, formando ambos tipos celulares independientemente de la posicion de las

células.

La mayoria de las simulaciones de los mutantes en los genes que inhiben la for-
macién del CA presentan fenotipos cualitativamente similares a los resportados en
la bibliografia: el mutante cpc presenta una disminucién parcial en la formacién de
tricoblastos en posicién H y no forma tricoblastos ectépicos en la posicion N (Wada
et al., 1997); los mutantes etc! y try no presentan un cambio significativo en la
formacién del patron espacial de la epidermis (Schellmann et al., 2002; Kirik et al.,
2004); el doble mutante cpc etcl presenta una disminucion en el nimero de trico-
blastos méas severa que la observada en el mutante cpe (Kirik et al., 2004); y tanto el
doble mutante cpc try como el triple mutante cpc try etcl carecen completamente
de tricoblastos (Kirik et al., 2004). El doble mutante try etcl no presenta cambios
significativos en el patrén espacial de determinacién celular en la epidermis (Kirik et
al., 2004); no obstante, este fenotipo no pudo recuperarse en las simulaciones de estos
mutantes, las cuales presentan una ligera disminucién en el niimero de tricoblastos
en posiciéon H, asi como algunos tricoblastos ectépicos. Estos resultados muestran
que el modelo reproduce el hecho de que la inhibicién de la formacion del CA por
CPC, TRY y ETC1 es necesaria para la formacién de tricoblastos en la epidermis

de la raiz.

Se ha reportado que CPC y TRY participan en la regulacion positiva de la expre-
sién del gen SCM (Kwak et al., 2008), por lo que la ausencia de tricoblastos en las
simulaciones del doble mutante cpc try podria atribuirse a la inhibicion de la expre-
sion de SCM en la red. Sin embargo, las simulaciones de las plantas mutantes scm
forman tanto tricoblastos como atricoblastos de forma independiente de la posicion
de las células, desarreglando el patron espacial de determinacion celular, lo cual es
un fenotipo similar al reportado en la biliografia para el mutante sem-2 (Kwak et
al., 2005; Kwak et al., 2007). Estos resultados indican que la senal de posicion de
SCM es necesaria para la formacién del patrén espacial de determinacién celular,

pero no para la formaciéon de tricoblastos en la raiz.
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Tabla 3. Resultados de las simulaciones de las lineas mutantes.

Linea | Fenotipo descrito en la literatura Se recup.era
el fenotipo
Tricoblastos en la posicién H, atricoblastos en la posicién
Silvestre | N. Esporadicamente algunos tricoblastos y atricoblastos ST
ectopicos.
Formacién de tricoblastos en practicamente todas las ,
wer , . . , Si
células de la epidermis de la raiz.
myb23 Ligero incremento en el ntimero de tricoblastos ectopi- g
COS.
epe Disminucion considerable en el niimero de tricoblastos g
en la posicion H. Ausencia de tricoblastos ectopicos.
try No hay un cambio significativo en el fenotipo Si
etcl No hay un cambio significativo en el fenotipi Si
cpe try | Ausencia completa de tricoblastos en la raiz Si
Disminucion considerable en el niimero de tricoblastos
cpe etcl | en la posicion H con respecto al mutante cpe, aunque Si
aun se forman tricoblastos.

C]; ictjry Ausencia completa de tricoblastos en la raiz Si
try etcl | No hay un cambio significativo en el fenotipo No
Se recuperan algunos tricoblastos en la posicion H con

cpe .
myb23 res;/)e(.:to al mutante cpc. No se forman tricoblastos No
ectopicos.
Formacién de tricoblastos y atricoblastos independien-
sem temente de la posicion con respecto a las células del Si
cortex.

La simulacion del doble mutante cpc myb23 recupera parcialmente la pérdida

de tricoblastos en posiciéon H observada en las simulaciones del mutante cpe, lo cual

es observado en el doble mutante cpc-1 myb23-1 (Kang et al., 2009). Sin embargo,

las simulaciones producen un aumento en el niimero de tricoblastos ectépicos en las

células en posicién N, lo cual no es observado en las plantas mutantes.

La simulacién del mutante wrky75 muestra un aumento en el ntimero de trico-

blastos ectopicos, lo cual también es observado en las plantas mutantes en el gen
WRKY75 y se atribuye a la pérdida de su efecto inhibidor de la expresion de CPC
y TRY (Devaiah et al., 2007; Rishmawi et al., 2014).

Los resultados de las simulaciones del genotipo silvestre y de las lineas mutantes

se muestran en la Figura 9 y en la Tabla 3.
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Figura 9: Simulaciones de la determinacién celular de la epidermis de la rafz de Arabidopsis
thaliana como resultado de la dindmica de la meta-red de regulaciéon génica que controla la expre-
sion de GL2 en el genotipo silvestre y en diversos mutantes de la red. Cada grafica contiene 400
celdas que corresponden a una célula de la epidermis. Las culumnas marcadas con un asterisco (*)
corresponden a las células en posicién H, mientras que las que no estan marcadas corresponden a
la posicién N. Las celdas negras representan a los tricoblastos (células que no expresan a GL2 al
final de cada simulacién), mientras que las celdas blancas representan a los atricoblastos (células
que expresan a GL2 al final de cada simulacién). Las celdas negras que se encuentran en columnas
sin asterisco son consideradas tricoblastos ectépicos, mientras que las celdas blancas que se encuen-
tran en las columnas marcadas son atricoblastos ectopicos. La mayoria de los fenotipos mutantes
obtenidos en las simulaciones son cualitativamente similares a los reportados en la bibliografia, con
excepcion de los dobles mutantes cpc myb23 y try etcl.

3.5. Importancia de la difusion de CPC, GL3 y EGL3 en el

modelo

La difusion de las proteinas CPC, GL3 y EGL3 entre las células de la epider-
mis de la raiz de Arabidopsis thaliana se ha observado de forma experimental (Lee
y Schiefelbein, 2002; Bernhardt et al., 2005). El modelo propuesto en el presente
trabajo considera la difusién de estas proteinas. Para evaluar la importancia de este
proceso en el modelo, se simuld la dindmica del sistema omitiendo los pasos 2 y 3

en el algoritmo de las simulaciones.

Al simular la dinamica de la red utilizando tnicamente las reglas l6gicas para
iterar los estados de los nodos, es decir, sin simular la difusion de GL3, EGLS3 y
CPC, se perdi6 por completo el patron de distribucion espacial de la determinacion
celular observado en las plantas silvestres, formandose tricoblastos y atricoblastos

independientemente de la posicién de las células (Figura 10).

Estos resultados corroboran que la difusion de los elementos moviles de la red es
necesaria en el modelo para la formacién de los patrones espaciales de determinacion
celular. Cabe destacar que la sefial de posicion proporcionada por SCM esta presente
en las simulaciones en las que no se permitio la difusion de los elementos moviles,
lo cual indica que dicha senal es necesaria pero no suficiente para la emergencia de

los patrones de distribuicion espacial.

3.5.1. Difusién lateral de los elementos moéviles

En el modelo de Benitez et al., 2008, se propuso que la forma alargada de las
células de la epidermis de la raiz produciria que la difusién en direccion lateral de
los elementos moviles de la red fuese mas importante que la difusion radial, lo cual
di6 como resultado un patron espacial mas estable y una reduccién en el ntimero de

pelos de raiz ectopicos. Para observar si este comportamiento también se presenta

66



en ese modelo, se simulé el sistema al permitir la difusion de los elementos moviles
unicamente en direccion lateral; esto es, que los elementos moviles de una célula sélo

pudiesen difundir hacia sus células vecinas laterales.

Las simulaciones en las que tnicamente se permitié la difusion lateral de los
elementos moviles del sistema presentaron una disminucién en la formacion de tri-
coblastos ectdpicos con respecto a las simulaciones en las que la difusién podia tener
lugar hacia todas las células vecinas (Figura 10). Estos resultados son similares a los
obtenidos por Benitez et al., 2008. Sin embargo, no se observo un cambio cualitativo
significativo en los fenotipos obtenidos al simular las plantas mutantes, incluyendo
los mutantes cuyos fenotipos no se pudieron reproducir. Por lo tanto, la version final
del modelo permite la difusiéon de los elementos méviles en direccion lateral y en

direccién baso-apical.

3.6. Evaluacion de las nuevas interacciones y los supuestos

del modelo

En el modelo propuesto en este trabajo se incluyen nuevas interacciones repor-
tadas en la literatura cientifica con base en evidencia experimental. Asi mismo, se
incluyen algunas interacciones que no cuentan con suficiente evidencia experimental
para ser corroboradas sin ambiguedad. Para estudiar la importancia de estas nuevas
interacciones, se investigd el efecto de dichas interacciones en el sistema y en los
fenotipos de las plantas. Cada nueva interaccion o supuesto del modelo fue evaluado
contrastando los fenotipos obtenidos de las simulaciones en las cuales se considero la
interaccién contra los fenotipos obtenidos al simular el sistema sin dicha interaccion.
Las nuevas interacciones y los supuestos del modelo fueron evaluados uno por uno,
es decir, al evaluar cada interaccion, el resto de las nuevas interacciones y de los

supuestos del modelo fueron considerados en las simulaciones.

3.6.1. Retroalimentacién positiva del CA por MYB23

Para evaluar la importancia de la retroalimentacion positiva indirecta de WER
propuesta por Benitez et al. en el 2008, se procedié a simular la dinamica de la
RRG prescindiendo del nodo MYB23. Para compensar la ausencia de MYB23 en la
formacion del CA, se aument6 la expresion de WER de tal modo que la cantidad de

proteina MYB no cambiara.

Las simulaciones de los ecotipos silvestres en las que se prescindié del nodo

MYB23 presentaron el patrén de distribucion espacial encontrado en las plantas
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silvestres, sin embargo, los mutantes scm no forman atricoblastos (Figura 10), im-
plicando que en estas simulaciones la formacion de tricoblastos es completamente
dependiente de la senal de posicién de SCM, lo cual no es congruente con las obser-

vaciones experimentales (Kwak et al., 2005).

3.6.2. Activacion de la expresiéon de SCM por CPC y TRY

La evidencia experimental sugiere que las proteinas CPC y TRY activan la ex-
presién de SCM de forma independiente al CA (Kwak et al., 2008).

Al prescindir de esta interaccion en el modelo, no se observé un cambio significa-
tivo en los resultados de las simulaciones del genotipo silvestre con las simulaciones
en las que se consideré la interaccion. Sin embargo, las simulaciones del mutante cpc
en las cuales no se consider6 la activacion de SCM por CPC y TRY, no presentaron
la deficiencia de tricoblastos en la posicién H que ha sido reportado en la literatura

para los mutantes cpc (Figura 10).

Estos resultados muestran la importancia de la retroalimentacién positiva en la
expresion de SCM para la dinamica del sistema. La proteina SCM funciona como
una sennal de posicion con respecto a las células del cortex que inhibe la expresion
de WER vy, por consiguiente, la formacion del CA. Por lo tanto, se puede especular
que estos resultados se deben a que si la expresion de SCM dependiera tinicamente
de la posicion de las células de la epidermis con respecto a las células del cortex,
y no de la activacién por parte de CPC y TRY, la ausencia de los inhibidores del
CA no tendria un efecto sobre la formacion de tricoblastos en la posicién H, pues a
pesar de la deficiencia de dichos inhibidores, el CA no se formaria en estas células
debido a la inhibicién de la expresion de WER por SCM.

