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INTRODUCCION

Los procesos de proliferacién y diferenciacién celular estan determinados por
una serie compleja de acciones en las cuales se encuentran involucradas una
gran cantidad de entidades bioquimicas tales como enzimas, genes, factores
de transcripcién, etc. La interaccién de estas entidades en procesos de desa-
rrollo bioldgico no estd completamente entendida; sin embargo, para una
gran cantidad de dichos procesos se cuenta con informacién suficiente de
cémo interactian las entidades bioquimicas para llevar acabo un fin comun.

La informacién bioquimica puede englobarse en una red que puede llegar a
ser muy compleja, dependiendo del niimero de entidades participantes y de
las interacciones entre si. Esto permite definir redes regulatorias, que pue-
den estudiarse mediante el empleo de métodos matematicos que cuantifican
el destino del desarrollo de un sistema biolégico. Mediante la aplicaciéon de
algoritmos matematicos bien establecidos se puede identificar los elementos
indispensables de cada red y reducir la complejidad de la misma. El estudio
matematico de las redes regulatorias puede efectuarse estableciendo una co-
rrespondencia entre las interacciones bioquimicas y reglas 1égicas descritas
por funciones booleanas. Esto da lugar a mapeos dinamicos discretos que
permiten describir la evolucién temporal del sistema y conocer sus estados
estacionarios o atractores. Estos atractores representan los fenotipos celula-
res, segun la hipdtesis propuesta por Kauffman.

Los mapeos dindmicos discretos pueden extenderse y considerar mapeos
dindmicos continuos descritos por sistemas de ecuaciones diferenciales, los
cuales al permitir una variacién continua tanto de las variables dindmicas
como de los parametros del sistema, proporcionan una visién méas detallada
de la dindmica de la red. Para ello es necesario establecer reglas de corres-
pondencia entre las variables discretas booleanas y variables continuas con
un comportamiento de tipo dicotémico.

En general, el desarrollo morfogenético depende de una regulaciéon temporal
y espacial controlada por la sincronizacion y el nivel de expresién de genes
homedticos, de igual manera e importancia es el microambiente. Una alte-
racion en la sincronizacién o en el nivel de expresién de los genes homedti-
cos causan cambios en los patrones del desarrollo morfogenético y algunas
veces llegan a manifestarse fenotipicamente. En este trabajo se estudia la
relacién entre el desarrollo morfogenético y los tiempos de relajacién y ni-
vel de expresion de los genes y factores de transcripcion involucrados en la
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red regulatoria genética de un sistema bioldgico especifico. En particular, se
considerd la red regulatoria genética de la planta floral Arabidopsis thaliana.
Esta es una de las redes mejor caracterizadas experimentalmente dado que
se conocen tanto los genes que la integran como las interacciones que los
regulan.

Durante el desarrollo de la planta con flor Arabidopsis thaliana, se presenta,
la formacion de las inflorescencias y de los érganos florales; cuya secuencia
temporal y espacial (de afuera hacia adentro) es: sépalos, pétalos, estambres
y carpelos. En el presente estudio se muestra que la expresiéon temporal y
espacial de dicho patrén sélo se manifiesta si existe una jerarquizacién en
los tiempos de expresion de los genes centrales de la red regulatoria y un mi-
croambiente correcto. Este resultado puede ser general y extenderse a otros
sistemas bioldgicos.

Para establecer las bases que nos permitan el estudio del sistema plantea-
do, en el capitulo 1 se introducen los procesos bioquimicos fundamentales
involucrados en el desarrollo y proliferacion celular, asi como errores come-
tidos por el sistema durante estos procesos que en algunos casos llegan a
modificar la expresién fenotipica. En el capitulo 2 se hace un andlisis deta-
llado del desarrollo celular en la planta Arabidopsis thalina y se describen
las vias de senalizaciéon dirigidas por los genes centrales para el desarrollo
de la planta. También se presenta el modelo de genes ABC y su importan-
cia en la organogénesis. En el capitulo 3 se introducen las representaciones
matematicas de las redes regulatorias genéticas, tanto en el caso discreto
como en el continuo. Se discuten también algunos conceptos de sistemas
dinamicos relevantes para nuestro estudio enfatizando la importancia de las
jerarquias de los tiempos caracteristicos de expresién de los genes y factores
de transcripcion. Finalmente, en el capitulo 4 se presentan los resultados
obtenidos para la Arabidopsis thaliana.
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Capitulo 1

Mecanismos del desarrollo

Uno de los aspectos caracteristicos de la biologia evolutiva es que esta enrai-
zada en un mecanismo organizativo tinico, conocido como seleccién natural.
La biologia molecular propone que el ADN es el transportador de la infor-
macién genética de los seres vivos y que este puede replicarse, transmitiendo
la informacién genética a generaciones proximas. El ADN también se trans-
cribe a ARN mensajero (ARNm) y es traducido a proteinas.

1.1. Ciclo celular

El ciclo celular trata del ciclo de vida de las células sométicas (aquellas que
conforman el crecimiento de los tejidos y 6rganos, provenientes de células ma-
dre), y conduce al crecimiento de la célula y su divisién en dos células hijas.
Comprende dos fases: la interfase y la divisién celular. Durante la interfase
los cromosomas muestran una estructura granular y difusa; estd contituida
por las fases G1, S y G2.

La fase G1 (del vocablo inglés gap= hueco, intervalo) es el periodo que trans-
curre entre el fin de una mitosis y el inicio de la sintesis de ADN. Tiene una
duracién aproximada entre 6 y 12 horas, la célula dobla su tamano y masa
debido a la continua sintesis de todos sus componentes como resultado de
la expresion de los genes que codifican a las proteinas responsables de su
fenotipo particular. En la fase S (sintesis del ADN) se replica el ADN. Cada
cromosoma pasa a tener dos moléculas de ADN que son copia una de la otra;
tiene una duracién de 6 a 8 horas. En la fase G2 las células se preparan para
la separacion en dos células hijas y sintetizan todas las enzimas que inter-
vienen en la division celular y dura aproximadamente entre 3 y 4 horas. La
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1.1. CICLO CELULAR

Figura 1.1.1.1: Diagrama que muestra las etapas que conforman el ciclo celular en
eucariotas. (Adaptada de [2]).

mitosis (M) corresponde a la divisién celular propiamente dicha, el tiempo
que dura el ciclo celular depende del tipo de célula (ver Fig. 1.1.1.1).

1.1.1. Mitosis

La mitosis (M) se divide en: profase, metafase, anafase y telofase. En la
profase los cromosomas replicados se condensan, el nucleolo y la membrana
celular desaparecen al término de esta fase. La metafase da inicio con la
aparicién del huso mitético, estructura bipolar microfibrilar que se forma a
expensa de los centriolos. Cada cromosoma se une a través del centrémero
a las fibras del huso mitético, esta estructura se conoce como cinetocoro.
Los cromosomas se alinean en la parte medial del huso mitético generando-
se una estructura que se conoce como placa ecuatorial, en este momento
los cromosomas alcanzan su maximo grado de condensacién. En la anafase
los centromeros se dividen longitudinalmente, las dos cromatinas hermanas
empiezan a moverse hacia los polos opuestos del huso, movimiento genera-
do por el acortamiento progresivo de las fibras del huso. Al término de la
anafase cada grupo tendré el mismo nimero de cromosomas y el mismo con-
tenido de material genético que el nticleo que dio origen. Durante la telofase
la membrana celular se forma alrededor de cada grupo de cromosomas, apa-
recen el nucleolo y el huso mitotico desaparece. Los cromosomas empiezan
a descondensarse. Las dos células hijas estdn completamente formadas, en
células que se dividen continuamente la mitosis dura menos de una hora.
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1.1. CICLO CELULAR

Figura 1.1.1.2: Diagrama que muestra el procedimiento de la mitosis. En la primera
imagen (esquina superior izquierda) los cromosomas estdn alineados en la parte medial
del huso mitético. En la imagen siguiente hacia la derecha se inicia la divisién de los
centromeros. En la imagen superior derecha las cromatinas hermanas ya estdn en los
extremos del huso mitético. En las imagenes siguientes hacia abajo la anafase llega a su
término con lo que las cromatinas se separan totalmente. En la tercera linea se da fin a la
anafase. En la tultima linea se observa la telofase, es decir, la formacién de la membrana
celular alrededor de cada grupo de cromosomas (Adaptada de [4]).

Durante la mitosis no hay intercambios genéticos, por lo que se asume que
este tipo de divisién celular es esencialmente conservativo (ver Fig.1.1.1.2).

1.1.2. Meiosis

La meiosis es un tipo de divisién celular mas compleja, es un proceso que
puede requerir dias e incluso semanas. Consiste de dos divisiones nucleares
sucesivas y una sola replicacién del material genétio. Como resultado se for-
man cuatro células haploides con un solo contenido de material genético.

La meiosis I trata de la primera division meidtica y se conoce como la fa-
se reduccional ya que el nimero de cromosomas se reduce a la mitad. Por
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1.2. MATERIAL GENETICO

analogia con la mitosis las fases de la meiosis I se denominan profase I, me-
tafase I, anafase I y telofase I. A su vez la profase consta de varias subfases:
leptéteno, cigéteno, paquiteno, dipléteno y diacinesis. En el leptéteno los
cromosomas se observan como fibras filamentosas, los pares de cromatidas
empiezan a aparearse. La fase cigéteno se caracteriza por el apareamiento de
las cromatidas hermanas de los cromosomas homologos, estos apareamientos
empiezan en los extremos de los cromosomas. Durante el paquiteno ocurre
el intercambio de la informacién genética o recombinacion homoéloga. En el
dipléteno los cromosomas empiezan a separarse. En la diacinesis los cromo-
somas contintan separandose, la membrana nuclear comienza a desaparecer
y se inicia la formacién del huso mitotico. En la metafase I los cromosomas
empiezan a formar la placa ecuatorial, los centrémeros de los dos cromoso-
mas homdlogos se encuentran en lados opuestos de la placa. En la anafase
los cromosomas homélogos cuyas cromatidas estan unidas al centrémero se
separan y se mueven a los polos opuestos del huso, de ahi el nombre de fase
reduccional. En la telofase I las dos células hijas tienen un genoma haploide
de cromosomas. El huso mitético desaparece y, dependiendo la especie, pue-
de formarse una membrana nuclear que rodea a cada célula, o bien, inicia la
segunda divisién mitdtica. En cualquier caso nunca ocurre una replicacion
entre las dos divisiones mitéticas. La segunda divisién meidtica o meiosis I1
forma cuatro células cada una haploide y es muy parecida a la mitosis.

Durante la meiosis se lleva a cabo el intercambio genético y por lo tanto los
productos pueden diferir en cuanto al contenido genético. La recombinacién
entre cromatidas, conlleva a generar una gran variabilidad genética, los in-
tercambios se llevan a cabo, de una meiosis a otra, en puntos diferentes a
lo largo de los cromosomas, por lo que es dificil que se repita el patrén de
intercambios. El nimero de combinaciones posibles de cromosomas es muy
grande cuando el nimero de cromosomas en una especie también es grande,
por lo que la probabilidad de que los cromosomas sexuales haploides tengan
informacién de un solo progenitor es muy pequena (ver Fig. 1.1.1.3).

1.2. Material genético

El gen es la unidad funcional fundamental de la herencia, desde el punto
de vista fisico es un pequeno fragmento de la doble hélice que conforma
a la molécula del dcido desoxirribonucleico (ver Fig.1.1.2.1). Los genes ex-
presan en cada generacion la informacion hereditaria que se encuentra en
las secuencias de nucleétidos del ADN, expresién que especifica la secuencia

14



1.2. MATERIAL GENETICO

Figura 1.1.1.3: Diagrama que muestra la meiosis realizada por los gametos sexuales, la
combinacién de colores en los cromosomas representan el intercambio genético. (Adaptada

de [6]).

de los aminodcidos de las proteinas. Cada tipo de célula diferenciada pro-
duce un conjunto de proteinas especifico bajo el principio de equivalencia
nuclear: los nicleos de todas las células adultas contienen la misma infor-
macién genética pero la expresan de forma distinta.

Las células deben identificarse por su localizacién para la diferenciacién co-
rrecta de los musculos, tubo digestivo y otros tejidos. Los cambios en la
especificacién de los destinos celulares se lleva a cabo por los genes ho-
meoticos y por los entornos celulares. En los animales vertebrados los genes
homedticos méds importantes tienen una regién de unién al DNA denomina-
da locus Hox cuyo andlogo en las flores es conocido como MADS.

Los genes se encuentran en los organismos diploides en formas alternadas
denominadas alelos, en una poblacion de organismos pueden existir diferen-
tes alelos pero solo un simple alelo puede estar presente en el locus de un gen
en un solo cromosoma. EI ADN de un organismo se encuentra depositado en
el genoma. Este puede presentarse en una forma tnica denominada haploide
(bacterias, algas, hongos y gametos sexuales) o en dos genomas denomina-
dos diploides (plantas y animales). El genoma esté constituido por una sola
molécula de DNA organizada en el cromosoma. En los organismos diploides
los dos cromosomas de un par se llaman cromosomas homologos.

El ADN tiene una estructura lineal en forma de doble hélice. Cada cadena
de la doble hélice estd formada por nucledtidos que consisten de un grupo
fosfato, una molécula de azicar desoxirribosa y una de las cuatro bases ni-

15



1.2. MATERIAL GENETICO

Figura 1.1.2.1: El gen es la unidad fundamental de la herencia, se trata de un pequeio
fragmento de la doble hélice del ADN. (Adaptada de [7])

trogenadas: adenina (A), timina (T), citosina (C) y guanina (G). Las bases
nitrogenadas se encuentran en el centro de la molécula de doble hélice, y
se unen entre si a través de puentes de hidrégeno, dos entre la adenina y
timina y tres entre la guanina y citosina (ver Fig.1.1.2.2).

Existen tres tipos de ADN: A, B y Z. En las formas A y B las hélices giran
hacia la derecha. En la forma A los puentes de hidrégeno adquieren una con-
formacién diagonal, se forma a partir de ocho bases centrales GGTATACC.
En la forma B los puentes de hidrégeno son perpendiculaes, se forman a
partir de 10 bases centrales CGCGAATTCGCG. En la forma Z las hélices
giran hacia la izquierda, el apareamiento central se lleva a cabo entre cuatro
bases CG a partir de la secuencia CGCGCG.

1.2.1. Empaquetamiento del ADN

El ADN esté asociado a proteinas, las proteinas estructurales son las histo-
nas y las que intervienen en funciones precisas son las no histonas. E1l ADN
se encuentra empaquetado en un alto grado de organizacién, por niveles, lo
que conforma la cromatina. Estos niveles de empaquetamiento de menor a
mayor, son los siguientes: la doble hélice mide 2 nm. El siguiente nivel de
empaquetamiento estructural esta formado por un octamero de proteinas
histonas H2A, H2B, H3 y H3, alrededor de las cuales se encuentran 146
pares de bases de ADN. Esta unidad bésica de la cromatina es el nivel en
el cual se llevan a cabo todas las funciones del ADN: replicacién, expresién
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1.2. MATERIAL GENETICO

Figura 1.1.2.2: Esquema del 4cido desoxirribonucleico (ADN), donde se muestran
los nucleétidos formados por un grupo fostato, una desoxirribosa y una base nitrogenada.
También se aprecian los puentes de hidrégeno mediante los cuales se unen los nuceétidos

(Adaptada de [8])

génica y repacion.

