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1. INTRODUCCION

1.1. Laregulacion de la transcripcion

According to the strictly structural concept, the genome is
considered as a mosaic of independent molecular blue-prints
for the building of individual cellular constituents. In the
execution of these plans, however, co-ordination is evidently
of absolute survival value.

(Frangois Jacob y Jacques Monod, 1960)

1.1.1. Generalidades de la regulacion

Desde que en 1952 se descubri6 la estructura de la molécula hereditaria de la vida:
el 4cido desoxirribonucleico (DNA por sus siglas en inglés)'’, la informacién que tenemos
del funcionamiento molecular y genético de las células ha crecido de manera asombrosa.
En las dltimas décadas, el genoma de més de mil organismos ha sido secuenciado en su
totalidad y se espera que este nimero crezca significativamente en los préximos afios. Sin
embargo, el conocimiento de las secuencias que componen cada uno de los genomas no es
suficiente para explicar como la expresion de dicha informacion da lugar a bacterias
capaces de adaptarse a una variedad de condiciones a través de diversos mecanismos; y
mucho menos, para entender como un organismo multicelular, cuyas células comparten el
mismo genoma, pueden dar lugar lo mismo a una neurona que a una célula de la piel o del
tejido hepatico.

La presencia de un gen en la molécula de DNA de un organismo no asegura la
expresion del mismo. A pesar de que, en efecto, la instruccion para la elaboracion de la
molécula de acido ribonucleico (RNA por sus siglas en inglés) y, en su caso, de la proteina,
estd codificada en la secuencia de DNA, existen mecanismos que coordinan la produccién
de éstas para que se lleve a cabo en un momento determinado y en las cantidades
adecuadas. Uno de los mecanismos mejor estudiados y, que hasta la fecha, parece ser el
mas determinante en el control de dicha expresion, es la regulacion de la transcripcion,
propuesto inicialmente por Frangois Jacob y Jaques Monod en 19618,

1



La transcripcion es el proceso a través del cual una de las hebras del DNA se copia a
una molécula de RNA, complementaria a la secuencia templado. La enzima encargada de
llevar a cabo la transcripcion es la RNA polimerasa dependiente de DNA (Fig. 1), que
cataliza la sintesis de la cadena de RNA a partir de los sustratos nucledsidos trifosfato. El
nacleo de esta enzima esta compuesto por las subunidades o233’ w, pero para que la RNA
polimerasa pueda iniciar la transcripcion en un promotor especifico, requiere de una sexta
subunidad denominada o, formandose asi la holoenzima o2’ wo.

La subunidad o asegura el reconocimiento del promotor especifico y posiciona a la
RNA polimerasa en la molécula de DNA, con lo cual se inicia el proceso de transcripcion.
Una vez que la holoenzima se une al promotor, las dos hebras de DNA se desenrollan
alrededor del sitio de inicio de la transcripcion para formar una burbuja de transcripcion,
también llamado complejo abierto, que es en donde empieza a sintetizarse la nueva cadena
de RNA. La RNA polimerasa cataliza la formacion de enlaces fosfodiéster, a través de los
cuales la cadena de RNA se mantiene unida. Este proceso continla hasta que la enzima se
encuentra con una nueva sefial en el DNA: el terminador transcripcional. Es asi como
concluye la transcripcion de un gen y la RNA polimerasa se separa de la molécula del
DNA, lista para asociarse a otro factor sigma y unirse a un nuevo promotor.

Existen tres agentes basicos que participan en el control transcripcional de la
expresion genética y que son particularmente relevantes para el presente trabajo: las
secuencias promotoras, los factores o y los factores transcripcionales (FTs). A continuacion

se describe brevemente a cada uno de ellos:

Secuencias promotoras

Un promotor es una secuencia de nucleétidos especifica que presenta un gen
particular rio arriba de la secuencia codificante. Su papel es indicarle el punto de inicio a la
RNA polimerasa para que se una el DNA e inicie el proceso de transcripcién. A lo largo de
este trabajo, no se hara referencia de manera recurrente a las secuencias promotoras. En su
lugar se manejaran los nombres de los genes que las presentan y seran denominados genes

regulados (GRs). La figura 2 muestra la estructura de un promotor bacteriano.
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Figura 1. Estructura de la RNA polimerasa. (a) Estructuras cristalinas de alta resolucion
del ndcleo de la RNA polimerasa de Thermus aquaticus (panel izquierdo) y de la
holoenzima de Thermus thermophilus (panel derecho). Las subunidades se muestran como
listones (al, gris claro; all, gris; B, café claro; B’ verde claro; w, verde oscuro; o, magenta).
El sitio catalitico B’ de la RNA polimerasa se presenta coloreado de rojo y el ion Mg*? se
muestra como una pequefia esfera roja. (b) Representacidn esquematica de la estructura de
la RNA polimerasa, con el mismo cddigo de color que (a). El centro catalitico se muestra
como una estrella pequefia color magenta. (Imagen tomada de Borukhov y Nudler, 2008.)
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Factores o