3.6.3. Inhibicién de la expresion de SCM por el CA

Se ha reportado que la expresion de SCM es regulada negativamente por el CA
(Kwak et al., 2008). Con el fin de determinar la importancia de esta interaccion en
el modelo, se procedié a simular la dindmica del sistema sin considerar el efecto del
CA sobre la expresion de SCM.

No se observaron diferencias significativas en los fenotipos obtenidos de las si-
mulaciones de los ecotipos silvestres cuando se considerd la interaccion de inhibicion
de SCM por el CA con los resultados de las simulaciones sin dicha interaccion.
Del mismo modo, las simulaciones de las lineas mutantes no mostraron diferencias

significativas. Estos resultados sugieren que la retroalimetacion positiva de la ex-

68



presion de SCM a través de CPC y TRY es suficiente para compensar por la falta
de retroalimentacion negativa por parte del CA en el modelo, lo que senala que,
por lo menos en las simulaciones realizadas con este modelo, dicha interaccién no es

necesaria para la dindmica del sistema.

Los resultados de estas simulaciones no se muestran en iméagenes debido a que
ninguna simulaciéon presenté diferencias significativas con respecto a los resultados

mostrados en la Figura 9.

3.6.4. Retraso en la expresién de M YB23 en comparacién con la expre-
sibn de WER (Supuesto del modelo)

La evidencia experimental indica que la expresion de MYB23 tiene lugar en un
estado del desarrollo de la raiz mas avanzado que la expresion de WER (Kang et al.,
2009). Debido a esto, en el modelo se permitio la expresion de M YB23 tinicamente a
partir de la iteracion 25. Se evalué la importancia de este supuesto contrastando los
resultados de las simulaciones realizadas con el retraso en la expresion de MYB23
contra los resultados obtenidos al simular la dinamica del sistema permitiendo la

expresion de este nodo desde la primera iteracion.

En las simulaciones en que se permitié la expresion de MYB23 desde la primera
iteracion no se observé un cambio significativo en la formacién de los patrones
espaciales presentados por los ecotipos silvestres. No obstante, los mutantes scm
presentaron una disminucion considerable en el numero de tricoblastos, con algunas
simulaciones que no formaron tricoblastos y otras que presentaron como maximo dos
tricoblastos en toda la epidermis (Figura 10). Estos resultados indican que el asa de
retroalimentacion positiva del CA a través de MYB23 y el retraso de la expresion
de este gen con respecto a la expresion de WER son necesarios para la formacion de

tricoblastos en la epidermis de forma independiente de la sefial de posiciéon de SCM.

3.6.5. TTG2 promueve la actividad del CA (Supuesto del modelo)

En un estudio reciente se demuestra que la proteina TTG2 se une a dos sitios del
promotor de TRY e interacciona fisicamente a la proteina TTG1 y consigo misma.
El mismo estudio muestra que, si bien TTG2 no es necesario para la activacion
de TRY por medio del Complejo Activador, la unién de esta proteina al complejo
por medio de TTG1 aumenta considerablemente la expresién de TRY (Pesch et al.,
2014). En este estudio se reporta que TTG2 no aumenta la expresién de GL2 de

la misma forma en que aumenta la de TRY, lo cual podria indicar que TTG2 no
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esta involucrado en la regulacién de la expresion de todos los genes regulados por
el CA. Por lo tanto, se evalué la posibilidad de que TTG2 aumente la actividad del

CA tnicamente en la expresion de TRY, cambiando la interaccién
TTG2 — AC
por
TTG2 — TRY

Al evaluar las simulaciones en las que TTG2 actiia promoviendo tnicamente
la expresion de TRY, como es sugerido por Pesch et al., 2014, se observd que el
fenotipo silvestre es similar al reportado en la literatura. No obstante, al simular
el mutante scm, no se observo la formaciéon de tricoblastos en toda la epidermis
(Figura 10). En contraste, al simular el sistema permitiendo que TTG2 incremente
la actividad del CA en todos los genes que éste regula, funcionando como una asa
de retroalimentacién positiva, el mutante scm presenta el fenotipo reportado en la

literatura (Figura 9).

Estos resultados son similares a los obtenidos por Benitez et al. en el modelo
publicado en el 2008, en el cual se senala la necesidad de la retroalimentacion positiva
del CA a través de la activacién de la expresiéon de WER para la formacién del
fenotipo del mutante scm. MYB23 proporciona un mecanismo de retroalimentacion
positiva de la actividad del CA (Kang et al., 2009) que es necesario en el modelo
para la formacién del fenotipo silvestre y del mutante scm (ver Seccién 3.5.1). Sin
embargo, las simulaciones en las que TTG2 activa tinicamente la expresion de TRY
indican que MYB23 no es suficiente para fenotipo del mutante scm en este modelo.
Por lo tanto, se sugiere que existe un mecanismo de retroalimentacion positiva de
la actividad del CA independiente de MYB23; en este modelo se sugiere que TTG2

provee dicho mecanismo al activar la actividad del CA.

3.6.6. Activacion directa de GL3 y EGL3 por CPC (Supuesto del mo-
delo)

La activacion directa de la expresion de GL3 y EGLS3 por CPC es una interaccion
que ha sido previamente propuesta (Bernhardt et al., 2005) y fue utilizada en el
modelo de Benitez et al., 2008. No obstante, es posible que la activaciéon de GL3 y
EGL3 por CPC sea indirecta a través de la inhibicién del CA. En este trabajo se

evaluo la importancia del supuesto de que CPC activa directamente la expresion de
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GL3 y FGL3 comparando los resultados de simular el sistema con la interaccion

con los resultados obtenidos al simular el sistema sin ella.

No se observé una diferencia significativa entre los fenotipos obtenidos de las
simulaciones del genotipo silvestre con la activacién directa de GL3 y EGL3 por
CPC con los obtenidos de las simulaciones del genotipo silvestre sin esta interaccion.
Sin embargo, al simular la linea mutante scm sin considerar la interaccién, no se
obtuvieron tricoblastos en la epidermis (Figura 10), lo cual indica que la activacién
directa de GL3 y EGLS3 por CPC es necesaria para reconstruir la dinamica de la

RRG.

3.7. Evaluaciéon de otras posibles interacciones

Ademas de las nuevas interacciones reportadas en la literatura y de los supuestos
del modelo, se evaluaron otras dos interacciones que no poseen un sustento experi-
mental, sino que una se infiere con base en su presencia en otros sistemas y la segunda
con base en las interacciones de genes que cumplen la misma funcién. No obstante,
ninguna de estas interacciones fue necesaria para la formacion de los patrones espa-
ciales de la determinacion celular en la epidermis de la raiz, y tampoco permitieron
recuperar los fenotipos de los mutantes que no pudieron simularse utilizando este
modelo (ver Tabla 3).

3.7.1. Difusién de TRY

La difusién de la proteina TRY ha sido reportada en la epidermis de la hoja de
Arabidopsis, pero no en la epidermis de raiz. No obstante, el hecho de que el gen
TRY promueve la formacion de pelos de raiz a pesar de expresarse preferentemente
en la posicién N sugiere que existe un mecanismo por el cual TRY actiia sobre las
células en posicion H. Con la finalidad de probar si es factible que la proteina TRY
difunda de una célula a otra, se procedid a simular el sistema de la epidermis de raiz
permitiendo la difusion de TRY de la misma forma en que difunden CPC, GL3 y

EGL3 de acuerdo con la ecuacién 2.

En las simulaciones de los ecotipos silvestres en las que se permitio la difusién
de TRY entre las células vecinas no se observo un cambio significativo en el fenotipo
comparado con las simulaciones de los ecotipos silvestres en los que no se consideré la
difusion de TRY. No obstante, al permitir la difusion de TRY en las simulaciones
de la linea mutante cpc, no se recupero el fenotipo de este mutante reportado en

la literatura, pues a pesar de que hay una reducciéon en el niimero de tricoblastos
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Sin retraso scm 2 CPC/TRY -/-> SCM cpc

* * * * * * *

Sin retraso scm 1

TTG2 -> TRY scm CPC -/-> GL3 scm
Figura 10: Resultados de la evaluacién de la importancia de la difusién de los elementos méviles
en el modelo y de la necesidad de las nuevas interacciones y de los supuestos del modelo. Sin
difusién corresponde a las simulaciones en las que no se permitié la difusion de los elementos
moviles, mientras que Difusién lateral corresponde a las simulaciones en las que tinicamente se
permitié la difusion lateral. No MYB23 scm corresponde al mutante scm en las simulaciones
en las que no se consideré el asa de retroalimentacién positiva del CA por MYB23, mientras que
Sin retraso scm 1 y Sin retraso scm 2 son los resultados de simular el mutante scm cuando
no se consideré el retraso en la expresién de MYB23. CPC/TRY -/-> SCM c¢pe corresponde
al mutante cpc cuando no se consider6 la activacién de la expresion de SCM por CPC y TRY.
TTG2 -> TRY scm y CPC-/->GL3 scm corresponden a las simulaciones del mutante scm

en la que TTG2 sdlo activa la expresién de TRY y en la que no se considera la activacién de la
expresion de GL3 y EGL3 por CPC.
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formados en la posicion H, se observé un aumento considerable en el ntimero de

tricoblastos ectépicos en la posicion N (Figura 11).

Con base en estos resultados, se sugiere que la proteina TRY no difunde en la

epidermis de la raiz en Arabidosis thaliana.

3.7.2. Inhibicién de la expresion de MYB23 por SCM

La proteina SCM provee al sistema de una senial de posicién inhibiendo la regu-
lacién de WER en las células en posicion H. Debido a que los genes WER y MYB23
poseen un patrén de expresion similar y a que sus productos proteicos son funcional-
mente equivalentes, se prob¢ si es posible que SCM regule también negativamente
la expresion del gen MYB23. Para esto, se alteraron las reglas logicas de MYB23 de

tal modo que su expresion pudiera tener lugar inicamente en ausencia de SCM.

Las simulaciones en que se consider6 la regulacién negativa de SCM al gen
MYB23 no presentan un cambio significativo en el fenotipo de las plantas silvestres.
Sin embargo, las simulaciones del doble mutante cpc etcl presentaron una dismi-
nucion en el nimero de atricoblastos ectopicos en la posicién H con respecto con el

mutante cpe (Figura 11), el cual es un efecto que no se observa en la naturaleza.

3.8. Simulaciones de la dinamica de la red ante estimulos

ambientales

Con excepcion del estrés por alta salinidad en el suelo, todos los estimulos am-
bientales simulados afectan la RRG del modelo a través de las vias de senalizacion
hormonal (Figura 8a). Los resultados de las simulaciones de los ecotipos silvestres
bajo el tratamiento con hormonas y bajo diferentes condiciones ambientales se mues-

tran en la Figura 12.

