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RESUMEN

En esta tesis usamos una red de interacciones que de manera preliminar estudió su

papel en la diferenciación celular y formación de patrones del NCT (Nicho de Células

Troncales) en la ráız de Arabidopsis thaliana. Esta red fue propuesta por Azpeitia et.

al. [65]. La red está sustentada en datos experimentales para 9 genes y sus interaccio-

nes. Esta red converge a 4 atractores con perfiles o configuraciones de expresión para

los 9 genes incluidos en esta red que coinciden, con los reportados en la literatura, para

los principales tipos celulares observados en el NCT de ráız: las células iniciales vascu-

lares (IV), las células iniciales del cortex-endodermis (CEn), el centro quiescente (CQ)

y las células iniciales de la cofia de la ráız (CEp). Recientemente se propuso un método

que permite analizar de manera semicuantitativa el efecto de alteraciones de las tasas

de degradación de cada uno de los componentes de la red en el paisaje de los atractores

de la misma. Y con ello, permite analizar hasta qué punto alteraciones en los niveles

de expresión de los genes son capaces de hacer que el sistema cambie de un atractor a

otro. En esta tesis se hizo un análisis preliminar en este sentido para la RRG-NCT de

la ráız de Arabidopsis thaliana. De acuerdo con lo anterior, se usó el método propuesto

en [73] para analizar la tasa de degradación de los genes. El análisis de bifurcaciones

espećıficas a cada nodo, mediante su tasa de degradacón permitió identificar nodos ca-

paces de generar cambios cualitativos en el PA e identificar patrones en estos cambios.

Se analizó la dinámica de un modelo discreto (booleno) de la RRG-NCT. Después, se

propuso y analizó un modelo de Ecuaciones Diferenciales Ordinarias (EDOs) consis-

tente con el mismo. Por último, se hizo un análisis numérico para explorar la tendencia

de los nodos para cambiar cualitativamente el PA en respuesta a un incremento en

el valor de la tasa de degradación. 5 nodos de la red (SHR, SCR, Auxina, WOX5 y

MGP) fueron capaces de generar cambios en el PA. Estos resultados son preliminares

iii



usando una red del NCT igualmente preliminar. Estos estudios se han continuado en

el Laboratorio de Genética Molecular, Epigenética, Desarrollo y Evolución de Plantas

del Instituto de Ecoloǵıa, de la Universidad Nacional Autónoma de México.
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1.1. Introducción . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
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Caṕıtulo 1

Marco Teórico

1.1. Introducción

1.1.1. Bioloǵıa del Desarrollo

Una de las principales diferencias entre un ser vivo y una máquina es que la máqui-

na nunca requiere funcionar antes de que sea terminada de construir. En cambio, en

cada ser vivo el proceso de formación es parte misma de su función [1]. Los orga-

nismos multicelulares cuando nacen no tienen todas las caracteŕısticas de su etapa

adulta, al contrario, estas caracteŕısticas se generan por un proceso relativamente

lento que consiste en un cambio progresivo al que se le ha denomiando Desarrollo.

En casi todos los casos, el desarrollo de un organismo multicelular comienza con una

sola célula, el huevo fertilizado o cigoto, el cual se divide mitóticamente para produ-

cir todas las células del cuerpo, pero el desarrollo no se detiene en el nacimiento o

incluso en la etapa adulta, la mayoŕıa de los organismos nunca terminan su proceso

de desarrollo. Por ejemplo, los humanos son capaces de reemplazar, cada d́ıa, más

de un gramo de células de piel. Otro ejemplo de que el desarrollo no termina en la



etapa adulta es el hecho de que la médula ósea es el tejido encargado de producir

millones de nuevas células rojas por minuto. Además, algunos animales son capaces

de regenerar varias partes, y muchas especies pasan por un proceso de metamorfósis

(como la transformación de un renacuajo en una rana o el de una oruga en una ma-

riposa). Por lo anterior es que en años recientes se ha vuelto una costumbre hablar

de Bioloǵıa del Desarrollo como la disciplina que estudia los procesos embrionarios

y otros procesos del desarrollo. En este trabajo lo que nos interesa estudiar es la

Bioloǵıa del Desarrollo de un grupo de células (el nicho de céluas troncales, el cual

describiremos en la segunda sección) del meristemo de la ráız de Arabidopsis thaliana.

Respecto a la descripción de la Bioloǵıa del Desarrollo como disciplina, es posible

identificar 3 grandes aproximaciones para estudiar el Desarrollo: 1) la aproximación

Anatómica, 2) la aproximación Experimental y 3) la aproximación Genética. Ca-

da una de estas aproximaciones ha predominado en una etapa determinada, pero

las tres aproximaciones siguen vigentes y continúan aportando al entendimiento del

desarrollo de los organismos multicelulares. Respecto a la aproximación Anatómi-

ca, ésta se divide en tres. La primera es la Embrioloǵıa Comparativa, la cual es-

tudia el cómo cambia la anatomı́a durante el desarrollo de diferentes organismos

y los compara entre śı. La segunda es la Embrioloǵıa Evolutiva que estudia cómo

influyen cambios en el desarrollo de un organismo en cambios evolutivos y cómo

el linaje de un organismo pudo haber sido determinado por los tipos de cambios

anátomicos posibles. La tercer y última división es la Teratoloǵıa, la cual estu-

dia los defectos de nacimiento. En este trabajo la única rama de la aproximación

anatómica que usamos es la primera aproximación de la de Embrioloǵıa Compa-

rativa aplicada en el Nicho de Células Troncales (NCT) de la Ráız de A. thaliana.

La aproximación experimental tiene que ver más con las tecnoloǵıas y métodos es-
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pećıficos que se aplican para contestar preguntas del desarrollo como métodos de

vanguardia de la microscoṕıa, métodos de reconstrucción tridimensional de objetos

mediada por equipo de cómputo, e incluso métodos de matemáticas aplicadas a la bio-

loǵıa. En este trabajo seguiremos dos aproximaciones experimentales: 1) el uso de mo-

delos matemáticos y 2) el análisis computacional de dichos modelos. Ambas aproxima-

ciones enfocadas al NCT de la Ráız de A. thaliana.

Por último, respecto a la aproximación genética, recordemos que fueron los estu-

dios citológicos hechos en el siglo XX los que establecieron que los cromosomas de

cada célula del organismo son descendientes mitóticos de los cromosomas establecidos

en el proceso de la fertilización ([86]). En otras palabras, cada núcleo de una célu-

la somática tiene los mismos coromosomas y también los mismos genes que el resto

de los otros núcleos somáticos. A lo anterior se le denomina Equivalencia Genómi-

ca. Con la Equivalencia Genómica una de las preguntas que se intentó responder en

el siglo XX fue la de: ¿cómo es que los genes nucleares pueden dirigir el desarrollo

cuando estos genes son los mismos en cada tipo celular? Si cada célula en el cuer-

po contiene los genes para las protéınas de la hemoglobina y la insulina, ¿porqué es

que las protéınas de la hemoglobina sólo se sintetizan en los eritrocitos, porqué las

protéınas de la insulina son sólo sintetizadas en ciertas células pancreáticas y porqé

ninguna de estas dos protéınas se sintetiza en los riñones o en el sistema nervioso?

Con base en la evidencia embriológica para la equivalencia genómica como también

en modelos bacteriales de regulación genética se llegó a una respuesta consenso en

1960 que consiste en la expresión genética diferencial, la cual se basa en 3 postu-

lados: 1) Cada núcleo celular contiene un genoma completo, el cual fue establecido

en el proceso de fertilización, por lo que en términos moleculares significa que los

DNAs de todas las células diferenciadas son idénticas. 2) Los genes no usados en las

células diferenciadas no se destruyen ni se cambian, pero si retienen su potencial de
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ser expresados. 3) Sólo un porcentaje bajo del genoma es expresado en cada célula

y una porción del RNA sintetizado en cada célula es espećıfico para cada tipo ce-

lular. En este trabajo nos interesa proponer una explicación basada en un modelo

integrativo de la expresión genética diferencial de ciertos Factores Transcripcionales

del NCT de la Ráız de A. thaliana para las diferencias de de la células de dicho NCT.

Actualmente se sabe que la expresión genética puede ser regulada a diferentes ni-

veles: La primera es a nivel transcripcional, donde se regula qué gen nuclear es el

que será transcrito a RNA nuclear. La segunda es a nivel selectiva de RNA, donde

se regula qué RNA transcrito es capaz de entrar al citoplasma y convertirse en RNA

mensajero. La tercera es a nivel traduccional, donde se regula qué RNA mensajero en

el citoplasma será traducido a protéına. Y La última consiste en modificaciones post-

traduccionales, donde se regula qué protéınas son capaces de mantenerse y funcionar

dentro de la célula. En este trabajo el único nivel de regulación que nos interesa es

el primero de los 4 descritos anteriormente, el de regulación a nivel transcripcional.

A continuación describiremos los protagonistas y los elementos necesarios para tener

acceso a los genes y hacer posible que se transcriban.

El primer elemento al que le analizaremos su composición es al de la cromatina, ya

que es el nivel de organización más predominante en el tiempo de vida de una célula

eucariota común. Para empezar, el componente protéico constituye cerca de la mi-

tad del peso de la cromatina. La unidad básica de la cromatina es el nucleosoma,

el cual se conforma de un octámero de protéınas llamadas histonas (4 homod́ıme-

ros de las histonas H2A, H2B, H3 y H4), en el cual se enrolla el DNA con un total

aproximado de unos 140 pares de bases de longitud ([4]) y con un aproximado de 14

puntos de contacto con el nucleosoma ([5]). La mayoŕıa del tiempo estos nucleoso-

mas están agrupados en selenoides, que son conjuntos de nucleosomas, estabilizados

por la histona H1 ([6]). Esta conformación de los nucleosomas dependiente de H1
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inhibe la transcripción de los genes en las células somáticas al empacar nucleosomas

adyacentes en ajustados aglomerados que previenen el acceso a los genes, por parte

de los factores de transcripción y RNA polimerasas. Por lo anterior es que se piensa

que la condición estándar de la cromatina es la de estado reprimido, y que los genes

espećıficos de tejido se activan por interrupciones locales de esta represión ([7]). En

esta interrupción del estado de represión, las histonas son cruciales, porque son las

responsables de mantener la represión de la expresión génica. La naturaleza de esta

represión es f́ısica, las Histonas mantienen las hebras de DNA fuertemente unidas

a ellas, mediante interacción eléctrica (las histonas tienen carga básica), impidiendo

f́ısicamente que se les una la RNA polimerasa. Es posible modificar la carga básica

de las histonas, permitiendo la liberación de las hebras de DNA a su superficie y por

consiguiente la unión de la RNA polimerasa a estas hebras. Represión y activación

son controladas en gran medida por las colas de las histonas H3 y H4 con 2 gru-

pos orgánicos pequeños: el residuo metilo (CH3) y el residuo acetilo (COCH3). En

general, la acetilación de las histonas (el proceso de adición de grupos acetilo carga-

dos negativamente a los residuos de lisina de las histonas H3 y H4 por las enzimas

acetiltransferasas de histonas) neutraliza la carga básica de la lisina y desajusta a

las histonas, lo que permite la transcripción. La metilación de las histonas (el proce-

so de adición de grupos metilos a las histonas por las enzimas metiltransferasas de

histonas) puede activar o reprimir la transcripción, dependiendo del aminoácido que

es metilado y la presencia de otros grupos metilo y acetilo en la cercańıa ([8], [9]).

Cuando la acetilación de las colas de las histonas H3 y H4 coexiste con metilaciones

de la lisina en la posición 4 de la histona H3 (es decir, H3K4; recordando que K es

la abreviación en inglés de la lisina) usualmente se asocia con una cromatina capaz

de transcribirse. En cambio, una combinación de ausencia de acetilación de las colas

de las histonas H3 y H4 y una metilación de la lisina en la posición 9 de la histona

H3 (H3K9) es usualmente asociada con una cromatina altamente reprimida. Es más,
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metilaciones de las lisinas H3K9, H3K27 y H4K20 usualmente se asocian cun una cro-

matina altamente reprimida. Además de regular el inicio del complejo transcripcional

(es decir, el posicionamiento de la RNA polimerasa en el promotor), los nucleosomas

también tienen la capacidad de regular la progresión de la RNA polimerasa y por ende

el alargamiento del RNA mensajero. Se ha visto que la acetilación de la histona H3

en las posiciones 9 y 14 combinadas con la trimetilación de esa misma histona en la

posición 4, es necesaria para permitir el alargamiento del RNA mensajero ([10], [11]).

Respecto a los genes, en su estructura hay 1 región (la región promotora) que tiene

control sobre su transcripción, por lo mismo, brevemente describiremos la estructura

de un gen t́ıpico de una célula eucariota (mencionaremos, como ejemplo, cada región

del gen de la protéına de la beta globina humana al final de la descripción de cada

región descrita).

Primero, cabe mencionar que la hebra sencilla del RNA mensajero eucariótico provie-

ne de regiones no contiguas del cromosoma que se denominan exones (que refiere a las

regiones del DNA que codifican para una protéıa) y hay otras secuencias eucarióticas

llamadas intrones que no tienen que ver con la secuencia de aminoácidos de la pro-

téına. Como ejemplo, describiremos la estructura del gen de la beta globina humana:

el primer exón contiene 90 pares de bases que codifican para los aminoácidos del 1

al 30. Luego viene el primer intrón que contiene 130 pares de bases. La estructura

de este primer intrón es importante para permitirle al RNA a ser procesado en RNA

mensajero y poder salir del núcleo. El segundo exón contiene 222 pares de bases que

codifican para los aminoácidos del 31 al 104. EL segundo intrón es muy largo, con

850 pares, sin función alguna aparente. Y para terminar el tercer exón contiene 126

pares de bases que codifican para los aminoácidos del 105 al 146. Después de men-

cionar la conformación de exones e intrones de un gen, mencionaremos las regiones

más importantes de un gen como de un genoma eucariótico. La primer región de un
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gen es 1) la región promotora, la cual es la región responsable de unir a la RNA poli-

merasa y responsable también del inicio de la transcripción. En el caso del gen de la

protéına de la beta globina humana su región promotora tiene 3 unidades diferentes

y se extiende desde 95 hasta 26 pares de bases antes (ŕıo arriba) del sitio de inicio de

la transcripción. 2) El sitio de inicio de la transcripción, el cual es ACATTTG para

el gen de la beta globina humana. 3) el sitio de inicio de la traducción que siempre

está constituido por las bases ATG. Este codón (que se convierte en AUG en el RNA

mensajero) está localizado 50 pares de bases después del sitio de inicio de la trans-

cripción en el gen de la beta globina humana. 4) La región no traducida 5’ (UTR 5’

por sus siglas en inglés), la cual consiste en la región comprendida entre el sitio de

inicio de la transcripción y el sitio de inicio de la traducción. Esta región puede de-

terminar la tasa con la que se lleva a cabo la traducción. En el caso del gen de la beta

globina humana esta región no traducida consiste de 50 pares de bases de longitud.

5) El codón de término de la traducción, TAA. Este codón en el RNA mensajero se

convierte en UAA. El ribosoma se disocia en este codón para permitir que la protéına

sea liberada. 6) La región no traducida 3’ (UTR 3’) que aunque si se transcribe, no se

traduce. Esta región incluye la secuencia AATAAA que es necesaria para la poliade-

nilación (la inserción de la cola de cerca de 200 a 300 residuos de adenina en el RNA

transcrito, 20 bases ŕıo abajo de la secuencia AAUAAA). La función de esta cola de

poliadeninas le confiere estabilidad al mRNA, le permite salir del núcleo y le permite

ser traducido. 7) La secuencia de término de la transcripción. La transcripción puede

continuar después de la secuencia AATAAA por cerca de 1000 nucleótidos, antes de

ser terminada.