Se ha mencionado que la subunidad o se asocia y disocia a la RNA polimerasa, y
que de ella depende en gran medida que la holoenzima se una al promotor de un gen
particular. Las bacterias presentan una diversidad de factores sigma, cuya produccion
también estd transcripcionalmente regulada, y a su vez, dependiendo de la presencia de
dicho factor, la RNA polimerasa se une o no a un promotor para transcribir un gen. Las
células bacterianas regularmente presentan un factor sigma housekeeping y un ndmero
variable de factores sigma alternativos. EIl primero se caracteriza por presentar un dominio
que da una mayor flexibilidad para el reconocimiento de promotores, mientras que los
factores alternativos permiten la induccion de genes que se activan en respuesta a cambios

particulares.

Factores transcripcionales

Uno de los tipos de proteina para los cuales codifican los genes son los
denominados factores transcripcionales. Dichas proteinas participan en la regulacién
transcripcional de genes a partir de su estructura terciaria, la cual induce (regulacion
positiva) o reprime (regulacion negativa) este proceso. En general, los reguladores
negativos se unen al promotor o0 a una region posterior al mismo, interfiriendo directamente
con la RNA polimerasa; mientras que, los reguladores positivos se unen regularmente a una
region rio arriba del promotor, con el objetivo de reclutar a la RNA polimerasa, para que se
una al promotor e inicie la transcripcion*'®. Los FTs pueden regular la expresién de uno o

muchos genes. Al conjunto de genes regulados por un FT se le denomina regulon.

La coactividad de la secuencia del promotor del gen regulado, en conjunto con el FT
y la RNA polimerasa con su respectiva subunidad o, constituye el sistema regulador basico
en todos los organismos. Dicho sistema regulador se ejerce sobre una denominada unidad
transcripcional (UT). En el caso de las bacterias, una UT estd compuesta por las siguientes
entidades geneéticas: una region regulatoria que incluye al propio promotor, el sitio de inicio
de la transcripcidn, uno 0 mas genes y un sitio de término. Una UT puede presentar uno o

mas genes, denominada unidad monocistrénica en el primer caso y policistronica si



presenta mas de uno. En las bacterias, es muy comun encontrarse UTs policistronicas, y
éstas son también conocidas como operones. Cabe mencionar que en ocasiones los genes de
las UTs no codifican para proteinas, si no que lo hacen para RNAs ribosomales (rRNA),
RNAs de transferencia (tRNAs), o bien, pequefias moléculas de RNA reguladoras o
microRNAs (miRNAS).

fap.. .
i n . Sta"ﬂainr
a
Up ele E"""d’e ’ Poin
TF binding site 'H(’m d'Ia
—_ - —— -
-35 -10 , +1

Consensus |

Core promoter

Figura 2. Estructura de un promotor procariético. Un promotor es una region de DNA en el
genoma en la cual la RNA polimerasa y los FTs implicados se unen para iniciar la
transcripcion. La posicién +1 indica el par de base nucleotidica en donde se inicia la
transcripcion, cominmente llamada sitio de inicio de la transcripcion. Los pares de bases
rio arriba del sitio de inicio de la transcripcién tienen asignados ndmeros positivos,
mientras aquellos que se ubican rio abajo se muestran con nimeros negativos. El nacleo del
promotor consiste en los elementos UP, -10, -35 y -10 extendido. Los elementos -10, -35 y
-10 extendido son reconocidos por los dominios 2, 4 y 3 de la subunidad ¢ de la RNA
polimerasa, respectivamente. El elemento UP, localizado rio arriba del elemento -35, es
reconocido por los dominios C-terminales de las subunidades o de la RNA polimerasa. En
ocasiones, el sitio de unién del FT puede traslaparse con el ndcleo de la secuencia
promotora. Una secuencia consenso es comunmente localizada en el sitio de union del FT.
(Imagen tomada de Zhou y Yang, 2006.)



1.1.2. Estudiando la regulacién de la transcripcion de una manera
global

A pesar de que han sido muchos los avances que se han logrado estudiando cada
gen y entendiendo la manera en que es regulado, fue en la era gendmica, debido al
crecimiento en la cantidad de informacion, cuando empezaron a ser necesarias tecnologias
que estudiaran la regulacion de la transcripcion de una manera mas global. Diversas
técnicas y experimentos a gran escala, tales como los microarreglos y la denominada
tecnologia ChiP-chip, que combina la inmunoprecipitacion de la cromatina con los propios
microarreglos, ofrecieron la posibilidad de estudiar la transcripcién a grandes escalas.