Al simular el tratamiento con la auxina NAA, se observé un severo incremento
en el nimero de tricoblastos ectopicos en la epidermis de raiz similar al observado
por Niu et al., 2011. En contraste, las simulaciones de el tratamiento con el precursor
de etileno ACC y con la citoquinina BA dieron lugar a solo un ligero incremento en

los tricoblastos ectopicos (An et al., 2012).

Las simulaciones de las respuestas de la planta ante la deficiencia de fosfato en
el suelo consideran el aumento en la expresion de WRKY75 y en la produccion
de auxina reportados por Devaiah et al., 2007 y Bielenberg et al., 2001 respectiva-

mente. En dichas simulaciones, se observa un aumento considerable en el ntimero
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Difusion TRY cpc SCM -| MYB23 ¢pc SCM -| MYB23 cpc etc1

Figura 11: Resultados de la evaluacién de la difusion de TRY y de la inhibicién de
la expresoén de MYB23 por SCM. Difusién TRY cpc corresponde al mutante cpc
cuando se permite la difusién de TRY. SCM -| MYB23 ¢pc y SCM -| MYB23
cpc etcl corresponden al mutante cpc y al doble mutante cpc etcl respectivamente
en las simulaciones en las que se considerd la imhibicién de la expresion de MYB23
por SCM.
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de tricoblastos ectdpicos. Del mismo modo, se simulé la repuesta de la planta ante
un ambiente con altas concentraciones de fosfato en el suelo suponiendo un efecto
contrario en la expresion génica y las vias de senalizacion hormonal al observado
ante la deficiencia de este nutriente. En estas simulaciones hay una considerable
disminucién en el niimero de tricoblastos que se forman en la posiciéon H, aunque se
siguen formando algunos tricoblastos ectépicos en posicion N. Estos resultados son

similares a los reportados por Bielenberg et al., 2001.

En las simulaciones de la planta en un ambiente con alta concentracién de COs,
las concentraciones de auxina y etileno aumentan en la planta, estimulando una
mayor transcripcion de CPC, TRY y ETC'1. Como resultado, se observa un aumento
en la formacion de tricoblastos ectépicos en la posicion N de la epidermis de la raiz.
Este fenotipo es similar al observado cuando las plantas silvestres se incuban en un
ambiente con altas concentraciones de COs (800 4 50 ul L™1) (Niu et al., 2011). Este
aumento en el nimero de tricoblastos ectopicos es ligeramente mayor al observado
en las simulaciones de la planta en condiciones de estrés por deficiencia de fosfato,

pero menor al obtenido en las simulaciones del tratamiento con NAA.

Para simular la dinamica del sistema ante el estrés producido por altas concen-
traciones de sal en el suelo, se probaron tres posibles mecanismos de acuerdo con
los resultados de Wang et al. en 2008:

Estrés salino - WER
Estrés salino — GL3/EGL3

Estrés salino — CPC

Las simulaciones del sistema en las que el estrés producido por una alta salinidad
en el suelo elevo el nivel de transcripcion de el gen WER, se redujo el nimero de
tricoblastos en la posicion H, aunque se formaron algunos tricoblastos ectopicos. En
las simulaciones en las que el estrés salino aumenté la expresion de GL3 y EGLS
no se observé un cambio significativo en el fenotipo con respecto a los ecotipos
silvestres en condiciones ambientales estandares. En las simulaciones en las que el
estrés salino aument6 directamente la expresion de CPC se produjo un aumento
en el nimero de tricoblastos ectopicos, pero no se presentaron atricoblastos en la
posicion H. De estos tres resultados, los fenotipos obtenidos en las simulaciones en
las que el estrés producido por alta alinidad aumenta la expresion de WER son
los que mas se asemejan a los fenotipos descritos por Wang et al. en 2008. Por lo

tanto, en el modelo se propone que el mecanismo que produce la disminucion en el
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nimero de tricoblastos ante el estrés producido por una alta salinidad en el suelo es

un aumento en la expresion de WER:

Estrés salino — WER

En la Figura 12 se muestran los resultados de las simulaciones del sistema bajo
un estrés producido por la alta salinidad del suelo utilizando los tres mecanismos

propuestos.

Los estudios del efecto de la salinidad en la RRG que regula la transcripcion de
GL2 establecen que la severidad de los efectos producidos por este factor de estrés
en la epidermis de la raiz incrementa conforme la salinidad del suelo aumenta. No
obstante, debido a la naturaleza discreta del modelo, no se simulé la dinamica de la

red bajo otras concentraciones de salinidad.
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Figura 12: Simulaciones de la determinacién celular de la epidermis de la raiz de Arabidopsis
thaliana como resultado de la dindmica de la meta-red de regulaciéon génica que controla la ex-
presién de GL2 cuando las plantas son sometidas a tratamientos hormonales con auxinas (NAA),
etileno y citoquininas, asi como bajo el efecto de diversos estimulos ambientales. El aumento en
las concentraciones de CO5 y las variaciones en la disponibilidad de fosfato en el suelo alteran la
dinamica de la red a través de las hormonas etileno y auxina. Unicamente las simulaciones en las
que el estrés por salinidad aumenta la expresiéon de WER reproduce un fenotipo similar al descrito
por Wang et al. en 2008.
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4. Discusion, conclusiones y perspectivas

En este trabajo se propone un modelo discreto dindamico de la RRG asociada
a la determinaciéon celular en la epidermis de la raiz de Arabidopsis thaliana. Las
simulaciones realizadas de este sistema en los ecotipos silvestres reproducen eficien-
temente los patrones espaciales de determinacion celular reportados en la literatura:
se forman columnas de tricoblastos alternadas por dos columnas de atricoblastos,
con la formacién esporadica de algunos tricoblastos ectépicos. Los perfiles de expre-
sion de los genes de la red observados experimentalmente en los dos tipos celulares
también se recuperaron. Asi mismo, la mayoria de las simulaciones de las lineas
mutantes reproducen cualitativamente los fenotipos reportados en la literatura. Con

base en esto se sugiere que el modelo describe adecuadamente la dindamica de la

RRG estudiada.

El modelo también permite simular el comportamiento del sistema ante cambios
en las variables ambientales y en la senalizacion hormonal. Para esto se integro la in-
formacién experimental sobre la forma en la que dichos cambios alteran la expresion
de los genes de la RRG. Los resultados de estas simulaciones recuperaron cualita-
tivamente los cambios fenotipicos en la formacién de tricoblastos reportados en la
literatura, lo que sugiere que la plasticidad fenotipica de la determinacién celular en
la epidermis de la raiz de Arabidopsis thaliana se debe por lo menos parcialmente a
la alteracion de la expresion de los genes de la RRG asociada a la regulacion de la

expresion de GL2.

4.1. Nuevos nodos integrados en la actualizacion del modelo

El modelo presentado por Benitez et al. en 2008 integra ocho genes y proteinas
que conforman la RRG asociada a la determinacién celular en la epidermis de la
raiz de Arabidopsis thaliana, y un nodo que representa al CA WER-GL3/EGL3-
TTG1. En la version actualizada del modelo presentada en este trabajo se integran
cuatro nuevos genes y proteinas y tres fitohormonas que no fueron considerados en

la versién publicada en 2008.

MYB23 es una proteina de la familia MYB puede unirse fisicamente a GL3/EGL3
y TTG1 para formar el complejo MYB23-GL3/EGL3-TTG1, el cual es funcio-
nalmente equivalente al complejo WER-GL3/EGL3-TTG1. La expresién del gen
MYB23 es activada por el CA, proveyendo un mecanismo de retroalimentacién po-

sitiva. En el modelo se integro a MYB23 como un nodo funcionalmente equivalente
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a WER, de tal modo que para la determinar la cantidad de CA formado en cada

iteracion se utiliza indistintamente la suma de la expresion de WER y de MYB23.

El factor de transcripcion TTG2 es una proteina de la familia WRKY que facilita
la activacién de la expresion del gen TRY por el CA, mediando la unién del complejo
al promotor de este gen (Pesch et al., 2014). A su vez, la expresion de TTG2 es
activada por el CA (Johnson et al., 2002). También ha sido propuesto que TTG2
participa en la regulacién de la expresién de otros genes activados por el CA (Ishida
et al., 2007).

El modelo también integra al factor de transcripcion con estructura de dedos de
zinc ZFP5 y a WRKY 75, un factor de transcripcion de la familia WRKY. Estudios
experimentales han mostrado que ZFP5 activa la expresion de CPC e integra los
estimulos producidos por las citoquininas y el etileno (An et al., 2012). Por su parte,
se ha demostrado que WRKY75 inhibe la expresion de CPC y de TRY (Rishmawi
et al., 2014), y que media las respuestas de las auxinas ante la deficiencia de fosfato
(Devaiah et al., 2007). Por lo tanto, la integracién de los nodos ZFP5 y WRKY5 es
esencial en el modelo para integrar las vias de senalizacién hormonal de las plantas

en el sistema.

Para integrar las vias de senalizacién hormonal en el modelo se emple6 la misma
metodologia utilizada para determinar los genes de la RRG y sus interacciones. Se
realizo una revision exahustiva de la literatura cientifica sobre la forma en que el
tratamiento de la raiz con fitohormonas afecta la expresién de los genes de la RRG,
y sobre los perfiles de expresion de estos genes ante la deficiencia en la produccién
o integraciéon de las senales de dichas hormonas. De este modo se representaron las
auxinas, el etileno y las citoquininas como tres nodos de la red con sus respectivas
interacciones y sus reglas logicas para la actualizacion de su expresion en las simula-
ciones. Una diferencia importante entre los nodos que representan a los genes y a las
proteinas y los que representan a las hormonas en este modelo es que estos tltimos
son independientes de la posicién de las células y cambian en todo el sistema de

redes acopladas de manera uniforme.

Las auxinas y el etileno son hormonas involucradas en diversos procesos del
crecimiento y el desarrollo de las plantas. Se ha demostrado que participan en las
respuestas de éstas la deficiencia de fosfato (Bielenberg et al., 2001) y ante el au-
mento en la concentracién de COy ambiental (Niu et al., 2011). Las auxinas también
participan en la regulacion de la expresion de los genes inhibidores de la formacion
del CA (Niu et al., 2011). Por otra parte, el etileno y las citoquininas promueven la
expresion de CPC' a través de la actividad de la proteina ZFP5 (An et al., 2012).
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4.2. Dinamica de la RRG asociada a la expresiéon de GL2

en la epidermis de la raiz

Con excepcion de la proteina CPC, la RRG convergié en estados estables den-
tro de cada célula en 30 simulaciones revisadas. Los atractores de expresion de los
genes dependientes de la posicion de las células observados en los resultados de las
simulaciones coinciden con los reportados en la literatura. Esto indica que los pa-
trones de determinacién celular y los perfiles de expresion génica obtenidos con este
modelo son estables y reproducen los atractores del sistema de redes acopladas en

la epidermis de la raiz de Arabidopsis thaliana.

De las mas de 20,000 combinaciones posibles de la expresién de los genes y
proteinas revisados en la Tabla 1, s6lo se encontraron 5 posibles estados de expresion
finales en todas las simulaciones observadas. Esto indica que, independientemente
de los perfiles de expresién asignados al azar al principio de cada simulacién, la
reiterada actualizacion de los perfiles de expresion génica en cada iteracién converge
unicamente hacia estos 5 perfiles de expresion. Se requiere de una revision a mayor
profundidad para determinar las cuencas de atraccién que llevan a los perfiles de
expresion observados, v si dichos perfiles de expresion corresponden a 5 atractores

de punto fijo, o si algunos de ellos conforman atractores periddicos.