El nucleosoma esta formado por octameros, tiene el aspecto de un “collar de
perlas” o un rosario pues estd formado por la doble hélice del ADN enrolla-
da sobre sucesivos octameros y mide 11 nm. El siguiente nivel es la fibra de
cromatina en la cual el nucleosoma esta formando, mediante la histona H1,
una estructura que se conoce como solenoide que mide 30 nm. La estructura
de la cromatina después de este nivel es compleja y no se ha terminado de
dilucidar, pese a ello, se piensa que el plegamiento de una fibra de nucleo-
somas se encuentra ensamblado en un andamio de proteinas, diferentes de
las histonas, formando asas y mide 300 nm. La forma condensada de este
andamio constituye el cromosoma que mide 1400 nm (ver Fig.1.1.2.3).

Los cambios en la cromatina son conocidos como regulacién epigenética y se
dan principalmente por el tipo de histonas y modificaciones en sus colas, esta
regulacién es controlada por procesos tales como: la acetilacién, metilacion,
fosforilacién, ubiquitinacién, etc. Cada cambio es realizado por diferentes
familias de proteinas, también existen familias de proteinas que corrigen
estos cambios. Cada marca en las histonas sirve para mantener el estado
activo o inactivo de transcripcion.

17



1.2. MATERIAL GENETICO

Figura 1.1.2.3: Diagrama que ejemplifica el empaquetamiento del ADN. En la primera
imagen se muestra la doble hélice que mide 2 nm, posteriormente se tiene al octdmero, los
octameros contituyen al nucleosoma de 11 nm. La estructura siguiente es el solenoide de
30 nm. La siguiente imagen muestra la forma que se cree puede tener la cromatina a una
escala de 300 nm y 700 nm, finalmente se muestra el cromosoma de 1400 nm. (Adaptada
de [9])

Metilacion

La metilacién es el principal mecanismo de regulacién epigenética, consiste
en transferir grupos metilos a algunas de las bases citosinas (C) del ADN. La
funcién principal de la metilacién es el control del proceso de transcripcion,
logrando alteraciones en la transcripcién genética sin la necesidad de pro-
vocar alteraciones en la estructura del ADN. También pueden ser metiladas
las proteinas regulando asi su funcion.

La metilacién es un proceso epigenético que participa en la regulaciéon de la
expresion génica de dos maneras, directamente al impedir la unién de facto-
res de transcripcién, e indirectamente propiciando la estructura “cerrada”
de la cromatina. Del 2% al 7% de las bases citosinas del ADN de los ani-
males estan metiladas (los valores varian de acuerdo a la especie). La mayor
parte de los grupos metilados son encontrados en dobletes CG, y de hecho,

18



1.3. REPLICACION

la mayoria de las secuencias CG estan metiladas. Por lo general los residuos
C en ambas hebras estan metiladas. Tal condicién es descrita como “fully
methylate”.

En la replicacién del ADN cada hija doble (daughter duplex) tiene una hélice
metilada y una hélice no metilada. Tal condicién es llamada hemimetilado.
La perpetuacién del sitio metilado depende de lo que sucede con el ADN
hemimetilado. Si la metilacién de la hélice no metilada ocurre, el sitio es res-
taurado a la condicién totalmente metilada. Sin embargo, si la replicacién
ocurre primero entonces la condicién hemimetilada permanece en alguna de
las hijas dobles y en la otra hija doble uno de los sitios llega a convertirse
en no metilado (ver Fig.1.1.2.4).

Existen dos tipos de metilacién: 1) Metilacién de mantenimiento que anade
grupos metilo a cadenas de ADN en lugares opuestos a los metilados en
la cadena madre provocando que el nuevo ADN mantenga un patrén de
metilacién después de la divisién celular. 2) La metilacién de novo agrega
grupos metilo en posiciones totalmente nuevas, pudiendo cambiar el patrén
de metilacion en una regién localizada del genoma. La metilacion del ADN
se encuentra controlada por metilasas, que se suman a los grupos metil de la
5’ posicion de la citosina, y por demetilasas las cuales remueven los grupos
metil (el nombre mas formal para las enzimas es metiltransferansa).

1.3. Replicacién

La replicacién es un proceso semiconservativo ya que cada hebra del DNA
sirve como molde para la réplica de la complementaria. Inicia con la rela-
jacion del enrollamiento de la molécula, proceso que es mediado por las
enzimas topoisomerasas, ademadas estas proteinas introducen cortes en la
molécula. La topoisomerasa I corta hélices sencillas mientras mientras que
la topoisomerasa II corta la doble hélice. Estas moléculas también rehacen
el enrollamiento molecular. La separaciéon de ambas hebras es llevada a cabo
por las enzimas helicasas que rompen los puentes de hidrégeno que mantie-
nen unidas a las dos hebras, en cada hebra se une una molécula de helicasa.
La proteina estabilizadora de union a hebra sencilla (SSB: single strand bin-
ding protein) se une a cada una de las dos hebras lo cual impide que se
vuelvan a formar los puentes de hidrégeno entre las bases complementarias.

El punto donde la doble hélice se separa se conoce como origen de la repli-
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1.4. EXPRESION GENICA

Figura 1.1.2.4: Diagrama que muestra el proceso de metilacién en la replicacién del
ADN, se puede apreciar como una de las hebras de la doble hélice no llega a ser metilada.
(Adaptada de [10])

cacion, en los eucariontes existen varios origenes de replicacién debido a la
enorme longitud de los cromosomas. Una vez que las hebras se han separado
las enzimas polimerasas ocupan el lugar, las cuales estan encargadas de ir
incorporando los nucledtidos complementarios a la hebra en crecimiento. Pa-
ra que las polimerasas puedan iniciar la polimerizacién se requiere que haya
una pequena pieza de RNA de 10 nucleétidos que funciona como cebador
y a partir de la cual se pueden ir anadiendo a la cadena en crecimiento los
nucleétidos complementarios (ver Fig.1.1.3.1).

1.4. Expresion génica

El primer paso en la expresion génica es la transcripcion de la informacion
contenida en el ADN a una molécula de cadena sencilla: el 4cido ribonucléico
(ARN) que contiene como azucar a la ribosa. El ARN estd compuesto, como
el ADN, de nucleétidos, la tnica diferencia en cuanto a su composicién es
que en lugar de la base nitrogenada timina se encuentra el uracilo (U).
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1.4. EXPRESION GENICA

Figura 1.1.3.1: Esquema representante de la replicacién del ADN. Se aprecian las
enzimas participantes en dicho proceso (Adaptada de [11])

Los genes tienen en un extremo secuencias reguladoras, a las que se unen
diversas proteinas que regulan la transcripcién, y en el otro extremo tienen
secuencias que codifican para la terminacién de la transcripcion. En los ge-
nes la secuencia que codifica para los dominios estructurales de la proteina,
denominados exones, estd interrumpida por secuencias no codificantes deno-
minadas intrones. Estos son removidos en el ntucleo del transcrito primario
quedando la secuencia de ARN mensajero maduro formado tinicamente por
exones. E1 ARN mensajero (ARNm) sale del nicleo celular, la secuencia es
traducida en el citoplasma donde se lleva a cabo la sintesis de proteinas en
los ribosomas.

El cédigo genético esta formado por grupos de tres nucleétidos denomi-
nados codones de los cuales existen 64. Cada codén codifica para al me-
nos un aminodcido o para una senal de terminacion de la traduccion. Ca-
da aminodcido es transportado al ribosoma por un ARN de transferencia
(ARNYt) especifico. Cada gen codifica una proteina especifica.

1.4.1. Transcripcion

La primera fase para la expresion génica es la sintesis de una molécula de
ARN a partir de un gen, las caracteristicas principales de la transcripcién
son: 1) Cada molécula de ARN que se produce deriva de una sola hebra de
ADN, 2) Los precursores para la sintesis de ARN son cuatro ribonucledsi-
dos: adenosin trifostato (ATP), guanosin-trifosfato (GTP), citidin-trifosfato
(CTP) y uridin-trifosfato (UTP), 3) la secuencia de bases en el ARN estd de-
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1.4. EXPRESION GENICA

terminada por la secuencia de bases de la hebra que sirve como molde en
el ADN y 4) la enzima que cataliza y dirige la sintesis del ARN es la ARN
polimerasa.

La cadena de ADN que se transcribe es la cadena molde, la ARN polimerasa
se une a la cadena molde en los sitios donde existen secuencias particulares
de reconocimiento denominadas promotores y produce una desnaturaliza-
cién local de la doble hélice del ADN e inicia la sintesis de una molécula
de ARN. Al alcanzar los sitios de término la ARN polimerasa se disocia
del ADN vy la recién sintetizada molécula de ARN se libera, esta molécula
recibe el nombre de transcrito primario y se produce en el ntcleo celular,
debe sufrir modificaciones llamadas procesamiento del ARN que dan lugar
a la formacién de un mRNA que sale del nticleo hacia el citoplasma donde
es traducido.

En la realizacién de la transcripcion interviene un tipo de proteinas llamadas
factores transcripcionales, las cuales se unen a secuencias especificas del
ADN. Algunas de las actividades de los factores de transcripcién incluyen
la activacién y reclutamiento de la ARN polimerasa, o represoras evitando
que ésta se pegue al ADN. La activaciéon de estas proteinas varfa segin
las senales externas o internas. Algunas s6lo se encuentran en ciertos tipos
celulares, controlando a los genes encargados de producir enzimas (ver Fig.
1.1.4.1).

1.4.2. Traduccion

La sintesis de cada una de las proteinas de un organismo se lleva a cabo
en las células y es dirigida por el ARNm. La traduccién del mensajero es
la polimerizacién bioldgica de aminodcidos en cadenas polipeptidicas. La
sintetizacién de proteinas incluye dos procesos: 1) La transferencia de la
informacién en la cual la secuencia de bases en el ARNm determina la se-
cuencia de aminoécidos en la cadena polipeptidica, 2) El proceso quimico
mediante el cual los aminoacidos en una cadena polipeptidica se unen a
través de un enlace peptidico (unién de un grupo amino de un aminoécido
y el grupo carboxilo de otro aminoédcido) y su polimerizacion.

Los ribosomas son los organelos en los cuales se realiza la sintesis de pro-
teinas, cuando no estan participando en la traduccion se disocian en dos
subunidades, grande y pequenia. El proceso de iniciacién requiere de un com-
plejo formado por ARNt, GTP y factores proteicos de iniciacién; la subuni-
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1.5. MUTACIONES

dad pequena del ribosoma se une a los factores de iniciacién, al ARNm y al
ARNt de iniciacion. El codén de iniciacién es AUG e indica el inicio de la
cadena polipeptidica.

Otro factor de iniciacién facilita la uniéon del ARN¢t de iniciacion a la subuni-
dad pequena, paso que ajusta la lectura para que se lean correctamente todos
los codones posteriores, se une la subunidad grande al ribosoma y se liberan
todos los factores de iniciacion. En el proceso se hidroliza una molécula de
GTP que suministra la energia necesaria. La subunidad grande del riboso-
ma contiene tres sitios: salida (E), peptidil (P) y aminoacil (A). E1 ARNt
de iniacién se une al sitio P.

El paso siguiente es la elongaciéon que consiste en tres pasos que se llevan
a cabo en forma reiterada: la incorporacién de cada ARNt aminoacidilico,
la formacién de un nuevo enlace peptidico y el movimiento del ribosoma
al siguiente codén del ARNm. La secuencia del segundo codén senala que
molécula de ARNt cargada se va a colocar en el sitio A, después la pepti-
dil transferasa cataliza la formacién del enlace peptidico que une a los dos
aminodcidos de la cadena en crecimiento.

Al mismo tiempo se rompe la unién covalente que existe entre el aminodcido
y el ARNt que ocupa el sitio P y antes de que este se libere pasa por el sitio
E de la subunidad grande del ribosoma. El complejo ARNm-aminoacidol-
aminoacido2 se mueve a los siguientes tres nucledtidos, hacia el sitio P.
Finalmente se inicia la terminacién que se produce cuando el ARNm contiene
uno de los tres codones de terminaciéon (UAG, UAA, y UGA), los cuales al
no especificar a ningin aminoécido no atraen al sitio A a ningin ARNt. La
cadena polipeptidica estd unida al ARNt terminal en el sitio P mientras que
el sitio A estd vacio, la cadena es liberada en el sitio P (ver Fig. 1.1.4.1).

1.5. Mutaciones

La mutacién es una de las formas que dan paso a la evolucion. Sin muta-
cién no hay nuevos genes, ni nuevos alelos con lo que no hay evolucion. La
mutacién es la dltima fuente de variacién heredable sobre la que actia la
seleccién natural. Las mutaciones se entienden como cambios en la secuencia

de bases del ADN.
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Figura 1.1.4.1: Diagrama que muestra la transcipcién y traduccién de la expresién
génica (Adaptada de [12])

1.5.1. Nuevos alelos

La tasa a la que se producen nuevos alelos varia a tres niveles: entre los
individuos dentro de una poblacién, entre los genes de un individuo y entre
las especies. Parece que puede haber mecanismos diferentes responsables de
la variacion observada en cada nivel. La tasa de mutacién varia entre indivi-
duos de una poblacién por dos razones: los alelos en la polimerasa del ADN
pueden variar en su tasa de error y los alelos implicados en la reparacion del
danio en el ADN pueden variar en su eficacia.

La variacién entre especies considera al tiempo de generacién como un fac-
tor clave, por ejemplo, en plantas longevas las células que desarrollan tallos
y vastagos acumulan mutaciones a lo largo de muchas divisones celulares
somaticas antes de diferenciarse como tejido germinal. Por ello, las plantas
longevas presentan mayores tasas de mutacién por generacién que las plan-
tas de vida corta.

En la variacion entre genes se tienen dos importantes generalizaciones: las
regiones codificantes se reparan de manera mas eficaz que las regiones no
codificantes y varios de los sistemas de reparacién actian sélo en genes acti-
vos transcripcionalmente. Por ello, la precision parece ser mayor en aquellos
casos en que las mutaciones pueden ser mas perjudiciales.
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1.5. MUTACIONES

Mutaciones puntuales

Las mutaciones puntuales son sustituciones de una sola base en el ADN a
causa de alguno de estos dos procesos: errores aleatorios en la sintesis del
ADN o errores aleatorios en la reparacién de los lugares daniados por agentes
quimicos o radiacién de alta energia. Ambos tipos de cambio se producen
por reacciones catalizadas por la polimerasa del ADN.