Como resultado de lo anterior, fue posible empezar a construir modelos de estas
interacciones, lo que a la par permitié entender las relaciones de los factores
transcripcionales con sus genes regulados como una compleja red. Asi, las funciones
bioldgicas dejaron de ser atribuidas a un gen particular, idea que fue sustituida con una
visién mas holistica, en la cual, més que el papel de una sola molécula, lo que interesa es la
estructura y la dindmica de las interacciones entre los diversos componentes de la célula,
que en conjunto, resultan en la expresién y coordinacion de mecanismos y funciones
fisioldgicas. Diversas redes bioldgicas, tales como las de interaccion proteina-proteina, las
redes metabdlicas, las redes de sefializacion, y las propias redes de regulacion
transcripcional, empezaron a estudiarse a través de la teoria de redes, desenmascarando
propiedades y estructuras topoldgicas® compartidas entre ellas y representativas de las redes

bioldgicas.

# La Topologia es una disciplina matematica que estudia las propiedades de los cuerpos geométricos que
permanecen inalteradas por transformaciones continuas. En una red, la topologia se refiere a la arquitectura
derivada de la manera en que los elementos que la conforman estan conectados.
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1.2. Teoria de redes

113

. En aquel Imperio, el Arte de la Cartografia logro tal
Perfeccion que el Mapa de una sola Provincia ocupaba toda una
Ciudad, y el mapa del imperio, toda una Provincia. Con el
tiempo, esos Mapas Desmesurados no satisficieron y los
Colegios de Cartografos levantaron un Mapa del Imperio, que
tenia el Tamafio del Imperio y coincidia puntualmente con él.
Menos Adictas al Estudio de la Cartografia, las Generaciones
Siguientes entendieron que ese dilatado Mapa era Inatil y no sin
Impiedad lo entregaron a las Inclemencias del Sol y los
Inviernos. En los desiertos del Oeste perduran despedazadas
Ruinas del Mapa, habitadas por Animales y por Mendigos; en
todo el Pais no hay otra reliquia de las Disciplinas
Geograficas.”
Suérez Miranda: Viajes de varones prudentes,
libro cuarto, cap. XLV, Lérida, 1658

(tomado de Del Rigor de la Ciencia de Jorge Luis Borges, 1954)

Una de las maneras mas efectivas para entender mejor un mecanismo o0 para
visualizar la posible solucion de un problema es a través de la creacién de un modelo. Esto
equivale a simplificar y a hacer una representacién del objeto o sistema original, que fue tal
vez el punto en el que fallaron los cartografos del cuento de Borges. En las ultimas décadas,
la cantidad de informacién bioldgica disponible se ha visto incrementada a grandes
velocidades y esto hace todavia méas necesaria la integracion de la informacion y la
simplificacion de la misma. La participacion de las matematicas y de las ciencias
computacionales ha facilitado la creacién de dichos modelos, siendo recientemente la
aplicacion de la teoria de redes una de las herramientas mas Utiles para representar y

analizar un sistema tan complejo como lo es un ser vivo.

1.2.1. Los inicios de la teoria
La teoria de redes, también conocida como teoria de grafos, tuvo su origen en el
siglo XVIII, siendo el matematico suizo Leonhard Euler considerado padre de la misma.
Siendo ya un matematico reconocido de la época, a sus oidos llegd un problema que los

ciudadanos de la ciudad de Konigsberg, en Prusia, se habian estado planteando: dada la
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arquitectura de su ciudad (Fig. 3a), a través de la cual fluia el rio Pregel, formandose una
isla en el centro y separando regiones de tierra a las que sélo podia llegarse cruzando los
siete puentes construidos en Konigsberg, ¢seria posible encontrar una ruta que permitiera
caminar por todas las regiones de la ciudad cruzando una sola vez cada uno de los siete
puentes?

Euler, como buen matematico, primero reemplaz6é el mapa de la ciudad por un
diagrama maés simplificado (Fig. 3b), que mostraba los elementos principales que se
requerian para el planteamiento del problema. Sin embargo, posterior al disefio del
diagrama, simplific6 méas la representacion: ahora era un punto lo que equivalia a cada
region, y una linea uniendo dos puntos lo que representaba a los puentes (Fig. 3c).