Habiendo dicho las principales partes de un gen, cabe mencionar que una vez trans-

crito un gen, el producto pasa por varias modificaciones. Para empezar, el producto

de la transcripción original es llamado RNA nuclear (nRNA), algunas veces también

llamado RNA heterogéneo nuclear o RNA premensajero. El nRNA contiene la se-
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cuencia UTR 5’, los exones, los intrones y la secuencia UTR 3’. Conforme el nRNA

deja atrás el núcleo, sus intrones son removidos y los exones restantes son pegados

contiguamente. Es de esta manera que las regiones codificantes del RNA mensaje-

ro (los exones) son pegados para formar un único transcrito, el cual es traducido

a una protéına, la cual puede ser modificada posteriormente para hacerla funcional.

Además, dos secuencias son necesarias para controlar dónde y cuándo un gen parti-

cular es transcrito: los promotores y los potenciadores, por lo que vamos a mencio-

nar algunas caracteŕısticas de ambos. Empezando con el promotor, omo lo hab́ıamos

mencionado anteriormente, los promotores son sitios en donde la RNA polimerasa

se une al DNA para iniciar la transcripción. Los promotores de los genes que sin-

tetizan RNA mensajeros (es decir, aquellos genes que codifican para protéınas) se

localizan comúnmente ŕıo arriba, inmediatamente después del sitio de inicio de la

transcripción. La mayoŕıa de estos promotores contienen la secuencia TATA (Tam-

bién llamado caja TATA), donde la RNA polimerasa se une. Este sitio normalmen-

te está 30 pares de bases ŕıo arriba del sitio de inicio de la transcripción. Muchas

regiones TATA son contiguas a regiones llamadas islas CPGs, las cuales son regio-

nes de DNA ricas en esos dos nucleótidos ([12]). Las RNA polimerasas eucarióticas

no se unirán de manera natural a la secuencia TATA, ellas necesitan la presencia

de protéınas adicionales para ubicarse de manera adecuada en el promotor. 2 de

de estas protéınas extra son llamadas protéınas de unión a caja TATA (TBP, por

sus siglas en inglés) que forman un complejo (TFIID) con otras protéınas para for-

mar una silla de montar sobre la cual se pueda situar la RNA polimerasa, y TFIIB,

que recluta a la RNA polimerasa para las TBPs y posiciona a la RNA polimera-

sa de tal manera que pueda leer en codones la secuencia del DNA. Otras protéınas

(TFIIA y TFIIH) estabilizan al complejo. Además, factores de transcripción auxi-

liares (FTAs) estabilizan la RNA polimerasa en el promotor y le permiten iniciar
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la transcripción. Estos FTAs se unen al DNA en secuencias localizadas ŕıo arriba

de la secuencia TATA, que se denominan elementos del promotor ŕıo arriba. Even-

tualmente, TFIIH fosforilará la región carboxilo terminal de la RNA polimerasa, per-

mitiendo aśı su liberación de la silla de montar y poder transcribir el RNA mensajero.

Ahora mencionemos el otro elemento en la secuencia de DNA que también regula

la transcripción: Los potenciadores. Un potenciador es una secuencia de DNA que

controla la eficiencia y la tasa de la transcripción al tener control sobre promoto-

res espećıficos. En otras palabras, los potenciadores nos dicen dónde y cuándo un

promotor puede ser usado, y qué cantidad del producto de un gen hacer. Los poten-

ciadores son capaces de unir Factores de Transcripción espećıficos, reclutar enzimas

(como las acetiltransferasas de histonas) capaces de romper los nucleosomas cercanos

o estabilizar el complejo de inicio de la transcripción. Los potenciadores son capaces

de activar solamente promotores ligados en cis (cis se refiere a que se encuentra en

el mismo cromosoma, en este caso promotores en el mismo cromosoma), por lo que

son llamados comúnmente elementos regulatorios en cis. Pero, por el plegamiento

del DNA, los potenciadores pueden regular genes a grandes distancias (algunos hasta

millones de bases alejadas) del promotor ([13]). Más aún, los potenciadores no ne-

cesitan estar en el lado ŕıo arriba 5’ del gen, ellos pueden estar en el extremo 3’ o

incluso dentro de los intrones ([14]). En el caso del gen de la protéına beta globi-

na humana, éste tiene un potenciador en su UTR 3’. Esta secuencia potenciadora

es necesaria para la expresión espećıfica temporal y de tejido del gen beta globi-

na en las células precursoras de las células rojas de la sangre de un adulto ([15]).

Las secuencias potenciadoras del DNA son las mismas en cada tipo celular, lo que

cambia es la combinación de los Factores de Transcripción (FT) que puede unir ca-

da potenciador. Una vez unidos los FT a las secuencias potenciadoras, los FT son

capaces de potenciar o suprimir la habilidad de las RNA polimerasas para iniciar
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la transcripción. Los potenciadores pueden unir varios FT, y es esta combinación

espećıfica de FT lo que permite a un gen estar activo en un tipo celular particular.

Ahora examinaremos un poco más a fondo algunas propiedades de los Factores de

Transcripción, ya que serán los principales elementos a usar en este trabajo. Natalie

Angier ([16]) escribió: Una serie de nuevos descubrimientos sugieren que el DNA es

más como un tipo particular de poĺıtico, rodeado de muchos ayudantes y consejeros

que deben vigorosamente masajearlo y hacerlo rotar. Estos ayudantes y consejeros

son los Factores de Transcripción. Estos Factores pueden ser clasificados en familias

de acuerdo a similitudes en su estructura. Los FT de alguna familia comparten re-

giones en las zonas de la protéına que usan para unirse a las secuencias del DNA.

Como ya lo mencionamos antes, la función de los potenciadores es unir FT y aún

más, cada potenciador puede tener diferentes sitios para unir varios FT. Los FT se

unen a los potenciadores con una parte de la protéına y usan el resto para reclutar

enzimas modificadoras de histonas. Además, los FT pueden funcionar al estabilizar

el complejo de inicio de la transcripción que permite a la RNA polimerasa unirse al

promotor. Una de las consecuencias más importantes de la asociación combinatoria

de los FT es la expresión coordinada de los genes. La expresión simultánea de muchos

genes espećıficos puede ser explicado por la unión de FT a los elementos potenciadores.

La estructura General de los FT se organiza en 3 grandes dominios, el primero es

un dominio de unión al DNA que reconoce una secuencia particular del DNA en los

potenciadores. El segundo es un dominio de transactivación que activa o suprime la

transcripción de un gen. Este dominio permite al FT interactuar con las protéınas

involucradas en unir a la RNA polimerasa (como es el caso de TFIIB o TFIIE, [17]) o

con emzimas modificadoras de histonas. El tercer dominio (cuando lo hay) es un do-

minio de interacción de protéına-protéına que permite modular la actividad de FT por
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Factores de Transcripción Auxiliares o incluso otros FT. La importancia de los FT fue

elegantemente demostrada cuando [18] usaron 3 FT para convertir células pancréati-

cas exocrinas (que sintetizan amilasas, quimotripsina y otras enzimas digestivas) en

células beta pancreáticas endocrinas secretoras de insulina. Los investigadores infec-

taron el páncreas de ratones con 2 meses de vida con virus inócuos que conteńıan los

genes de los 3 FT: Pdx1, Ngn3 y Mafa. Encontraron que de todos los FT probados

sólo los tres mencionados fueron cruciales para la conversión. Las células pancreáticas

convertidas lućıan idénticas a las células beta normales y también fueron capaces de

secretar tanto insulina como factor inductor.. Las células convertidas mantuvieron sus

nuevas propiedades por meses. Además, los ratones cuyas células beta fueron destrui-

das por una droga particular, desarrollaron diabetes tal como la diabetes observada en

humanos diabéticos tipo 1. La diabetes de los ratones se pudo curar al inyectarles un

virus que conteńıa los 3 FT. Cuando eso se hizo, cerca del 20 por ciento de las células

pancréaticas exocrinas se conviertieron en células betas y capaces de secretar insulina.

Además de las formas ya mencionadas, existen otras formas involucradas en el control

de la transcripción, como la metilación del DNA y las regiones silenciadoras. De igual

manera, para cada 1 de los 3 niveles de regulación restantes (Determinación de a que

RNA transcrito se le permite entrar al citoplasma y convertirse en RNA mensaje-

ro, determinación de a que RNA mensajero en el citoplasma puede ser traducido a

protéına, y la determinación de que protéınas son capaces de mantenerse y funcionar

dentro de la célula y cuáles no, mediante modificaciones posttraduccionales), también

existen diferentes formas de regulación, como el procesamiento diferencial del RNA

(la yuxtaposición alternativa, por mencionar un ejemplo), la longevidad diferencial

del RNA mensajero, la inhibición selectiva de la traducción de RNA mensajeros, entre

otros. Pero de ahora en adelante sólo nos enfocaremos en el primer nivel de regulación

(inicio de la transcripción) espećıficamente con los FT involucrados en el manteni-
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miento del NCT de la Ráız de A. thaliana que a continuación describiremos, y con

un enfoque matemático-computacional que en la cuarta sección describiremos [19].

1.1.2. Bioloǵıa del Desarrollo de la Ráız de Arabidopsis tha-

liana

La especie Arabidopsis thaliana es el principal modelo experimental de las plantas.

Fue originalmente escogida como sistema para su análisis molecular genético por su

tiempo corto de reproducción, gran número de progenie y relativo pequeño genoma

diploide. A. thaliana fue la primer planta cuyo genoma se secuenció. El proceso de

investigación en Arabidopsis ha contribuido a un entendimiento profundo de muchos

procesos básicos de las plantas, incluyendo la producción de hormonas y sus respues-

tas, sus ritmos circadianos y su desarrollo.

La arquitectura postembrionaria de las plantas superiores se forma a partir de dos

meristemos, que se establecen en el embrión. Partiendo de un cigoto -una sola célula

totipotente-, la embriogénesis produce los primeros precursores tisulares y las prime-

ras células madre, y al final de la embriogénesis el cigoto se ha transformado en un

embrión maduro que invariablemente comprende los mismos tipos de tejidos bási-

cos de cualquier planta postembrionaria: epidermis, tejidos vasculares y tejidos de

parénquima ([20]). Los embriones de la mayoŕıa de las plantas con flores crecen por

divisiones celulares aparentemente caóticas y aleatorias, y sólo unos pocos (por ejem-

plo, los miembros de la familia Brassicaceae, incluida A thaliana, sigue un patrón

predecible, simple y altamente regular ([21]). En Arabidopsis, el embrión se somete a

una secuencia altamente ordenada de divisiones celulares, durante el cual los tejidos

emergentes se especifican y modelan la embriogénesis de Arabidopsis, la cual comienza

con la fertilización del óvulo por una de las dos células espermáticas que se liberan

por el tubo poĺınico ([22]). Después de la fertilización, el cigoto rápidamente se alarga
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a lo largo del futuro eje apico-basal antes de pasar por su primera división (figura

1.1). Esta división es asimétrica y produce una célula basal apical más pequeña y

más grande; la célula apical genera casi todo el embrión a excepción de su base, y la

célula basal se atraviesa una serie de divisiones transversales que finalmente generarán

un grupo de siete a nueve células, de las cuales todas menos la superior formarán el

suspensor extra embrionario (figura 1.1 tomada de [23]).

Figura 1.1: Embriogénesis hasta estad́ıo con forma de corazón

Después de la primera división asimétrica, la célula apical se somete a una serie de

divisiones de escisión rápidas que dividen el volumen celular original ([24]) Primero

realiza dos rondas de divisiones longitudinales en ángulos rectos entre śı para producir

cuatro células de igual tamaño. Esto es seguido por una división transversal que sepa-

ra los dos niveles, generando el embrión de fase de octante (figura 1.1). En esta etapa,

el nivel superior es grande, pero significativamente, más pequeño que el nivel inferior

([24]). Todas las células en ambos niveles se someten a una división tangencial, dando

lugar a ocho células internas y ocho células externas (estad́ıo de dermatógeno). Esta

división separa el protodermo (el precursor de la epidermis) de los tejidos internos

(los precursores del cortex y los tejidos vasculares) (figura 1.1). Trabajos recientes

muestran que las células externas del embrión en estadio dermatógeno son más del
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doble del volumen de las células internas, una caracteŕıstica que hab́ıa sido imposible

de detectar en secciones 2D ([24]).

En las siguientes etapas, tanto la orientación de la división celular como la asimetŕıa

volumétrica son muy regulares en la mitad inferior del embrión, mientras que están

menos restringidas en la mitad superior. La próxima ronda de divisiones que for-

ma la etapa globular temprana es un evento formativo central. Las células proto-

dermales externas se dividen anticlinalmente, sólo para extender la capa externa.

Por el contrario, las células internas se dividen longitudinalmente. Aqúı, las cuatro

células basales forman precursores de tejido terrestre exterior más grandes y pre-

cursores vasculares internos más pequeños. Casi al mismo tiempo, la parte supe-

rior de la célula del suspensor se especifica como la hipófisis y se divide asimétri-

camente para formar una célula con forma de lente más pequeña que es el pre-

cursor del centro inactivo (QC) y una célula basal más grande que es el precur-

sor de las células madre distales del meristemo de la ráız (figura 1.1). En la etapa

de octante, todas las células del embrión se dividen a lo largo de un plano tan-

gencial, alineadas a lo largo del eje apico-basal, dando lugar a dos poblaciones de

células con identidades muy diferentes: el protodermo y las células internas (figu-

ra 1.1). En la etapa globular temprana, la división longitudinal de las células in-

ternas conduce a la formación de células precursoras de tejido vascular (figura 1.1).

Después de las primeras dos rondas de división celular, el embrión de fase octan-

te puede separarse anatómicamente en dos dominios de desarrollo, que comprenden

las células de capa superior e inferior, que contribuyen a la formación de tejidos aéreos

y los tejidos del hipocótilo y ráız, respectivamente (figura 1.1) . Después de esta sepa-

ración, estos dos dominios son fundamentalmente diferentes y los patrones de división

celular son más regulares en el dominio inferior que en el superior.

En la fase globular tard́ıa, cuando el número de células ha aumentado a más de cien,
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el embrión asume gradualmente una forma triangular debido al crecimiento localizado

en dos posiciones opuestas en la región apical (figura 1.2E y 1.2F tomado de [23]).

El embrión en etapa temprana del estad́ıo con forma de corazón (también conocido

Figura 1.2: Etapas de la embriogénesis de A. thaliana

como etapa ”triangular”) comprende aproximadamente 200 células y los primordios

de la mayoŕıa de los principales órganos de las plántulas: cotiledones, hipocótilo y ráız

primaria, aśı como los tipos de tejidos básicos, provasculares, protodermo y córtex

son anatómicamente discernibles. El desarrollo del suspensor es algo variable, pero

las dos células terminales adoptan destinos invariantes. La célula más superior, la
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hipófisis, experimenta una secuencia de divisiones simétricas que dan lugar a parte

del meristemo de la ráız primaria, que comprende el centro inactivo y las iniciales de

la columela ([25]). La célula suspensora más basal se agranda dramáticamente y tiene

un contacto abundante con los tejidos maternos circundantes, lo que probablemente

facilita el suministro de nutrientes al embrión. Es interesante observar que en varias

especies no se han observado plasmodesmos que conecten el embrión con el tejido

materno, en marcado contraste con las extensas conexiones simplásticas, inicialmente

presentes en el embrión ([26]). Por lo tanto, es poco probable que las moléculas de

alto peso molecular de origen materno se puedan transferir al embrión. Se produce un

refinamiento adicional del patrón embrionario durante las etapas de desarrollo sub-

siguientes, en las que el embrión adopta las siguientes formas de manera secuencial:

”torpedo 2çotiledón doblado”(figuras 1.2G, 1.2H e 1.2I).