Si la polimerasa del ADN sustituye erréneamente a una purina (adenina o
guanina) por otra, o a una pirimidina (timina o citosina) por otra durante
la sintesis normal, o la que se da durante la reparacién, la mutacién puntual
se denomina transiciéon. Si se sustituye una purina por una pirimidina, o
a la inversa, la mutacién se denomina transversion. Si cualquiera de estos
tipos de sustitucién de bases se da en las regiones codificadoras de un gen,
la mutacién cambia el codén leido por la ARN polimerasa.

Las mutaciones puntuales que dan lugar al cambio de un aminoécido, se lla-
man sustituciones no sinénimas; las que no dan lugar a un cambio se llaman
sustituciones sinénimas. Ambos tipos de mutaciones puntuales generan nue-
vos alelos. Las mutaciones sinénimas no afectan al fenotipo del organismo
debido a que no modifican los productos génicos, en cambio las sustituciones
no sinénimas si cambian el fenotipo del organismo.

1.5.2. Nuevos genes

La duplicacién genética es, probablemente, la fuente mas importante de ge-
nes nuevos. Las duplicaciones se producen como consecuencia de un fenémeno
conocido con el nombre de entrecruzamiento desigual que se trata de un error
aleatorio, ocasionado por las proteinas implicadas en dirigir la recombina-
cién (entrecruzamiento) durante la divisién celular.

Uno de los productos del entrecruzamiento desigual es un tramo de ADN
redundante. El genoma tiene ahora una copia extra de la secuencia locali-
zada en el segmento duplicado. Debido a que la copia original produce un
producto normal, la secuencia redundante puede acumular mutaciones libre-
mente sin consecuencias para el fenotipo. La nueva secuencia podria incluso
cambiar de funcién con el tiempo y comvertirse por ello en un nuevo gen.

Ademaés de la duplicacién, existen otros mecanismos para la obtencién de
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nuevos genes. Un ejemplo, llamado sobreimpresion, se produce por mutacio-
nes puntuales que dan lugar a nuevos codones de inicio y a nuevas pautas
de lectura para la traduccién. En la sobreimpresién dos genes se solapan,
lo que indica que se traducen a partir de diferentes pautas de lectura en el
mismo fragmento de nucleétidos.

Alteraciones cromosémicas

En la morfologia de los cromosomas se puede producir una variedad de cam-
bios. Algunas de estas mutaciones afectan sélo al orden y organizacién de
los genes, otras generan duplicaciones. Pueden también implicar a toda la
molécula de ADN o s6lo una parte. Como ejemplo tenemos, las inversiones
cromosdmicas que se producen como consecuencia de un proceso en varios
pasos, que comienza cuando una radiacién ionizante da lugar a una doble
rotura de la doble cadena en un cromosoma. Después de la rotura un seg-
mento del cromosoma puede separarse, darse la vuelta y reasociarse en su
localizacién original.

La poliploidia es un tipo de mutaciéon que se da a la mayor escala posible:
dotaciones completas de cromosomas. En lugar de ser haploide (n) o diploi-
de (2n) un organismo poliploide puede ser tetraploide (4n), octaploide (8n)
o mayor. La poliploidia es frecuente en vegetales y rara en animales. Casi
la mitad de las especies de angioespermas (plantas con flores) son poliploides.

La poliploidia se origina frecuentemente por los errores en la division celular,
que dan lugar a gametos diploides. Cuando los vegetales producen gametos
diploides, pueden suceder dos cosas. Si los organismos que producen gametos
diploides se cruzan con organismos normales que producen gametos haploi-
des se produce descendencia triploide. Sin embargo los organismos triploides
tienen poca fertilidad. Debido a que sus cromosomas homédlogos estan pre-
sentes en niimero impar, no pueden realizar correctamente la division celular.

Si un individuo triploide se autofecunda, la mayoria de la descendencia
resultante es tetraploide. Si los individuos tetraploides continian autofe-
cundédndose o se cruzan entre ellos, se producird descendencia tetraploide
totalmente fértil. De este modo, la selecciéon natural favorecerd a los poli-
ploides que queden reproductivamente aislados de sus poblaciones parenta-
les. La poliploidia es importante porque da lugar a la formacién de nuevas
especies.
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Capitulo 2

Fenotipos celulares y
desarrollo floral

La disposicién de érganos, tejidos y sistemas se encuentra fuertemente con-
servada entre las especies de plantas con flores, el patrén de desarrollo mejor
estudiado es el de la Arabidopsis thaliana, pues se conocen los genes prin-
cipales involucrados en su desarrollo. A su vez se ha estudiado a detalle la
sincronizacién y los niveles de expresiéon que subyacen en la interaccién de
ciertos genes para dirigir el desarrollo espacial y temporal de su organogéne-
sis.

2.1. Plantas florales

Las angioespermas son plantas con flores, se clasifican en monocotiledénias y
dicotiledéneas. Las primeras agrupan a las palmeras, gramineas, orquideas,
y otras hierbas; en la segunda se encuentran girasoles, muchos arboles fru-
tales, etc. Dentro de las plantas con flores encontramos plantas arbustivas,
herbaceas y arbéreas.

Las plantas con flores poseen verticilos de sépalos, pétalos, estambres y car-
pelos, donde los carpelos encierran a los 6vulos, y forman una superficie que
recibe el polen. Los sépalos y pétalos son hojas estériles, bracteas que estan
ausentes en el resto de las plantas con semillas. Los sépalos por lo general son
verdes y fotosintéticos cuya funcién es proteger el brote floral. Por otro lado
los pétalos son coloridos y vistosos, su funcién es atraer agentes polinizadores

Dentro de las plantas herbaceas se encuentran la Arabidopsis de la fami-
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2.2. INFLORESCENCIAS

Figura 2.2.1.1: Fotograffa de la planta floral Arabidopsis thaliana donde se seiialan
los érganos florales que la integran: se=sépalos, pe=pétalos, st=estambres y car=carpelos
(Adaptada de [15])

lia brasicaceas. Son hierbas de pequeno tamario, erectas, pilosas, con roseta
basal, hermafroditas, de ciclo anual o aun inferior al ano. Pertenece a la
familia de las cruciferas, relacionada a plantas comestibles como el brécoli,
la coliflor, los rabanos, nabos y coles. La Arabidopsis thaliana (mala hierba)
fue la primera planta cuyo genoma se secuencié por entero (ver Fig. 2.2.1.1).

El tamano de su genoma se encuentra organizado en 5 cromosomas. Se cree
que codifica para mas de 33,000 genes, incluyendo genes no codificantes,
mas o menos el mismo ntmero que los humanos poseen. El genoma de la
Arabidopsis thaliana presenta varias regiones duplicadas, esto significa que
la inactivacién de un gen no resulta en un fenotipo alterado fécilmente (ref

[13]).

2.2. Inflorescencias

Las hojas, los tallos y las flores se desarrollan a partir de una poblacion de
células pluripotenciales que integran el meristemo apical del tallo (SAM). La
primera etapa del desarrollo de la planta consiste en la etapa germinativa de
la semilla en la que se origina un plantula con sus primeras hojas, momento
en el cual comienza a tener lugar la etapa vegetativa. En la fase vegetativa,
el SAM desarrolla hojas con yemas auxiliares en sus flancos. Mediante las
sefiales externas e internas apropiadas el SAM pasa a la fase reproductiva,
adquiriendo una identidad inflorescente. EI SAM inflorescente dara lugar a
la inflorescencia, la parte donde se localizan las flores, al producir en sus flan-
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Figura 2.2.2.1: Diagrama de diferentes tipos de inflorescencias. Las flechas repre-
sentan ejes de crecimiento indeterminado. Los circulos representan flores (Adaptada de
[19)).

cos meristemos laterales (meristemos florales) que acabardn convirtiéndose
en flores.

Las inflorescencias se clasifican siguiendo ciertos criterios, uno de los cuales
es que el SAM mantiene siempre su identidad inflorescente, con lo que el eje
principal crece continua e indetermindamente, o si, llegado el momento, el
SAM adquiere identidad del meristemo floral (MF) con lo que el eje prin-
cipal finaliza su desarrollo con la formacién de una flor terminal. Algunas
disposiciones espaciales de las inflorescencias (ver Fig. 2.2.2.1).

2.3. Desarrollo y mantenimiento del SAM

Las flores, los tallos y las hojas se forman a partir del SAM. En la Arabidopsis
thaliana existen dos genes claves en la regulacion del desarrollo del SAM,
estos genes son SHOOT MERISTEMLESS (STM) y WUSCHEL (WUS).
STM y WUS actuan sinergéticamente durante el desarrollo del SAM y son
necesarios para el matenimiento del mismo y de los meristemos inflorescente
y floral.

El equilibrio entre las células de proliferacion y las células de reclutamiento
para la diferenciacién de tejidos en el SAM es dependiente de mecanismos re-
gulados por WUS. El homeodominio que contiene el factor de transcripcion
codificado por WUS mantiene la identidad de las células pluripotenciales
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Figura 2.2.3.1: Diagrama que indica la geometria del meristemo apical del tallo
inflorescente (MF) y el meristemos floral (MF) durante las primeras etapas del desarrollo
de este ultimo. En el flanco del MI una primera protuberancia corresponde a la aparicién
de una brictea primordial (Br). En sus regiones axilares, una segunda protuberancia forma
y continua el crecimiento engullendo el primer MF propiamente formado. La flecha y la
cabeza de flecha indican el primer y segundo surcos visibes respectivamente.(Adaptada de
[15))

que se encuentran debajo de la zona central del meristemo y que se conoce
como centro organizador; los mutantes wus carecen de células pluripoten-
ciales en el SAM.

En las células del centro organizador, WUS activa la expresién de CLAVA-
TA 3 (CLV3). Por su parte CLV3, a través de la actividad del complejo
receptor transmembrana formado por CLV1 y CLV2, limita el tamafio del
centro organizador donde se expresa WUS, estableciendo un control en la
poblacién de las células pluripotenciales. Cuanto mayor sea el tamafio de la
poblacién se secretarda mas CLV3, de modo que el dominio de expresién de
WUS disminuird y visceversa. En mutantes clv existe un desequilibrio entre
las células retenidas dentro del meristemo contra las reclutadas para formar
los 6rganos florales

STM promueve la proliferacién de las células pluripotenciales hasta que se
alcanza una masa celular critica suficiente para formar ya sean las bracteas o

los primordios de 6rganos. También inhibe la expresion de los genes ASYM-
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FLORAL

METRIC LEAVES 1Y 2 (AS1, 2), previniendo a estas células de una dife-
renciacién prematura. ULTRAPETALA 1 (UTL1) codifica una cisteina que
restringe el tamano del meristemo apical del tallo y del meristemo floral.
Esto funciona antagénicamente con las funciones de proliferativas de WUS
y STM durante el mayor tiempo del ciclo de vida de la Arabidopsis thaliana
(ver 2.2.3.1).

2.4. Especificaciéon y determinacién del meristemo
floral

El meristemo inflorescente (MI) de la Arabidopsis thaliana desarrolla bracteas
primordiales en cuyas regiones axilares surgen los meristemos florales (ver
Fig. 2.2.4.1). Los genes homeéticos STM y AINTEGUMENTA (ANT) expre-
san caminos correlacionados con el desarrollo de las bracteas primordiales.

Las expresiones de un factor de transcripcién conocido como LEAFY (LFY)
y de ANT han sido utilizadas para rastrear las células que forman el primor-
dio del meristemo floral. En primer lugar, decenas de células son rapidamente
reclutadas para que formen parte del meristemo floral. Si estas células ex-
presan LFY entonces siguen proliferando. Esto puede ser interpretado como
que las primeras células que expresan LFY son las que corresponden a las
bracteas primordiales pero no de las regiones axilares (ver Fig. 2.4.2), des-
pués el dominio de la expresion de LFY podria ampliarse para incluir las
células que formaran el meristemo floral primordio.

Figura 2.2.4.1: Desarrollo de brécteas primodiales. A) MI, meristemo inflorescente, 1
y 2 son las bracteas primordiales. B) Acercamiento de la imagen anterior y C) Desarrollo
del meristemo floral (MF) a partir de las bracteas primodiales (Adaptada de [15]).
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FLORAL

El gen CUP-SHAPED COTYLEDON2(CUC2) se expresa en la divisién ce-
lular que se expande en una direccién latitudinal para definir el segundo
limite entre el meristemo floral primordio y el MI (ver Fig.2.2.3.1). El desa-
rrollo floral en comparacién con la formaciéon del meristemo inflorescente
estd controlado por una compleja red regulatoria genética (RRG) que inte-
gra las senales externas e internas.

En el desarrollo floral, los genes del MI, tales como TERMINAL FLOWER1
(TFL1) y EMBRYONIC FLOWERL y 2 (EMF1,2) estan reprimidos en el
MF, mientras que los genes identidad del meristemo floral (MFI), princi-
palmente LFY, APETALA1 (AP1), APETALA2 (AP2) y CAULIFLOWER
(CAL) estan encendidos.

Parece ser que la coexistencia, identidad y limites de los meristemos MI y
MFI es debida a la represion mutua de genes. Por ejemplo, si TFL1 o EMF1
6 2 estan encendidos, LFY y/o AP1 estdan expresados ectépicamente en el
MI que entonces se transforma en un MF. Por el contrario, si AP1, CAL y
LFY son reprimidos, el MF se convierte en MI. TFL1 es un regulador im-
portante del desarrollo inflorescente ya que codifica una proteina fosfatidil
etanolamina de unién (PEBP) que se transcribe en el centro del MI.

Los genes EMF son necesarios para el crecimiento vegetal, parece que es-
tos regulan el tiempo de floracién y el desarrollo inflorescente. Las funcio-
nes mutantes de estos genes producen flores inmediatamente después de la
germinacion sin pasar por la fase vegetativa. EMF1 codifica un factor de
transcripcion que reprime a AP1.

LFY es necesario y suficiente para especificar MFI. Cuando la expresién de
LFY es inhibida se forman hojas e inflorescencias secundarias en lugar de flo-
res. La sobre-expresién de LFY provoca la conversién de hojas y meristemos
axilares a flores. LFY estd expresado en las bracteas primordiales durante
el crecimiento vegetativo, pero cuando este es inducido por senales externas
y/o internas, se expresa fuertemente y es re-localizado en los flancos de la
inflorescencia donde los meristemos florales se estan formando. La expresion
de LFY tiene altos niveles en el FM pero luego comienza a disminuir en el
centro de la flor (ver Fig. 2.4.2).