Esta segunda representacion elaborada por Euler resulta el primer ejemplo de lo que
ahora conocemos como grafo o red. EI matematico publicd sus resultados en el articulo
Solutio problematis ad geometrian sitius pertinentis®, en el cual no sélo exponia este
modelo que, de manera formal, demostraba que el problema no tenia solucién; sino que
ademés presentaba un método general para la representacion y solucién de problemas
semejantes, sentando asi muchos de los conceptos béasicos de la teoria de grafos que hoy

conocemos.

1.2.2. Las redesy sus propiedades

Un grafo o red permite hacer una representacion abstracta de una serie de elementos
conectados entre si. La definicion formal de grafo G contiene un conjunto de veértices o
nodos V y un conjunto de aristas E conectando a estos nodos:

G=(V,E)

Las aristas que conectan a los nodos pueden o no tener direccion; es decir, en el
primer caso se observa una diferencia en la participacion de los nodos en la relacion que los
conecta, en donde uno afecta y el otro esta siendo afectado; la ausencia de direccion refleja
la participacion equivalente de los nodos en la relacion. Dependiendo si las aristas en una
red presentan o no direccion, el grafo se define como dirigido o no dirigido,
respectivamente. Un ejemplo de grafo no dirigido podria ser una red de amigos, de

colaboraciones cientificas o de localidades conectadas en un mapa como la que representa a
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Figura 3. El problema de los puentes de Konigsberg. (a) Grabado de la vieja ciudad de
Kdnigsberg en el este de Prusia, que muestra al rio Pregel fluyendo a través de la ciudad.
Como puede observarse, este rio rodea a una isla, llamada Kneiphof, y en la parte derecha
del mapa, se separa en dos vertientes. Para facilitar el movimiento de un lado a otro de la
ciudad, se construyeron siete puentes. (b) Primer diagrama de la ciudad de Konigsberg
disefiado por Euler, en donde los espacios con letras mayusculas representan regiones de
tierra y las letras mindsculas denotan la presencia de cada uno de los siete puentes. ()
Representacion mas simplificada de la ciudad, elaborada por Euler y en la cual las letras
corresponden al mismo cddigo que en (b). La imagen (a) aparece en Zeiller 1650; (b) y (¢)
aparecen en Euler 1736. (Tomado de Biggs et al., 1986.)
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la ciudad de Koénigsberg (Fig. 3c). Un ejemplo de grafo dirigido podria ser una red de
maestros y alumnos, o de paginas web que presentan vinculos de otras paginas web. La
figura 4 muestra un ejemplo de red dirigida.

Bernabé

Burundanga

Figura 4. Ejemplo de red dirigida, en la cual dos nodos conectados por la misma arista se
ven afectados de manera diferente. Uno lleva a cabo la accion y el otro la recibe. (Ejemplo
tomado de Espinosa Soto, 2007.)

Ademas de estas caracteristicas, las redes presentan una serie de propiedades que
definen su topologia. A continuacién se resumen los principales parametros estadisticos que

presentan los nodos o vértices de una red.

- Conectividad (k;): En una red, la conectividad de un nodo i se refiere al nimero
de aristas con las que éste se une con otros nodos, sus Vecinos, y se expresa con
el simbolo k; (Fig. 5)

- Interacciones entre nodos vecinos (n;): Los vecinos de un nodo i, a su vez,
pueden estar conectados entre si. El namero de aristas observadas entre ellos -de
un maximo de k;(ki -1)/2 para una red no dirigida- se cuantifica con el pardmetro
n; (Fig. 6).
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- Coeficiente de agrupamiento (C;j): Se puede obtener una medida de
compactacion en la localidad de un nodo i conociendo qué tan conectados entre
si estan sus vecinos. Esta medida se obtiene calculando la razén del nimero de
aristas observadas (n;) entre el nimero de aristas posibles, y se expresa con el

término C; (Fig. 6).

Figura 5. Representacion grafica de la conectividad (k) de un nodo. En esta figura, se
sefialan la k de los nodos de color azul.

(b) (c)

Figura 6. Representacion gréafica de las interacciones entre nodos vecinos (n;) y coeficiente
de agrupamiento de un nodo i (C;). Las lineas punteadas sefialan todas las posibles
conexiones entre nodos vecinos, mientras que las continuas describen las aristas observadas
en la red. (a) Ninguno de los nodos vecinos esta conectado con otro nodo vecino. (b) La red
presenta la mitad de las conexiones posibles entre vecinos. (¢) Todos los nodos vecinos
estan conectados entre si, observandose asi, todas las aristas posibles.
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A partir de estos parametros, la red como sistema, presenta las siguientes

propiedades:

- Distribucion de la conectividad [P(K)]
Probabilidad de que un nodo tenga k aristas.

- Promedio del coeficiente de agrupamiento
Promedio del coeficiente de agrupamiento (C) de todos los nodos de la red
que tienen un valor k > 1. Este parametro es una medida de la modularidad
potencial de la red.