Las simulaciones del genotipo silvestre en las que no se consider6 la difusion de
los elementos moviles de la red realizadas con este modelo dieron lugar a patrones
de distribucién espacial similares a los reportados en la literatura para el mutante
sem, formando tricoblastos y atricoblastos independientemente de la posicién. Estos
resultados corroboran que en el modelo, el acoplamiento de las RRG dentro de las
células a través de los elementos moviles es necesarios pero para la formacién de los

patrones espaciales de determinaciéon celular.

4.3. El modelo como herramienta para evaluar y predecir

interacciones

Algunas de las aplicaciones de los modelos matematicos y computacionales uti-
lizados para describir sistemas bioldgicos es la identificacién de componentes y vias
esenciales para el comportamiento global del sistema, es decir, se pueden usar para
realizar pruebas de necesidad y suficiencia (Alvarez—Buylla et al., 2007, Benitez et
al., 2013). El modelo propuesto por Benitez et al. en el 2008 ha demostrado ser

predictivo, pues la interaccion propuesta de la retroalimentacion positiva directa o
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indirecta de la actividad del CA fue posteriormente corroborada de forma experi-
mental (Kang et al., 2009; Alvarez—Buylla et al., 2011).

Utilizando el modelo propuesto en este trabajo, fue posible identificar algunos
componentes y mecanismos de interaccién importantes para reproducir la dindmica
del sistema que no habian sido integrados en el modelo de Benitez et al. en el 2008.
El modelo también sugiere la existencia de algunas interacciones que no cuentan
con suficiente evidencia experimental, pero que son necesarias para reproducir la

dindmica del sistema con el modelo.

Cabe senalar que la evaluacion de las nuevas interacciones y los supuestos se rea-
lizaron una por una, es decir, al evaluar cada interaccion se considerd que el resto de
ellas son necesarias para reproducir el comportamiento del sistema. Una evaluacion
exhaustiva de cudles de las nuevas interacciones y supuestos son necesarias para
reproducir la dindmica del sistema consistiria en probar todas las combinaciones
posibles con las interacciones a evaluar. No obstante, este método puede resultar

dificil por la cantidad de combinaciones de interacciones que deben considerarse.

4.3.1. MYB23 provee un mecanismo de retroalimentacién positiva de la
actividad del CA

MYB23 es una proteina funcionalmente equivalente a WER (Wada et al., 2012).
La ausiencia de MYB23 en las simulaciones del mutante myb23 produce un ligero
incremento en la formacion de tricoblastos ectopicos, lo cual confirma que este nodo
provee a la red de un mecanismo de retroalimentacién positiva de la actividad del

CA que refuerza la identidad de los atricoblastos en la posiciéon N.

Al simular la dinamica de la RRG sin considerar al nodo MYB23, en las cuales
se compensé la formacion del CA aumentando la expresiéon de WER en las reglas
légicas, no se pudo reproducir el fenotipo del mutante scm, obteniendo atricoblastos
en todas las células de la epidermis. Estos resultados son similares a los utilizados
por Benitez et al. en el 2008 para sugerir la existencia del mecanismo de retroalimen-
tacion positiva de la actividad del CA, y sugieren que la formaciéon de tricoblastos

en ausencia de la senial de posicién depende de la retroalimentacién positiva del CA.

4.3.2. Regulacion de la expresion de SCRAMBLED por los inhibidores
del CA

Existe evidencia experimental que indica que la expresion de SCM en la epider-

mis no unicamente depende de la posicién con respecto a las células del coértex, sino
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que es regulada positivamente por los inhibidores del CA (Kwak et al., 2008). En las
simulaciones realizadas con el modelo presentado en este trabajo se observo que la
formacion de atricoblastos ectépicos en las lineas mutantes en los genes inhibidores

del CA depende de ésta interaccion.

Estos resultados pueden explicarse por el hecho de que la formacion del CA,
sobre todo en las primeras 25 iteraciones en las que MYB23 no se expresa, depende
de la expresion de WER. Si la expresion de SCM dependiera tinicamente de la
posicion de las células epidermicas con respecto a las células del cortex, se esperaria
que en las lineas mutantes en los genes inhibidores del CA la proteina SCM siguiera
presente en las células en posicién H, inhibiendo la expresion de WER y previniendo

la formacion del CA, dando lugar a la formacién de tricoblastos en estas células.

Un estudio reciente sugiere que la activacién de la expresion de SCM en las
células en posicion H se debe a la accién de la proteina TRY y no a CPC (Kwak
y Schiefelbein, 2014). No obstante, se ha observado que el gen TRY se expresa
principalmente en las células en posiciéon N, y no se han observado indicios de que
la proteina TRY difunda hacia las células vecinas en posiciéon H del mismo modo
que lo hace CPC, por lo que si es TRY y no CPC el factor de transcripcion que
activa la expresion de SCM, es necesaria la existencia de un mecanismo por el cual
TRY actte sobre las células en posicién H a pesar de expresarse y acumularse en las

células en posiciéon N. En este trabajo no se considerd este mecanismo.

4.3.3. Predicciones del modelo

Ademas de identificar componentes e interacciones cruciales para la dinamica del
sistema, los modelos pueden utilizarse para realizar predicciones de nuevas interac-
ciones o componentes que no han sido identificados por métodos experimentales. En
el modelo presentado en este trabajo se predicen algunas interacciones novedosas

necesarias para el comportamiento goblal de la red.

Uno de los mecanismos propestos en el modelo es el retraso temporal en la
expresion de MYB23 en comparacion con la expresion de WER. Esta propuesta
se basa en las observaciones de Kang et al., 2009, quienes describen la expresion
de MYB23 tiene lugar ligeramente después del inicio de la expresion de WER.
Esta propuesta se basa en que la expresion de MYB23 tiene lugar en un estado de

desarrollo ligeramente mas tardio que la de WER.

Otra de las propuestas del modelo es la regulacién positiva de la actividad del CA

regulada por la proeina TTG2. El CA promueve la expresion de TTG2 en las células
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en posiciéon N. Existen estudios experimentales que indican que TTG2 promueve la
activacion de la expresion de TRY por medio del CA uniéndose directamente a
su promotor (Pesch et al., 2014). No obstante, las simulaciones del modelo indican
que para reproducir la dindmica del sistema, es necesario contar con mecanismo de
retroalimentacién positiva de la actividad del CA independiente de MYB23. En el
modelo se propone que TTG2 proporciona este mecanismo, posiblemente facilitando
la unién del CA a los promotores de los genes regulados por el complejo del mismo

modo que con el promotor de TRY.

La activacion de la expresion de GL3 y de EGL3 por medio de CPC e indepen-
diente de la inhibicion del CA por CPC, es una interaccion que ha sido sugerida
por Bernhardt et al., 2005 y fue incorporada en el modelo de Benitez et al., 2008.
Al probar la necesidad de ésta interaccién en el sistema utilizando el modelo, se

encontrd que es necesaria para reproducir el fenotipo del mutante scm.

Es posible comprobar experimentalmente estas interacciones, para lo cual es
necesario corroborar la uniéon de la proteina CPC a los promotores de GL3 y EGLS,
y de la proteina TTG2 a los promotores de los genes regulados por el CA. Esto puede
lograrse mediante un ensayo de cambio en la corrida electroforética (electrophoretic

mobility shift assay o EMSA, por sus siglas en inglés).

El trabajo experimental de Wang et al. en 2008 muestra que el estrés producido
por altas concentraciones de sal en el suelo disminuye la formacion de pelos de
ralz en la planta y aumenta la expresion de WER, GL3 y CPC. En el modelo
se encontré que unicamente la sobre expresion de WER puede reproducir estos
fenotipos. Por lo tanto se propone que el estrés producido por una alta salinidad en
el suelo aumenta la expresiéon de WER; esto a su vez incrementa la formacion del

CA y, como consecuencia, puede explicar el aumento en la expresion de CPC.

4.4. La Ecologia Evolutiva del Desarrollo desde la Biologia

de Sistemas

Los cambios en las variables ambientales producen diferentes respuestas en las
plantas, las cuales normalmente son mediadas por medio de vias de senalizacion
hormonal. Estas tltimas, a su vez, pueden alterar la expresiéon de algunos genes,
produciendo de este modo cambios en el fenotipo. El presente trabajo muestra que los
cambios en el niimero y en la distribucion espacial de los pelos de raiz ante cambios

en las variables ambientales pueden ser explicados por lo menos parcialmente por
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alteraciones en la dinamica de la RRG asociada a la regulacién de la expresion de
GL2.

4.4.1. El uso de los modelos de RRG para estudiar la plasticidad fe-

notipica

Los modelos discretos dindmicos han sido ampliamente utilizados para integrar
la informacion experimental de los componentes de las RRG y sus interacciones,
asi como para realizar predicciones de la dindmica de estos sistemas. En particular,
la RRG asociada a la expresion de GL2 en la epidermis de la raiz de Arabidopsis
thaliana es uno de los sistemas de determinacion celular mas estudiados en plantas
con este tipo de modelos (Mendoza y Alvarez—Buylla, QOOO;Alvarez—Buylla et al.,
2007; Benitez et al., 2007, 2008, 2013; Savage et al., 2008, 2013). No obstante,
hasta donde se tiene informacion, pocos han sido los esfuerzos para estudiar la
plasticidad de la dinamica de este sistema ante cambios en las vias de senalizacion
hormonal y en las variables ambientales. Esta falta de estudios posiblemente se debe
a que inicialmente se consideraba que las vias de senalizacion hormonal afectaban
la formacion de los pelos de raiz inicamente por mecanismos independientes de la
regulacién de la expresién de GL2 (Masucci y Schiefelbein, 1996a); mientras que los
estudios experimentales que reportan las formas en las que las vias de senalizacion
hormonal afectan a algunos de los componentes de la RRG asociada a la expresion
de GL2 son relativamente recientes (Wang et al., 2008; Niu et al., 2011; An et al.,
2012; Savage et al., 2013; Rishmawi et al., 2014).

En el presente trabajo se utiliza un modelo discreto multivaluado para estudiar
la dindmica de la RRG asociada a la regulacion de la expresion de GL2 ante cambios
en las variables ambientales. Al igual que los genes y las proteinas, las hormonas y
las variables ambientales se integran en el modelo como variables discretas multiva-
luadas, de tal modo que es posible utilizar reglas l6gicas para reproducir el efecto

de estos factores sobre la expresion de los genes de la RRG.

Los estudios experimentales suguieren que algunos de los cambios en la determi-
nacion celular de la epidermis de la raiz observados ante las alteraciones en las tres
variables ambientales estudiadas en este trabajo representan respuestas adaptativas
de las plantas, es decir, favorecen la supervivencia de los individuos ante los cambios
en el ambiente. Por ejemplo, el aumento del nimero y la longitud de los pelos de
raiz en las plantas que se desarrollan en un suelo con bajas concentraciones de fos-
fato aumenta la superficie de la raiz, haciendo mas efectiva la adquisicién de fosfato

cuando su concentracién en el suelo es baja (Miiller y Schmidt, 2004; Perry et al.,
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2007). Por otro lado, la disminucién en el nimero de pelos de raiz en las plantas
cultivadas en un suelo con alta salinidad reduce la superficie que esta en contacto
con el suelo, lo cual se ha sugerido que puede estar relacionado con la homeostasis

de los iones en la raiz (Wang et al., 2008).