En los embriones posteriores al estad́ıo con forma de corazón, el meristemo de los bro-

tes se vuelve discernible y aparece como tres capas celulares distintas que posterior-

mente lograrán una organización de túnica-corpus ([27]). En los embriones de torpedo

y de etapa de cotiledón curvo, los tejidos provasculares también se vuelven reconoci-

bles dentro de los primordios de cotiledón y se completa la organización celular del hi-

pocótilo y la ráız (figura 1.2I). Aunque las células en la mayoŕıa de los tejidos comple-

tarán la diferenciación después de la germinación, la complejidad del patrón tisular en

el embrión de la etapa de cotiledón doblado es igual a la de la plántula. A continuación

nos enfocaremos a mencionar el meristemo de ráız y sus células madre o totipotencia-

les.

Las células madre vegetales, como en los animales, se definen por su capacidad tanto

para renovarse como para generar células hijas. Comparten varias caracteŕısticas co-

munes, ya que ambas se mantienen en microambientes especializados, que se conocen

como nichos de células madre o troncales, donde las señales locales de un organizador
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actúan para mantener las células madre adyacentes. Estos nichos se mantienen dentro

de un grupo organizado de células en división conocido como el meristemo. La activi-

dad de los meristemos permite a las plantas generar continuamente nuevos órganos y

estructuras a lo largo de su vida, lo que determina la arquitectura de la planta. Esto

contrasta con el desarrollo animal, ya que el plan corporal animal se define principal-

mente durante el desarrollo embrionario; los adultos generalmente carecen de células

madre pluripotentes y las células madre multipotentes funcionan principalmente pa-

ra mantener la homeostasis tisular y la reparación de los tejidos. En los meristemos,

ocurren dos procesos opuestos: la autorrenovación de las células madre se estimula

para mantener la población de células madre, y las células se reclutan desde el me-

ristemo hasta órganos en desarrollo. Sorprendentemente, el número de células madre

y sus células hijas que se dividen en el meristemo permanece constante, a pesar del

desplazamiento continuo de células diferenciadoras hacia nuevos órganos. Esto indica

que la formación de nuevas células y la diferenciación celular se equilibran dinámica

y casi perfectamente. En el caso de la planta modelo Arabidopsis thaliana, y en la

cual nos enfocamos en este trabajo, son 2 meristemos con los que cuenta, los cuales

son los responsables de casi todo el crecimiento que ocurre postembrionariamente:

el meristema apical y el meristemo de ráız, que generan estructuras sobre el suelo y

debajo del suelo, respectivamente. La organización celular de estos dos meristemos

es dramáticamente diferente. Las quimeras periclinales han revelado que las células

del meristemo de brotes están dispuestas en capas discretas en las que la capa ex-

terna (L1) se somete predominantemente a divisiones anticlinales para producir la

epidermis del brote, mientras que las dos capas internas (L2 y L3) se dividen pericli-

nalmente y anticlinalmente, respectivamente, produciendo la mayor parte del tejido

interno ([28]).

En contraste con los brotes, los meristemos de ráız son subterminales en su ubicación,

ya que las células de la de la ráız, que se desprenden como parte de una v́ıa de diferen-
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ciación terminal definida, se producen distalmente y las células del resto de la ráız se

producen proximalmente. Los linajes celulares se identifican fácilmente en las ráıces

debido a los grupos continuos de las céulas que surgen de las divisiones transversales

repetidas en las células meristemáticas.

A partir de ahora nos olvidaremos del meristemo apical y hablaremos únicamente

del meristemo de ráız. La morfoloǵıa externa de la punta de la ráız de Arabidopsis

se muestra en la figura 1.3A, tomada de [29] Hay tres zonas distintas pero contiguas.

Figura 1.3: Anatomı́a de la ráız de A. thaliana

La zona meristemática constituye los 250 micrometros distales de la ráız. Esta zona

se caracteriza por pequeñas células apiladas desde el ĺımite de la ráız. Proximal a

esta zona, la zona de elongación es visible, que también abarca aproximadamente 250

micrometros. La siguiente zona es la zona de diferenciación, en la cual las células

alargadas de los diferentes tejidos maduran en células completamente diferenciadas.

El extremo distal de esta zona está marcado por células epidérmicas que están for-

mando protuberancias en sus extremos distales, que madurarán en pelos radiculares.

La figura 1.3B muestra una sección transversal coloreada, tomada aproximadamente
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a 1 mm de la punta de la ráız primaria de una plántula de Arabidopsis 3 d́ıas después

de la germinación. Este espécimen ilustra la organización caracteŕıstica de la ráız. El

cilindro central es diárquico, con dos elementos de protofloema claramente diferencia-

dos y a 90 grados de estos, hay dos elementos del protoxilema. La capa externa del

cilindro central, el periciclo, se compone de un promedio de 12 células en circunfe-

rencia. Fuera de esta capa está la endodermis, que está compuesta por ocho células.

En la región madura de la ráız, los elementos del protoxilema siempre colindan con

las células del periciclo que cada una colinda con dos células endodérmicas (los 54

elementos del protoxilema en 27 ráıces); las células del protofloema casi siempre flan-

quean al menos a una célula de periciclo que colinda una sola célula endodérmica (50

elementos protofloem en 27 ráıces). La corteza, que colinda con la endodermis en su

lado externo, también es un anillo único de ocho células. La epidermis está compuesta

por dos tipos celulares discretos, cuya identidad depende de su posición en relación

con las células corticales subyacentes. Las células epidérmicas que sobrepasan las pa-

redes anticlinales entre las células corticales adyacentes se diferencian en células que

producen pelos radiculares (tricoblastos, [30]). Las células adyacentes de la epidermis

colindan ślo con una célula cortical y generalmente no producen un pelo radicular. Las

secciones longitudinales mediales a través de la ráız primaria muestran las relaciones

de los diversos grupos celulares entre śı (esquematizada en la figura 1.3C).

Las células del meristemo están organizadas en tres niveles de células y, por lo tanto,

corresponden a la organización de meristemas cerrados de von Guttenberg ([31]). El

nivel inferior de las células (protodermo) se compone de las iniciales de la cubierta

más externa de la ráız. El nivel medio (peridermo) se compone de células centrales

flanqueadas por células que son contiguas a las células de la corteza y la endodermis.

El nivel superior de células es contiguo con las células del stele. El nivel inferior forma

dos tipos de células de la ráız, la columela central y la cubierta lateral de la ráız, cada

una de las cuales surge de grupos de células completamente diferentes en ese mismo
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nivel (Figura 1.3C). La columela de la cubierta de la ráız surge de las divisiones pe-

riclinales en el grupo de células en la base de la columela denominada ’iniciales de la

columela’. La cubierta lateral de la ráız parece surgir de un conjunto de células que

forman un collar alrededor de las iniciales de la columela. Por lo tanto, las células de la

cubierta lateral de ráız no está relacionada clonalmente con las células de la columela.

La epidermis se deriva del mismo conjunto de iniciales que la cubierta lateral de ráız.

El nivel central contiene cuatro células centrales quee son lateralmente continuas con

la corteza y los grupos endodérmicos (figura 1.3C). Estas células no necesitan dividir-

se para preservar la unión de la columela y el resto de la ráız. También se les conoce

como células del centro quiescente. Tanto las células centrales como las iniciales de la

columela derivan de la hipófisis, que se divide produciendo una célula lenticelar que da

lugar a las cuatro células centrales y, debajo de éstas, una célula se divide para formar

las iniciales de la columela. Por el contrario, tanto las iniciales vasculares, las inicia-

les de la cubierta lateral y epidermis, las iniciales de cortex- endodermis se originan

en células derivadas del embrión ”propiamente dicho”(derivadas de la célula distal

del proembrio). A continuación mencionaremos los elementos genéticos que se han

identificado y su papel en la especificación las células iniciales del meristemo de ráız.

Se han estudiado mucho los componentes genéticos que especifican las células ini-

ciales en el meristemo de la ráız de Arabidopsis thaliana. A continuación haremos una

revisión de los más importantes.

Comencemos por la hormona Auxina y los elementos necesarios para transportarla,

detectarla y mediar la transcripción de los genes de respuesta a esta hormona. Auxein

es la palabra que los antiguos griegos usaban para ’crecer’ , y en 1931 Kögl y Haagen-

Smit acuñaron el término auxina para la sustancia que observaron capaz de modular

el crecimiento de la planta. Desde entonces, se han realizado muchos esfuerzos para

tratar de elucidar los componentes moleculares implicados en la actividad de la auxi-
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na durante el desarrollo de la planta. La auxina bioactiva es el ácido indol-3-acético

(IAA) ([32]). IAA es un ácido débil (pK = 5.4) que existe en la planta como forma

libre o está conjugado a un azúcar o aminoácido para su degradación o almacena-

miento.

Los genes que codifican los componentes moleculares de la v́ıa biosintética de IAA

se expresan en la ráız y su actividad es necesaria para controlar el desarrollo de la

ráız. Las respuestas al desarrollo de la hormona vegetal auxina (IAA) están mediadas

por pares interactivos de dos familias de protéınas: protéınas inhibidoras Aux-IAA

de corta duración y factores de transcripción ARF (Auxin Response Factor, por sus

siglas en ingles). Estas ultimas tienen en común un domino que reconoce la llamada

región ERA (Elemento de Respuesta a Auxina o ARF, por sus siglas en inglés, y por

el que reciben su nombre, la cual es 5’-TGTCTC-3 ’) ([33]). Un ejemplo de este par

interactivo de Aux-IAAs con ARFs nos lo provee El gen MP (MONOPTEROS ) y el

gen BDL (BODENLOS ). MP fue uno de los primeros ARFs en ser estudiado, el cual

es importante para controlar una correcta respuesta a IAA. Se sabe que participa

en la especificación de células vasculares, principalmente porque las mutaciones en el

gen interfieren con la formación de estas células en todas las etapas y también con

el establecimiento del eje apico-basal en el embrión temprano ([34]). Respecto al gen

BDL, se le ha identificado como gen necesario para detectar IAA y formar la ráız

principal, junto con la especificación del QC de A. Thaliana, ya que plantas carentes

de este gen tienen muchas deficiencias en la organización interna de su ráız ([35]). Y

se ha demostrado que BDL consigue todo lo anterior al inhibir a MP ([36]). Otros 2

ejemplos de genes Aux-IAA son AUX3 o IAA17 y SHY2 o IAA3 ([37], [38]).

Entonces, un panorama muy general de la respuesta genética a Auxina es la siguiente:

Todo inicia con la detección del IAA intracelular por parte de unos receptores muy

espećıficos, los receptores TIR1 / AFB (RESISTENTE AL TRANSPORTADOR IN-

HIBIDOR 1 / SEÑAL AUXILIAR F-BOX). TIR1 y AFB1-AFB5 contienen la F-box
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que participa en el complejo de ubiquitina ligasa SCFTIR1 ([39]). Después, Las pro-

téınas Aux-IAA se unen a los ARFs y evita que se transcriban genes que responden a

auxinas. La transduccióon de señal de auxina depende fuertemente de la concentración

intracelular de auxina. Una alta concentración de IAA actúa para estabilizar la unión

de los receptores TIR1 / AFB a las protéınas de auxina / IAA (Aux- IAA) que causan

la ubiquitinación y la degradación de Aux- IAA a través del proteasoma. Las protéınas

Aux- IAA funcionan a través de la heterodimerización con ARFs, reprimiendo aśı su

actividad transcripcional. Por lo tanto, la degradación Aux-IAA causa la activación de

los ARFs que modulan la transcripción de genes diana sensibles a auxinas, uniéndose

al ERA (ARE: 5’-TGTCTC-3’) ([40]). A una baja concentración de IAA, el comple-

jo ubiquitina ligasa SCFTIR1 muestra menos afinidad por protéınas Aux- IAA, por

lo que aumenta la cantidad de protéına Aux-IAA estable, lo cual provoca la forma-

ción de heterod́ımeros Aux-IAA - ARF lo cual inhibe la transcripción de genes diana.

Otro grupo de genes que pese a que tienen una respuesta tard́ıa a la presencia de

IAA, se demostró ([41]) que son necesarios y no independientes para tener una res-

puesta a Auxina en el meristemo de ráız, son los genes PLT (PLETHORA). En el

genoma de A. thaliana existen 4 genes PLT. Primeramente se demostró que los genes

PLTs son imprescindibles para el desarrollo de la ráız, cuando sólo se conoćıan 2 PLTs

([41]), PLT1 y PLT2, se demostró que es necesario perder ambos genes para observar

el deterioro de la ráız, al perder uno solo, el desarrollo de la ráız se mantiene, lo que

indicó que estos 2 genes son redundantes en el mantenimiento del meristemo de la

ráız. Respecto a los últimos 2 PLTs, PLT3 y PLT4 en conjunto con los 2 pasados

PLTs, se demostró ([42]) que las actividades de PLT son principalmente aditivas y

dependen de la dosis. Los altos niveles de actividad de PLTs promueven la identidad

y el mantenimiento de las células madre, mientras que niveles más bajos promueven

la actividad mitótica de las células hijas de las iniciales, y por último que con una
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mayor reducción se promueve la diferenciación celular.

Además, se ha demostrado que, los 4 componentes previos (IAA, ARFs, Aux-IAA

y PLTs) están presentes (IAA) y expresados (Aux-IAA, ARFs y PLTs) en todos

los tipos de células iniciales presentes en el meristemo de ráız (células del Cen-

tro Quiescente, iniciales vasculares, iniciales Cortex-Endodermis, iniciales de colu-

mela e iniciales de capa lateral de ráız y epidermis) sus funciones son necesarias

para mantenerlas como iniciales. Espećıficamente en el caso de IAA la ubicación

y restricción a ese espacio de una concentración máxima de IAA, la cual se con-

sigue con transportadores (AUX1, LAX1, LAX2 y LAX3) (42[43]) Y exportado-

res PINs, de los cuales hay 8 en el genoma de A. thaliana, pero sólo de 6 se ha

caracterizado su transcrito ([44]), generan la especificación de las células iniciales

vasculares, de las iniciales de columela y las células del Centro Quiescente ([45]).

Otro grupo de genes que tiene una gran importancia en la especificación de las célu-

las iniciales del meristemo de ráız y que no están involucrados en una respuesta a

auxina, son los SHORT ROOT (SHR), SCARECRAW (SCR), MAGPIE (MGP) y

JACKDAW (JKD). La primera función que se asoció a SHR fue la de especificar a

las células de endodermis, porque en las plantas carentes del gen, solamente se forma

una capa de células entre el periciclo y la epidermis, mientras que en plantas silvestre

son 2 capas. Además, 2 marcadores de endodermis se pierden en estas plantas ca-

rentes del gen ([46]) En el caso de SCR, los primeros estudios lo identificaron como

necesario para generar 2 capas entre el periciclo y la epidermis. También tiene gran

importancia para la identidad celular es en las células del centro quiescente, las cuales

pierden parcialmente su identidad en plantas mutantes que no tienen este gen ([47])

El factor de transcripción SHR se desplaza hacia el tejido del endodermis y cortex

desde su sitio de transcripción en el estele. Las células vasculares iniciales también

lo expresan ([100]) En SHR y el factor de transcripción SCR controlan una división

23



celular orientada en hijas de células iniciales de cortex- endodermis. La acción de SHR

y SCR está regulada por dos protéınas de la familia de dominio indeterminado (IDD,

por sus siglas en inglés), JACKDAW (JKD) y MAGPIE (MGP), los cuales regulan

los ĺımites de los tejidos y la división celular asimétrica. Además, la expresión de MGP

depende de SCR y SHR, y sólo se expresa en el centro quiescente ([49]); en el caso

de JKD, su expresión se realiza de manera independiente a la de SHR y su función

espećıfica es regular el dominio de expresión de SCR fuera del stele ([50]). JKD se

expresa tanto en el centro quiescente como en la iniciales de cortex-endodermis ([49]).