- Distribucién del coeficiente de agrupamiento [C(K)]
Frecuencia de aparicion de valores de C dependiendo de k;.

- Distribucién de vecinos mas cercanos [T(n)]
Probabilidad de que los vecinos del nodo i tengan n aristas que los conectan

entre sf.

El camino minimo promedio es otro parametro relevante para caracterizar una red.
Un camino minimo entre un par de nodos (i,j) es el nimero minimo de aristas que se
necesitan para llegar de i a j. El promedio involucra los caminos minimos de todos los pares

de la red.

1.2.3. Redes aleatorias

En 1960, los matematicos Paul Erdos y Alfréd Rényi propusieron el modelo de las
redes aleatorias, el cual asume que una red tiene un nimero determinado de nodos y que
éstos estdn conectados de manera azarosa entre ellos® (Fig. 7Aa). A partir de la
construccidn de este tipo de redes, se empezaron a definir las propiedades topoldgicas que
todas ellas presentaban en general.

En una red aleatoria, la probabilidad de que un nodo tenga una conectividad (k) es
la misma para todos. Asi, la [P(k)] que presentan estas redes sigue una distribucion de
Poisson (Fig. 7Ab), lo que indica que un gran nimero de nodos tiene aproximadamente el
mismo valor de conectividad. Respecto al coeficiente de agrupamiento [C(K)], la

probabilidad de que los vecinos de un nodo estén conectados entre si equivale a la
12



probabilidad de que dos nodos al azar estén conectados; por lo tanto los valores de la

distribucion de los valores de C son independiente de k (Fig. 7Ac).

1.2.4. Redes complejas
En contraste con las redes aleatorias, se ha demostrado que las redes que
representan sistemas reales en la naturaleza y en la sociedad muestran caracteristicas
diferentes. Dentro de éstas, se encuentran las redes bioldgicas, incluyendo las redes de
regulacion transcripcional, de particular interés para el presente trabajo. A continuacion se
mencionaran las propiedades topol6gicas que se han observado en este tipo de redes:

- Mundo pequefio. Esta propiedad estd ligada con el concepto de camino minimo, ya
descrito. Las redes que la presentan tienen un camino minimo promedio de bajo
valor, lo que resulta en que, escogiendo dos nodos de la red al azar, es probable que
sean pocas las aristas necesarias para llegar de uno al otro*®,

- Libre de escala.- En las redes complejas, la conectividad no es uniforme como en el
caso de las aleatorias. En contraste, la distribucion de la conectividad [P(k)] sigue
una ley de potencia inversa, con exponentes de valor entre el 2 y el 3 (Fig. 7Bb).
Esto significa que muchos nodos estan conectados con uno o dos vértices, pero
pocos son aquellos que presentan una k grande; a estos Ultimos también se les
conoce como hubs (Fig. 7Ba)’.

- Modularidad.- Esta propiedad define a una red que presenta grupos de nodos
altamente conectados entre si, pero con pocas, y en casos nulas, conexiones hacia
afuera del grupo. La modularidad es la responsable de que una red presente un
promedio de agrupamiento (C) alto™. Resultados empiricos han demostrado que el
promedio de C en redes complejas es significativamente méas alto que en redes
aleatorias del mismo tamafio y que, en general, este valor es independiente del
nimero de nodos en una red".

- Jerarquia.- Las redes jerarquicas presentan las dos ultimas propiedades descritas. A
pesar de que una red modular puede no ser libre de escala, ambas caracteristicas no
son excluyentes. Para explicar que una red sea libre de escala y modular, se asume
entonces que los médulos se combinan uno con otro de manera jerarquica. Esto

puede observarse en una grafica que describa la distribucion del coeficiente de
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agrupamiento de manera dependiente a k. Este tipo de redes se caracteriza por una
C(k) ~ k* (Fig. 7Cc), lo cual implica que aquellos nodos con baja conectividad
tienden a ser parte de grupos interconectados, mientras algunos de los denominados

hubs juegan el papel de conectar dichos médulos (Fig. 7Ca)™*.

A Random network B Scale-free network C Hierarchical network
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Figura 7. Tres modelos de redes con sus respectivas propiedades topologicas. (A) Redes
aleatorias. (B) Redes libres de escala. (C) Redes jerarquicas. Las letras minasculas
asociadas a cada modelo denotan: (a) ejemplo de una representacion grafica del respectivo
tipo de red, (b) distribucion de conectividad [P(k)] y (c) coeficiente de agrupamiento [C(K)].
(Tomado de Barabasi y Oltvai, 2004.)
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1.2.5. Laimportancia del concepto de modularidad en Biologia

En la dltima década, el concepto de modularidad en los sistemas bioldgicos ha
tomado una gran importancia. Un modulo se define como una entidad discreta, en la cual
sus componentes interaccionan entre si y de manera relativamente auténoma e
independiente de los componentes de otras entidades, coordinando asi una funcion
particular. La modularidad puede darse a muchos niveles y de muchas formas, como lo es
la modularidad fisica, quimica y espacial’.