4.4.2. La plasticidad fenotipica y el paisaje epigenético en las simulacio-

nes

Como se menciond anteriormente, los perfiles de expresion de las células en las
simulaciones convergen hacia estados estables que determinan la identidad de las
células al final de cada simulacion. No obstante, los cambios observados en la deter-
minacion celular en el sistema al simular la epidermis de los ecotipos silvestres bajo
diferentes condiciones ambientales indican que los estados estables de expresién son
diferentes de los estados estables de expresion obtenidos al simular la dinamica del

sistema en condiciones ambientales estandares.

El concepto del paisaje epigenético propuesto por Waddington (ver capitulo 1.2,
Figura 1) puede utilizarse para ilustrar la forma en que los perfiles de expresion de
los genes convergen hacia estados estables en las simulaciones, y como estos estados

estables pueden ser alterados por los cambios en las variables ambientales.

La pelota en el extremo superior del paisaje epigenético (Figura la) representa
a las células indiferenciadas con un perfil de expresion génico asignado al azar al
inicio de cada simulacién. El relieve del paisaje, determinado por los genes que lo
subyacen (Figura 1b), determina el camino que toma la pelota en cada bifurcacién
de la superficie hasta que eventualmente la pelota llega al fondo del paisaje en
un punto determinado por el camino que tomo al rodar cuesta abajo. Del mismo
modo, la posicion de las células con respecto al cortex y la arquitectura de la RRG
determinan los perfiles de expresion génica que pueden presentar las células en cada
iteracion hasta que éstas adquieren un perfil de expresion estable y se diferencian

en tricoblastos o en atricoblastos.

Los cambios en la expresion de los genes producidos por alteraciones en las
variables ambientales o por tratamientos hormonales producen cambios discretos
en la superficie del paisaje epigenético, alterando los caminos por los cuales puede
rodar la pelota y, finalmente, cambiando la posiciéon de la pelota al llegar al fondo
de la superficie. Asi mismo, los cambios en la expresion de algunos genes de la RRG
producidos por las modificaciones en las variables ambientales cambian los perfiles
de expresion génica que las células pueden adoptar en cada iteracion, alterando Is

estados estables que se obtienen al final de las simulaciones.
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4.5. Limitaciones del modelo

Los modelos discretos han sido ttiles para el estudio de la dinamica de proce-
sos relacionados a la determinacion celular (Mendoza y Alvarez—Buylla, 1998, 2000;
Mendoza et al., 1999; von Dassow et al., 2000; Alvarez—Buylla et al., 2007; Benitez
et al., 2008, 2013; Savage et al., 2008, 2013). No obstante, una limitante de los mo-
delos discretos es que no permiten explorar todos los posibles estados de expresion
de los genes, reduciéndose inicamente a dos o a tres. Por otro lado, es posible que
el umbral utilizado para determinar cudndo se considera que un gen se esta expre-
sando y cuando no sea determinado de forma arbitraria. Los modelos de ecuaciones
diferenciales ofrecen una alternativa cuantitativa que permite estudiar la expresion
de los genes como procesos continuos, solucionando gran parte de estos problemas.
Sin embargo, este enfoque requiere de una gran cantidad de informacién detallada
sobre la cinética de las reacciones bioquimicas que tienen lugar en el sistema, la cual

no se encuentra disponible para la RRG asociada a la expresion de GL2.

Una de las principales dificutades que surgen al construir modelos de RRG uti-
lizando el método propuesto por Assmann y Albert en 2009 son las limitaciones en
la informacién disponible para inferir la arquitectura de las redes. El método uti-
lizado para construir el modelo de Benitez et al. en 2008 y el modelo actualizado
presentado en este trabajo tiene la desventaja de que la revision exhaustiva de la
literatura cientifica puede tomar mucho tiempo en completarse. Ademas, debido a
que la expresion de varios genes de la red es determinada por la accién concerta-
da de activadores e inhibidores, y a que la relaciéon de dominancia entre estos no es
siempre clara, pueden hacerse conclusiones arbitrarias sobre los estados de expresiéon
de los genes con base en la presencia de sus reguladores. Una solucién posible para
este problema es asignar una probabilidad de salida al estado del gen en cuestion,
de tal modo que el resultado de las entradas pueda variar (Savage et al., 2008).
Otra solucién es probar todas las reglas logicas posibles para determinar el estado
de expresion de los genes cuando la dominancia de sus reguladores no sea clara y

determinar cudles de éstas permite reproducir mejor la dindmica del sistema.

4.5.1. Fenotipos de las lineas mutantes que no son reproducidos por el

modelo

Las simulaciones realizadas con este modelo recuperan los perfiles de expresion
génica de los tricoblastos y atricoblatos reportados en la literatura, asi como los

fenotipos de los genotipos silvestres y de la mayoria de las lineas mutantes en los
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genes de la RRG estudiada. No obstante, los fenotipos de dos lineas mutantes no
pudieron ser recuperados con el modelo, lo cual puede deberse a limitaciones en las

reglas légicas utilizadas para actualizar los perfiles de expresién de los genes.

El doble mutante try etcl no presenta un cambio significativo en el ntimero y
en la distribucion de los pelos de raiz con respecto a los fenotipos de los genotipos
silvestres, mientras que el triple mutante cpc try etcl carece por completo de pelos
de raiz (Schellmann et al., 2002; Kirik et al., 2004). Esto indica que la presencia de la
proteina CPC en las células en posicion H es suficiente para inhibir la formacion del
CA y activar la expresion de SCM, previniendo la expresion de GL2. Sin embargo, las
simulaciones de la linea try etc1 realizadas con el modelo presentan una disminucion
en el nimero de tricoblastos en la posicion H, asi como un ligero aumento en el
namero de tricoblastos ectopicos. Es posible que esto se deba a que en el modelo la
presencia de CPC no sea suficiente para inhibir la formacion del CA o para activar la
expresion de SCM en todas las células en posicién H, lo cual puede atribuirse a una
limitacién en las reglas logicas para la formacion del CA o en las que determinan la

expresion de SCM.

Por otro lado, el doble mutante cpc myb23 tiene un fenotipo intermedio entre
el fenotipo del genotipo silvestre y el del mutante cpc, recuperando parcialmente
la disminucién en el niimero de pelos de raiz en la posicion H sin presentar pelos
de raiz ectopicos (Kang et al., 2009). Las simulaciones de esta linea realizadas con
el modelo recuperan parcialmente la disminucién en el nimero de tricoblastos en
posicion H presentada en las simulaciones del mutante cpc; no obstante, también
presentan un mayor nuimero de tricoblastos ectopicos. Debido a que en el modelo
CPC activa directamente la expresion de GL3 y EGLS, la ausencia de CPC im-
plica una disminuciéon de GL3 y EGL3. Es posible que la presencia de tricoblastos
ectopicos en las simulaciones del doble mutante cpc myb23 se deba a que, en algunas
células en posicion N, WER no sea suficiente para compensar la disminucion de la
expresion de GL3 y de EGLS3 y la ausencia de MYB23, lo cual puede ser producido

por una limitacion en las reglas légicas para la formacién del CA.

4.5.2. Limitaciones de los modelos sincrénicos y construccién de mode-

los asincroénicos

El orden en el que el estado de cada nodo dentro de una red es actualizado
puede tener un efecto considerable sobre la dindmica del sistema. El método de
actualizaciéon de los nodos en un modelo de RRG mas simple es la actualizacion

sincrénica, cuyo uso facilita la construccion de programas computacionales que si-
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mulen la dindmica de los sistemas. En los modelos con actualizacién sincrénica se
asume que los procesos e interacciones representados por las aristas de la red tienen
duraciones temporales similares, por lo que los estados de los nodos correspondien-
tes son actualizados sincrénicamente en peridos de tiempo fijos. No obstante, esto
sucede rara vez en los sistemas bioldgicos, por lo que la actualizacion sincrénica no
permite integrar apropriadamente las diferentes escalas temporales en las que tienen
lugar los eventos bioldgicos, introduciendo de este modo una constriccion artificial
que puede alterar los resultados de las simulaciones. Los modelos asincronicos no
presentan este problema, por lo que por medio de estos se puede corroborar si los
atractores encontrados en las simulaciones de un modelo de RRG dependen de la
arquitectura de la red y no son un artefacto producido por la sincronia en la actua-

lizaciéon de los estados de expresion de los nodos.

El modelo con actualizacién sincronica presentado en este trabajo recupera los
perfiles de expresiéon de los genes de la RRG asociada a la determinacion celular
en la epidermis de la raiz reportados en la literatura cientifica. Mediante la cons-
truccién de una versiéon asincrénica de este modelo podria reforzarse la propuesta
de que el modelo identifica correctamente la arquitectura de la RRG y recupera
la dindmica del sistema. Debido a que no se cuenta con informaciéon experimental
detallada sobre la duracion de las interacciones en la RRG estudiada, la asincronia
puede introducirse seleccionado aleatoriamente de todas las permitaciones posibles

del orden en el que los nodos son actualizados, anadiendo complejidad al sistema.

Para poder construir un modelo que considere la duracién de los procesos de
la red se requiere de informacion mas detallada sobre la expresion de los genes y
las proteinas del sistema. Esta informacion puede generarse de forma experimental
mediante la aplicacién de la fotografia time-lapse a la microscopia confocal (Muzzey

y van Oudenaarden, 2009).

4.5.3. Vias de senalizacion hormonal que no fueron integradas al modelo

Existe evidencia experimental que sugiere que existen otros mecanismos por los
cuales las hormoas y los cambios en las variables ambientales influyen en la determi-
nacion celular de la epidermis de la raiz (Figura 13). Dichos mecanismos no fueron
incorporados al modelo debido a que la evidencia experimental no es suficiente para
determinar las interacciones entre las hormonas y los genes de la red, o porque el
efecto de dichos mecanismos es independiente a la RRG asociada a la expresién de

GL2. Debido a que en este trabajo no se considera estos mecanismos de senalizacion
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Figura 13: Borrador de la RRG asociada a la determinacion celular de la epidermis de
la raiz en el que se muestran en rojo los nodos y las interacciones de dos posibles vias
de senalizacién hormonal que no son consideradas en este trabajo. La primera via es
la regulacion de la expresion de WER ante cambios en la salinidad del suelo a través
de los brasinosteroides. La segunda son los mecanismos por los cuales las auxinas y
el etileno afectan la formacién de pelos de raiz independientemente de la expresion
de GL2. Este esquema fue construido con base en la informaciéon experimental del
mismo modo que el presentado en la Figura 8a. Sin embargo, la informacion experi-
mental no es suficiente para confirmar sin ambigiiedad las interacciones mostradas
en rojo.

hormonal, existen algunos aspectos de la determinacion celular en la epidermis de

la raiz que no pueden ser estudiados con el modelo.