LFY y AP1 tienen superposicién de funciones en el desarrollo del MF; la
mutacién de apl tiene caracteristicas inflorescentes, la doble inhibicién debi-

da a Ify y apl tiene una conversion casi completa de flores a inflorescencias.
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FLORAL

Figura 2.2.4.2: Esquema de los patrones de expresién de algunos genes correspon-
dientes a sus funciones en el meristemo inflorescente (MI) y en el meristemo floral (MF)
(Adaptada de [15])

La sobre-expresién de ambos genes causa un fenotipo floral terminal lo que
sugiere que cualquiera de los dos genes es capaz de determinar el IM. CAL
y FRUITFULL (FUL) podrian actuar excesivamente sobre AP1 en el desa-
rrollo de MF. Si CAL o FUL se combinan con AP1 en dobles o triples
inhibiciones, el fenotipo de AP1 se intensifica.

FUL se expresa al mismo tiempo que LFY durante el establecimiento del
MFI, pero se encuentra més localizado en el MI (ver Fig. 2.4.2). Después
durante el desarrollo de los carpelos juega un papel importante. A pesar de
ser muy similar a AP1, la sobre-expresiéon de CAL no puede determinar el
MI como lo hace la sobre-expresion de AP1.

LFY regula directamente la transcripcién de AP1 y CAL mediante la secuen-
cia CCANTG. Sin embargo, la expresion reminiscente de AP1 se observa en
la inhibicién de LFY, mientras esto desaparece totalmente en la mutacion
doble de 1lfy y ft (homdlogo de TFL1). A su vez AP1 y CAL autoregulan
positivamente a LFY, permitiendo que se ejerza una regulacién transcrip-
cional durante el desarrollo floral.

AP2 codifica un factor transcripcional de una familia genética especifica
(AP2/EREBP) con funciones diversas. Las mutaciones ap2 aumentan los
fenotipos mutantes de apl y Ify, mostrando que AP1 juega un papel impor-
tante en la especificacion de MFT.

Los genes MADS-box son importantes en la modulaciéon de las vias de senali-
zacién del desarrollo de la planta, identidades del MI y del MF, y la espe-
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FLORAL

Figura 2.2.4.3: Meristemo apical del tallo inflorescente (MI) comparado con el meris-
temo floral (MF). Modelo simplificado de una red regulatoria genética (RRG) que induce
y mantiene el MF. (Adaptada de [15])

cificacién de los érganos florales. En el desarrollo del MF, LFY y/o AP1
son también requeridos para regular las inducciones de genes tales como
AGAMOUS-LIKE 24 (AGL24), SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION
OF CO 1 (SOC1), SHORT VEGETATIVE PHASE (SVP) Y FUL (ver Figs.
2.4.2'y 2.2.4.3). La sobre-expresién de estos genes provoca que MF se revier-
ta a estructuras como MI cuando LFY y/o AP1 estan mutados.

La reversién floral se presenta con frecuencia en plantas heterocigotas pa-
ra lfy-6 (LFY/lfy) y homocigotos para agamus-1 (ag-1), lo que sugiere un
papel importante para LFY y AG en el mantenimiento del meristemo flo-
ral. Esto se aprecia ya que al final de la organogénesis floral AG, LFY y
PERIANTHIA (PAN), regulan positivamente a KNUCKLES (KNU) el cual
reprime la expresién de WUS para terminar con el nicho de células madre
pluripotenciales cuando ya se ha formado cierto ntimero de érganos florales.
De hecho mientras la expresiéon de WUS empieza a disminuir, este persiste
en flores con mutaciones de pan y ag.

La reversién del MF al MI es muy rara de observar, se cree que un conjunto
de genes que mantienen la identidad del MF podria ajustarse a un moédulo
de desarrollo floral que previene la reversién. Por ejemplo, sabemos que STM
es un regulador positivo de la biosintesis y acumulacién de la citoquina CK,
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y un represor de la produccién de gibberellin (GA). Por otro lado, WUS
mejora la actividad de CK mediante la represién de ARABIDOPSIS TYPE
A RESPONSE REGULATORS (ARRs). Una alta concentracién de auxinas
restringe la concentraciéon de STM y de CUC, esto también bajo regula
la biosintesis y actividad de CK, produciendo una alta concentracién de
auxinas, CK y GA, que inducen la formacién del meristemo floral. Aumentar
los niveles o respuestas de GA, es suficiente para reprimir la reversién del
FM al IM en mutantes de lfy, apl, ap2 y ag.

2.5. Especificaciéon de los 6rganos florales

Después de la especificacién del MF, este se subdivide en 4 regiones. Cada
una dard lugar al primordio de diferentes verticilos florales, los cuales se
desarrollaran de afuera hacia adentro, estos son: sépalos, pétalos, estambres
y carpelos. Los genes encargados de la especificacién de los verticilos florales
establecen el patrén espacio-temporal como resultado de interacciones regu-
ladas entre ellos mismos, interacciones con genes de identidad del meristemo

y con genes tales como WUS y UNUSUAL FLORAL ORGANS (UFO).

LFY es uno de los principales genes para la identidad del MF, la proteina
codificada por este gen requiere de co-factores para definir los limites espa-
ciales de expresion de los genes AP3, PI y AG que definen la identidad de los
organos florales. Por ejemplo, LFY participa con UFO en la regulacién de la
transcripcion de AP1 y AP3, y con WUS co-regula la expresion de AG. LFY
también regula la expresion de los genes SEPALLATA (SEP), SEP1, SEP2
y SEP3, adicionalmente se requieren los genes MADS-box para especificar
la identidad.

UFO se expresa en el segundo y tercer verticilo, probablemente restringiendo
el dominio de expresién de estos verticilos, junto con LFY. Fueron encontra-
das recientemente interacciones de LF'Y con UFO para enlazar directamente
el promotor de AP3. Ademas de que UFO regula la actividad de un proteo-
soma que es requerido para la activacién transcripcional de AP3.

Los principales nodos de la RRG que subyacen en el modelo inicial del me-
ristemo floral son llamados genes homedticos ABC, tales como AP1, AP2,
AP3, PI y AG, los cuales son todos factores de transcripcién pertenecientes
a la familia de genes MADS-box, excepto AP2.
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El modelo ABC fue inferido utilizando la Arabidopsis y las mutaciones de
la flor Antirrhinum. En estas mutaciones dos tipos de érganos florales son
reemplazados por otros dos érganos florales de la siguiente manera: A- muta-
ciones que presentan carpelos-estambres-estambres-carpelos, B- mutaciones
que presentan sépalos-sépalos-carpelos-carpelos, y C- mutaciones que tienen
sépalos-pétalos-pétalos-sépalos (ver Fig. 2.2.5.1).

Con lo anterior fueron propuestas tres clases diferentes de genes homeoticos
para la especificacién de los érganos florales. La funcién A especifica sépa-
los, las funciones A y B especifican pétalos, las funciones B y C especifican
estambres y la funcién C especifica carpelos. Las funciones A y C se regulan
negativamente una sobre otra y la funcién B es restringida al segundo y
tercer verticilo, el gen AP1 de la funcién A regula los genes de B y se une al
promotor de AP3 (ver Fig. 2.2.5.4. AP1 puede especificar pétalos regulando
el dominio espacial de los genes B junto con UFO en las primeras flores que
se desarrollan, e independientemente de UFO en un tiempo mas tardio.

Una vez identificado el nivel molecular, los patrones de expresién de mR-
NA de los genes ABC mostraron que se superponen en las regiones florales
donde los mutantes correspondientes tenian un fenotipo. AP1 y AP2 son
los genes de la funcion A. AP1 es expresado en los dos verticilos externos
del meristemos floral (ver Fig. 2.4.2) y es importante para el desarrollo de
sépalos y pétalos asi como el MF. La expresiéon de AP1 primero se encuen-
tra regula por LFY y FT/FD, después la regulan los genes de funcién B.
Mutaciones en los alelos fuertes de apl (apl-1) hace que falten pétalos en el
segundo verticilo, mientras que la falta de alelos débiles de este gen no tiene
una conversién completa homedtica de los 6rganos florales.

El mRNA de AP2 es localizado a lo largo de el FM (ver Figs.2.4.2 y 2.2.5.2).
AP2 es reprimido a nivel de traduccién por un microRNA (miRNA), el cual
se encuentra activado tinicamente en los verticilos 3 y 4, esto explica por-
que la funcién de AP2 estd restringida a los dos primeros verticilos de los
organos florales. Los mutantes ap2 muy pocas veces desarrollan pétalos y
sus sépalos son transformados en estructuras carpeloides debido a la expre-
sién ectépica de AG (ver Fig. 2.2.5.1), el cual es regulado negativamente por
AP2. AP2 también estd implicado en la activacion de los genes B, AP3 y PL.

Los genes de la funcién B (AP3 y PI) son expresados en el segundo y tercer
verticilo, en flores mutantes de cualquiera o de ambos de estos genes faltan

los pétalos y los estambres, como lo predice el modelo ABC (ver Figs.2.2.5.1
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Figura 2.2.5.1: Mutaciones de los genes homedticos ABC de la Arabidopsis (Adapta-
da de [15]). (A) Flor silvestre (WT) (B) Mutacién simple de ap2 compuesta por carpelloid
sepals, estambres, estambres y carpelos (C) Mutacién de pi presenta flores compuestas de
sépalos, sépalos, carpelos y carpelos (D) Mutacién que presenta los estambres transforma-
dos en pétalos y los carpelos son reemplazados por otra flor que muestra el mismo patrén
(E) La doble mutacién de ap2 y pi genera flores compuestas inicamente de sepalloid car-
pels (F) La doble mutacién de ap2 y ag tiene hojas como 6rganos en el primer y cuarto
verticilo y mosaicos de érganos pétalo/estambre en el segundo y tercer verticilo (G) La
doble mutacién de ap3 y ag que produce flores compuestas de sépalos repetidos (H) La
mutacién de ap2, pi y ag tiene hojas como 6rganos con algunas propiedades residuales de
carpelos

y 2.2.5.2). Como las dos mutaciones simples muestran el mismo fenotipo
sugiere su independencia. AP3 y PI son regulados en dos pasos: primero son
inducidos por LFY/UFO en respuesta a las sefiales de floracién y después
mantienen su expresion en un ciclo de autoregulacién. Las proteinas codifi-
cadas por estos genes forman heterodimeros que permitenn el desarrollo de
pétalos y estambres (ver Fig.2.2.5.3).

AP3 y PI estan regulados positivamente por AP1 y negativamente por
EARLY BOLTING IN SHORT DAYS (EBS), un gen que codifica una pro-
tefna que participa en el desarrollo de pétalos y estambres y regula los tiem-
pos de floracién por represién de FT. ANT, un miembro de la familia del
gen AP2, es otro regulador de la funcién B, induce positivamente a AP3.

AG es el tnico gen de la funcién C y pertenece a la familia MADS-box. Las
flores mutantes ag no tienen estambres ni carpelos, también presentan flores
indeterminadas reiterando sépalos y pétalos (ver Fig.2.2.5.1). AG es repri-
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Figura 2.2.5.2: Vias de expresién de los genes homeéticos ABC durante las primeras
etapas de desarrollo de la Arabidopsis (Adaptada de [15]

mido por un complejo co-represor transcripcional formado por LEUNING
(LUG) Y SEUSS (SEU). Recientemente otro represor transripcional de AG
fue identificado, LEUNING-HOMOLOG (LUH). Este gen es el homélogo
maés cercano de LUG y su funcién inhibitoria de AG depende completamen-
te de SEU.

BELLRINGER (BLG) es otro represor de AG, se trata de una proteina que
se enlaza en las regiones del segundo intrén de AG y previene la expresion
ectépica de AG en los dos vercilos mas externos de la flor. La histona GCNS
también regula negativamente a AG. Otros genes que también participan
en la organogénesis floral son represores de AG, los cuales son RABBIT
EARS (RBE), ANT y STERILE APETALA (SAP). AG es regulado a un
nivel post-transcripcional por varios genes ENHANCER OF AG-4 (HUA) y
HUA ENHANCER (HEN).
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Figura 2.2.5.3: Representacién esquematica de la interaccién de los genes ABC con
las proteinas SEP(Adaptada de [15]).

El hecho de que los genes ABC son necesarios pero no suficientes fue confir-
mado en la Arabidopsis utilizando un método con tres hibridos, este método
mostré que SEP3 y AP1 son capaces de interaccionar con el heterodimero
AP3/PI pero no con AP3 Y PI por separado. Esta interaccién es esencial
ya que el heterodimero carece del dominio necesario para la transcripcién
de las funciones, este dominio posee a SEP3 y AP1. Con lo anterior se des-
mostré que las proteinas ABC por si solas o en combinacién de acuerdo al
modelo ABC(A, AB, BC o C) no son suficientes para determinar los 6rganos
florales.

Los genes sep reciben su nombre debido a que los érganos florales que se
desarrollan en los cuatro verticilos en mutantes triples de sep se parecen a
los sépalos. Esta mutacién triple seplsep2 sep3 presenta un fenotipo que es
muy similar a la mutacién doble que carece de la clase B y C, por ejemplo pi
ag y ap3 ag (ver Fig.2.2.5.1) en las cuales FM queda indefinido. Las muta-
ciones simples o dobles de los genes sep llegan a ser indistinguibles en la flor
silvestre, esto sugiere que los tres genes sep son funcionalmente redundantes
y son importantes en la determinacion de tres de los cuatro 6rganos florales:
pétalos, estambres y carpelos (ver Fig. 2.2.5.4).

Otro gen MADS-boxparecido a SEP, SEP4 (previamente AGL3) ha sido ca-
racterizado y el mutante cuadruple sepl sep2 sep3 sep4 produce flores con
hojas como érganos en todos los verticilos, con ello se conforma que los genes
SEP son importantes en la determinacién de los érganos florales (ver Fig.
2.2.5.3). La expresién de los genes SEP se da en todo el MF durante el desa-
rrollo floral, son importantes en la regulacién de la expresion de los genes de
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Figura 2.2.5.4: (A) Patrones de expresién de los genes ABC en las distintas etapas del
desarrollo. El gen AP1 de la funcién A estd expresado (rojo) en los verticilos més externos
que se desarrollaran en sépalos (se) y pétalos (pe). Los genes AP3 y PI de la funcién B estdn
expresados (amarillo oscuro) en los siguientes dos verticilos internos. Interesantemente PI
también se expresa (amarillo claro) en algunas etapas en el cuarto verticilo. El gen AG de
la funién C es expresado (azul) en los dos verticilos més internos.(B) Patrones de expresién
de los genes SEP (Adaptada de [15])

la clase B y C y codifican proteinas que interactian con las proteinas ABC.
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Capitulo 3

Redes booleanas

El desarrollo biolégico puede entenderse como una interaccién entre distin-
tos nodos, que pueden representar genes, proteinas, etc. Esta interpretacion
conocida como red permite analizar el desarrollo bioldgico desde un punto
de vista matemadtico, cuyo enfoque logra obtener los atractores del sistema.
Los atractores son asociados a los tipos celulares, con esto podemos entender
el paso del genotipo al fenotipo.