En Biologia, los modulos observados en sistemas vivos, son considerados como
agrupamientos primarios de la organizacion celular, los cuales llevan a cabo una funcion
fisiologica particular. El analisis de estos sistemas a partir de la teoria de redes, ha
permitido estudiar esta propiedad utilizando métodos cuantitativos. Los maodulos
topoldgicos, siguiendo el concepto de modularidad en general, se caracterizan por contener
nodos altamente conectados entre si, pero relativamente aislados de otros médulos. En la
seccion anterior se mencionaron algunos de los pardmetros topoldgicos a partir de los
cuales se pueden definir modulos discretos en las redes bioldgicas. Se espera también que
estos modulos topoldgicos desempefien una funcion particular dentro del ambiente celular.

Sin embargo, es importante mencionar que los modulos no tienen que ser
necesariamente rigidos. La modularidad no equivale a la coexistencia de grupos totalmente
independientes de otros nodos, sino que es la formacion de pequefios agrupamientos
densamente conectados, que se combinan para formar grupos mas grandes pero menos
cohesivos, y asi sucesivamente. De esta manera un médulo comparte informacion con otros
maodulos, al igual que una funcién puede influenciar a otra, como se observa que sucede en
los sistemas reales.

Actualmente la idea de que la modularidad existe y de que es biol6gicamente
significativa es ampliamente aceptada. Ademas, con la visién holistica que ha permeado en
las tltimas décadas en el area del estudio de la vida, uno de los retos de la misma es seguir
buscando un entendimiento global del funcionamiento de la célula. Asi, el concepto de
modularidad en las redes bioldgicas seguira siendo de gran importancia para redefinir la

nocion de funcion en Biologia a través de la relacién médulo-funcién.
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1.2.6. Motivos topoldgicos

El estudio topologico de las redes complejas ha dado como resultado el desarrollo
de otro concepto: los motivos topoldgicos. Estos son patrones de interconectividad que se
presentan en las redes complejas con una frecuencia significativamente mas alta que en
redes aleatorias™**.

En las redes dirigidas, estos motivos pueden estar compuestos por uno 0 mas nodos.
La figura 8 muestra todos los posibles patrones de conexion posibles con tres nodos. En el
caso de las redes de regulacidon transcripcional, el subgrafo 5 de esta misma figura es el que
se ha visto sobrerepresentado en este tipo de redes, y es también conocido como
feedforward, también ejemplificado en la figura 9. Otros motivos, implicando un mayor
namero de nodos, también se han observado en redes de transcripcion, tales como bi-fan,
en donde dos genes corregulan otros dos genes; modulo de un solo input (SIM, por sus
siglas en inglés); y regulones densamente traslapados (DOR, por sus siglas en inglés).

El estudio tedrico y experimental de los motivos topoldgicos en las redes de
regulacion transcripcional, ha permitido entender mejor el papel que juega cada uno de
ellos en la organizacion de la red. En el caso del motivo feedforward, uno de los mas
estudiados, se ha especulado que una de sus posibles funciones es inducir la expresion del
gen regulado si la sefial del FT input (el que estd regulando a los otros dos genes) es
persistente, y por el contrario, permitir la rapida desactivaciéon de la misma cuando el input
no se esté expresando’®. Adicionamente, esta estructura provee control temporal de un
proceso, ya que la expresion del gen Z depende de la acumulacion adecuada de los genes

reguladores Xy Y (Fig. 9).
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Figura 8. Los 13 posibles patrones de conexion con tres nodos en una red dirigida.
(Tomado de Milo et al., 2002.)

— X — crp

Y araC

— Z . araBAD

Figura 9. Motivo feedforward, que en redes de regulacion transcripcional representa un FT
X que regula a un segundo FT Y, y ambos regulan la expresion de un gen u operon Z
(Tomado de Shen-Orr et al., 2002).

17



1.3. Bacillus subtilis como modelo de estudio

The species name subtilis comes from the Latin for
“fine, thin, delicate”. In 14™ century French, it
morphed into subtil, meaning “clever, dexterous”.
We think that the evolution of the word mimics the
evolution of the organism. NOMEN EST OMEN.