Por último, hay un gen que sólo se expresa en las células del centro quiescente y

que al inhibir su expresión ocasiona la pérdida de identidad a dichas células, y es el

gen WOWCHEL-RELATED HOMEOBOX5 (WOX5 ), es un homólogo del gen WUS-

CHEL (WUS ), el cual mantiene de manera no autónoma a las células madre en el me-

ristemo de los brotes. La pérdida de la función WOX5 en el nicho de células madre del

meristemo de la ráız causa la diferenciación terminal en las células iniciales distales y,

de forma redundante con otros reguladores, también provoca la diferenciación del me-

ristemo proximal. Por el contrario, la ganancia de la función WOX5 bloquea la diferen-

ciación de los descendientes de células madre distales que normalmente se diferencian

([51]).

Dado que nuestro interés de aproximación experimental a la Bioloǵıa del Desarro-

llo de la Ráız de A. thaliana es enfocarnos en su complejidad, dejemos por ahora

la práctica de ver al desarrollo en términos de secuencias de DNA, células y órga-

nos, e introduzcamos el marco conpetual (Bioloǵıa de Sistemas) y el marco teórico

(Perspectiva de la Teoŕıa de Sistemas Dinámicos hacia la Bioloǵıa Celular) con el que

trabajaremos el resto del tiempo.
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1.1.3. Bioloǵıa de Sistemas

La Bioloǵıa de Sistemas es un intento de redefinir las prioridades de la Bioloǵıa

como disciplina, enfocándose en su complejidad e integración. Existen diferentes apro-

ximaciones de la Bioloǵıa de Sistemas y cada una de ellas enfatiza diferentes principios

([52]). Algunas son extensiones de la bioloǵıa molecular e intentan modelar las redes

moleculares que subyacen la diversidad fenot́ıpica de cada especie y entre ellas. En

estas aproximaciones, los modelos propuestos están fundamentados en información

bioinformática (secuencia de genomas, composición de las protéınas, etc.) y los ex-

perimentos se llevan a cabo para confirmar o negar un modelo. Por lo tanto, hay un

ciclo continuo de experimentación de laboratorio y de modelación computacional.

Otra aproximación de la Bioloǵıa de Sistemas está representada por la Aproximación

de la Teoŕıa de Sistemas que intenta entender los principios detrás de la organización

biológica y relacionarla con los diferentes niveles de organización (genes, células, te-

jidos, órganos, organismos, ecosistemas, etc.). Respecto a la Bioloǵıa del Desarrollo,

la Teoŕıa de Sistemas provee una visión complementaria, más abstracta, de mirar al

Desarrollo: Ella ve al Desarrollo como flujo de información. Esta información está

contenida en los genes. los órganos y el ambiente externo. De hecho, si el flujo de

información es el proceso que unifica estas entidades dispares, uno esperaŕıa poder

establecer ecuaciones y modelos para el fenómeno del Desarrollo. Dicho modelaje es

una de las metas de muchos biólogos de sistemas del Desarrollo ([53]).

Esto último nos hace pensar ¿qué es un modelo? ¿acaso un modelo es una buena

representación o aproximación de la realidad? ¿tiene limitantes trabajar con un mo-

delo?

Una buena forma de contestar esto es con una metáfora. Platón escribió un cuen-

to conocido como el cuento de la cueva de Platón, cuyo tema central es la relación

entre un modelo y realidad. El cuento comienza explicando la existencia de prisio-
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neros encadenados en lo profundo de una cueva de tal manera que su visión está

limitada a una sola pared de la cueva. Detrás de los prisioneros hay una gran fogata

y varias personas que están usando la luz que emana de la fogata para proyectar

objetos tridimensionales como animales y plantas en la pared de la cueva. Platón

propone que los prisioneros están encadenados desde su niñez y nunca han visto

algo más que las sombras proyectadas en la pared. Por lo cual, ellos asumen que

esas sombras son la realidad, aunque esas sombras no son más que simplificacio-

nes, modelos de dos dimensiones de los objetos tridimensionales proyectados detrás

de ellos. Entonces, un modelo es una simplificación de la realidad y está limitado

por nuestra visión sobre el sistema real y las hipótesis inherentes del modelo. [54].

Aunque el énfasis sobre las prioridades que hay que resaltar difieren ampliamante

entre los Biólogos de Sistemas, como vimos en los párrafos previos, la Bioloǵıa de

Sistemas puede ser caracterizada en 4 principios. El primero refiere a las propiedades

dependientes del Contexto. El significado o rol de un componente individual de un

sistema es dependiente de su contexto, en lo que hay antes, después, arriba o debajo

de él. El segundo refiere a las propiedades espećıficas de cada nivel de organización y a

la propiedad de emergencia. Las propiedades de un sistema a cualquier nivel de orga-

nizaci’on determinado no puede ser totalmente explicado por aquellos niveles debajo

de él. Entonces, por ejemplo, la temperatura no es una propiedad de un átomo, si no

una propiedad que emerge de un conjunto de átomos. De igual manera, el potencial

de Voltaje es una propiedad de la membrana biológica y no de sus componentes. Las

propiedades de niveles superiores resultan de las actividades de los niveles de inferio-

res, pero deben ser entendidos en el contexto que se este manejando. El tercero refiere

a la causalidad heterogénea y a la integración. En bioloǵıa, la causalidad es vista en

dos direcciones, de abajo hacia arriba, i.e., de los genes hacia el ambiente y de arriba

hacia abajo, i.e., desde el ambiente hacia los genes. Mientras que lo que es la célula
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depende de ambos, de sus genes y de las otras células que la rodean a ella (i.e., en

las señales que recibe de las fuentes internas y externas). La Bioloǵıa de Sistemas

demanda la integración de diferentes tipos de explicación, por ello necesita de la in-

tegración de los análisis (considerar las cosas separadas) y la śıntesis (tomar las cosas

juntas). La cuarta y última refiere a la modularidad y a la robustez. El organismo se

comporta como un sistema conformado de módulos. Raff [53] definió un módulo del

desarrollo como un elemento que tiene especificación genética discreta, organización

jerárquica, interacción con otros módulos, una localización f́ısica particular dentro de

un organismo en desarrollo y la habilidad de pasar por transformaciones debido tanto

escalas de tiempo del desarrollo como escalas de tiempo evolutivos. La robustez (algu-

nas veces llamada canalización) refiere a la habilidad de un organismo de desarrollar

el mismo fenotipo pese a perturbaciones del ambiente o pese a mutaciones. Denis

Noble [55] escribió que la meta última de la Bioloǵıa de Sistemas es el reconectar los

modelos Fisiológicos y los modelos del Desarrollo conlas teoŕıas evolutivas. También

hizo notar que apenas se está iniciando esta tarea. A Continuación describiremos el

marco teórico que usaremos en estudiar de manera sistémica el NCT de la Ráız de

A. thaliana.

1.1.4. La Perspectiva de la Teoŕıa de Sistemas Dinámicos

hacia la Bioloǵıa Celular

El objetivo de esta sección es presentar las definiciones y elementos necesarios

para describir el modelo matemático-computacional que usaremos para estudiar la

dinámica e interacción de los principales genes del NCT de la Ráız de A. thaliana. La

primera definición que necesitaremos es la de una red de regulación genética (RRG),

la cual es una representación gráfica donde los nodos de una gráfica representan la

forma funcional de una protéına y los trazos dirigidos representan el mecanismo de
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activación o inhibición [56, 57]. El segundo elemento a presentar es el postulado de la

Teoŕıa de Sistemas Dinámicos hacia la Bioloǵıa Celular, pero como precedente de él

mencionaremos la conceptualización genética de una célula propuesta por Wadding-

ton. Cabe mencionar que Conrad H. Waddington, realizó contribuciones considerables

tanto a la Bioloǵıa del Desarrollo como a la Bioloǵıa de Sistemas. Él véıa al desarrollo

como un paisaje montañoso y a los tipos celulares como valles o cuencas dentro de

dicho paisaje (ver Figura 1.1). Como una pelota rodando colina abajo, una célula

eventualmente se encontraŕıa a si misma en uno u otro de estos valles o cuencas,

debido principalmente a las interacciones entre los componentes genéticos de dichas

células. Recientemente, una visualización moderna de la imagen del paisaje de Wad-

Figura 1.4: Paisaje

dington ha surgido desde el contexto de las RRG. Kauffman ([58], [59] y [60]) y otros

([61] y [62]) ven a los valles o cuencas de la visión de Waddington como una configu-

ración estable y robusta de la expresión de los genes. Y es justo con esta visualización

moderna con la que se puede describir el postulado de la teoŕıa de sistemas dinámicos

hacia la bioloǵıa celular, la cual supone que el comportamiento de una célula puede

entenderse con las propiedades dinámicas de la red de regulación asociada a dicho

comportamiento celular. Esta idea, particularmente en el contexto del desarrollo, es
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compatible con la idea de Waddington, y ahora está sustentada por trabajo teórico

y experimental sólido [58, 60, 62, 61, 63], gracias a que las técnicas experimentales

modernas han permitido que el número conocido de interacciones entre genes crezca y

que por consecuencia los mecanismos de regulación genética puedan llegar a ser enten-

didos. Como consecuencia, el rol de mando de las RRG en la dinámica del desarrollo

es ahora ampliamente aceptado. Y un ejemplo muy claro que valida el postulado es

la demostración experimental de que es posible convertir tanto células pancreáticas

exocrinas como células de h́ıgado en células pancreáticas endocrinas, con sólo ma-

nipular un conjunto de Factores de Transcricpción ([18]). Muchas combinaciones de

FT y potenciadores se suponen inestables. Aquellas combinaciones que son estables,

sin embargo, pueden convertirse en tipos celulares. Huang y sus colegas ([62] y [61])

han dado evidencia basada en un análisis con enfoque de teoŕıa de sistemas de que

las células neútrofilas (un tipo de células blanca de la sangre) son un tipo celular

estable. Su análisis computacional que conectó cerca de 2750 genes en redes, encontró

que el patrón de expresión de los genes de las células neutrófilas es el patrón más

estable, y que el único rival para este tipo celular es la célula neutrófila con leucemia.

Habiendo dicho lo que es una RRG y el postulado de la Teoŕıa de Sistemas Dinámicos

hacia la Bioloǵıa Celular, tenemos ya descritos los elementos que necesitamos para

modelar a una célula como un sistema dinámico. Para empezar, debemos asumir que

el estado de una célula en cierto tiempo puede ser descrito como un conjunto de

variables dependientes del tiempo. Como una primera aproximación, podemos asu-

mir que una cantidad de protéınas diferentes y sus respectivos niveles de expresión,

son los elementos necesarios y suficientes para describir el estado de una célula en el

tiempo t, y suponer que este estado corresponde a un fenotipo celular. Por lo tanto,

la expresión de estas protéınas puede ser tomado como un conjunto de variables que

representan el estado de una célula. Es posible expresar lo anterior en términos de una
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RRG. Podemos hacer que cada nodo de una RRG de la célula en cuestión represente

una variable. Entonces, al conjunto de variables lo podemos representar matemática-

mente como un vector, donde cada elemento representa el nivel de expresión de una

protéına:

x(t) = (x1(t), x2(t), ..., xN(t)) (1.1)

En el cual N es el número de protéınas, variables o nodos de la RRG, xi(t), con i

elemento de 1, 2, 3, ..., N , corresponde al nivel de expresión de cada protéına, variable

o nodo de la RRG en el tiempo t, y x(t) corresponde al estado de la célula en el

tiempo t y que podemos suponer que es un fenotipo celular. Por lo tanto, podemos

decir que el vector matemático representa un fenotipo celular. Además, cualitativa-

mente es útil ver la expresión de una protéına no en términos de concentraciones, si

no como presente o ausente. Matemáticamente la presencia se representará con un 1

y la ausencia como un 0. De esta manera, el vector matemático compuesto solamente

por combinación de ceros y unos también representa un fenotipo celular. Lo anterior

debe hacerse pensando en usar la menor cantidad de protéınas, de tal forma que al

considerarlas nos permita distinguir entre cada tipo celular en cuestión, pese a que

la expresión de algunas protéınas no sea exclusiva de un tipo celular. Un ejemplo

de lo anterior es nuestro caso, en el cual 3 elementos (Auxina, las protéınas ARFs y

las protéınas Aux-IAA) están expresados o presentes (el caso de Auxina que no es

protéına) en los 4 tipos celulares considerados (células del centro Quiescente, inicia-

les de cortex endodermis, iniciales de vasculares e iniciales de columela-epidermis).

Regresemos a la descripción del modelo, como hemos propuesto ver al estado de

una célula como un conjunto de variables dependientes del tiempo, espećıficamente

siendo las variables dependientes del tiempo el nivel de expresión de cada elemento

del conjunto de protéınas, entonces podemos proponer un modelo determinista, si

determinamos las funciones matemáticas que nos permitirán ir actualizando el nivel
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de expresión de cada elemento del conjunto de protéınas cada vez que la variable

tiempo (t) cambie. Para nuestros fines, podemos hacer que la variable tiempo cambie

de unidad entera en unidad entera, i.e., que sea una variable discreta, y las funcio-

nes matemáticas que adoptaremos serán las funciones booleanas (ver Métodos), las

cuales reflejan directamente la naturaleza de las interacciones entre protéınas, mis-

mas que son posibles de analizar y visualizar en una gran diversidad de estudios

genéticos de pérdida y ganancia de función que hay en la literatura. Con lo ante-

rior, tenemos los dos elementos necesarios para hablar de la Dinámica del Sistema.

La ventaja de considerar ceros y unos, dependiendo del número de variables depen-

dientes del tiempo consideradas, en este caso, la cantidad de protéınas, es que la

combinación de ceros y unos es finita. La cantidad de combinaciones sigue la función

potencia de 2N , Donde N es el número de protéınas consideradas. Cabe mencio-

nar que al conjunto de estas combinaciones se le llama espacio de estados. Ahora,

llamemos a cada una de estas combinaciones condición inicial, recordando además

que son un vector matemático que representa un fenotipo tan sólo representa una

combinación especifica de expresión o no expresión de las N protéınas consideradas.

Siendo algunas de ellas representativas de un tipo celular particular y otras que no.

Habiendo dicho lo que es una condición incial, pasemos a explicar en lo que con-

siste la dinámica del sistema. Empecemos con un conjunto de funciones booleanas

dado, las cuales reflejen la influencia de unas protéınas sobre el nivel de expresión de

otras protéınas. Al movernos una unidad de tiempo sobre una condición inicial, las

reglas booleanas se aplicarán, y los niveles de expresión de cada una de las protéınas

del conjunto considerado cambiarán o algunas de ellas se mantendrán, y, por la visión

cualitativa de presencia o ausencia de una protéına, la combinación de ceros y unos

también cambiará. Sucede que existen combinaciones de ceros y unos que una vez

que se llega a ellos, sin importar la cantidad de veces extra que se le aplique el con-
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junto de funciones booleanas, no cambiarán. A las combinaciones de ceros y unos que

poseen esta propiedad se les denominan Atractores. Interpretar biológicamente a los

atractores resulta interesante. Partiendo de que un atractor es un vector matemático

compuesto solamente de ceros y unos, y por lo dicho previamente, representa un fe-

notipo celular, la particularidad de un atractor es que no es transitorio y se mantiene

por tiempo indefinido. Lo anterior apunta a que los atractores corresponden a estados

celulares visibles macroscópicamente, permanentes y constantes [64].