3.1. Redes

La mayoria de los sistemas complejos de la biologia, estdn compuestos de
multiples elementos que interactian entre si. Estos sistemas pueden ser mo-
delados como redes. Una red es una coleccion de elementos conectados que
puede ser visualizada como un conjunto de nodos que corresponden a los
elementos de la red y un conjunto de aristas que representan las interaccio-
nes entre los elementos.

Cada nodo tiene un valor de salida y varios de entrada ademas de una regla
que define el valor de la salida en funcién de las entradas. Las entradas y las
salidas estan definidas por las interacciones con otros elementos de la red.
Cuando el valor de los nodos cambia con respecto al tiempo se dice que la
red es dindmica. Entonces la funcién de salida de un nodo se puede expresar
mediante:

At—l—(St — ft(At,Bt,Ct...) (31)
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Donde A4 es el valor de salida, Ay, By, Cy, etc son los valores de entrada y
ft es la funcién que relaciona los valores de entrada entre si. El nodo puede
autoalimentarse, es decir, ser él mismo un valor de entrada.

3.2. Propiedades de redes

La forma en que la red se conecta y el tipo de conexiones afectan a la red, la
red puede ser clasificada segin su tipo de aristas. Las trayectorias formadas
por las aristas también generan estructuras y patrones dentro de la red que
determinan su dindmica.

Cuando las aristas de la red sélo dicen que hay una interacciéon entre nodos
se tiene una red no dirigida, mientras que si existe direccién en la comuni-
cacion de los nodos se trata de una red dirigida. Las redes no dirigidas son
utilizadas cuando la fuente y el objetivo no estan bien identificados o cuan-
do la relacion es simétrica. Estéds redes se emplean para modelar relaciones
proteina-proteina. Las redes dirigidas se emplean cuando un nodo tiene un
efecto directo y direccional sobre otro. Estas aristas sirven para expresar
activacion o inhibicién de genes.

Una secuencia de aristas adyacentes es conocida como trayectoria. Las aris-
tas adyacentes son aristas que pueden ir de una a otra en un solo paso. La
distancia de la trayectoria entre dos nodos es el niimero de aristas en uno
de los caminos que los conecta. Una conexioén es bésica si al removerla se
interrumpen todas las trayectorias entre dos nodos.

La longitud promedio para las trayectorias en redes metabdlicas, transcrip-
cionales, de proteinas y de transduccién, es menor a cuatro, por lo que estas
redes reponden rapidamente a perturbaciones. Por otro lado, estas redes
suelen tener redundancia de trayectorias y multiples rutas entre nodos, lo
cual las hace robustas ante perturbaciones, permitiéndoles recuperar la tra-
yectoria preferente.

Una caracteristica importante dentro de las redes es la centralidad que de-
termina la importacién de un nodo dentro de la red y considera el grado de
entrada y salida, es decir el nimero de aristas que entran y salen de cada
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nodo.

Estructuras de red

Ciclo cerrado, cadena o una combinacién de ambas son las estructuras que
pueden tener las redes segin la forma en que sus aristas se conecten. En las
redes con estructura de cadena un estado A se conecta a un estado B, este a
un estado C y asi sucesivamente. Como el nodo inicial no tiene una entrada
se supone que tiene un valor constante. En esta estructura el valor de todos
los nodos depende del valor del nodo inicial.

En la estructura de ciclo cerrado todos los nodos estan conectados sucesiva-
mente y la entrada del primer nodo es la salida del tltimo. La mayoria de
las redes presentan una combinacén de estas dos estructuras.

Dentro de la red hay motivos de interaccion, que son pequenas subgraficas
con topologias bien definidas, que forman mdédulos, robustos y separables o
auténomos.

3.3. Red de estados
Una red de N nodos tiene 2V estados posibles. Las aristas de esta red se
construyen tomando uno de los estados, evaludndolo de acuerdo a las fun-
ciones de la red y viendo cual es el nuevo estado obtenido. De esta manera,
las redes deterministas tienen una arista de salida que lleva a un solo sucesor.

En el t=0 los nodos tienen ciertos valores, estos valores son las condiciones
iniciales del sistema. Cuando algun estado es revisitado, entonces la red ha
alcanzado un atractor o estado estacionario. El nimero de estados que tarda
en reencontrar un atractor determina el periodo del atractor. Los atractores
puntuales tienen un periodo de uno (un solo estado) mientras que los atrac-
tores ciclicos tienen perfodos méas grandes (méas de un estado).

Los estados visitados hasta que un atractor es alcanzado se llaman estados
transitorios. El conjunto de estados transitorios forman la cuenca del atrac-
tor. La cuenca de los diferentes atractores dividen el espacio de estados.

Cabe senalar la diferencia entre la topologia de la red y su red de estados.
La topologia de una red representa la manera en que los N nodos estan

conectados entre si. En la red de estados cada nodo representa un estado de
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la red y la red representa las transiciones de todo el espacio de estados. Uno
de los principales temas de estudio de las redes booleanas es entender como
los cambios en la topologia de la red afectan la red de estados.

Perturbaciones en redes

La distancia de Hamming se trata del promedio normalizado en el tiempo t
de la avalancha de perturbaciones en el perfil de expresién genético produ-
cida por una perturbacién de una fraccién x(0) de genes en el tiempo t. El
factor M(t) relaciona el tamano x(t) de la avalancha de perturbaciones en
el tiempo t con respecto a la avalancha de perturbaciones en el tiempo t+1
de tal forma que z(t + 1) = M (z(t)) dada una perturbacién inicial x(0) en
t=0, las iteraciones sucesivas de M(x) convergeran a un valor z(c0), el cual
es el tamano final de la perturbacién.

Esto en sistemas biolégicos equivale a tener un patrén de expresién génica
Ap, el cual llegaria a un patrén de expresién estable Ay, que corresponde
a un linaje celular particular. Si se altera la expresién de una fraccién x(0)
de genes se generara un nuevo patrén By que eventualmente llegard a un
patrén By. La distancia x(co) mide el porcentaje de genes distintos entre
Ary By.

3.4. Redes regulatorias

La informacién en la conectividad molecular se encuentra disponible, sin em-
bargo, todavia se tienen pocos datos con respecto a la estequiometria precisa
y cinética de las reacciones bioquimicas principales en redes moleculares. Es-
ta falta de informacién ha provocado que el desarrollo de redes dinamicas se
encuentre limitado a un pequeno niimero de sistemas bien caracterizados.

Para resolver este problema se han desarrollado metodologias que modelan
dindmicamente redes donde las reacciones bioquimicas no son conocidas pe-
ro el flujo de informacién si lo es, es decir, se conocen los aspectos relevantes
del sistema y los aspectos irrelevantes pueden ser descuidados. Estas redes
son llamadas redes regulatorias y en ellas la direccionalidad de las senales
es suficiente para desarrollar modelos matematicos de los patrones de acti-
vacién e inhibiciéon de los nodos en la red. Cuando los nodos de la red se
tratan de genes entonces se habla de una red regulatoria genética (RRG).
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Los modelos de las RRG han servido para estudiar satisfactoriamente los
modulos en los que una gran parte de la actividad celular y el desarrollo
de un organismo esta organizada. Un mddulo se puede entender como una
serie de genes corregulados que responden a diferentes condiciones y que
constituyen unidades funcionales subyacentes a procesos celulares, de mane-
ra practicamente independiente de otros médulos [16].

El analisis de la dindmica de las RRG es mediante el uso de modelos dindmi-
cos discretos, continuos, deterministas y estocasticos. Estos modelos permi-
ten encontrar las trayectorias seguidas por la RRG, los atractores, la robustez
de la red frente a perturbaciones [16].

3.5. Redes dinamicas

Las redes dindmicas son representaciones importantes porque las enzimas,
genes, proteinas, etc, cambian con el paso del tiempo (por ejemplo, en la ex-
presion, concentracién o actividad) como respuesta ante estimulos intrinse-
cos y extrinsecos [16].

Las redes dinamicas se encuentran clasificadas en discretas y continuas, y
como deterministicas o estocdsticas. La primera de estas clasificaciones se
refiere al grado en detalle de la representacién del estado del nodo, mientras
que la segunda muestra si las entradas para cada nodo incorpora alguna
incertidumbre o variabilidad aleatoria.

Las redes discretas se emplean cuando los datos cuantitativos no son suficien-
tes para establecer una red continua. La red discreta describe una funcién
con comportamiento sigmoidal que se caracteriza por comenzar en un valor
e incrementar a otro suavemente con un sélo punto de inflexién. Existen va-
rias funciones sigmoidales, algunas de las mas usadas son la funcién escalén,
la de Hill y la logistica [5].

En las redes deterministas las reglas légicas estan fijas por lo que determinan
con exactitud el estado del sistema en un tiempo posterior en funcién del
estado de los nodos en un tiempo anterior. Los modelos estocdsticos consi-
deran que las reglas logicas varian de manera aleatoria debido a estimulos
externos o internos y que dan como resultado fluctuaciones aleatorias
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3.6. Redes Booleanas

Los sistemas biolégicos pueden ser modelados como redes donde las aristas
representan la forma en que los nodos ayudan a la expresién o represién de
otro nodo (ver Fig. 3.3.6.1). Sin embargo, dada la cantidad de elementos y la
complejidad de las interacciones en los sistemas bioldégicos es dificil generar
una descripcion exacta. Es por esto que se recurren a simplificaciones como
suponer tiempos discretos o que los elementos sélo pueden tener un nimero
limitado de valores. Una de estas simplificaciones son las redes boolenas, las
cuales son el mejor ejemplo de redes dindmicas discretas.

Las redes regulatorias dindmicas booleanas son ttiles para recuperar los
modulos responsables de las configuraciones genéticas caracteristicas de ca-
da tipo celular (idea propuesta por Kauffman en 1969). Las trayectorias
morfogenéticas normales dependen de una regulacién temporal y espacial
bien sintonzada mediante los niveles de expresion de los genes. De hecho,
cuando la cantidad, locacién o secuencia de expresién de ciertos regulado-
res clave es alterada, el fenotipo resulta profundamente alterado. El nivel
de expresién de genes estd determinado por los tiempos de decaimiento de
expresion de los genes.

Una caracteristica importante de las redes booleanas es que su dindamica
esta basada en una secuencia de pasos, una red molecular genera una senal
de salida que entonces sirve como control de la secuencia, asi la secuencia
emerge como una trayectoria dinamica del sistema, determinada por la red.
La senal de salida es una secuencia de eventos en respuesta a los parametros
de entrada.

Figura 3.3.6.1: Red Booleana con N=4 nodos (Adaptada de [21])
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Para conocer los principios basicos sobre la generacion de patrones de control
de la secuencia se utilizan dinamicas de redes simples como una simplifica-
cion de redes bioquimicas. La idea es eliminar el requisito de un modelo que
sea capaz de predecir la dindmica de la red en todos los tiempos exactos (lo
que las ecuaciones diferenciales tienen generalmente por objetivo), para ello
se generan modelos que proporcionen una “instantidnea” de la mayoria de
los estados de la red.

Al construir un modelo dindmico discreto, es importante considerar dos ca-
racteristicas. La eleccién del tipo de variables de estado es un aspecto, el
segundo aspecto es el cardcter de su dindmica en el tiempo. Un rasgo im-
portante de los cambios en la concentracién molecular es que a menudo son
cambios rapidos.

En muchos sistemas biolégicos la activaciéon de un elemento (por ejemplo
de un gen o una enzima) se mantiene en un nivel basal constitutivamente.
Cuando sus factores activadores sobrepasan un umbral, entonces el elemento
se incrementa rapidamente hasta alcanzar un maximo. Esto lleva a suponer
que la expresion de los genes y enzimas podria ser expresada en base a fun-
ciones booleanas, con el gen inactivo (expresién basal) o activo (incremento
de la funcién).

En una red booleana un gen puede estar activado (1) o inactivado (0). Las
redes booleanas son un tipo de red dindmica discreta finita y determinista,
que consiste de N nodos unidos por k conexiones cada uno. El estado del
nodo en el tiempo t+1 depende de los estados de sus k entradas en el tiempo
t a través de una funcién booleana (Kauffman).

Las redes booleanas presentan un numero relativamente pequeno de atrac-
tores comparado con los 2V posibles estados de la red, pueden tener uno o
mas atractores. Esta importante caracteristica de las redes afirma la hipdte-
sis de que un sistema puede estabilizar macroestados de regulacion celular,
por ejemplo, tipos celulares (ver Fig. 3.6.2).

Los atractores de las redes booleanas pueden representar los diferentes ti-
pos celulares. Dada la configuracién inicial de un sistema booleano y las
funciones que determinan las relaciones entre los genes, se pueden aplicar
las operaciones algebraicas que cumple el dlgebra booleana y encontrar los
atractores en forma explicita de la red, que pueden ser ciclicos o de punto
fijo. Estos atractores no son estados intrinsecos de cada elemento, si no un
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Figura 3.3.6.2: Espacio de estados de una red booleana con N=15 nodos: 2'® = 4192
estados iniciales, cada uno dentro de su atractor (Adaptada de [21])

fenémeno emergente de la complejidad del sistema.

Una vez que el sistema alcanza un atractor, este se mantiene ahi; sin em-
bargo, si se introduce ruido en las reglas l6gicas, hay una probabilidad finita
de que el sistema pase de un atractor a otro. La adicién de ruido estocasti-
co permite estudiar cuestiones de robustez de la dindmica de la red contra
pertubaciones. Una extensiéon simple consiste en agregar una variable de
tiempo de decaimiento ay a cada nodo, cuyo crecimiento o disminucién son
provocadas por los nodos vecinos. En general con esta técnica el efecto de
niveles muy pequenios de ruido puede ser examinado [22]. Otro enfoque con-
siste en introducir diferentes niveles de incertidumbre en las reglas logicas
de actualizacién de la red. También se han implementado reglas continuas
en la RRG, utilizando el modelo de Glass basado en ecuaciones diferenciales
estocésticas [40]. Recientemente se ha estudiado un sistema de ecuaciones
de Langevin para una RRG con n-nodos y en contra partida en términos de
la ecuacion de Fokker-Planck para la funcién de distribucién de los valores
de expresion genética [23]. En esta tesis se estudiard un sistema similar al
empleado en [23] pero se limitard la discusién al caso determinista.
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3.6.1. Funciones Booleanas

Consideramos una RRG con N nodos sujetos a la activacién e inhibicién
de sus entradas. El estado del gen i en un tiempo dado estd descrito por
relaciones funcionales discretas ¢;(t + 7) = Wi[qi(t), ..., gn(t)]. Usualmente
se considera 7 = 1. Las cantidades ¢;(t) son variables dicotémicas que repre-
sentan el nivel de expresién del nodo i, dado como 0 6 1. La entrada total w;
estd determinada por las proposiciones légicas con una estructura Booleana.
De acuerdo con la proposiciéon de Kauffman, los estados de equilibrio estan
dados por la condicién de punto fijo ¢;(t + 1) = ¢;(t) = ¢; correspondientes
a los fenotipos o tipos celulares determinados por una RRG.