Brasinosteroides

Los brasinosteroides (BR) son hormonas vegetales esteroideas involucradas en
diferentes procesos fisiologicos del crecimiento de las plantas, como la division y
elongacion celular. Existen estudios experimentales que muestran que el tratamiento
de la raiz de Arabidopsis thalian con el BR brasinolida (BL) produce un aumento
en la expresion de WER y de GL2 En contraste, las lineas mutantes en el gen
BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1 (BRI1), el cual codifica para un receptor
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de BR localizado en la membrana celular, presentan una ligera disminuciéon en la
expresion de WER, GL2 y de EGL3 (Kuppusamy et al., 2009). Esta evidencia
sigiere que las vias de senalizaciéon hormonal que involucran a los BR participan
en la regulacién de la expresién de algunos de los genes que componen a la RRG
estudiada en este trabajo, particularmente en la regulacién positiva de la expresion

de WER y posiblemente de FGLS.

Los BR participan en la integraciéon y transmision de sefiales ante distintas con-
diciones de estrés abidtico, incluyendo cambios en la salinidad, la humedad y en la
temperatura del ambiente (Clouse 2011, Fariduddin et al., 2014). A pesar de que no
se encontré un estudio experimental en el que se relacione directamente la activi-
dad de los BR ante cambios en el ambiente con la regulacion de la expresion de los
genes de la RRG, puede especularse que entre algunas de las respuestas fisiologicas
reguladas por BR ante cambio en las variables ambientales se incluyan cambios en
la dindmica de la RRG asociada a la expresion de GL2. No obstante, la informacion
experimental sobre la accién de los brasinosteroides en los genes de la RRG y su
relacion con los cambios en las variables ambientales no es lo duficientemente clara

para incluir la sefializacién de los brasinosteroides en el modelo.

Mecanismo de accion de las auxinas y el etileno independiente de
GL2

El factor de transcripcién GL2 determina la identidad de los atricoblastos en las
células en las que se expresa al inhibir la expresion de diversos genes que codifican
los factores de transcripcion necesarios para la diferenciacién de las células en pelos
de raiz, tales como RHD6 y AXR2. En este trabajo se estudiaron los mecanismos
por los cuales los factores ambientales y las vias de senalizaciéon hormonal afectan la
dindmica de la RRG asociada a la expresion de GL2 y, como consecuencia, influyen
en la determinacion del tipo celular en la epidermis de la raiz. No obstante, algunos
estudios han demostrado que existen mecanismos independientes de GL2 por los
cuales las vias de senalizacién hormonal afectan la expresién de los genes asociados
al desarrollo de los pelos de raiz (Masucci y Schiefelbein, 1996a; Mendoza y Alvarez-
Bugylla, 2000).

Las auxinas promueven la expresion de los genes AUXIN RESISTANT 1 (AXR1)
y AUXIN RESISTANT 3 (AXR3), que a su vez estan implicados en la regulacion de
AXRZ2. Por su lado, el etileno regula positivamente la expresion de AUXIN TRANS-
PORTER PROTEFEIN1 (AUX1)y de ETHYLENE RECEPTOR1 (ETR1), que a su
vez regulan la expresion de AXR2 (Mizra et al., 1984; Wilson et al., 1990; Leyser
et al., 1996; Masucci y Schiefelbein, 1996a; Grierson et al., 2014).
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Estas interacciones proveen de mecanismos independientes de GL2 por los cuales
las vias de senializacién hormonal y los cambios en las variables ambientales pueden
alterar los patrones espaciales de determinacién celular en la epidermis de la raiz.
No obstante, debido a que este trabajo se centra en la RRG asociada a la expresion

de GL2, estos mecanismos no son considerados en el modelo.

El modelo presentado en este trabajo puede extenderse para integrar la dinami-
ca de los mecanismos de accién de las auxinas y el etileno sobre estos genes de
forma independiente de GL2. Para esto, debe realizarse una revisiéon exhaustiva de
la literatura para identificar los genes y las interacciones en este sistema, asi como
la forma en que las hormonas actian sobre ellos. Posteriormente esta informacion
puede discretizarse en reglas logicas utilizadas para simular el comportamiento del

sistema.

4.6. Perspectivas de los modelos discretos de RRG en la

Eco-Evo-Devo

El modelo actualizado de la RRG asociada a la determinacién celular en la epi-
dermis de la raiz de Arabidopsis thaliana presentado en este trabajo logré recuperar
varios aspectos de la dinamica del sistema y proponer nuevas interacciones. Este
modelo establece un precedente en el uso de los modelos dinamicos de RRG para
estudiar la plasticidad fenotipica de los sistemas bioldgicos producida por cambios
en el ambiente. A través de la construccion de modelos de RRG para el estudio de
los sistemas en desarrollo en diferentes organismos seria posible observar cémo han
cambiado las arquitecturas, la dindmica y las respuestas ante cambios ambientales

de las redes bioldgicas a través de la historia evolutiva.

4.6.1. Experimentos in silico de norma de reaccion

El concepto de norma de reaccién fue introducido en 1909 por Richard Wolte-
reck para describir un fenémeno observado en el que algunos individuos genética-
mente diferentes del crustaceo Hyalodaphnia muestran fenotipos idénticos o muy
similares bajo ciertas condiciones ambientales, pero presentan diferentes respuestas
morfolégicas ante cambios en las condiciones ambientales (Schlichting y Pigliucci,
1998). Particularmente, Woltereck realizé un experimento en el que observé las di-
ferencias en el cambio del tamano de la cabeza de Hyalodaphnia ante cambios en la

disponibilidad de alimentos (Figura 14).
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Figura 14: Experimento de norma de reaccién realizado por Woltereck en el que se
observan las diferentes respuestas morfolégicas en el tamafio de la cabeza de tres
genotipos distintos de Hyalodaphnia ante una disponibilidad de nutrientes baja, me-
diana y alta. Puede observarse que los fenotipos expresados por los tres genotipos
son similares cuando la disponibilidad de nutrientes es baja, pero difieren significati-
vamente cuando esta variable ambiental cambia. Los experimentos in silico de norma
de reaccion propuestos en este trabajo se basan en este experimento. El objetivo es
simular la dindmica de las RRG de diferentes genotipos y observar las respuestas
fenotipicas de cada uno ante cambios en las variables ambientales. Figura obtenida
de Schlichting y Pigliucci 1998.

En este trabajo se introduce el uso de los modelos dinamicos de redes discretas
para estudiar la plasticidad fenotipica de los sistemas biolégicos ante cambios en las
variables ambientales. Debido a que estos modelos han demostrado ser ttiles para
reproducir la dinamica del sistema en diferentes genotipos, es posible que también
puedan utilizarse para realizar experimentos in silico para estudiar las normas de
reaccion de los sistemas estudiados en diferentes genotipos. Particularmente, el mo-
delo presentado reproduce cualitativamente los fenotipos reportados en la literatura
de los ecotipos silvestres ante cambios en la disponibilidad de fosfato en el suelo, la
salinidad del medio y la concentracion de COq atmosférico, asi como bajo distintos
tratamientos hormonales. El siguiente paso para realizar un experimento in silico
de norma de reaccién seria observar y comparar las respuestas fenotipicas de las

diferentes lineas mutantes bajo dichos cambios en las variables ambientales.

Se proponen los siguientes pasos para llevar a cabo estos experimentos:

1. Construir un modelo discreto dinamico de la RRG que se busca estudiar, inte-
grando los efectos de las hormonas y de los cambios en las variables ambientales
sobre la expresion de los genes de la red. Para esto puede utilizarse el método

propuesto por Assman y Albert en 2009.
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2. Corroborar que el modelo propuesto reproduce cualitativamente los fenotipos
y los patrones de expresion génica reportados en la literatura para los ecotipos
silvestres bajo condiciones ambientales estdndares y bajo cambios en las varia-
bles ambientales integradas al modelo, asi como los fenotipos de los distintos

mutantes en genes de la red.

3. Simular y comparar la dinamica de la RRG bajo distintos valores en las varia-
bles ambientales en los ecotipos silvestres y en los diferentes genotipos (mu-
tantes) que pueden ser reproducidos en el modelo para identificar las normas

de reacciéon de cada genotipo.

Los resultados de estos experimentos in silico de norma de reaccién pueden
ser posteriormente evaluados de forma experimental en el laboratorio. Para ello se
requiere contar con individuos de los ecotipos silvestres y de las lineas mutantes
consideradas en las simulaciones y observar los diferentes cambios fenotipicos ante
cambios en las variables ambientales utilizadas en las simulaciones. Finalmente se
pueden comparar las normas de reaccién de cada genotipo observadas en el labora-
torio con los resultados de los experimentos in silico para determinar si estos ultimos
pueden reproducir efectivamente las diferencias en las respuestas fenotipicas ante los

cambios en el ambiente.

De poder reproducir de forma adecuada las diferencias cualitativas en las normas
de reaccion de distintos genotipos, estos modelos pueden llegar a ser una herramienta
poderosa para estudiar los mecanismos por los cuales la variacion genética produce
diferentes respuestas fenpotipicas en los sistemas biolégicos ante cambios en las va-
riables ambientales. Finalmente, estos modelos podrian utilizarse para predecir las
respuestas adaptativas de distintos individuos, poblaciones o especies ante diferen-
tes ambientes, proveyendo de este modo una aproximacion innovadora a distintas

preguntas de la Eco-Evo-Devo.
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Apéndice A: Reglas logicas

Reglas l6gicas para la formacion del CA

Con el fin de simplificar las reglas logicas que regulan la formacion del CA,
y debido a que las proteinas CPC, TRY y ETC1 actiian de forma parcialmente
redundante, la accién de estas tres proteinas fue resumida en un nodo denominado

Complejo Inhibidor (IC), el cual regula negativamente la formacién del CA.

(CPC=1ATRY<2)V(~CPCA(TRY+ETC1=2))—IC=1
(CPC=2A(TRYVETC1)) vV (TRY=2A(CPCVETC1)) — IC = 2

Debido a que los complejos WER-GL3/EGL3-TTG1y MYB23-GL3/EGL3-TTG1
son funcionalmente equivalentes, en el modelo consideramos que las proteinas WER
y MYB23 contribuyen de forma indistinta a la formacion del CA; esto es, el CA
formado por WER es idéntico al que esta constituido por MYB23. Para esto, se

suma la expresion de ambas proteinas en un tnico nodo nombrado MYB, el cual
participa junto con GL3/EGL3, TTG1 y TTG2 en la formacién del CA.