Por último, un término que debemos explicar porque más tarde lo usaremos (ver

Métodos), y que recientemente se le dió una interpretación biológica [106], es el de

cuenca de atracción. A una cuenca de atracción siempre se le asocia un único atractor

y lo representa un porcentaje, el cual indica la proporción de condiciones iniciales

que llegan a dicho atractor al aplicarles muchas veces el conjunto de funciones boo-

leanas consideradas. El significado consiste en interpretar el tamaño (la cantidad

de condiciones iniciales que abarcan) de la cuenca como la probabilidad que tiene

una célula de llegar al destino celular que corresponde al atractor de la cuenca. La

cantidad de cuencas y su tamaño determina la dinámica del sistema. Nosotros nos

referiremos a esta estructura ordenada de cuencas en el espacio de estados como el PA.

Un modelo dinámico booleano preliminar (Ver Métodos) para el Nicho de Células

Troncales de la Ráız de Arabidopsis thaliana ya fue diseñado en [65]. A continuación

describiremos brevemente las caracteŕısticas de dicho modelo, sus variantes, y más

adelante el análisis hecho a él en este trabajo.
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1.1.5. La Red de Regulación Genética del Nicho de Células

Troncales de la Ráız de Arabidopsis thaliana

Existe un modelo dinámico discreto preliminar (con 4 modelos diferentes: A, A’,

B y B’) basado en RRG para el NCT de la ráız de A. thaliana (RRG-NCT), pro-

puesto por Azpeitia et. al. 2010 [65]. Este modelo propone perfiles o configuraciones

de expresión para los genes inclúıdos en esta red que coinciden con los reportados en

la literatura para los tipos celulares del NCT de la ráız de A. thaliana (ver Sección

1.1.2). La red está fundamentada en datos experimentales para más de 10 componen-

tes moleculares y sus interacciones. Los nodos que están en todos los modelos son:

SHR, SCR, JKD, MGP, WOX5, AUX, IAA, ARF y PLT. Algunos nodos contemplan

un único gen, mientras que otros, por simplificar y reducir al máximo la cantidad

de componentes genéticos y sus interacciones representan a más de un gen. A con-

tinuación describiremos dicha representación. El nodo SHR (SHORTROOT) y SCR

(SCARECROW) Cada uno representa a un único gen y es al que lleva su nombre.

Lo mismo ocurre con los nodos JKD, MGP, y WOX5. En el caso del nodo PLT este

representa a los 4 genes PLT de A. thaliana, y la razón es porque hasta cierta me-

dida los 4 se pueden considerar redundantes en la función que tienen de mantener

indeterminado al meristemo de ráız ([41] y [42]). En el caso del nodo Auxin, este

representa no a un gen si no a la molécula Auxina, sin distinguir si es la forma ac-

tiva, protonada o neutra. Por último, los nodos ARF e IAA no representan a genes

particulares, si no representan la caracteŕıstica general de su respectiva familia de pro-

téınas, porque el mecanismo de acción es prácticamente el mismo (ver seccion 1.1.2).

Estos modelos (A, A’, B y B’) están fundamentados en evidencia experimental. Las

figuras 1.2 y 1.3 resumen los genes e interacciones que consideran respectivamente los

modelos A y los modelos B. Primero cabe mencionar la diferencia que hay entre los
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modelos A y A’ con los modelos B y B’, la cual radica en la interacción entre 3 genes.

El modelo A (y también el A’) asume que el gen MAGPIE (MGP) [66] reprime al

gen WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX 5 (WOX5 ) [49] y viceversa, mientras que

el modelo B (al igual que el B’) asume que en ráız existe un mecanismo similar al

del meristemo aéreo donde el gen WUS (WUSCHEL, equivalente a WOX5), fuera

del Centro Organizador (un grupo de células equivalentes a las que están en el QC

del meristemo de ráız) es reprimido por la protéına CLV3 (CLAVATA3). Al asumir

que en el meristemo de ráız existe un mecanismo similar al descrito anteriormente,

también se asume que la protéına inhibidora de WOX5 es muy parecida a CLE3, por

lo cual a este gen se le llamó CLEX, donde la X al final se le hace referencia a un

elemento desconocido. En este mismo modelo (B y B’) se mantuvo la represión del

gen WOX5 sobre el gen MGP, pero se removió la interacción de MGP a WOX5. La

úncia diferencia entre los modelos A Y B con sus análogos primarios (A’ y B’) está

en la ĺınea 14 de las reglas lógicas de SCR; los modelos originales (A y B) mantienen

apagado (0) a SCR y las versiones (A’ y B’) lo mantienen prendido (1) (ver tablas

1.1, 1.2 y 1.3). De todas las interacciones que muestran las figuras 1.2 y 1.3, sólo la

activación del gen SCR y el gen MGP por el d́ımero protéico SHR/SCR, la Auxina

reprimiendo las protéınas IAA y las protéınas IAA reprimiendo los genes que com-

ponen al nodo ARF, han sido experimentalmente confirmados como interacciones

directas. El resto son interacciones indirectas o no confirmadas experimentalmente

como directas. Como el objetivo de este trabajo es hacer un análisis preliminar del

efecto de alteraciones de las tasas de degradación de cada uno de los componentes

de la red de RRG-NCT de la ráız de A. thaliana en el paisaje de los atractores de la

misma. Y con ello, analizar hasta qué punto alteraciones en los niveles de expresión

de los genes son capaces de hacer que el sistema cambie de un atractor a otro. Por lo

anterior se eligió el modelo A (que consta de 9 nodos: SHR, SCR, MGP,JKD, WOX5,

PLT, ARF, Auxina, e IAA) por dos razones principales: primero, porque utiliza ele-
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mentos ya conocidos, cosa que el modelo B no hace (p.ej. CLEX). Y segundo, porque

recupera sólo 4 atractores (CQ, IV, CEp y CEn) a diferencia de los 5 que recupera

el modelo B. Este modelo (el A) fue verificado en [65] de dos formas diferentes: (1)

mediante pérdidas y ganacias de función y (2) mediante un análisis de robustez. La

pérdida de función convierte el estado del nodo X a 0 en todas las tablas lógicas en

donde funga como regulador. En el caso de ganancia de función es lo mismo que lo

anterior, pero el valor al que se cambia es a 1. El fundamento es que la pérdida de

función corresponde a una mutación knock-out o a un silenciamiento transcripcional,

y la ganacia de función corresponde a una sobreexpresión del gen. La verificación se

consiguió al comparar y no encontrar discrepancias entre los fenotipos, observados y

confirmados experimentalmente, de los mutantes y los atractores que se obtienen al

correr la dinámica con las modificaciones hechas en las tablas lógicas. Para la RRG-

NCT en esta verificación, sólo se encontraron tres discrepancias (2 en pérdida de

función con MGP y JKD y 1 en ganancia de función con SHR, ver [65]). El análisis

de robustez se consiguió al realizar alteraciones puntuales en los estados del nodo X

al azar, que generan las reglas lógicas de los componentes reguladores del nodo X.

Después de realizar esta alteración, a partir de todas las condiciones iniciales posibles

(en este caso 512), se obtienen los atractores de la dinámica de esta red y se compara

con los atractores de la dinámica del modelo discreto de la red sin alteraciones. Lo

anterior se repite hasta que la proporción de redes que generan nuevos atractores

(respecto a los atractores de la red sin alterar) es cero. Véanse [63, 68] como ejemplos

en donde se usaron estas dos formas de verificar. Para el modelo A, el 62.85 % de las

alteraciones probadas no generaron un nuevo atractor o al menos mantuvieron los

cuatro atractores de la RRG-NCT [65].
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ARF SHR SCR MGP WOX5 WOX5

0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 1 0
0 0 0 1 0 0
0 0 0 1 1 0
0 0 1 0 0 0
0 0 1 0 1 0
0 0 1 1 0 0
0 0 1 1 1 0
0 1 0 0 0 0
0 1 0 0 1 0
0 1 0 1 0 0
0 1 0 1 1 0
0 1 1 0 0 0
0 1 1 0 1 0
0 1 1 1 0 0
0 1 1 1 1 0
1 0 0 0 0 0
1 0 0 0 1 0
1 0 0 1 0 0
1 0 0 1 1 0
1 0 1 0 0 0
0 0 1 0 1 0
1 0 1 1 0 0
1 0 1 1 1 0
1 1 0 0 0 0
1 1 0 0 1 0
1 1 0 1 0 0
1 1 0 1 1 0
1 1 1 0 0 1
1 1 1 0 1 1
1 1 1 1 0 0
1 1 1 1 1 1

SHR SCR JKD MGP SCR

0 0 0 0 0
0 0 0 1 0
0 0 1 0 0
0 0 1 1 0
0 1 0 0 0
0 1 0 1 0
0 1 1 0 0
0 1 1 1 0
1 0 0 0 0
1 0 0 1 0
1 0 1 0 0
1 0 1 1 0
1 1 0 0 1
1 1 0 1 0/1
1 1 1 0 1
1 1 1 1 1

Tabla 1.1: Reglas lógicas de los Modelos A. 9 genes están considerados en el Modelo A,
y aqúı se presenta la influencia de sus reguladores. El nodo que está siendo regulado
está resaltado en negritas.
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SHR SCR WOX5 MGP

0 0 0 0
0 0 1 0
0 0 0 0
0 0 1 0
1 1 0 0
1 1 1 0
1 1 0 1
1 1 1 0

SHR SCR JKD

0 0 0
0 1 0
1 0 0
1 1 1

ARF PLT

0 0
1 1

IAA ARF

0 1
1 0

Auxin IAA

0 1
1 0

Auxin Auxin

0 1
1 1

SHR SHR

0 1
0 1

Tabla 1.2: Continuación de reglas lógicas de los Modelos A. Ver Tabla 1.1.

ARF SHR SCR CLEX5 WOX5

0 0 0 0 0
0 0 0 1 0
0 0 1 0 0
0 0 1 1 0
0 1 0 0 0
0 1 0 1 0
0 1 1 0 0
0 1 1 1 0
1 0 0 0 0
1 0 0 1 0
1 0 1 0 0
1 0 1 1 0
1 1 0 0 0
1 1 0 1 0
1 1 1 0 1
1 1 1 1 0

SHR CLEX CLEX

0 0 0
0 1 0
1 0 0
1 1 1

Tabla 1.3: Reglas lógicas de los Modelos B. Como se puede apreciar en las Figuras
1.2 y 1.3, sólo dos interacciones son diferentes entre los modelos A y los Modelos B
(ver texto). En esta tabla sólo se presentan las reglas lógicas de esas dos interacciones
que el modelo B posee y el A no. El nodo que está siendo regulado está resaltado en
negritas.
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Figura 1.5: Modelo A. Las interacciones de regulación están indicadas por flechas
(activación) o flechas terminadas en barra (represión) en la RRG. Las interacciones
resaltadas en rojo son las interacciones que caracterizan a este modelo. Es importante
hacer notar que las flechas pueden representar tanto una interacción directa como una
interacción mediada por uno o más intermediarios moleculares.

1.1.6. Reestructuración del Paisaje de Atractores

En la teoŕıa de sistemas dinámicos, un cambio cualitativo en el espacio de estados

en respuesta a cambios en algún parámetro se le conoce como una bifurcación [69].

La aparición o desaparición de atractores, los cambios en el volumen de las cuen-

cas de atracción son ejemplos de cambios cualitativos en el espacio de estados. En

el ámbito de la Bioloǵıa Celular estos cambios cualitativos corresponden a cambios

topográficos en el Paisaje de Atractores (PA). Lo anterior, con respecto a la escala

de tiempo que se considere, tiene dos interpretaciones: Primero, con respecto a gran-

des escalas de tiempo (escalas evolutivas), en el marco conceptual de Waddington,

estos cambios topográficos en el PA corresponden a cambios ocasionados por muta-

ciones genéticas. Segundo, con respecto a pequeñas escalas de tiempo, en el marco

conceptual del desarrollo, estos cambios topográficos corresponden a eventos como:
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Figura 1.6: Modelo B. Las interacciones de regulación están indicadas por flechas
(activación) o flechas terminadas en barra (represión) en la RRG. Las interacciones
resaltadas en rojo son las interacciones que caracterizan a este modelo. Es importante
hacer notar que las flechas pueden representar tanto una interacción directa como una
interacción mediada por uno o más intermediarios moleculares.

desarrollo embrionario, diferenciación celular, morfogénesis y ciclo celular, entre otros.

El parámetro responsable de cambios en estos últimos eventos puede corresponder a

eventos de señalización y/o fluctuaciones estocásticas, por mencionar algunos. Recien-

temente se propuso un esquema teórico general [70], que permite analizar de manera

semicuantitativa (mediante la presencia de bifurcaciones en las gráficas) el efecto de

alteraciones de las tasas de degradación de cada uno de los componentes de la red

en el paisaje de los atractores de la misma. Y con ello, permite analizar hasta qué

punto alteraciones en los niveles de expresión de gen son capaces de hacer que el sis-

tema cambie de un atractor a otro. Dicho esquema teórico ya fue usado en otra RRG

con fundamento experimental [63, 106, 71, 72], la RRG de Especificación del órgano

Floral (RRG-EOF) de Arabidopsis thaliana. Y resultó ser útil para identificar nodos

capaces de reestructurar el PA. Lo anterior es lo que se busca en este trabajo, hacer

un análisis preliminar del efecto de alteraciones de las tasas de degradación de cada
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uno de los componentes de la red de RRG-NCT de la ráız de A. thaliana en el paisaje

de los atractores de la misma. Y con ello, analizar hasta qué punto alteraciones en

los niveles de expresión de los genes son capaces de hacer que el sistema cambie de

un atractor a otro, usando el esquema teórico antes mencionado.

1.2. Hipótesis

Alterar los niveles de expresión de los genes a través de modificar la tasa de

degradación de cada uno de los componentes de la red de RRG-NCT de la ráız de A.

thaliana genera cambios en el Paisaje de Atractores.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General

Hacer un análisis preliminar del efecto de alteraciones de las tasas de degradación

de cada uno de los componentes de la red de RRG-NCT de la ráız de A. thaliana en

el paisaje de los atractores de la misma.

1.3.2. Objetivos Espećıficos

(1) Confirmar la utilidad de alterar las tasas de degradación de cada uno de los

componentes de la red de RRG-NCT de la ráız de A. thaliana en el paisaje para hacer

que el sistema cambie de un atractor a otro.

(2) Proponer y analizar la dinámica de un modelo continuo (de Ecuaciones Diferencia-
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les Ordinarias) equivalente al modelo discreto (booleano).

(3) Realizar un análisis de bifurcación como en [73] para cada uno de los genes de la red

de cada atractor.

(4) Caracterizar el rol funcional de los genes de acuerdo a su capacidad de generar

cambios en el PA.
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Caṕıtulo 2

Métodos

El objetivo de este trabajo es hacer un análisis preliminar del efecto de alteraciones

de las tasas de degradación de cada uno de los componentes de la red de RRG-NCT

de la ráız de A. thaliana en el paisaje de los atractores de la misma. Y con ello,

analizar hasta qué punto alteraciones en los niveles de expresión de los genes son

capaces de hacer que el sistema cambie de un atractor a otro. Para cumplirlo, se

usará un modelo continuo [73], donde se variará el parámetro de degradación de cada

nodo. Para variar el parámetro de degradación de los genes en el modelo continuo,

3 pasos serán necesarios: 1) Caracterizar el comportamiendo dinámico del modelo

discreto (booleano) de la RRG-NCT y su PA asociado. 2) Transformar el modelo

discreto (booleano) en un sistema de Ecuaciones Diferenciales Ordinarias (EDOs).