(Moselio Schaechter & Merry Youle, 2008)

1.3.1. Acerca de B. subtilis...

A pesar de que se tiene nocion de que fue Ehrenberg el primer cientifico en
describir a este organismo con forma de bacilo que ahora conocemos como Bacillus
subtilis, entonces designandole el nombre de Vibrio subtilis; fue Cohn quien en 1875
renombré a la especie como la llamamos actualmente®. La figura 10 muestra algunos de los
dibujos creados por ambos cientificos a partir de la observacion de este microorganismo.
Como puede observarse, ya entonces Cohn sefialaba la capacidad de formar esporas que
caracteriza a B. subtilis, proceso que aun sigue maravillandonos.

Ahora, a mas de un siglo después de su descubrimiento, B. subtilis es una de las
bacterias mejor caracterizadas. Est4 ubicada en el dominio Eubacteria, y pertenece al
phylum Firmicutes, grupo formado principalmente por bacterias Gram positivas, las cuales
presentan una célula procariotica que carece de membrana externa y, cuya pared celular,
estd compuesta fundamentalmente por petidoglicano. Algunos de los géneros ubicados en
este grupo, incluyendo a Bacillus, presentan ademéas un bajo contenido de nucleétidos GC
en su genoma.

Esta bacteria Gram positiva inicialmente fue denominada una bacteria de suelo; sin
embargo, ahora se sabe que tiene la capacidad de crecer en muchos y muy diversos
ambientes, tanto terrestres como acuéticos. Incluso, se conoce que puede también vivir
asociada a la superficie de raiz de algunas plantas o en el tracto gastrointestinal de algunos

animales. Ademas, es un microorganismo aerobio facultativo.
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Figura 10. Primeros dibujos de Bacillus subtilis de los cuales se tiene conocimiento. (A)
Vibrio subtilis, realizado por Ehrenberg. (B: 13 y 14) B. subtilis mostrando largas hebras y
esporas; realizadas por Cohn. (C: 10, 11 y 12) B. subtilis mostrando largas hebras con
esporas ovaladas; realizadas por Cohn. (D: 5a) El esquema representa la germinacién de
esporas en B. subtilis. (Tomado de Soule, 1932.)

19



Su capacidad para adaptarse a diversos ambientes se ha atribuido principalmente a
la formacion de esporas, proceso que lleva a cabo bajo determinadas condiciones de estrés
y falta de nutrientes. Estas son conocidas también como endosporas porque se desarrollan
dentro de la célula madre. Son facilmente dispersadas en el aire, lo cual permite que migren
grandes distancias y germinen hasta que encuentren las condiciones adecuadas para

hacerlo. La figura 11 ilustra el ciclo de esporulacion en B. subtilis.

Coat

Growth
o Stage VI, VII
/\ Germinaticn Maturation, Stage V

cell lysis Spoere coat

Cortex

Vegetative

cycle Sporulation Cell well

Cell membrane

Medial Polar division
division Stage IV
Cortex
{ }Prespore
_|Septum @

~— 5
Mother cell
Stage Il Sta
‘ ge Il
Asymmetric Engulfment
cell division

Figura 11. Ciclo de esporulacion de Bacillus subtilis. Este esquema simplificado muestra
solo las etapas clave de este ciclo. (Tomado de Errington, 2003.)

Sin embargo, a pesar de que el proceso de formacion de endosporas ha sido
ampliamente estudiado, actualmente se reconoce que B. subtilis también tiene la capacidad
para diferenciarse en otros tipos celulares, tales como células genéticamente competentes,
células motiles, células productoras de matriz extracelular, células productoras de enzimas
degradativas y células canibales (Fig. 12). El concepto de células competentes se refiere a
aquéllas que se encuentran en un estado fisioldgico en el cual son capaces de tomar DNA
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exogeno e integrarlo a su genoma; las célula motiles, por su parte desarrollan esta
capacidad a través de la formacion de un flagelo y la expresion de un sistema de
quimiotaxis. B. subtilis forma ademéas comunidades microbianas denominadas biopeliculas,
en las cuales las células productoras de matriz extracelular juegan un papel muy importante,
al ser las responsables de mantener unida esta comunidad; mientras que las productoras de
proteasas, permiten la degradacion de proteinas en el medio para que en una comunidad
todas se beneficien con ello. EI comportamiento canibal se observa regularmente previo a la
esporulacidn, y las células que lo expresan secretan toxinas que matan a células vecinas, las
cuales devoran posteriormente. Muchos de estos tipos celulares conviven juntos en las
biopeliculas que forma esta especie. Esto hace que B. subtilis sea un organismo interesante
para estudiar la diferenciacion, no sélo por el proceso de esporulacion, sino por los otros ya

mencionados.