Reglas légicas para WER en el modelo

- SCM — WER =2
( SCM A Alta salinidad) — WER =1

Reglas l6gicas para MYB23 en el modelo

—ACV(Tiempo<25) — MYB23 = 0
ACA(Tiempo>25) — MYB23 =1

Reglas légicas para GL3/EGL3 en el modelo

(AC A = CPC) V (AC > 1) — GL3/EGL3 = 0
(=AC A ~ CPC) v (AC = 1 A CPC) — GL3/EGL3 = 1
(=AC A CPC) — GL3/EGL3 = 2
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Reglas l6gicas para TTG2 en el modelo

AC — TTG2 =1

Reglas légicas para CPC en el modelo

(mAC A aux=2) V (AC=1 A (aux=1 A ZFP5<2 A WRKY75<2) V (aux=1 A
7ZFP5=2)) — CPC =1

(AC>2 V (AC A (aux=2 V (aux A “WRKY75 A ZFP5=2)))) — CPC = 2

Reglas l6gicas para TRY en el modelo

(AC=1 A WRKY75=1 A aux = 1) — TRY = 1
aux A (AC=2 V (AC A~WRKY75) —» TRY = 2

Reglas l6gicas para ETC1 en el modelo

AC=2 V aux=2 V (AC A aux) — ETC1 =1

Reglas l6gicas para SCM en el modelo

Con el fin de simplificar las reglas logicas del modelo, se utilizo el nodo del
complejo inhibidor para regular positivamente la expresiéon de SCM en lugar de
utilizar individualmente a los nodos CPC y TRY. Esta simplificacién del modelo no

afecta los fenotipos obtenidos en las simulaciones (Figura Sumplementaria 1).

(Posicion H) A (IC>0) A (AC<2) — SCM =1

Reglas l6gicas para ZFP5 en el modelo

etileno A—citoquininas — ZFP5 =1

(etileno A citoquininas) V citoquininas = 2 — ZFP5 = 2

Reglas l6gicas para WRKY75 en el modelo

Fosfato = 1 — WRKY75 =1
—Fosfato — WRKY75 = 2
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Apéndice B: Tablas de verdad

Complejo Inactivador

CpPC TRY ETC1 |IC
1 0 0 X 0
2 0 1 0 0
3 0 1 1 1
4 0 2 0 1
5 0 2 1 2
6 1 0,1 X 1
7 1 2 X 2
8 2 0 X 1
9 2 1,2 X 2

Evidencia

El doble mutante cpc try reduce considerablemente la
expresiéon de genes que son regulados por el CA como
GL3 y FGL3, mientras que aumenta la actividad de los
promotores de los genes activados por el complejo como

GL2, CPC, TRY y ETCI.

El doble mutante cpc etcl presenta una disminucién

considerable en el nimero de pelos de raiz.

El mutante cpc presenta un aumento en la expresiéon de
GL2 y otros genes regulados por el CA, pero esta no

desaparece por completo.

Fuente

Kirik et al.,
2004; Bernhardt
et al., 2005;
Simon et al.,
2007.

Kirik et al.,
2004.

Lee y Schiefel-
bein, 2002.

La sobreexpresion de TRY produce aumenta la forma-

Schellmann et

cion de pelos de raiz. al., 2002.

La sobreexpresion de TRY produce aumenta la forma- | Schellmann et
cion de pelos de raiz. al., 2002.

El doble mutante try etcl no presenta cambios signifi- | Kirik et  al.,
cativos en el nimero de pelos de raiz, mientras que el | 2004.

triple mutante cpc try etcl no presenta pelos de raiz.
Esto indica que CPC juega un papel immportante en la
inhibicién de la formacién del CA incluso en ausencia

de TRY y de ETC1.

La sobre expresion de TRY en la linea 355:TRY produ-

ce un aumento en el nimero de pelos de ra’iz ectopicos.

Schellmann et
al., 2002.
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8 | La sobre expresion de CPC en la linea 355:CPC dismi-
nuye la expresion de GL2 y produce un aumento en la
formacion de pelos de raiz ectépicos. Por otro lado, el
mutante ¢ry no presenta cambios en el niimero de pelos

de raiz.

Lee y  Schie-
felbein, 2002;
Schellmann et

al., 2002.

9 | La sobre expresion de CPC' en la linea 355:CPC' dismi-
nuye la expresion de GL2 y produce un aumento en la

formacion de pelos de raiz ectdpicos.

Lee 'y  Schie-
felbein, 2002;

Schellmann et

al., 2002.
CA
MYB = WER + MYB23
t t+1
MYB GL3/EGL3 TTGl TTG2 IC | AC
1 0 X X X X 0
2 X 0 X X X 0
3 X X 0 X X 0
4 1 1 1 X X 0
5 1 2 1 X 0 1
6 1 2 1 0 1 0
7 1 2 1 1 1 1
8 1 2 1 X 2 0
9 2 1 1 X 0 1
10 2 1 1 X 1,2 0
11 2 2 1 0 1,2 0
12 2 2 1 1 X 1
13 3 1 1 X 0 1
14 3 1 1 0 1 0
15 3 1 1 1 1 1
16 3 1 1 X 2 0
17 3 2 1 0 X 1
18 3 2 1 1 0 2
19 3 2 1 1 1,2 1
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Evidencia Fuente
1 | El mutante wer-1 no presenta expresion de GL2. Lee y Schiefel-
bein, 1999
2 | El doble mutante ¢l3 egl3 no presenta expresion de GL2 | Bernhardt et al.,
2003
3 | El mutante ttg1 presenta una reduccién significativa en | DiCristina et al.,
la expresion de GL2. 1996
4 | La expresion de WER con el promotor de MYB23, que | Kang et al., 2009
tiene menor actividad que el promotor de WER, no re-
cupera el mutante wer.
5 | La sobre expresion de GL3 en la linea 35S:GL3 y de | Bernhardt et al.,
EGL3 en la linea 355:FGLS3 aumenta considerablemen- | 2003
te la expresion de GL2.
6 | CPC y TRY inhiben la expresiéon de GL2. Lee y Schiefel-
bein, 2002; Si-
mon et al., 2007
7 | El modelo hace el supuesto de que TTG2 aumenta la | Schellmann et
actividad del CA, por lo que el CA se expresa a pesar | al., 2002.
de la presencia del IC
8 | La sobre expresion de CPC en la linea 355:CPC inhibe | Lee 'y  Schie-
la expresion de GL2 felbein, 2002;
Schellmann et
al., 2002.
9 | WER, GL3, EGL3 y TTG1 conforman al CA; en ausen-
cia de los genes inhibidores del complejo, en el modelo
se forma el CA
10 | La sobre expresion de CPC'y TRY disminuye la expre- | Lee y Schiefel-
sion de GL2. bein, 2002; Si-
mon et al., 2007
11 | La sobre expresion de CPC'y TRY disminuye la expre- | Lee y Schiefel-
sion de GL2. bein, 2002; Si-
mon et al., 2007
12 | En el modelo se hace el supuesto de que TTG2 aumenta

la actividad del CA.
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13

MYB23 puede formar el complejo MYB23-GL3/EGL3-
TTG1, que es funcionalmente equivalente al formado
por WER. De este modo se refuerza la identidad de los

atricoblastos.

Kang et al., 2009

14

En el modelo se hace el supuesto de que TTG2 aumenta
la actividad del CA. La falta de TTG2 sumado a la
presencia de los genes del IC disminuye la formaciéon del

CA.

15

En el modelo se hace el supuesto de que TTG2 aumenta
la actividad del CA.

16

La sobre expresion de CPC'y TRY disminuye la expre-
sion de GL2.

Lee y Schiefel-
bein, 2002; Si-
mon et al., 2007

17

La sobre expresiéon de GL3 y EGLS3 aumenta la expre-
sion de GL2. En el modelo se hace el supuesto de que
TTG2 promueve la actividad del CA, por lo que su au-

sencia disminuye la formacion de éste.

Bernhardt et al.,
2003

18

La sobre expresiéon de GL3 y de EGL3 aumenta la ex-
presion de GL2. En el modelo se hace el supuesto de que
TTG2 aumenta la actividad del CA.

Bernhardt et al.,
2003

19

La sobre expresion de GL3 y EGLS aumenta la expre-
sion de GL2. En el modelo se hace el supuesto de que
TTG2 promueve la actividad del CA.

Bernhardt et al.,
2003

GLABRA2

t t+1
AC | TTG2

1,2 1
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Evidencia

Fuente

La expresion de GL2 disminuye en los mutantes wer,
ttgl y gl3 egl3, asi como en las lieas en las que se sobre

expresan los inhibidores del CA.

Galway et al.,
1994; Lee et al.,
1999; Walker et
al., 1999; Payne
et al., 2000;
Bernhard et al.,
2003; Wada et
al., 1997; Lee
y  Schiefelbein,
2002; Schell-
mann et al.,
2002; Wada et
al., 2002; Kirik
et al., 2004

La expresion de GL2 tiene lugar en las células en posi-
cién N en las que se forma el CA. La sobre expresion de

los genes que conforman al CA aumenta la expresion de
GL2.

Galway et al.,
1994; Lee et al.,
1999; Walker et
al., 1999; Pay-
ne et al., 2000;
Bernhard et al.,
2003
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WEREWOLF

t t+1
SCM Salinidad | WER
1 0 X 2
2 1 1 1
3 1 0 0

Evidencia

Fuente

SCM reprime la expresion de WER en las células en
posicion H. WER se expresa en las células en posicion
N.

Kwak et al.,
2007.

Supuesto del modelo. Las plantas desarrolladas en un

medio con alta salinidad presentan un aumento en la
expreson de WER.

Wang et al,
2008.

La sobre expresion de SCM inhibe la expresion de WER.

Kwak et al.,
2007.

atMYB23
t > 25 t+1
AC MYB23
1 0 0
2 1,2 1
Evidencia Fuente

La expresion de MYB23 depende de los componentes del
CA. Las lineas wer-1, gl3-1 egl3-1, ttg1-1 y 355::CPC no
presentan expresion de MYB23

Kang et al., 2009

La expresion de M YB23 depende de los componentes del
CA. WER se une directamente al promotor de MYB235.
La sobre expresion de WER aumenta la expresion de
MYB23.

Kang et al., 2009
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GLABRA3 y ENHANCER OF GLABRA3

t t+1
AC CPC | GL3/EGL3
11 0 0 1
21 0 1,2 2
31 1 0 0
41 1 1,2 1
5| 2 X 0
Evidencia Fuente

1 | Las lineas mutantes wer-1 presentan un aumento en la | Bernhardt et al.,
expresion de GLS3 y de EGL3; la expresion de estos ge- | 2005

nes disminuye en el mutante cpc.

2 | Las lineas mutantes wer-1 presentan un aumento en la | Bernhardt et al.,
expresion de GL3 y de EGLS3; la sobreexpresion de CPC' | 2005
incrementa la expresion de GL3 y de EGLS.

3 | Las lineas mutantes cpc disminuyen considerablemente | Bernhardt et al.,

la expresion de GLS y EGLS. 2005
4 | La sobreexpresiéon de CPC' incrementa la expresion de | Bernhardt et al.,
GL3 y de EGLS. 2005

5 | La sobreexpresion de GL3 y de FGL3 disminuye consi- | Bernhardt et al.,
derablemente la expresion de GL3 y de EGL3 en todas | 2005

las células.