Las proposiciones logicas con una estructura booleana estan dadas por los
siguientes operadores logicos: OR que representa la disyuncién légica y re-
sulta verdadero si cualquiera de los dos operadores es verdadero, mientras
que el operador AND representa la conjuncién logica y resulta verdadero si
los dos operadores son verdaderos. La negacion légica produce un valor de
verdadero cuando su operador es falso y visceversa (—A todo lo que no es

A).

entradas |00 | 10|10 |11
AND 0 0 0 1
OR 0 1 1 1

Cuadro 3.3.6.1: Funcién and y or

entradas | 0 | 1
NOT 1

Cuadro 3.3.6.2: Funcién not

Los operadores 16gicos AND, OR y NOT se escriben de la siguiente manera
A,V y —, al aplicar estas expresiones al estado de cada nodo i en cualquier
tiempo, la funcion puede quedar determinada, por ejemplo por una funcién
del siguiente tipo:

it +1) = (g (t) V g5 (). V g (1)) A =((gf (1) V g5(t)--. V gy, (1)) (3.2)
Donde:
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[¢%] es el conjunto de activadores de g;
[¢° ] es el conjunto de inhibidores de g;

Las funciones discretas cumplen con operaciones algebraicas cuya manipu-
lacién permite conocer la forma explicita de los atractores de la red:

Para la disyuncién légica (operacién OR):

Av (BvC(C) = (Av B)vV C Asociatividad  (3.3)
AV B = BV A Conmutatividad (3.4)
AV (ANB) = A Absorcién (3.5)
AV (BAC) = (AV B) A (AV C) Distributividad (3.6)
VA =1 Complemento  (3.7)

y para la conjuncién légica (operaciéon AND):

ANBANC) = (ANB)ANC Asociatividad  (3.8)
ANB = BANA Conmutatividad (3.9)
AN(AV B) = A Absorcién (3.10)
ANBVC) = (AN B)V (AN C) Distributividad (3.11)
AN—=A =10 Complemento (3.12)

Ademds podemos emplear las leyes de Morgan:
- (AANB)=-AV-B (3.13)
- (AvB)=-AAN-B (3.14)

Para inferir las funciones de una red se deben identificar los elementos del
sistema, sus relaciones y tipo de interacciones. En el caso de los sistemas
bioldgicos existen varias formas de inferir las funciones de una red de regu-
lacién booleana. Se puede utilizar la informacién ya existente de la expresion
de los genes y proteinas. Esta informacion incluye la regulacion transcripcio-
nal, postranscripcional, traduccional y postraduccional. También se pueden
realizar inferencias de la funcién de una proteina especifica al analizar las
diferencias en las respuestas a diversos estimulos en organismos silvestres y
mutantes.
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3.7. Redes dinamicas continuas

En las redes continuas, los estados de los nodos representan concentraciones
y las tasas de produccién o degradacién de todos los componentes. La varia-
cién en sus concentraciones y en sus tasas de produccién o degradacién son
controladas por una serie de causas que producen acciones determinadas en
la formacién del fenotipo celular. Confinamos nuestro andlisis al caso donde
la accién descrita por una cantidad q estd sujeta a la accién de una interac-
ci6én externa F'(q) y puede decaer proporcionalmente a la cantidad q misma
—agq, donde « es una constante de amortiguamiento. La razén de cambio de
q estd dada por

G=—aq+ F(t) (3.15)

La solucién de la ecuacién (3.15) puede ser escrita de la forma:

o(t) = /0 =207 p(7)dr + g(0)e—" (3.16)

La cantidad q representa la respuesta del sistema con respecto a la fuerza
aplicada F(7). El valor de q en el tiempo t depende no tnicamente de las
ordenes recibidas en el tiempo t sino también de las dadas en el pasado.
A continuacién se desea considerar un sistema de reaccién instantanea, es
decir, en el que q(t) depende tinicamente de F(t). Se utiliza:

F(t) = ae™® (3.17)
La integral (3.16) con (3.17) dan como resultado:
alt) = (™" —e™) (3.18)

Ahora expresamos cuantitativamente la condicién bajo la cual q actia ins-
tantaneamente. Este es el caso si o << §, a saber

o) ~ Lot = Lpg) (3.19)

[0 (6

0, en otras palabras, la constante de tiempo tg = é inherente a los sistemas
debe ser mucho mds corta que la constante de tiempo t' = % inherente a

la fuerza externa. A esta suposicion se le denomina aproximacion adiabatica.

Si se considera a la fuerza externa como parte del sistema total, entonces
estas fuerzas se encuentran obedeciendo por si mismas ecuaciones de mo-
vimiento. En el caso méas simple tenemos tinicamente una fuerza y un sub-
sistema. Indentificando a F con ¢p, y la primera varible q con ¢z, se puede
estudiar un ejemplo explicito cuyas ecuaciones son:
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g1 = —a1q1 — aq1q2 (3.20)

G2 = —aqz + bgy” (3.21)
Se asume otra vez que el sistema representado por la ecuacién (3.21) estd amor-
tiguado en ausencia del sistema (3.20), el cual requiere que ag > 0. Para
estabecer la conexién entre el caso presente y el actual se quiere asegurar la
validez de la aproximacion adiabéatica. Para este fin se requiere:

g >> aq (3.22)

Como consecuencia de asumir la condicién (3.22), se puede resolver la ecua-
ci6én (3.21) haciendo ¢2 = 0, lo que da como resultado:

@(t) = b % (t) (3.23)

De la ecuacién (3.23) se deduce que el sistema (3.21) sigue inmediatamente
al sistema (3.20), lo que nos dice que el sistema (3.21) es esclavizado por el
sistema (3.20). Se puede sustituir (3.23) en (3.20), obteniendo:

ab 4

qi(t) = —a1q1 — —q (3.24)
(€5

Lo cual tiene la estructura de la ecuacién de movimiento de un oscilador
arménico sobreamortiguado (es decir md?q/dt?> = 0) descrita por:

= F(q) = —kq — k1q’ (3.25)

En donde F'(q) representa una fuerza efectiva. Es claro que la fuerza anterior
se puede obtener de un potencial efectivo

1 1
Ulq) = 5ka* + Jhrg" (3.26)

De modo que F(q) = —dU/dgq. La ecuacién (3.25) tiene puntos de equilibrio,
los cuales representan los minimos del potencial (ver Fig. 3.3.7.1). Estos se
encuentran mediante la siguiente condicion

¢=0 (3.27)

El sistema (3.25) tiene dos tipos completamente diferentes de soluciones que
ocurren dependiendo si a1 > 0 0 a1 < 0. Para a; > 0, ¢1 = 0, y as{ también
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Figura 3.3.7.1: Potencial efectivo. Lado izquierdo: oy > 0. Lado derecho: oy < 0.

g2 = 0, es decir, ninguna acciéon se produce en absoluto. Por otro lado, si
a1 < 0 el estado estacionario es:

a1 = +(|ay| ag/ab)/? (3.28)

Por lo tanto g2 # 0, de acuerdo con la ecuacién (3.23). Asi el sistema consis-
tente de los dos subsistemas (3.20) y (3.21) produce una cantidad finita que
es ¢, es decir, no desaparece la acciéon ocurrida. Partiendo de que ¢; # 0 o
q1 = 0 son una medida si ocurre o no ocurre una accion, se puede llamar a
q1 un parametro de accién.

Ahora tratamos con un conjunto formado de subsistemas que son descritos
por muchas variables, para todas estas variables usamos un simple tipo de
funcionamiento que va desde 1 hasta n. Asumimos ecuaciones de la forma:

qt) = —aiq+ a(q, .- an), (3.29)
Ga(t) —oq2 + 92(q1s -, n),

Gn(t) = —onGn+ gnlqi, ..., qn)-

Ahora imaginemos que se han arreglado los subindices de tal manera que
ahora hay dos grupos distintos en los que i = 1, ..., m se refiere a los modos
con un pequefio amortiguamiento los cuales incluso puden ser inestables (es
decir, @ < 0) y otro grupo con s = m + 1,...,n referente a modos estables.
Esto da a entender que las funciones g; son funciones no lineales de g1, ..., g,
por lo que en una primera aproximacién estas funciones pueden ser igno-
radas comparadas con los términos lineales del lado derecho de la ecuacion
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(3.29). Porque

a; — 0, pero ag >0y finito, i =1,....m; s=m+1,...,n

sostiene que puede volverse a involucrar el principio de aproximacion adiabati-
ca colocando ¢; = 0. Ademds asumimos que los ]qs|’ s son mucho mas pe-

queiios que los |g;|'s que estdn motivados por el tamaiio de los a. Como

una consecuencia podemos poner todas las gs = 0 en gs. Esto nos permite

resolver (3.29) para s =m +1,...,n con qi, ..., ¢, como cantidades dadas

as(qs) = gs(q1y s qn),;s=m+1,...n (3.30)

donde ¢y41, -, ¢n se debe poner igual a cero en gs. Reinsertando (3.30) en
las primeras m-ecuaciones de (3.29) nos lleva a ecuaciones no lineales solo
para las ¢}s

q1(t) = —0uqi + 9i(q1s -, G Gm41(ai)5 ---) (3.31)

Las soluciones de estas ecuaciones determinan si la accién distinta de cero
es posible o no. El ejemplo més simple de (3.31) nos lleva de regreso a una
ecuacién del tipo (3.24) o por ejemplo del tipo

Gi(t) = —1q + aq® + bg® (3.32)

Hay que hacer notar que la discusion respecto a la implementacién de un
potencial efectivo es valida en el caso unidimensional. La existencia de una
funcién potencial no estd garantizada para casos mas generales n dimensio-
nales, ya que es necesario que se cumpla la condicién 0F;/dq; = 0F;/0q;,
en donde F; representa la fuerza efectiva asociada a la variable i-ésima. Esta
condicién puede cumplirse de manera aproximada recurriendo a la aproxi-
macion adiabdtica para obtener una fuerza unidimensional.

En el caso de las RRG el concepto de potencial efectivo se ha relacionado con
la definicién de paisajes epigenéticos (descritos por Waddington). El paisaje
epigenético representa procesos de desarrollo segiin la metafora propuesta
inicialmente por Waddington, en la cual un proceso de morfogénesis esta re-
presentado por una canica rodando hacia abajo a lo largo de un paisaje
con cuencas y valles definidos por las distintas configuraciones asociadas a
la expresién de los distintos genes que conforman la RRG (ver Fig.3.3.7.2).
En el paisaje epigenético, los perfiles multigenéticos estan determinados por
el fondo de las cuencas de atraccién. Estos perfiles caracterizan cada tipo
de células o condicién celular, con tantas dimensiones en los paisajes como
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Figura 3.3.7.2: Representacién del paisaje epigenético descrito por Waddington
(Adaptada de [11])

numero de genes considerados en la RRG. El tamafio, forma y distribuciéon
de las cuencas restringe los caminos por los que el sistema transitarda de un
atractor a otro. Se supone que las fluctuaciones aleatorias mueven la bola
a lo largo de diferentes vias hasta que esta alcanza el fondo de una cuenca.
El potencial efectivo permite en principio cuantificar los paisajes epigenéti-
cos, estableciendo que una baja o alta probabilidad de aparicién de algin
atractor se traduce inversamente en la elevacién o disminucién del poten-
cial efectivo. Sin embargo, la aplicacién de un potencial efectivo al paisaje
epigenético no es posible en general ya que para muchos sistemas biologicos
n-dimensionales dado que la forma explicita de las interacciones no garantiza
la existencia de una funcién potencial.
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Capitulo 4

Analisis de la RRG de la
Arabidopsis thaliana

El formalismo discutido anteriormente se aplicé a un sistema que involu-
cra un nudmero relativamente grande de genes o factores de transcripcion
cuyas interacciones estan bien caracterizadas experimentalmente. Se estu-
di6 la red regulatoria genética de la planta floral Arabidopsis thaliana la
cual se considera un sistema prototipico dado que se conocen tanto los ge-
nes que codifican la organogénesis como las interacciones que la regulan. Su
informacién genética se encuentra contenida en 5 cromosomas y codifica pa-
ra mas de 33,000 genes, incluyendo genes no codificantes. La red estudiada
estd basada en datos experimentales para 15 genes con interacciones que
quedan descritas formalmente mediante funciones légicas booleanas. Entre
los 15 genes, 5 estdn agrupados en tres clases denominadas tipo A, B y C,
cuyas combinaciones son necesarias para la especificacion de los 6rganos flo-
rales. Los genes tipo A (AP1 y AP2) caracterizan la identidad de sépalos;
los genes tipo A en conjuncién con aquellos tipo B (A3 y PI), la identidad
de pétalos; los tipo B junto con el tipo C (AG), la identidad de estambres; el
gene tipo C la identidad de carpelos. Este modelo, llamado ABC, describe
el desarrollo de los érganos florales mediante la actividad combinatoria de
estos genes (ver Figs. 2.2.5.3 y 4.4.1.1).

El propésito de este andlisis es mostrar que la secuencia con la que los genes
ABC y el resto de los genes involucrados en el proceso del desarrollo floral
se activan en el modelo continuo siguiendo la secuencia resultante en estu-
dios experimentales de la Arabidopsis thaliana. Las interacciones genéticas
se han modelado anteriormente en términos de un mapeo dinamico discreto
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Figura 4.1: Red regulatoria de la Arabidopsis thaliana donde las flechas indican acti-
vacién y las rayas indican inhibicién, los colores en los nodos indican al grupo de genes que
participan, es decir, el color rojo indica los genes del grupo A, el color amarillo el grupo
B y el color azul el grupo C. En relacién con el modelo de los genes ABC (Adaptada de

[11]).

con una estructura del tipo ¢;(t + 1) = w;(qi1(t), ...qn(t), en donde las entra-
das w; satisfacen reglas booleanas. Este mapeo se presenta en el Apéndice
A. El mapeo discreto permite definir un sistema de ecuaciones diferenciales
que describen las interacciones de la RRG en el limite continuo. En lo que
sigue se realizard inicialmente una exploraciéon del conjunto de atractores
resultantes de la dindmica del sistema discreto para posteriormente estudiar
la dindmica temporal con la que se alcanzan estos atractores en el limite
continuo, la cual estd influida por los tiempos de expresion correspondientes
a cada gen.

Como se mencioné anteriormente, los atractores asociados al mapeo que
describe la RRG determinan la expresion fenotipica. Estos se encuentran
mediante la condicién g;(t) = wi(qi(t),...qn(t), lo cual convierte al mapeo
dindmico en un mapeo algebraico booleano. La expresiéon explicita de los
atractores se obtiene usualmente empleando métodos numéricos; sin em-
bargo, en este trabajo se implementé un método analitico que consiste en
resolver el sistema algebraico booleano aplicando las reglas del algebra boo-
leana de forma directa. Como resultado se obtiene una tabla que establece
los posibles atractores del sistema los cuales estdn determinados por los va-
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LFY = LFY

FUL = AG and LFY FT = LFY
AP1 = not AG and LFY AP2 = LFY
WUS = WUS and not AG TFL1 = not LFY
AG = LFY and (AG or WUS) EMF1 = notLFY
PI = LFY and (AG or AP3) SEP = LFY
AP3 = LFY and (AP3 or UFO) UFO = UFO
CLF = 1 LUG =1

Cuadro 4.1: Valores de los atractores de la RRG obtenidos mediante la aplicacién de
reglas légicas booleanas, al sistema mostrado en el Apéndice A.

lores de expresiéon de un numero reducido de genes, los cuales juegan un
papel central en el proceso de desarrollo de la flor (ver tabla 4.1). En dicha
tabla la sustitucion en el lado derecho de los valores de entrada posibles (0
6 1) determina el estado de los genes del lado izquierdo.