amyE::P,-yfp amyE::P ..cyfp

Motile cells Matrix-producing cells

IR

Competent cells

Sporulating cells

Figura 12. La diferenciacion de diversos tipos celulares en B. subtilis puede ser
monitoreada a través de la fusion con genes reporteros en cada uno de los tipos celulares.
En esta imagen el color azul indica células motiles; el rojo, células productoras de matriz; el
verde, células en esporulacion; y el amarillo corresponde a células competentes. Cada tipo
celular presenta un fenotipo caracteristico que la distingue del resto de la poblacion
(Tomado de Lopez et al., 2009.)
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1.3.2. El genomay su regulacion

Siendo la bacteria Gram positiva mejor caracterizada, el genoma de B. subtilis fue el
primero de su tipo en ser secuenciado, en 1997°. Los resultados de este trabajo arrojaron
una gran cantidad de datos: el genoma esta compuesto por 4,214,630 pares de bases,
codificando para 4105 proteinas, y presentando un 43.52% de contenido GC, consistente
con su clasificacion en el grupo de las Gram positivas. Sin embargo, méas alla de los
nameros, la secuenciacion de este genoma ofrecié una nueva ventana para el estudio de la
Biologia de la bacteria, ya que confirm6 y predijo algunas de sus caracteristicas
fisioldgicas. Se confirm6 la ausencia de genes que codifican factores de virulencia,
consistente con el hecho de que no se le conoce como patdgeno; asi también, se
encontraron genes que putativamente codificaban para nitrato reductasas, 1o que predijo que
podria crecer de forma anaerdbica, demostrado experimentalmente poco tiempo después.

A partir de entonces, esta bacteria ha sido entendida aun mejor a través de su
genoma. Muiltiples trabajos acerca de su regulacion han sido publicados, notdndose un
especial interés por entender el mecanismo de regulacion a través del cual esporula y
germina. A pesar de que los factores sigma estan presentes en todas las bacterias, en B.
subtilis se ha observado la notable importancia de su papel. El factor sigma housekeeping
de esta bacteria es llamado cA, ortdélogo de o70 de Escherichia coli, y hasta ahora se
conoce que regula a méas de 750 genes. Ademas de éste, B. subtilis cuenta con otros 17
factores sigma alternativos, entre los cuales estan: oE, oF, oG, oH y oK, coordinadores de
la esporulacion; oB, el regulador maestro de respuesta a estres; y oM, oX y oW,
involucrados en la modificacién de la composicién y propiedades de la envoltura celular.

Parte de este trabajo es analizar la red de regulacion transcripcional a la luz del
analisis topoldgico de la misma, por lo que a lo largo del mismo se abundara sobre los
mecanismos que presenta B. subtilis para adaptarse al medio y cdmo éstos se ven reflejados
en la organizacion de su red de regulacion.

A maés de una década de la secuenciacion de su genoma, existen algunas bases de
datos de esta bacteria. Subtilist integra todos los genes conocidos de B. subtilis'?, mientras
que DBTBS es una base de datos de la regulacion transcripcional de esta bacteria,

conteniendo listas de factores transcripcionales, operones, promotores y terminadores®®.
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2. ANTECEDENTES

En los Gltimos afios, gracias al desarrollo de técnicas y herramientas que permiten el
estudio global de la regulacién de la transcripcion, ha sido posible generar colecciones
importantes de datos que nos describen las relaciones que existen entre los factores
transcripcionales y sus genes regulados. Esto ha sido particularmente notorio en organismos
modelo, como lo son los procariontes E. coli y B. subtilis, asi como para organismos
eucariontes, entre ellos la levadura Saccharomyces cerevisiae.

Lo anterior ha sido ademds Util para incursionar en analisis globales y generar
modelos que describan la organizacion y la relacion que existe entre los elementos que
componen las redes de interacciones bioldgicas. La reconstruccion de éstas a partir de la
teoria de grafos ha sido particularmente recurrente en la Gltima década. Se han estudiado
principalmente redes metabdlicas de organismos unicelulares, tales como Haemophilus

160 - Asimismo, se ha hecho la

influenzae®®, Helicobacter pylori'®’, S. cerevisiae™ y E. coli
reconstruccion de las redes de regulacion de diversos organismos, siendo particularmente
relevante la de E. coli, la cual ha generado una gran cantidad de trabajos debido a que su
maquinaria de regulacion transcripcional es quiza la mejor caracterizada, a la vez que esta
organizada en bases de datos muy completas y actualizadas contantemente®, lo que facilita
la construccion de modelos.

Se ha sugerido en mdltiples trabajos™’"®

, que las redes de regulacion
transcripcional presentan una topologia libre de esca