TRANSPARENT TESTA GLABRA2

t | t+1
AC | TTG2

1[0 0
12 1
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Evidencia Fuente
La expresion de TTG2 depende de los componentes del | Ishida et al.,
CA. Las lineas wer-1, gl3-7452 eqgl3-5712 y 355::CPC'| 2007
no presentan expresion de TTG2
La expresion de TTG2 depende de los componentes del | Ishida et al.,
CA. 2007
CAPRICE
t t+1
AC auxinas WRKY75 ZFP5 | CPC

1] 0 0,1 X X 0

210 2 b b 1

31 1 0 X X 0

41 1 1 1,2 0,1 1

51 1 1 0 X 2

6] 1 1 X 2 2

711 2 X X 2

81 2 X X X 2
Evidencia Fuente
Las lineas mutantes wer disminuyen casi por completo | Lee y Schiefel-
la expresion de CPC bein., 2002

El tratamiento de la raiz com 10 nM de la auxina NAA

aumenta la expresion de CPC.

Niu et al., 2011

El tratamiento de la raiz con inhibidores del flujo de
auxinas (NPA y 1-NOA)disminuye la expresién de CPC
en un ambiente con CO, elevado. Se infiere que sucede

lo mismo en condiciones ambientales estandares.

Niu et al., 2011

La expresion de CPC' es regulada por los genes del CA.
El tratamiento con 1 aauxina NAA incrementa la ex-
presion de CPC. La expresion de CPC disminuye en el
mutante zfps-4 y en la linea ZFP5 RNAi

Lee y Sciefelbein
2002; Niu et al.,
2011; An et al.,
2012

La expresion de CPC aumenta en el mutante wrky75.

Rishmawi et al.,
2014
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El mutante zfp5-4 y la linea ZFP5 RNAi disminuyen la
expresion de CPC. ZFP5 se une directamente al promo-
tor de CPC.

An et al.; 2012

Et tratamiento de la raiz con 10nM la auxina NAA au-

menta considerablemente la expresiéon de CPC.

Niu et al., 2011

El mutante wer-1 disminuye la expresiéon de CPC| mien-

Lee y Schiefel-

tras que el mutante cpc, en el cual aumenta la formacion | bein, 2002
del CA, aumenta considerablemente la actividad del pro-
motor de CPC.
TRIPTYCHON
t t+1
CA auxinas WRKY75 | TRY
11 0 X X 0
2| x 0 X 0
31 1 1 0 2
41 1 1 1 1
51 1 1 2 0
6 1 2 X 2
7T 2 1,2 X 2
Evidencia Fuente
Los mutantes wer y ttgl presentan muy poca expresion | Simon et al.,
de TRY. 2007

El tratamiento de la raiz con inhibidores del flujo de
auxinas (NPA y 1-NOA)disminuye la expresion de CPC
en un ambiente con CO4 elevado. Se infiere que sucede

lo mismo en condiciones ambientales estandares.

Niu et al., 2011

La expresiéon de TRY depende de los genes del CA. El
mutante wrky75 presenta un aumento considerable en

la expresion de TRY

Simon et al.,
2007; Rishmawi
et al., 2014
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La expresion de TRY es regulada positivamente por el

CA y las auxinas, y negativamente por WRKY75

Simon et al.,
2007; Niu et al.,
2011; Rishmawi

et al., 2014

La WRKY75 en la
358::WRKY75 disminuye considerablemente la ex-
presion de TRY.

sobre expresiéon de linea

Rishmawi et al.,

2014

El tratamiento de la raiz con la auxina NAA aumenta

considerablemente la expresion de TRY.

Niu et al., 2011

que conforman al CA, indicando que el CA activa la

expresion de este gen.

La expresion del promotor de TRY aumenta considera- | Simon et al.,
blemente en el doble mutante cpc try, los cuales tienen | 2007
un aumento en la formaicon del CA.
ENHANCER OF TRIPTYCHON AND CAPRICE 1
t t+1
AC auxinas | ETC1

110 0,1 0

210 2 1

31 1 0 0

41 1 1,2 1

51 2 X 1
Evidencia Fuente
La expresion de FTC1 tiene lugar en las células en po- | Kirik et al.,
sicion N. La expresiéon de EFTC1 aumenta considerable- | 2004; Simon et
mente en los mutantes de los genes inhibidores del com- | al., 2007.
plejo, y disminuye cuando estos son sobre expresados.
Supuesto del modelo
Supuesto del modelo.
La expresion de ETC1 disminuye considerablemente en | Simon et al.,
los mutantes en los genes que producen las proteinas | 2007.
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5 | La expresion de FTC1 disminuye considerablemente en | Simon et al.,
los mutantes en los genes que producen las proteinas | 2007.

que conforman al CA, indicando que el CA activa la

expresion de este gen.

ZINC FINGER PROTEIN 5

t t+1
etileno citoquininas | ZFP5
1 0 0 0
2 0 1 1
3 0 2 2
4 1 0 1
5 1 1,2 2
Evidencia Fuente

1| La expresion de ZFP5 aumenta considerablemente | An et al., 2012
cuando la raiz es tratada con el precursor de etileno BA

o con la citoquinina ACC. Se infiere el efecto contrario.

2 | La expresion de ZFP5 aumenta considerablemente | An et al., 2012

cuando la raiz es tratada con la citoquinina ACC.

3 | La expresion de ZFP5 aumenta considerablemente | An et al., 2012

cuando la raiz es tratada la citoquinina ACC.

4 | La expresion de ZFP5 aumenta considerablemente | An et al., 2012

cuando la raiz es tratada con el precursor de etileno BA.

5| La expresion de ZFP5 aumenta considerablemente | An et al., 2012
cuando la raiz es tratada con el precursor de etileno BA

o con la citoquinina ACC.
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WRKY75

t t+1
Fosfato | WRKY75
1 0 2
2 1 1
3 2 0

Evidencia

Fuente

1 | Las plantas cultivadas en una solucién hidropoénica sin
fosfato presentan un aumento significativo en la expre-

sion de WRKY75.

Devaiah et al.,
2007

2 | La expresion de WRKY75 se ve afectada por la dis-
ponibilidad de fosfato. Se ifiere que las plantas que se
desarrollan en un suelo con disponibilidad estandar de

fosfato presentan un nivel intermedio de expresién de

WRKY75.

Devaiah et al.,
2007

3 | Las plantas cultivadas en una solucién hidropénica con

altas concentraciones de fosfato (250 uM Pi) presentan

unicamente un nivel basal de expresion de WRKY75

Devaiah et al.,
2007

SCRAMBLED
t t+1
posicion CA IC | SCM
1 0 X X 0
2 1 X 0 0
3 1 2 0
4 1 0,1 1,2 1
Evidencia Fuente

1 | SCM se expresa en las membranas celulares inicamente

en las células en posicion H.

Kwak et al,
2005

2 | El doble mutante cpc try presenta una disminuciéon con-

siderable en la expresiéon de SCM

Kwak et al,
2008
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3 | El mutante wer y el doble mutante gl% egl3 presentan un | Kwak et al.,
aumento significativo en la expresion de SCM. Se infiere | 2008
el efecto contrario cuando los genes que forman al CA

se sobre expresan.

4 | El mutante wer y el doble mutante gl3 egl? presentan | Kwak et al.,
un aumento significativo en la expresion de SCM, mien- | 2008

tras que los mutantes en los genes inhibidores del CA
disminuyen su expresion, de lo cual se infiere el efecto

contrario cuando se sobre expresan.

Auxinas
t t+1
CO, fosfato WRKY75 | auxinas
1 0 0 0,1 1
2 0 0 2 2
3 0 1 X 1
4 0 2 X 0
5 1 0,1 X 2
6 1 2 X 1
Evidencia Fuente

1 | El tratamiento de las plantas que se desarrollan en un | Bielenberg et al.,
suelo con altas concentraciones de fosfato aumenta con- | 2001

siderablemente la densidad de los pelos de raiz, mientras
que el tratamiento con el inhibidor del transporte de au-
xinas CMPA reduce la densidad de los pelos de raiz en
las plantas cultivadas en un suelo con bajas concentra-
ciones de fosfato. Por lo tanto se infiere que las auxinas
participan en las respuestas de la planta ante la deficien-

cia de fosfato.

2 | WRKYT75 media las respuestas de la planta ante la de- | Rishmawi et al.,

ficiencia de fosfato pot auxinas. 2014
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Nivel estandar de auxinas cuando no hay un aumento en
las concentraciones de CO, en el ambiente y las plantas
se cultivan en un suelo con concentraciones estandar de

fosfato.

Bielenberg et al.,
2001; Niu et al.,
2011

Las auxinas participan en las respuestas de la planta
ante la deficiencia de fosfato; se infiere el efecto contrario

en un suelo rico en fosfato.

Bielenberg et al.,
2001

Las auxinas participan en las respuestas de la planta
ante el aumento en las concentraciones de CO5 en el

ambiente.

Niu et al., 2011

Se infiere por los efectos opuestos del aumento de COq

en el ambiente y la disponibilidad de fosfato en el suelo.

Bielenberg et al.,
2001; Niu et al.,
2011

Etileno
t t+1
COqy fosfato | etileno
1 X 0 1
2 0 1,2 0
3 1 X 1
Evidencia Fuente

El tratamiento de las plantas cultivadas en suelos con
altas concentraciones de fosfato con con el precursor de
etileno ACC incrementa considerablemente la densidad
de pelos de raiz. Por lo tanto se infiere que el etileno par-
ticipan en las respuestas de la planta ante la deficiencia
de fosfato.

Bielenberg et al.,
2001

Expresion estandar del etileno cuando las concentracio-
nes de CO, en el ambiente y de fosfato en el suelo son

estandares.

Bielenberg et al.,
2001; Niu et al.,
2011
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3 | Las plantas incubadas a concentraciones de CO, mayo- | Dhawan et al.,
res a 0.11% (en contraste con 0.033% en condiciones | 1981
normales) muestran un aumento significativo en la velo-

cidad de biosintesis de etileno.

Otros nodos

El resto de los nodos conserva un valor predeterminado fijo a lo largo de toda la

simulacion.

TRANSPARENT TESTA GLABRA 1. La informaciéon experimental no
indica que la expresion de este gen sea regulado por los otros genes de la RRG,
hormonas o factores ambientales considerados. Este gen puede fijarse como 0 6 1
(default) para simular las lineas mutantes en este gen y los ecotipos silvestres res-

pectivamente.

Citoquininas. El modelo no considera genes, hormonas o factores ambientales
que regulen la sintesis de citoquininas. El valor puede fijarse a 0, 1 (default) 6 2 para
simular la ausencia, las condiciones normales y el tratamiento con esta hormona

respectivamente.

CO,. El modelo no considera agentes que puedan alterar la concentracion del
COs en el ambiente. Se puede fijar su valor como 0 (default) 6 1 para simular el
crecimiento de la planta en un ambiente con una concentracién de CO, de 350 4+ 50
ul L™1 y de 800 4= 50 pl L™1 respectivamente.

Fosfato. El modelo no considera agentes que puedan alterar la disponibilidad
del fosfato en el suelo. Se puede fijar su valor como 0, 1 (default) 6 2 para simular
el crecimiento de la planta en un suelo deficiente de fosfato, con suficiente fosfato y

con altas concentraciones de fosfato respectivamente.

Salinidad del sielo. El modelo no considera agentes que puedan alterar la
salinidad del suelo. Se puede fijar su valor como 0 (default) o 1 para simular el
crecimiento de la planta en un suelo con una concentraciéon estandar de sal o en un

suelo con alta salinidad respectivamente.
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