3) Determinar la equivalencia del modelo continuo (sistema de EDOs) con el modelo

discreto (booleano). Por último se realizará un análisis de bifurcación para cada nodo

por cada atractor, para cada uno de los 4 atractores, usando la tasa de degradación

de cada nodo como parámetro de control.
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2.1. Análisis dinámico del modelo discreto (boo-

leano) de la RRG-NCT

Como lo dijimos en la sección de La Perspectiva de la Teoŕıa de los Sistrmas

Dinámicos hacia la Bioloǵıa Celular, las funciones booleanas reflejan, de una mane-

ra muy simple, la influencia de unas protéınas sobre el nivel de expresión de otras

protéınas. Pero, ¿Qué son? Primero comencemos con decir que una red booleana

es un modelo dinámico con tiempo discreto y variables discretas. El modelo puede

expresarse formalmente como:

xi(t+ 1) = Fi(x1(t), x2(t), ..., xk(t)),

donde están inmersas las funciones booleanas, las cuales son el conjunto de funciones

Fi, que son sentencias lógicas (o tablas de verdad) que representan la relación entre

un nodo i y sus k reguladores. las variables de estado xi(t) pueden tomar los valores

discretos 1 ó 0, indicando si el nodo i es expresado o no en un cierto tiempo t,

respectivamente.

Habiendo explicado el modelo que usaremos, lo primero que haremos será un análisis

dinámico del modelo discreto (booleano), que consiste en: 1) determinar si una red

tiene atractores, 2) encontrarlos y 3) determinar el tamaño de las cuencas de atracción,

con funciones del paquete Boolnet [74] (perteneciente al ambiente de programación

estad́ıstico R, www.R-project.org) que permiten encontrar los atractores y cuencas

de atracción de la red.

43



2.2. Transformación del modelo discreto (booleano)

de la RRG-NCT, a un sistema de Ecuaciones

Diferenciales Ordinarias

Con el fin de caracterizar bifurcaciones en la dinámica de la RRG bajo variaciones

continuas de un parámetro (en este caso una tasa de degradación de un nodo), se

estudiará una representación continua del modelo discreto (booleano). Varias aproxi-

maciones han sido usadas para describir una RRG Booleana como un sistema continuo

[75, 68]. Se empezará transformando los operadores lógicos (&, v y ¬) a operadores

numéricos (multiplicación, suma y resta), respectivamente, al seguir 3 reglas de asig-

nación (observemos que esto no nos dará el carácter continuo, ya que pese a las

operaciones numéricas, los valores que obtendremos seguirán siendo 0 y 1):

xi(t) ∧ xj(t)→ xi(t) ∗ xj(t) (2.1)

xi(t) ∨ xj(t)→ xi(t) + xj(t)− xi(t) ∗ xj(t) (2.2)

¬xi(t)→ 1− xi(t) (2.3)

Donde xi representa el nivel de expresión (0 ó 1) de la protéına reguladora i en el

tiempo t. Por ejemplo, el estado de JKD en el tiempo t + 1 depende sólo del estado

de dos nodos, SHR y SCR en el tiempo t, y la regla lógica booleana que determina

el estado de JKD en el tiempo t + 1 es: SCR & SHR, donde SHR y SCR toman

valor de 0 ó 1 (ver tabla 1.2). Entonces, usando la ecuación (2.1) tenemos la regla con

operación numérica: SHR * SCR. Hicimos la transformación de regla lógica a regla

con operación continua para cada 1 de los 9 nodos de la RRG-NCT (ver tabla 2.1).

44



Nodo Regla lógica Regla con operador numérico

PLT ARF ARF
Auxin Auxin ∨ ¬ Auxin 1 + Auxin2 - Auxin
ARF ¬ IAA 1 - IAA
IAA ¬ Auxin 1 - Auxin
SHR SHR SHR
SCR SHR ∧ SCR SHR * SCR
JKD SHR ∧ SCR SHR * SCR
MGP (SHR ∧ SCR) ∧ ¬ WOX5 SHR * SCR - SHR * SCR * WOX5
WOX5 (SH∧SC∧AR)∧¬(MG∧¬WO) SH*SC*AR-SH*SC*AR*MG+SH*SC*AR*MG*WO

Tabla 2.1: Regla lógica y regla con operador numérico de cada 1 de los 9 nodos de la
RRG-NCT.

El siguiente paso consistirá en usar una función continua que nos permita representar

la formación de una protéına dependiente de sus protéınas reguladoras. Usaremos la

siguiente funcion exponencial:

f [θ(t)] =
1

1 + e−b(θ(t)−ε)
(2.4)

Es una función dependiente del tiempo y univariada (θ). Como puede verse en la ecua-

ción 2.4, el principal argumento de la función es una función exponencial e−b(θ(t)−ε),

cuya variable es (θ(t)) que representa la concentración de las protéınas reguladoras

de la protéına en cuestión y consta de 2 parámetros (b y ε), los cuales regulan la

velocidad de formación de la protéına en cuestión.

A dicha función le haremos algunos cambios, ahora los mencionaremos. La primer

modificación a hacer es sustituir la función dependiente del tiempo (θ (t)) por la

representación cualitativa del nivel de expresión de una protéına regulada por otras

protéınas ( wi(t)[x1(t), x2(t), ..., xj(t)] ), donde wi(t) representa, cualitativamente, el

nivel de expresión de la protéına o nodo i en el tiempo t y xj(t) representa, cuali-

tativamente, el nivel de expresión de la protéına o nodo regulador j en el tiempo t.

Esta sustitución nos permite hacer a la función dependiente del nivel cualitativo de
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expresión de una protéına. Además, matemáticamente esto es posible, primero por-

que ambas funciones son dependientes del tiempo, entonces son intercambiables. Y

segundo, porque el contradominio de la variable original es, teóricamente, cualquier

número real positivo, dentro del cual yacen los 2 puntos (0 y 1) que conforman el

contradominio de ( wi(t)[x1(t), x2(t), ..., xj(t)] ). El intercambio se hará simplemente

al introducir la regla numérica de cada nodo (ver tabla 2.1) por (θ (t)). P.ej, siguiendo

con el nodo JKD, lo anterior seŕıa aśı:

f [JKD] =
1

1 + e−b∗(SHR∗SCR)−ε) (2.5)

A continuación se enlistan cómo quedan las funciones loǵısticas de cada nodo después

de realizar la sustitución:

f [PLT ] =
1

1 + e−b(ARF−ε)
(2.6)

f [Auxin] =
1

1 + e−b∗((1+AUX2−AUX)−ε) (2.7)

f [ARF ] =
1

1 + e−b∗((1−IAA)−ε)
(2.8)

f [IAA] =
1

1 + e−b∗((1−Auxina)−ε)
(2.9)

f [SHR] =
1

1 + e−b∗(SHR−ε)
(2.10)
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f [SCR] =
1

1 + e−b∗(SHR∗SCR)−ε) (2.11)

f [MGP ] =
1

1 + e−b∗((SHR∗SCR−SHR∗SCR∗WOX5)−ε) (2.12)

f [WOX5] =
1

1 + e−b∗((SHR∗SCR∗ARF−SHR∗SCR∗ARF∗MGP+SHR∗SCR∗ARF∗MGP∗WOX5)−ε)

(2.13)

Para tener determinada por completo las funciones aún nos falta determinar dos

parámtros (b y ε). Pero por ahora notemos que la sustitución que hicimos, omitien-

do los dos parámetros faltantes, nos permite poner la función como dependiente del

nivel de expresión del nodo en cuestión, lo cual se traduce a representar el nivel de

producción de dicho nodo. Ahora introduzcamos el modelo continuo que será la base

para construir el modelo continuo equivalente al discreto que buscamos. El modelo

diferencial con el que inicaremos será uno muy sencillo, aquel que en bioqúımica pa-

ra determinar la cantidad de protéına en un tiempo t dado sólo contempla la resta

de la producción menos la degradación de una protéına, contemplando una tasa de

producción y una de degradación:

dxi
dt

= ki1xi(t)− ki2xi(t) (2.14)

Entonces tenemos una ecuación diferencial dependiente del tiempo, donde ki1 es la

tasa de producción de la protéına (xi) y ki2 es la tasa de degradación de la misma

protéına. Pero, como hab́ıamos notado anteriormente, las funciones que creamos re-
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presentan la producción de los nodos, por lo que podemos sustituir cada función de

cada nodo por el término de activación (ki1xi(t)) de la ecuación 2.15. P.ej, para el

nodo JKD quedaŕıa aśı:

dJKD

dt
=

1

1 + e−b∗(SHR∗SCR)−ε) − ki2 ∗ JKD ∗ JKD (2.15)

Se hizo lo mismo con el resto de los 8 nodos (ver ecuaciones 2.17- 2.25).

dPLT

dt
=

1

1 + e−b∗(ARF−0.5)
− 1 ∗ PLT (2.16)

dAuxina

dt
=

1

1 + e−b∗((1+AUX2−AUX)−0.5) − ki2 ∗ Auxina (2.17)

dARF

dt
=

1

1 + e−b∗((1−IAA)−0.5)
− ki2 ∗ ARF (2.18)

dIAA

dt
=

1

1 + e−b∗((1−Auxin)−0.5)
− ki2 ∗ IAA (2.19)

dSHR

dt
=

1

1 + e−b∗(SHR−0.5)
− ki2 ∗ SHR (2.20)

dSCR

dt
=

1

1 + e−b∗(SHR∗SCR)−0.5) − ki2 ∗ SCR (2.21)

dJKD

dt
=

1

1 + e−b∗(SHR∗SCR)−0.5) − ki2 ∗ JKD (2.22)
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dMGP

dt
=

1

1 + e−b∗((SHR∗SCR−SHR∗SCR∗WOX5)−0.5) − ki2 ∗MGP (2.23)

dWOX5

dt
=

1

1 + e−b∗((SHR∗SCR∗ARF−SHR∗SCR∗ARF∗MGP+SHR∗SCR∗ARF∗MGP∗WOX5)−0.5)−ki2∗WOX5

(2.24)

De esta manera tenemos las ecuaciones que usaremos para explorar la capacidad del

nivel de expresión de cada nodo de la RRG para generar cambios en el Paisaje de

Atractores, pero para poder usar el sistema de 9 EDOs, en nuestros análisis tuvimos

que determinar el valor de tres parámetros; ki2, ε y b. Para ki2 elegimos el valor de 1,

porque es el caso lineal más sencillo, aunque para el análisis de bifurcaciones se usarán

diferentes valores pertenencientes a un intervalo espećıfico el cual será establecido (ver

Resultados). Para ε elegimos el valor de 0.5, pensando en una concentración media que

debe haber en la célula para que la protéına pueda interactuar con sus degradadores.

Por último, para b tendremos que resolver el sistema de 9 EDOs para diferentes valores

y elegir un valor que permita tener una equivalencia (misma cantidad de atractores

y un porcentaje muy similar de las cuencas de atraccion) entre el modelo discreto

y el continuo. A continuación describiremos el cómo proceder para determinar la

equivalencia.

49



2.3. Análisis dinámico del sistema de Ecuaciones

Diferenciales Ordinarias

Para determinar la equivalencia entre un modelo continuo y un modelo discreto

(booleano) de la RRG-NCT es necesario que el análisis dinámico (el determinar los

atractores y cuencas de atracción asociadas a ellos) del modelo continuo recupere las

propiedades de la dinámica del modelo discreto (booleano): cuatro atractores (IV,

CQ, CEp y CEn) y sus respectivas cuencas de atracción (25 % para IV, 7 % para QC,

50 % para CEp y 17 % para CEn). Para mostrar la equivalencia es necesario, primero

resolver el sistema de EDOs. Lo anterior se traduce en resolver problemas de valores

iniciales. A continuación se describe en qué consisten dichos problemas.

La forma general de una ecuación diferencial ordinaria (EDO) es:

y′ = f(x, y) (2.25)

donde f es una función de x y y. A x se le llama variable independiente y a y = y(x)

la variable dependiente. Las ecuaciones de la forma (2.25) son llamadas de primer

orden porque no contienen derivadas de orden superior a 1. También se les llama

ordinarias porque y depende de una sola variable. Una función diferenciable y(x) es

una solución de la ecuación (2.25), si para todo x se cumple:

y(x) = f(x, y(x)) (2.26)

Si además, se supone que x0 se conoce, la solución de la ecuación (2.25), válida en el

intervalo [x0, x1], se puede obtener integrando por ambos lados a la ecuación (2.25)
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con respecto de x:

y(x)− y(x0) =

∫
f(t, y(t))dt, xε[x0, x1]. (2.27)

En algunos casos esta integral puede ser calculada, cuando eso pasa se dice que se

obtiene una solución anaĺıtica. Podŕıa pensarse que la regla es encontrar soluciones

anaĺıticas para EDOs, pero al contrario, es la excepción [76]. Por esta razón es necesa-

rio resolver las EDOs numéricamente. Esta forma consiste en dividir el dominio de la

variable independiente x en un número finito de puntos, y a partir de ellos calcular los

valores aproximados de las variables dependientes y y las derivadas de y con respecto

a los puntos elegidos. Se sabe que la solución de una EDO contiene un parámetro C,

por ej. la solución anaĺıtica de:

y′ = y2 + 1 (2.28)

es:

y = tan(x+ C) (2.29)

y ese parámetro queda determinado si imponemos una condición inicial de la forma

y(x0) = y0. El problema del valor inicial (PVI) depende de cuál sea la condición

inicial que determina el inicio del intervalo de integración. Por ej., si introducimos la

condición inicial de y(0)=1 para la ecuación (2.28), al sustitur en la ecuación (2.29)

tendŕıamos: y(0) = tan(0+C) = 1 => c = arctan(1) = π
4
, por lo tanto y = tan(x∗ π

4
)

es la única solucion. La representación general de un PVI de primer orden es:

y′ = f(x, y) (2.30)

con

y(x0) = y0 (2.31)
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donde y puede ser un vector. Respecto a nuestro objetivo, el primer paso para deter-

minar la equivalencia entre el modelo continuo y el modelo discreto (booleano) de la

RRG-NCT será resolver problemas de valor inicial de las EDOs (con el valor de k y ε

establecidos en Métodos, y un valor de b = 100) de la forma de la ecuación (2.14) para

cada uno de los valores iniciales o condiciones iniciales (512 = 29, ver Introducción)

compuestos solamente de ceros y unos, p. ej. (0,1,0,1,0,1,0,1,0). Eso se hará con códi-

gos de R, al utilizar las funciones que proveen los paquetes deSolve [77] y rootSolve

[77]. Para ello tendremos que almacenar las 512 condiciones iniciales compuestas por

ceros y unos en una matriz, compuesta de 9 columnas (los 9 nodos) y 512 filas (las

condiciones iniciales de 0s y 1s). Para cada columna de la matriz (los nodos) tendre-

mos que generar un histograma, y para que podamos comparar estos histogramas,

tendremos que usar los mismos ĺımites para los ejes X y Y, respectivamente, en todos

los histogramas. El segundo paso consistirá en usar la función estad́ıstica kmeans para

2 centros, del paquete estad́ıstico R, con el objetivo de discretizar las soluciones del

sistema de 9 EDOs. El método estad́ıstico kmeans, consiste en particionar N puntos en

k grupos al minimizar la distancia de los puntos a k valores. Teniendo como resultado

k grupos con cantidades diferentes de puntos. En nuestro caso nos interesó k =2. El

último paso consistirá en comparar las soluciones discretizadas del modelo continuo

con el modelo discreto y comparar las cuencas de atracción para determinar si son

o no equivalentes los dos modelos. Para esto tendremos que comfirmar que dentro

de las soluciones sólo hay exactamente 4 opciones, i.e., los 4 atractores que recupe-

ra el modelo discreto (booleano), y si además recuperamos la misma proporción del

total de soluciones (cuenca de atracción). Para ello, todos los renglones (512) de la

Matriz donde almacenamos las soluciones, las tendremos que pegar consecutivamente

en un vector y este convertirlo de una variable numérica a una variable caracter. De

esta manera generaremos 4 variables tipo caracter, cada una con el patrón de 0s y

1s correspondiente a los 4 atractores de la dinámica del modelo discreto, y median-
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te una condición lógica compararemos cada atractor (como variable caracter) con el

vector caracter que contiene todas las soluciones, para obtener un vector lógico. De

esta forma bastará con contar el número de TRUEs para que podamos determinar la

cuenca de atracción del atractor comparado. Tendremos que hacer lo anterior para

cada uno de los 4 atractores. Si, cuando sumemos los TRUEs de todos los atractores

tenemos un número menor a 512, significará que al menos hay otro atractor ajeno a

los recuperados en el modelo discreto y no son equivalentes, si el caso es el contrario

entonces resultará que si son equivalentes.