Un resultado importante del andlisis discreto es que el gen LFY determina
la expresién de los demads genes de la red, lo cual permite la formacion de
dos subconjuntos independientes, determinados por la expresion de LFY, es
decir LFY = 0 o LFY=1. Los dos subconjuntos estan controlados por UFO
y WUS, y AP3 y AG, respectivamente. Cuando LFY = 0 el subconjunto
asociado al MI se encuentra determinado por UFO y WUS, cuyos valores
posibles determinan la formacién de cuatro atractores Iy, I, I3 e Iy (ver
Fig. 4.4.1.1). Por otro lado, cuando LFY = 1 el subconjunto asociado al
MF estd determinado por AP3 y AG. Dentro de este subconjunto existen
dos posibilidades: si UFO = 0 los atractores presentes son se, pe2, st2, car;
si UFO = 1 los atractores son se, pel, stl y car. Los atractores pe2 y st2
tienen cuencas de atraccién muy pequenas [40] por lo que son muy poco
probables, por lo tanto nos concentraremos en los cuatro atractores deri-
vados de la expresion de UFO los cuales corresponden a sépalos, pétalos,
estambres y carpelos (ver Fig. 4.4.1.1). La discusién anterior permite con-
cluir que el desarrollo de los cuatro 6rganos florales puede caracterizarse por
la expresién o inhibicién de tnicamente dos genes: AP3 y AG. Sus valores
posibles de expresiéon permiten formar cuatro combinaciones asociadas con
la expresién fenotipica de los cuatro 6rganos florales (ver Fig. 4.4.1.1).
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Figura 4.2: La primera tabla muestra los atractores del IM y los genes que lo determi-
nan, aqui ya se ha evaluado el lado derecho de las reglas l6gicas mostradas en el Apéndice
A, cada color indica que un gen estd expresado (tiene valor de 1); el tono gris indica que el
gen estd inhibido en ese atractor. En la tabla siguiente se presentan los atractores del FM
donde los colores denotan nuevamente la expresién de genes, se aprecia que los atractores
pet y st tienen un sombreado un poco mas intenso en el gen wus; ya que este gen puede
valer 1 6 0.

4.1. Estructura de la RRG continua

Los resultados derivados del estudio de la RRG en la aproximacién discreta,
nos plantean preguntas que pueden ser abordadas en el limite continuo con
una mayor versatilidad, en particular el andlisis de la dindmica temporal
con la que se alcanzan los atractores de la RRG en el limite continuo. Para
ello se empled una representacion continua de la dindmica discreta booleana
reemplazando el conjunto original ¢; en términos de un conjunto de variables
continuas. Estas reglas se muestran a continuacion

a V b=a+b—ab
a N b=ab
a = 1l—a
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4.1. ESTRUCTURA DE LA RRG CONTINUA

La definicién de los operadores NOT y AND se cumplen de manera natural,
mientras que la definicién del operador OR tiene su fundamentacién en las
leyes de Morgan. La correspondencia del sistema discreto al continuo queda
establecida como se muestra en la tabla siguiente:

FUL(t+1) = (1-AP1(t))(1 — TFL1(t))

FT(t+1) = 1—EMFI1(t)

AP1(t+1) = (1—AG®t))(1—TFL1(t)(1— LFY (t)FT(t)))
EMF1(t+1) = 1—LFY(t)

1— EMF1(t)TFLA(t)
1—TFLI1(t)
WUS(t)(1 — AG()SEP(t))
= LFY(#)(1 — EMF1(t))(1 — ((AP1(t)AP2(t)
(1= WUS(1)(1 - AG()SEP(t)(1 — TFL(1)))))
+(1— EMF1(t))(1 — TFLL(t))(1 — AP2(t)) — (LFY (t)
— EMF1(t))(1 — (AP1(t)AP2(t)(1 — WUS(t)))
— AG(t)SEP(t)(1 — TFL1(t)))))((1 — EMF1(t)
— TFL1(t))(1 — AP2(t)))
LEY (t)(AG(t) + AP3(t) — AG(t)AP3(t))) +
(PI(t)SEP(t)AP3(t)(AG(t) + AP1(t) — AG(t)AP1(t))) —
(LFY (£)(AG(t) + AP3(t) — AG(t)AP3(t)))
(PI(t)SEP(t)AP3(t)(AG(t) + AP1(t) — AG(t)AP1(t)))
SEP(t+1) = LFY(t)
AP3(t+1) = (LFY()UFO(t)) + (PI(t)SEP(t)AP3(t)
(AG(t) + AP1(t) — AG(t)AP1(t))) — (LFY (HUFO(t))
(PI()SEP(t)AP3(t)(AG(t) + AP1(t) — AG(t)AP1(t)))
UFO(t+1) = UFO(t)

h
B
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~ Y~~~ /N~~~
~
+
—_
o e e e e N N N
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(
PI(t+1) = (LF
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4.1. ESTRUCTURA DE LA RRG CONTINUA

Cuadro 4.4.1.1: Valores de expresién que determinan la formacién de los cuatro
atractores del MF : sépalos (sep), pétalos (pet), estambres (st) y carpelos (car)

sep | pet | st | car
AP3 | 0 1 1
AG 0 0 1 1

Con el fin de generar funciones de entrada con una estructura de tipo di-
cotémico se utilizaron funciones de tipo escalén (funciones sigmoidales). Una
funcién con comportamiento sigmoidal se caracteriza por comenzar en un
valor e incrementar suavemente a otro valor, con un solo punto de infle-
xién (ver Fig. 4.4.1.2). Esto puede asemejarse a la activacién de un nodo
(1) cuando la funcién crece y a la inhibicién de algin nodo (0) cuando ésta
decrece. La siguiente funcién sigmoidal es la que se utilizé para caracterizar
la representacién continua

1
cepl2b(wi(q) — )] 1

@(wz) = (4'1)

donde wfhr es un umbral de activacién, y el parametro b mide la razén de sa-

turacion de entrada. De la grafica 4.4.1.2 se observa que para valores grandes
de b, es decir, b > 20 la grafica presenta un comportamiento de tipo escalon,
mientras que para valores pequefios se tiene un comportamiento logistico.
En este trabajo se fijaron los valores de b = 40 y wff”“ = 0,5. Mediante el
empleo de este tipo de funciones de entrada se puede determinar la dindmica
de la RRG continua descrita por un sistema de ecuaciones diferenciales de
la siguiente forma:

d4; = Owi(q)] — a;qi, (4.2)
dt
Donde «; representa el pardmetro de expresién del gen i-ésimo, es decir,
el gen decae en un tiempo 7; = 1/q; . Para determinar las soluciones del
sistema de ecuaciones diferenciales se utilizo el software Mathematica. En
las distintas graficas se puede apreciar que los niveles de expresion genética
presentan un comportamiento de tipo sigmoidal en el tiempo. En contraste
con el modelo discreto el cual implicitamente involucra tiempos de decai-
miento del orden de uno, el modelo continuo permite explorar un espectro
amplio para los valores posibles de los tiempos de expresion.

A continuacién se enlistan algunos de los resultados maés significativos. Para
ello inicialmente se considerd que los tiempos de expresién son cercanos a
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4.1. ESTRUCTURA DE LA RRG CONTINUA

Figura 4.4.1.1: Del lado izquierdo se muestran los atractores del IM, cada color
representa a los respectivos atractores. Debajo se muestra la RRG indicando los genes que
se encuentran encendidos mediante circulos sombreados y los genes apagados se dejan en
blanco. Del lado derecho se muestran los atractores del FM, cada color representa cada
uno de los atractores y debajo de estos se tiene la RRG con los genes que se encuentran
expresados o inhibidos . Se tiene un caso especial para UFO ya que este puede encontrarse
expresado o inhibido. Se hace una mencién especial de los genes ABC (Adaptada de [11])

aquellos implicitos en el caso discreto, que son de orden uno, para poste-
riormente explorar las situaciones en que los valores de expresién difieren de
este valor:

i)Odag =1 agp =1, apy =1, app = 1, aempr = 1, cupy = 1, agp2 = 1,
Qs = 1, Qsep = 1, Qyfo = 1, Qpi = 1, Qap3 = 1, atfl1 = 1.

Estas condiciones nos conducen a una sobreexpresién de los genes del MI
lo cual se traduce en la inhibicién de los genes del MF (ver Fig. 4.4.1.3).
Esto difiere del caso discreto en el que los genes relacionados con ambos
meristemos si desarrollan una dindmica en condiciones equivalentes.
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4.1. ESTRUCTURA DE LA RRG CONTINUA

Figura 4.4.1.2: Gréfica que muestra el comportamiento de la funcién 4.1 haciendo
variar el pardmetro b
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Figura 4.4.1.3: Gréifica que muestra la expresién temporal de los genes del MI cuando
los valores de los parametros de decaimiento son todos iguales a uno, es decir, 7, =
1/a; = 1. Aunque los valores de expresién de todos los genes graficados es igual a uno, se
multiplic este valor por un factor de escala que permite distinguir las curvas asociadas a
cada gen: TFL1 (negro), EMF1 (pirpura), UFO (magenta), WUS (cian) y LFY (azul)

11) Qag = 1, agp1 = 1, ayu = 1, app = 1, dempr = 1, aupy = 1, agpe = 1,
Qs = 1, Qgep = 1, Ay fo = 1, Qpi = 1, Qap3 = 1, Qifl1 = 8.

En la Fig. 4.4.1.4 se observa que la expresion de los genes TFL1, EMF1 y
WUS se inhibe sucesivamente, mientras que UFO se sobreexpresa. También
inicia la expresiéon de LFY, dando lugar a la activacién sucesiva de los genes
del MF. Por otro lado, la figura 4.4.1.5 muestra que conforme transcurre
el tiempo, AP1 inhibe su expresién mientras que AP3 y AG se mantienen
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4.1. ESTRUCTURA DE LA RRG CONTINUA

activados. Segun el cuadro 4.4.1.1 esto conduce a la manifestacién de tres
atractores: sépalos, pétalo y estambres, notandose la ausencia de carpelos,
dado que AP3 no se inhibe.

Figura 4.4.1.4: Gréfica que muestra la expresién de genes en el MI cuando el tiempo
de decaimiento de TFL1 (7tfi1 = 1/asf11) es mucho menor al del resto de los genes.
Las curvas asociadas a la expresién de cada gen: TFL1 (negro), EMF1 (pirpura), UFO
(magenta), WUS (cian) y LFY (azul)
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Figura 4.4.1.5: Grafica que muestra la expresién de genes en el MF cuando el tiempo
de decaimiento de TFL1 (7¢f;1 = 1/cugi1) es mucho menor al del resto de los genes. Las
curvas asociadas a la expresién de cada gen: AP1 (verde), LFY (azul), AP3 (rojo) y AG
(naranja)
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4.1. ESTRUCTURA DE LA RRG CONTINUA

iii) agg = 1,2, agp1 = 1,7, apy = 1, apr = 1, Qemp1 = 0,5, aypy = 1, agpo = 1,
Qyus = 1, Qsep = 1, aypo = 1,7, api = 1, agps = 1,7, aypn = 8.

Esta seleccion de pardametros fue motivada para recuperar el comportamien-
to observado en el desarrollo natural de los érganos florales, por lo que la
denominaremos silvestre. Una particularidad notable es la gran diferencia
entre los tiempos de expresion de los genes TFL1 y EMF1 del MI (ver Fig.
4.4.1.6), los cuales actuarfan como precursores de expresién de los genes que
definen al MF (ver Fig. 4.4.1.7). Con esta eleccién de pardmetros los genes
del MF se expresan de tal manera que se generan en forma sucesiva los
sépalos, pétalos, estambres y carpelos, de acuerdo a los atractores definidos
en el cuadro 4.4.1.1. Por otro lado, los parametros de decaimiento de los
genes que se expresan transitoriamente tienen valores mayores a la unidad.
En la Figura 4.4.1.8 se presenta el comportamiento del resto de los genes
pertenecientes a la RRG. Se expresan de manera sucesiva AP2 y FUL y
posteriormente SEP, FT y PI. Nétese que FUL decae de manera transitoria
y posteriormente se recupera su expresién durante la etapa correspondiente
a la formacién de los carpelos.