2.4. Análisis de las Bifurcaciones

Una vez explicada la forma de determinar la equivalencia entre el modelo continuo

(sistema de EDOs) y el modelo discreto (booleano) es que se buscarán bifurcaciones,

es decir, cambios cualitativos en el espacio de estados (paisaje de atractores) ocasio-

nados por cambios en el valor de un parámetro. En este caso, el parámetro de interés

es el parámetro ki (tasa de degradación del nodo i) del sistema de EDOs. Si se confir-

ma lo último, se confirma la capacidad de los nodos de la RRG-NCT de reestructurar

el Paisaje de Atractores (PA). Se seguirán los siguientes pasos para confirmar bifur-

caciones en el PA: (1) se tomará un atractor espećıfico como condición inicial, en

un problema de valor inicial, del sistema de 9 ecuaciones diferenciales ordinarias. (2)

Para cada nodo activo en el estado del atractor se eligirá un conjunto de valores or-

denados para el parámetro de control (ki). (3) Con lo anterior, el sistema de EDOs se

resolverá numéricamente hasta alcanzar un estado de equilibrio, para cada tiempo se

usará un valor del parámetro diferente, abarcando todos los valores del parámetro en

un conjunto particular (ver Resultados). Y (4) Para cada gen activo de cada atractor,

en cada 1 de los 4 atractores, se generará una gráfica con los valores del parámetro ki

como variable independiente (eje x), y como variable dependiente (eje y), el valor y(x)
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representa la suma de las 9 entradas del vector solución para el sistema de EDOs.

Los pasos anteriores se harán para cada atractor. Las bifurcaciones se identificarán

cualitativamente por la ocurrencia de saltos en las gráficas.
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Caṕıtulo 3

Resultados

3.1. Análisis dinámico del modelo discreto (boo-

leano) de la RRG-NCT

Con base en el objetivo de este trabajo que es hacer un análisis preliminar del

efecto de alteraciones de las tasas de degradación de cada uno de los componentes

de la red de RRG-NCT de la ráız de A. thaliana en el paisaje de los atractores de la

misma, y con ello analizar hasta qué punto alteraciones en los niveles de expresión de

los genes son capaces de hacer que el sistema cambie de un atractor a otro, 3 pasos

previos tuvimos que hacer: El primero fue caracterizar el comportamiento dinámico

del modelo discreto (booleano) de la RRG y su Paisaje de Atractores (PA) asociado.

Por lo anterior analizamos el comportamiento dinámico global del modelo a través

de una exhaustiva caracterización de todos los atractores usando todas las condicio-

nes iniciales posibles (ver métodos). El orden de los nodos en las representaciones

de estado es: PLT, Auxina, ARF, IAA, SHR, SCR, JKD, MGP y WOX5. Encontra-

mos, conforme a lo esperado, cuatro atractores (las columnas de la figura 3.1): (1)

las células iniciales de la capa lateral de Columela-Epidermis, cuya representacioń de
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estados es (1,1,1,0,0,0,0,0,0), (2) las células Iniciales Vasculares, cuya representación

de estados es (1,1,1,0,1,0,0,0,0), (3) las células iniciales del Cortex-Endodermis, cuya

representación de estados es (1,1,1,0,1,1,1,1,0) y (4) las células del Centro Quiescente,

cuya representación de estados es (1,1,1,0,1,1,1,0,1). En la misma figura, cada 1 de

las 9 filas corresponde a 1 de los 9 nodos de la RRG-NCT. Como se mencionó en la

introducción, cada atractor tiene asociado una cuenca de atracción, que representa

a todas las condiciones iniciales cuyo estado ĺımite bajo la dinámica es el atractor

mismo. En el caso de la RRG-NCT, el 50 % de las condiciones iniciales convergen al

atractor Columela Epidermis, el 25 % de las condiciones iniciales convergen al atrac-

tor Iniciales Vasculares, el 14.84 % de las condiciones iniciales convergen al atractor

Cortex Endodermis, y el 10.16 % de las condiciones iniciales convergen al atractor

Centro Quiescente.

3.2. Análisis dinámico del sistema de Ecuaciones

Diferenciales Ordinarias

Respecto a la confirmación de la equivalencia entre el modelo continuo con el

modelo discreto, los histogramas para cada columna están en las figuras 3.2- 3.4.

Respecto a los ĺımites que se usaron para el eje X y el eje Y, el ĺımite inferior fue

el mı́nimo valor de la matriz y el superior fue el máximo valor de la matriz, y el

ĺımite inferior fue el cero y el ĺımite superior fue 512, pensando en el escenario de

que todos los datos quedaran en una clase (como puede apreciarse en la Figura 3.2),

respectivamente. En las figuras 3.3 y 3.4, las mayores frecuencuencias se encuentran en

los extremos del eje X, lo cual significa que la discretización en dos valores fue exitosa.

Por último, como puede verse en la tabla 3.1, la discretización de las soluciones del

sistema de 9 EDOs contiene únicamente los 4 atractores del modelo discreto y las
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Figura 3.1: Atractores del modelo discreto (booleano) de la RRG-NCT. Las columnas
corresponden a cada uno de los 4 atractores de la red: (1) Columela Epidermis,
(2) Iniciales Vasculares, (3) Cortex Endodermis y (4) Centro Quiescente. Cada fila
corresponde a 1 de los 9 nodos de la red, en el eje vertical está especificado a qué nodo
corresponde. El color rojo corresponde al estado 0 (ausente) del nodo y el color verde
corresponde al estado 1 (presente) del nodo. En la parte superior de las columnas, en
el eje horizontal, están (en porcentaje) los tamaños de las cuencas de atracción.

cuencas de atracción son casi idénticas (con b = 100). Por lo cual, conclúımos que el

modelo continuo (de EDOs) es equivalente al modelo discreto.
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Atractor Cuenca en el modelo continuo Cuenca en el modelo discreto

Columela Epidermis 256 256
Iniciales Vasculares 128 128
Cortex Endodermis 77 76
Centro Quiescente 51 52

Tabla 3.1: Cuencas de atracción del modelo discreto (booleano) y de las soluciones
del sistema de 9 EDOs después de discretizar.

Figura 3.2: Histogramas de PLT, ARF, Auxin y IAA generados a partir de las co-
lumnas 1-4 de la matriz que almacena las soluciones del sistema de 9 EDOs. Se
estandarizaron ambos ejes de cada histograma para poder comparar los 9 histogra-
mas. En el eje x el valor mı́nimo de la matriz y el valor máximo de la matriz son los
ĺımites inferior y superior, respectivamente. En el eje y el ĺımite inferior es cero y el
superior es 512. Nótese que las mayores frecuencias se encuentran en algún extremo
del eje x.
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Figura 3.3: Histogramas de SHR, SCR, JKD y MGP generados a partir de las co-
lumnas 5-8 de la matriz que almacena las soluciones del sistema de 9 EDOs. Se
estandarizaron ambos ejes de cada histograma para poder comparar los 9 histogra-
mas. En el eje x el valor mı́nimo de la matriz y el valor máximo de la matriz son los
ĺımites inferior y superior, respectivamente. En el eje y el ĺımite inferior es cero y el
superior es 512. Nótese que las mayores frecuencias se encuentran en los extremos del
eje x.
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Figura 3.4: Histograma de WOX5 generado a partir de la columna 9 de la matriz
que almacena las soluciones del sistema de 9 EDOs. Se estandarizaron ambos ejes
de cada histograma para poder comparar los 9 histogramas. En el eje x el valor
mı́nimo de la matriz y el valor máximo de la matriz son los ĺımites inferior y superior,
respectivamente. En el eje y el ĺımite inferior es cero y el superior es 512. Nótese que
las mayores frecuencias se encuentran en los extremos del eje x.
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A continuación lo que hicimos fue determinar un intervalo para el parámetro b

con el cual la dinámica del modelo continuo fuera equivalente (mismo número de

atractores y una similitud muy alta en los porcentajes de cuencas de atracción de

los atractores) a la dinámica del modelo. Para determinar el intervalo, resolvimos el

sistema de 9 EDOs (con k = 1 y ε = 1/2) con todas las condiciones iniciales posibles

de ceros y unos (ver Métodos), para 10 valores diferentes para b: 1, 5, 7.5, 10, 15, 20,

25, 30, 35 y 40. Y encontramos que para un valor de b ≥ 15 es posible recuperar los

mismos atractores y sus cuencas de atracción que los obtenidos con el modelo discreto

(ver figuras 3.5- 3.7). Aśı que decidimos elegir el valor de b = 35 para realizar los

análisis de bifurcación por ser capaz de recuperar los mismos atractores y las cuencas

de atracción del modelo discreto (booleano) y ser uno de los últimos valores probados.
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Figura 3.5: Atractores y sus respectivas cuencas de atracción recuperados con valores
de 1, 5, 7.5 y 10 para el parámetro b. NA refiere a un atractor que no es alguno de
los 4. 1 corresponde al atractor Iniciales Vasculares, 2 corresponde al atractor Centro
Quiescente, 3 corresponde al atractor Cortex Endodermis y 4 corresponde al atractor
Columela Epidermis. Los porcentajes indican el tamaño de la cuenca de atracción
asociada a cada atractor.
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Figura 3.6: Atractores y sus respectivas cuencas de atracción recuperados con valores
de 15, 20, 25 y 30 para el parámetro b. 1 corresponde al atractor Iniciales Vasculares,
2 corresponde al atractor Centro Quiescente, 3 corresponde al atractor Cortex Endo-
dermis y 4 corresponde al atractor Columela Epidermis. Los porcentajes indican el
tamaño de la cuenca de atracción asociada a cada atractor.
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Figura 3.7: Atractores y sus respectivas cuencas de atracción recuperados con valores
de 35 y 40 para el parámetro b. 1 corresponde al atractor Iniciales Vasculares, 2 corres-
ponde al atractor Centro Quiescente, 3 corresponde al atractor Cortex Endodermis y
4 corresponde al atractor Columela Epidermis. Los porcentajes indican el tamaño de
la cuenca de atracción asociada a cada atractor.

3.3. Análisis de las Bifurcaciones

Finalmente, el objetivo de esta sección es hacer el análisis preliminar del efec-

to de alteraciones de las tasas de degradación de cada uno de los componentes

de la red de RRG-NCT de la ráız de A. thaliana en el paisaje de los atractores

de la misma. Para ello, generamos un conjunto de gráficas, una por cada gen ac-

tivo en cada atractor, para cada uno de los 4 atractores (ver Figuras 3.8 - 3.13).

Para el atractor Columela Epidermis sólo el parámetro de degradación ki del no-

do Auxina (figura 3.8c) generó una bifurcación. Para el atractor Iniciales Vasculares

el parámetro de degradación ki Auxina (figura 3.9c) generó una bifurcación, al igual

que el parámetro ki del nodo SHR (figura 3.9d). La bifurcación de este último dirigió

al atractor Columela Epidermis. Para el atractor Cortex Endodermis, 4 bifurcaciones

fueron identificadas, la primera fue generada por el parámetro de degradación ki del
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nodo Auxina (figura 3.10c), la segunda fue generada por el parámetro de degrada-

ción ki del nodo SHR (figura 3.10d) que condujo al atractor Columela Epidermis, la

tercera bifurcación fue generada por el parámetro de degradación ki del nodo SCR

(figura 3.11a) y condujo al atractor Iniciales Vasculares, y la última bifurcación fue

generada por el parámetro de degradación ki del nodo MGP (figura 3.11c) y condujo

al atractor Centro Quiescente. Para el atractor Centro Quiescente también se identi-

ficaron 4 bifurcaciones: la primera la generó el parámetro de degradación ki del nodo

Auxina (figura 3.12c), la segunda la generó el parámetro de degradación ki del nodo

SHR (figura 3.12d) y condujo al atractor Columela Epidermis. La tercera la generó

el parámetro de degradación ki del nodo SCR (figura 3.13a) que condujo al atractor

Iniciales Vasculares. Y la cuarta la generó el parámetro de degradación ki del nodo

WOX5 (figura 3.13c) y condujo al atractor Cortex Endodermis.

Observamos que cada parámetro del nodo X que produce una bifurcación lo hace

siempre hacia el mismo atractor (figuras 3.14 y 3.15). El parámetro de degradación del

nodo Auxina condujo a un atractor desconocido, el del nodo SHR condujo al atractor

Columela Epidermis, el del nodo SCR conduce al atractor Iniciales Vasculares, el

del nodo MGP condujo al atractor Centro Quiescente, y el del nodo WOX5 condujo

al atractor Cortex Endodermis. También, para cada parámetro de degradación ki

identificamos que el valor para el cual se produjo la bifurcación (ver figuras 3.14

y 3.15), fue de 1.4 y solamente para dos parámetros no lo fue. El primero fue el

parámetro de degradación del nodo Auxina que generó la bifurcación en el valor 1.9, y

el segundo fue el parámetro de degradación del nodo WOX5 que generó la bifurcación

en el valor 1.99. La tabla 3.3 resume el número de bifurcaciones que cada nodo generó

y en qué atractor lo generó. Sólo 5 de los nodos involucrados en la RRG-NCT fueron

capaces de generar bifurcaciones.

La tabla 3.4 resume: (1) la capacidad de cada nodo, en cada atractor, para pro-
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Figura 3.8: Análisis de los parámetros de degradación ki de los nodos PLT, ARF y
Auxina en el atractor Columela Epidermis. Cada gráfica en el eje x, como variable
independiente, tiene los valores del parámetro de degradación ki del nodo. Y en el
eje y, como variable dependiente, el valor representa la suma de las 9 entradas del
vector solución para el sistema de 9 EDOs. Las ĺıneas punteadas, roja y verde están
presentes en una sola gráfica (gráfica de Auxina) donde se observó una bifurcación.
La ĺınea roja indica el atractor inicial y la ĺınea verde indica el atractor final. En la
parte superior derecha de la gráfica con ĺıneas punteadas se menciona que atractor
corresponde al inicial y cual al atractor final (CEp refiere a Columela Epidermis).
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Figura 3.9: Análisis de los parámetros de degradación ki de los nodos activos PLT,
ARF, SHR y Auxina en el atractor Iniciales Vasculares. Cada gráfica en el eje x,
como variable independiente, tiene los valores del parámetro de degradación ki del
nodo. Y en el eje y, como variable dependiente, el valor representa la suma de las 9
entradas del vector solución para el sistema de 9 EDOs. Las ĺıneas punteadas, roja y
verde están presentes en las gráficas donde se observó una bifurcación. La ĺınea roja
indica el atractor inicial y la ĺınea verde indica el atractor final. En la parte superior
derecha de las gráficas con ĺıneas punteadas se menciona el atractor que corresponde
al inicial y el que correponde cual al atractor final, respectivamente (CEp refiere a
Columela Epidermis e IV refiere a Iniciales Vasculares).
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Figura 3.10: Análisis de los parámetros de degradación ki de los nodos PLT, ARF,
SHR y Auxina en el atractor Cortex Endodermis. Cada gráfica en el eje x, como
variable independiente, tiene los valores del parámetro de degradación ki del nodo. Y
en el eje y, como variable dependiente, el valor representa la suma de las 9 entradas
del vector solución para el sistema de 9 EDOs. Las ĺıneas punteadas, roja y verde
están presentes en las gráficas donde se observó una bifurcación. La ĺınea roja indica el
atractor inicial y la ĺınea verde indica el atractor final. En la parte superior derecha de
las gráficas con ĺıneas punteadas se menciona el atractor que corresponde al inicial y el
que corresponde al atractor final, respectivamente (CEp refiere a Columela Epidermis
y CEn refiere a Cortex Endodermis).
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Figura 3.11: Análisis de los parámetros de degradación ki de los nodos SCR, JKD
y MGP en el atractor Cortex Endodermis. Cada gráfica en el eje x, como variable
independiente, tiene los valores del parámetro de degradación ki del nodo. Y en el eje
y, como variable dependiente, el valor representa la suma de las 9 entradas del vector
solución para el sistema de 9 EDOs. Las ĺıneas punteadas, roja y verde están presentes
en las gráficas donde se observó una bifurcacion. La ĺınea roja indica el atractor inicial
y la ĺınea verde indica el atractor final. En la parte superior derecha de las gráficas
con ĺıneas punteadas se menciona el atractor que corresponde al inicial y el que
corresponde al atractor final, respectivamente (CEp refiere a Columela Epidermis,
CEn refiere a Cortex Endodermis y CQ refiere a Centro Quiescente).
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Figura 3.12: Análisis de los parámetros de degradación ki de los nodos PLT, ARF,
SHR y Auxina en el atractor Centro Quiescente. Cada gráfica en el eje x, como
variable independiente, tiene los valores del parámetro de degradación ki del nodo. Y
en el eje y, como variable dependiente, el valor representa la suma de las 9 entradas
del vector solución para el sistema de 9 EDOs. Las ĺıneas punteadas, roja y verde
están presentes en las gráficas donde se observó una bifurcación. La ĺınea roja indica el
atractor inicial y la ĺınea verde indica el atractor final. En la parte superior derecha de
las gráficas con ĺıneas punteadas se menciona el atractor que corresponde al inicial y el
que corresponde al atractor final, respectivamente (CEp refiere a Columela Epidermis
y CQ refiere a Centro Quiescente).
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Figura 3.13: Análisis de los parámetros de degradación ki de los nodos SCR, JKD
y WOX5 en el atractor Centro Quiescente. Cada gráfica en el eje x, como variable
independiente, tiene los valores del parámetro de degradación ki del nodo. Y en el
eje y, como variable dependiente, el valor representa la suma de las 9 entradas del
vector solución para el sistema de 9 EDOs. Las ĺıneas punteadas, roja y verde están
presentes en las gráficas donde se observó una bifurcacion. La ĺınea roja indica el
atractor inicial y la ĺınea verde indica el atractor final. En la parte superior derecha
de las gráficas con ĺıneas punteadas se menciona el atractor que corresponde al inicial y
el que corresponde al atractor final, respectivamente (CQ refiere a Centro Quiescente,
IV refiere a Iniciales Vasculares y CEn refiere a Cortex Endodermis).
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Figura 3.14: Transiciones generadas por los parámetros de degradación ki de los nodos
SHR, SCR, Auxina y MGP. Del lado izquierdo de las figuras se muestran los atractores
iniciales, del lado derecho está el atractor final. En el centro de las figuras se muestra el
valor de ki suficiente para generar la transición (bifurcación). CEp refiere a Columela
Epidermis, IV refiere a Iniciales Vasculares, CEn refiere a Cortex Endodermis y CQ
refiere a Centro Quiescente.
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Figura 3.15: Transición generada por el parámetro k del gen WOX5. Del lado izquierdo
se muestra el atractor inicial, del lado derecho está el atractor final. En el centro se
muestra el valor de k suficiente para generar la transición (bifurcación). CEn refiere
a Cortex Endodermis y CQ refiere a Centro Quiescente.

Nodo No. de Bifurcaciones Atractor destino

SHR 3 CEp
SCR 2 IV
Auxin 4 Desconocido
MGP 1 CQ
WOX5 1 CEn

Tabla 3.2: Resumen de Bifurcaciones. En la primera columna, de izquierda a derecha,
nodos capaces de reestructurar el PA. En la segunda columna, el número de bifurca-
ciones que generó, y en la tercera columna, el atractor destino de esas bifurcaciones.
CEp refiere a Columela Epidermis, IV refiere a Iniciales Vasculares, CQ refiere a
Centro Quiescente y CEn refiere a Cortex Endodermis.

ducir una bifurcación en el Paisaje de Atractores, (2) El destino (atractor conocido o

desconocido) hacia el que condujo la bifurcación, y (3) el valor del parámetro de de-

gradación ki para el cual ocurrió la bifurcación. Encontramos que para cada atractor

al menos uno de sus nodos activos es capaz de producir una bifurcación.
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Atractor Nodo ¿Bifurcación? Valor (ki) Atractor destino

1 (CEp) PLT NO - -
1 ARF NO - -
1 Auxina SI 1.9 Desconocido
2 (IV) PLT NO - -
2 ARF NO - -
2 Auxina SI 1.9 Desconocido
2 SHR SI 1.4 CEp
3 (CEn) PLT NO - -
3 ARF NO - -
3 Auxina SI 1.9 Desconocido
3 JKD NO - -
3 SHR SI 1.4 CEp
3 SCR SI 1.4 IV
3 MGP SI 1.4 CQ
4 (CQ) PLT NO - -
4 ARF NO - -
4 Auxina SI 1.9 Desconocido
4 JKD NO - -
4 SHR SI 1.4 CEp
4 SCR SI 1.4 IV
4 WOX5 SI 1.99 CQ

Tabla 3.3: En la primera columna, de izquierda a derecha, Número de atractor. En
la segunda columna, el listado de los genes activos en cada atractor. En la tercera
columna, la capacidad o incapacidad de los genes de producir bifurcaciones. En la
cuarta columna, sólo para aquellos genes capaces de generar bifurcaciones, se mues-
tra el valor del parámetro ki que generó la bifurcación. En la última columna se
menciona el atractor destino de la bifurcación. CEp refiere a Columela Epidermis, IV
refiere a Iniciales Vasculares, CEn refiere a Cortex Endodermis y CQ refiere a Centro
Quiescente.
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Caṕıtulo 4

Discusión

EL objetivo de este trabajo es hacer un análisis preliminar del efecto de alte-

raciones de las tasas de degradación de cada uno de los componentes de la red de

RRG-NCT de la ráız de A. thaliana en el paisaje de los atractores de la misma. Y

con ello, analizar hasta qué punto alteraciones en los niveles de expresión de los genes

son capaces de hacer que el sistema cambie de un atractor a otro. Conforme a lo

anterior obtuvimos: 1) la dinámica del modelo discreto (booleano) de la RRG-NCT

de ráız de A. thaliana (ver figura 3.1), 2) un modelo continuo (de Ecuaciones Dife-

renciales Ordinarias) equivalente al modelo discreto (booleano) de la RRG-NCT, 3)

un análisis de bifurcación, con el parámetro de degradación ki2 como parámetro de

control y 4) transiciones entre atractores del Nicho de Células Troncales (NCT) de

la ráız (ver tabla 3.4). A continuación se mencionan las transiciones entre atractores

que se identificaron (ver figuras 3.14 y 3.15) y los posibles significados biológicos que

podŕıan tener.

Al resolver el sistema de EDOs con la condición inicial (1,1,1,0,1,0,0,0,0) que corres-

ponde al atractor Iniciales Vasculares y modificar el valor del parámetro de degra-

dación ki2 del nodo SHR a 1.4, se pierde dicha condición y se recupera el estado

(1,1,1,0,0,0,0,0,0) que corresponde al atractor Columela Epidermis. Esto podŕıa ser
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corroborado si al examinar plantas sin el gen SHR el enhancer trap Q1630 (que se

expresa en células iniciales de columela) aparece en la posición de las iniciales vascula-

res. Experimentalmente se ha observado que al ablir las células del centro quiescente,

son iniciales vasculares las que ocupan su lugar y adquieren su identidad celular ([78]).

También se ha reportado que al ablir una inicial de cortex-endodermis, es una ini-

cial vascular la que ocupa su lugar y adquiere su identidad celular. Pero este par de

ejemplos, en principio no podŕıan ser explicados por aumentar la tasa de degradación

del producto de uno de los 9 nodos considerados en este trabajo, porque tanto el

centro quiescente como iniciales de cortex-endodermis tienen más expresados que las

iniciales vasculares. Otro mecanismo debe mediar esta transición.

Al resolver el sistema de EDOs con la condición inicial (1,1,1,0,1,1,1,1,0) que corres-

ponde al atractor Cortex Endodermis y modificar el valor del parámetro de degra-

dación ki2 del nodo SHR a 1.4, se pierde dicha condición y se recupera el estado

(1,1,1,0,0,0,0,0,0) que corresponde al atractor Columela Epidermis. La evidencia ex-

perimental muestra que la pérdida de este gen no es suficiente para que las iniciales

cortex-endodermis pierdan su identidad, si no que solamente son células diferenciadas

del cortex y de endodermis las que se ven afectadas ([46]). Bajo la misma condición

inicial, pero ahora al modificar el valor del parámetro de degradación ki2 de SCR a

1.4, se pierde dicha condición y se recupera el estado (1,1,1,0,1,0,0,0,0) que corres-

ponde al atractor Iniciales Vasculares. De igual forma que la transición pasada, la

evidencia experimental muestra que la pérdida de este gen no es suficiente para que

las iniciales cortex-endodermis pierdan su identidad, si no que solamente son células

diferenciadas del cortex y de endodermis las que se ven afectadas ([47]). Nuevamente,

al modificar solamente el valor del parámetro de degradación ki2 del nodo MGP se

pierde la condición inicial (1,1,1,0,1,1,1,1,0) y se recupera el estado (1,1,1,0,1,1,1,0,1)

que corresponde al atractor Centro Quiescente. La propuesta es examinar si en plan-

tas sin el gen MGP el trap QC184 o el QC25 o el QC46 de promotor aparecen en la
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posición de las iniciales Cortex-Endodermis.

Al resolver el sistema de EDOs con la condición inicial (1,1,1,0,1,1,1,0,1) que corres-

ponde al atractor Centro Quiescente y modificar el valor del parámetro de degra-

dación ki2 del nodo SHR a 1.4, se pierde dicha condición y se recupera el estado

(1,1,1,0,0,0,0,0,0) que corresponde al atractor Columela Epidermis. Esto podŕıa ser

corroborado si al examinar plantas sin el gen SHR el enhancer trap Q1630 (que se

expresa en células iniciales de columela) aparece en la posición de las células del

centro quiescente. Bajo la misma condición inicial, pero ahora al modificar el valor

del parámetro de degradación ki2 del nodo SCR a 1.4 se pierde dicha condición y se

recupera el estado (1,1,1,0,1,0,0,0,0) que corresponde al atractor Iniciales Vasculares.

Nuevamente, al modificar solamente el valor del parámetro de degradación ki2 del no-

do WOX5 a 1.99, se pierde la condición inicial se recupera el estado (1,1,1,0,1,1,1,1,0)

que corresponde al atractor Cortex Endodermis. También la propuesta es examinar

si en plantas sin el gen WOX5 el trap CD 92 de promotor (indicador de iniciales

Cortex- Endodermis) aparece en la posición de las células del centro quiescente.

Cabe destacar que todos los nodos que produjeron alguna bifurcación pertenecen

al módulo SCR/SHR o tienen alguna interacción con los genes pertenecientes a este

módulo (ver Introducción), y que a excepción de WOX5, ningún otro nodo fuera de es-

te módulo produjo bifurcación alguna.

Respecto al nodo PLT que no produjo bifurcación alguna, queda corroborado con

que el fenotipo de las cuádruples mutantes ([41, 42]) pierde las iniciales del NCT y

por lo tanto determina el meristemo, indicándonos el que no se haya producido alguna

bifurcación con PLT, que estos genes son escenciales para el NCT.

Respecto a que las bifurcaciones de Auxina hayan convergido a un atractor descono-

cido podŕıa tener sentido bajo la evidencia que indica que la pérdida del máximo de

Auxina en QC e iniciales de columela, ocasiona que ambas se conviertan en células

77



de columela diferenciadas ([43]).

Por último cabe mencionar algunas de las ventajas que se identificaron para cada tipo

de modelo: 1) el modelo discreto nos resultó útil para determinar el mı́nimo número

de nodos necesarios y suficientes para recuperar un fenotipo observado, en nuestro

caso el fenotipo del NCT de ráız, 2) el modelo continuo equivalente al modelo discreto

nos fue útil para extender el modelo discreto y hacer estudios de cómo se diferencian

las tasas de decaimientos de los genes, valores interruptores de expresión, tasas de

saturación y otros aspectos cuantitativos; aspectos que no es posible analizar con el

modelo discreto, y 3) El análisis de bifurcaciones nos fue útil para explorar y proponer

mecanismos y rutas para transitar de un atractor (tipo celular) a otro. En particular,

la tasa de degradación pareció ser un mecanismo capaz de generar estas transiciones.

Tanto la investigación en torno a la red de regulación que sustenta la diferenciación

celular y formación de patrones en el NCT de la ráız de Arabidopsis thaliana, como

el análisis de la reestructuración del paisaje de los atractores a los cuales conver-

ge dicha red, se ha seguido investigando por distintos miembros del Laboratorio de

Genética Molecular, Epigenética, Desarrollo y Evolución de Plantas (en particular

ver Garćıa, et. al. [105]). Esta tesis constituyó parte de los análisis preliminares del

repatroneamiento del paisaje de atractores usando las metodoloǵıas propuestas por

Dávila-Velderráın [73].
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Caṕıtulo 5

Conclusiones

No todos los nodos produjeron alguna bifurcación. Los nodos que si lo hicieron,

no fue aleatoria la transición que se produjo ni tampoco el gen que lo produjo. Dado

un nodo que si produjo una bifurcación, sin importar del atractor inicial del que se

partiera, siempre terminaba en el mismo atractor final. Estos nodos fueron: (SHR,

SCR, Auxina, WOX5 y MGP). De confirmarse experimentalmente lo anterior, expone

una forma de robustez del meristemo para recuperar cualquier pérdida de iniciales a

partir de otro grupo de iniciales. Nuevamente señalar que estas conclusiones provie-

nen de los análisis preliminares del repatroneamiento del paisaje de atractores usando

las metodoloǵıas propuestas por Dávila-Velderráın [73], y que se ha seguido investi-

gando por distintos miembros del Laboratorio de Genética Molecular, Epigenética,

Desarrollo y Evolución de Plantas (En particular ver Garćıa, et. al. [105]).
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