Figura 4.4.1.6: Gréfica que muestra los tiempos de expresién de los genes involucrados
en el desarrollo silvestre del MI. En este caso, el tiempo de expresién de TFL1 es mucho
menor que el de EMF1; por otro lado, UFO decae en dos pasos sucesivos, mientras que
WUS permanece expresado y es el dltimo de los genes de este meristemo en decaer. Se
observa que el decaimiento de TFL1 da lugar a la expresiéon de LFY, en concordancia con
las reglas légicas. Las curvas asociadas a la expresién de cada gen: TFL1 (negro), EMF1
(purpura), UFO (magenta), WUS (cian) y LFY (azul)
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4.1. ESTRUCTURA DE LA RRG CONTINUA

Figura 4.4.1.7: Gréfica que muestra la expresién de los genes en el desarrollo silvestre
del MF.Se observa que la expresiéon de LFY da lugar a la expresién simultdnea de AP1,
es decir, a la expresién de sépalos. Posteriormente se expresa AP3 originando pétalos.
Subsecuentemente se expresa AG determinando la formacién de estambres. Finalmente
AP1y AP3 decaen mientras AG se mantiene activado. Esto ultimo conlleva a la expresién
de carpelos(ver cuadro 4.4.1.1. Las curvas asociadas a la expresién de cada gen: AP1
(verde), LFY (azul), AP3 (rojo) y AG (naranja)

Figura 4.4.1.8: Gréfica que muestra los tiempos de decaimiento del resto de genes
que forman parte de la RRG. Se observa inicialmente la expresién de AP2 y FUL. Poste-
riormente se expresan SEP, FT y PI. Es notable el decaimiento transitorio de FUL para
recuperarse en un tiempo que corresponde al desarrollo de carpelos. Las curvas corres-
pondientes a cada gen son: PI (café), AP2 (verde), SEP (magenta), FUL (naranja) y FT
(rosa)
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4.1. ESTRUCTURA DE LA RRG CONTINUA

iV) Qgg = 1,2 Aapl = 1,7, Oful = 1, af = 1, Aemfl = 0,5, Alfy = 1,5,
Qap2 = 1, Qupus = 1, Qsep = 1, o = 1,7, api = 1, agpz = 1,7, a1 = 8

En este caso el tiempo de expresion de LFY es menor que el asociado al
caso silvestre, 7y, = 0,67. Esto da lugar a la no expresién de AP3 y a
la expresién tardia de AG en el MF (ver Fig 4.4.1.9). Se manifiestan los
atractores correspondientes a sépalos y carpelos y desaparecen los asociados
a pétalos y estambres. No se observan cambios significativos en el MI.
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Figura 4.4.1.9: Gréfica que muestra la expresién de genes en el MF, cuando el tiempo
de expresién de LFY es menor al caso silvestre. En este caso no se expresa AP3 y no se
desarrollan pétalos ni estambres. Las curvas asociadas a la expresién de cada gen: AP1
(verde), LFY (azul) y AG (naranja)

V) ag = 1,2, agp1 = 1,7, apy = 1, app = 1, dempr = 0,5, agpy = 1,8,
Qgp2 = 1, apus = 1, Asep = 1, Qyfo = 1,7, Api = 1, Qap3 = 1,7, Qifi1 = 8

El pardmetro de decaimiento de LFY es mayor que en el caso silvestre,
arpy = 1,8, lo que ocasiona una subexpresién de este gen con consecuencias
en el fenotipo. Se observa que WUS se mantiene expresado en el MI (4.4.1.10)
lo cual provoca la no expresiéon de AP3 y AG en el MF (ver Fig. 4.4.1.11),
por lo que los atractores correspondientes a pétalos, estambres y carpelos
no llegan a formarse.
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Figura 4.4.1.10: Gréfica que muestra los tiempos de expresién de los genes involu-
crado en el desarrollo del MI, cuando existe subexpresién de LFY. En este caso WUS se
mantiene permanentemente activado. Las curvas asociadas a la expresién de cada gen:
TFL1 (negro), EMF1 (purpura), UFO (magenta), WUS (cian) y LFY (azul)
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Figura 4.4.1.11: Gréfica que muestra la expresién de genes en el MF, cuando existe
subexpresion de LFY. En este caso se inhibe tanto la expresion de AP3 como de AG

perdiéndose pétalos, estambres y carpelos. Las curvas asociadas a la expresién de cada
gen: AP1 (verde), LFY (azul)

Vi) Ogg = 1,2, Agpl = 1,7, Qfyl = 1, Qfy = 1, Qemfl = 1,5, Qify = 1, Qap2 = 1,
Qs = 1, Qsep = 1, Oy fo = 1,7, Api = L, Agp3 = 1,7, Qifl1 = 8

En este caso el valor del pardmetro de decaimiento del EMF1 aumenta res-
pecto del caso silvestre, aep 1 = 1,45. En el MI observamos que el tiempo
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de expresién de EMF1 es relativamente corto comparado con la situacion
silvestre, lo mismo que el de WUS (ver Fig. 4.4.1.12) Esto inverte el orden
de expresion de los genes AP3 y AG (ver Fig. 4.4.1.13). En otras palabras,
se tienen los atractores correspondientes a sépalos, estambres y carpelos y
no se da el desarrollo de los pétalos.

Figura 4.4.1.12: Gréfica que muestra los tiempos de expresién de los genes involu-
crado en el desarrollo del MI, cuando el tiempo de expresién de EMF1 es menor que en
el caso silvestre . Las curvas asociadas a la expresién de cada gen: TFL1 (negro), EMF1
(purpura), UFO (magenta), WUS (cian) y LFY (azul)

Figura 4.4.1.13: Gréfica que muestra la expresién de genes en el MF, cuando el
tiempo de expresiéon de EMF1 es menor que en el caso silvestre. Las curvas asociadas a la
expresion de cada gen: AP1 (verde), LFY (azul), AP3 (rojo) y AG (naranja)
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vii) Oag = 1.2, agpn = L7, apy = 1, app = 1, dempr = 0,5, agpy = 1,
Qap2 = 1, Qus = 1,7, asep = 1, ayupo = 1,7, api = 1, agps = 1,7, a1 = 8
En el MI, WUS y UFO siguen dindmicas de decaimiento paralelas (ver Fig.
4.4.1.14. En el MF se observa una inhibicién en la expresiéon de AG debido
al tiempo corto de expresién de WUS (ver Fig. 4.4.1.15) en comparacién con
el caso silvestre. Esto daria lugar a la ausencia de estambres y carpelos.

Figura 4.4.1.14: Gréfica que muestra los tiempos de expresién de los genes involu-
crado en el desarrollo del MI, cuando el tiempo de expresion de WUS es menor que en
el caso silvestre. Las curvas asociadas a la expresién de cada gen: TFL1 (negro), EMF1
(parpura), UFO (magenta), WUS (cian) y LFY (azul)

vill) g = 1,2, agpr = 1,7, apy = 1, oy = 1, aempr = 0,5, aqpy = 1,
Qap2 = 1, aus = 1, Asep = 1, Qyfo = 1,8, Qpi = 1, Qap3 = 1,7, Qifl1 = 8

En este caso el tiempo de decaimiento de UFO es mayor que en el caso silves-
tre, lo que ocasiona la inhibicién de la expresién de AP3 (ver Fig. 4.4.1.16).
Esto se traduce en la ausencia de pétalos y estambres. No se presenta alte-
racion apreciable en el MI.
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Figura 4.4.1.15: Gréfica que muestra la expresiéon de genes en el MF, cuando el
tiempo de expresion de WUS es menor que en el caso silvestre . En este caso AG es
fuertemente inhibido. Las curvas asociadas a la expresién de cada gen: AP1 (verde), LFY
(azul) , AP3 (rojo) y AG (naranja).

Figura 4.4.1.16: Grafica que muestra la expresién de genes en el MF, cuando el
tiempo de expresién de UFO es menor que en el caso silvestre. En este caso AP3 es
fuertemente inhibido. Las curvas asociadas a la expresién de cada gen: AP1 (verde), LFY
(azul), AP3 (rojo) y AG (naranja).

Estos resultados nos muestran que los tiempos relativos de expresion genéti-
ca de la RRG determinan en buena medida la dindmica del desarrollo tanto
de los meristemos como de los érganos florales. La variacién de los tiempos
de decaimiento conduce a la subexpresién o sobrexpresién de algunos genes
lo cual se puede interpretar en términos de mutaciones efectivas. En las ta-
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blas siguientes se muestra en forma resumida las mutaciones presentes en
cada uno de los meristemos dependientes de los tiempos de expresién.

MI EMF1 TFL1 WUS UFO
arpy =1 stlvestre | silvestre silvestre stlvestre
oy > 1,8 silvestre | silvestre | no se inhibe | silvestre
Qemyp1 > 1,5 | se inhibe | silvestre se inhibe silvestre
Quus > 1,7 | silvestre | silvestre se inhibe se inhibe

Cuadro 4.4.1.2: Mutaciones efectivas presentes en el desarrollo de la Arabidopsis
thaliana provocadas por alteraciones en los tiempos de expresion de genes del MI

MF LFY AP1 AP3 AG
aemyp1 = 0,45 | silvestre | silvestre | silvestre | silvestre
arpy > 1,5 silvestre | silvestre | se inhibe | silvestre
oy > 1,8 stlvestre | silvestre | se inhibe | se inhibe

Qemf1 > 1,6 | silvestre | silvestre *x Hok
Qs > 1,7 stlvestre | silvestre | silvestre | se inhibe
Qyfo > 1,8 stlvestre | silvestre | se inhibe | silvestre

Cuadro 4.4.1.3: Mutaciones efectivas presentes en el desarrollo de la Arabidopsis tha-
ltana provocadas por alteraciones en los tiempos de expresion de los genes pertenecientes
al modelo ABC, ** El orden de aparicién de los genes AP3 y AG se invierte

4.2. Comparacion con resultados experimentales

A continuacién se presentard una comparacién de las predicciones del mo-
delo con los resultados expreimentales de aquellos genes de los que se cuente
con informacién suficiente:

TFL1: Segin nuestro modelo para que ocurra la expresion genética tanto
en el MI como en el MF' es necesario que TFL1 decaiga en un tiempo muy
corto comparado con el tiempo de decaimiento de EMF1 asi como con los
tiempos caracteristicos del resto de los genes que conforman la RRG. Esto
es consistente con los resultados experimentales representados en la Fig. la
cual muestra que TFL1 se expresa en el MI en la primera etapa del desa-
rrollo floral y dura unicamente 24 horas.
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EMF1: Como se menciona en el capitulo 2 Los genes EMF son necesarios
para el crecimiento vegetal y al parecer regulan el tiempo de floracién y el
desarrollo inflorescente. Esto es consistente con el decaimiento paulatino de
este gen a lo largo de todo el tiempo del desarrollo floral, segiin se muestra
en las graficas del MI.

UFO: Ademds de que UFO regula la actividad necesaria para la transcrip-
cién de AP3 (ver cuadro 4.4.1.1). Se expresa en el segundo y tercer verticilo,
probablemente restringiendo el dominio de expresién de estos verticilos, jun-
to con LFY. Este comportamiento es consistente con el presentado en las
graficas para la dindmica del MI y del MF.

WUS: En combinacién con los genes encargados de la especificacién de los
verticilos florales establece el patron espacio-temporal y con LFY co-regula
la expresion de AG. Esto estd de acuerdo con el comportamiento observado
en las graficas para el MI y MF en donde se aprecia que la dismunicién
en la expresién de WUS coincide justamente con la elevacién en el nivel de
activacion de AG.

LFY: Es un factor de transcripcién necesario y suficiente para especificar el
MF. Y requiere de co-factores para definir los limites espaciales de expresion
de los genes AP3, PI y AG que definen la identidad de los érganos florales.
También participa con UFO en la regulacién de la transcripcién de AP1 y
AP3, y con WUS co-regula la expresién de AG. Ademas regula la expresion
de los genes SEPALLATA (SEP), SEP1, SEP2 y SEP3. Estas regulaciones
son reproducidas por las curvas de expresion de los genes en todas las grafi-
cas presentadas.

AP1: Es un gen de la funcién A expresado en los dos verticilos externos
del meristemos floral; es importante para el desarrollo de sépalos y pétalos
asi como el MF. Tiene superposiciéon de funciones con LFY en el desarro-
llo del MF y regula positivamente al mismo. Este comportamiento se puede
apreciar en las graficas para el MF, en las cuales se observa que ambos genes
se activan simultdneamente y siguen dinamicas casi paralelas hasta que AP1
decae.

AP3: Es un gen de la funcién B y se expresa en el segundo y tercer verticilo.
Su funcién es necesaria para la expresion de pétalos y estambres, los cuales
se expresan posteriormente a los sépalos. Este comportamiento se reproduce
correctamente en las graficas del MF.

74



4.2. COMPARACION CON RESULTADOS EXPERIMENTALES

AG: Es el tinico gen de la funcién C que determina la formacién de carpelos,
esta funcion se expresa posteriormente a la funcion B. Este comportamiento
también se recupera correctamente en las graficas del MF.

FUL: Se expresa al mismo tiempo que LEFY durante el establecimiento del
MF, pero se encuentra mas localizado en el MI. Después, durante el desarro-
llo de los carpelos juega un papel importante. Esta dindmica es observada
en la Fig. 4.4.1.8.
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Capitulo 5

Discusion y conclusiones

i) En este trabajo se ha mostrado que es posible describir los aspectos esen-
ciales del desarrollo y expresién fenotipica mediante modelos matematicos
que describen una RRG. Un aspecto fundamental es que los tiempos de ex-
presion genética influyen de manera determinante en el patrén de expresion
temporal establecido biolégicamente.

ii) Los atractores asociados a patrones de expresién fenotipica pueden ob-
tenerse empleando métodos algebraicos analiticos booleanos, los cuales per-
miten determinar de manera univoca los nodos centrales de la RRG.

iii) Se ha mostrado que los tiempos caracteristicos de decaimiento controlan
la expresion epigenética del sistema bioldgico. Asi mismo estos tiempos de-
terminan la sobrexpresién o subexpresiéon de los genes durante el desarrollo.
Esto da lugar a la generacién de mutaciones efectivas capaces de alterar el
fenotipo.

iv) La inhibicién de la expresién de los érganos florales puede ocurrir por
pares de verticilos contiguos, tal como se establece en el modelo ABC. Sin
embargo, el modelo es capaz predecir mutaciones en 6rganos florales no con-
templadas por el modelo ABC.

v) Los resultados del modelo concuerdan cualitativamente con observacio-
nes reportadas experimentalmente sobre los aspectos genéticos que regulan

la morfogénesis en plantas florales.

vi) El enfoque presentado en esta tesis permite caracterizar adecuadamen-

7



te las interacciones genéticas de una RRG y sus consecuencias fenotipicas,
los métodos empleados no involucran hipétesis especificas sobre el sistema
biolégico en consideracién, por lo que es posible extenderlos para estudiar
otros sistemas tanto del area de la Biologia como de la Medicina.
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Apéndice A

Reglas l6gicas de la Arabidopsis thaliana

Las interacciones entre los nodos que conforman la red regulatoria genética
de la Arabidopsis thaliana se presentan a continuacién

FUL(t+ 1) = = AP1(t) A\~ TFL1(t) (5.1)
FT(t+1) = - EMFI1(t) (5.2)
TFL1(t+1) = ﬁAPl( YA(EMF1(t) N— LEY (t)) (5.3)
AP1(t+1) = (= AG@t)AN—-TFL1(t))V (FT(t) A\ LFY(t) (5.4)
A= AG(t) V (FT(t) A= AG(t) A= PI(t)) V (LFY(t)
A= AG(t) N = PI(t))V (FT(t) A= AG(t) A~ AP3(t))
V(LEY (t) A= AG(t) A= AP3(t))

EMF1(t+1) = - LFY(t) (5.5)
LFY(t+1) = - EMF1(t)V - TFL1(t) (5.6)
AP2(t+1) = - TFL1(t) (5.7)

WUS(t+1) = WUS(@E) A (- AG(t) V- SEP(t)) (5.8)
AG(t+1) = (= EMF1(t) N\=TFL1(t) A= AP2(t)) V (5.9)
(- EMF1(t) NLEY (t) A= AP1(t)) V
(- EMFl(t) A= AP2(t) NLFY (t)) V
(- EMF1(t) A= TFL1(t) N LFY (t) A (AG(¥)
A SEP(t))) (- EMF1(t) A (LFY (t) \WUS(t)))
PI(t+1) = (LFY(t)A(AG(t)V AP3(t))) V (5.10)
((PI(t) NSEP(t) AN AP3(t) A (AG(t) V AP1(t)))
SEP(t+1) = LFY(t) (5.11)
AP3(t+1) = (LFY(@)ANUFO(t))V ((PI(t)NSEP(t) A (5.12)
AP3(t) A (AG(t) v AP1(t)))
UFO(t+1) = UFO(t). (5.13)
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