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Resumen

La velocidad con la que crecen las bases de datos de genes y moléculas que participan en
procesos de desarrollo nos obliga a construir herramientas que permitan integrar esta infor-
macién. Hay indicios de que el obtener toda la informacién de cada uno de los elementos que
participan en un proceso complejo (como el desarrollo) no es suficiente para comprenderlo
cabalmente: es necesario estudiar al sistema completo para poder entender como se originan
las propiedades que radican en el conjunto y no en un elemento particular.

En Arabidopsis thaliana, un sistema modelo en estudios de genética del desarrollo de
Angiospermas, se ha recabado mucha informacién sobre los genes que participan en la de-
terminacién del destino celular en las flores, y se ha propuesto un marco fenomenolégico, el
modelo ABC, que describe como el destino de los érganos florales depende de las combina-
ciones en la actividad de tres clases de factores de transcripcién. Sin embargo, la propuesta
del modelo ABC no explica como es que se generan heterogeneidades tan estables en el
patrén de actividad génica en las flores, ni si esto es una consecuencia de la dindmica de la
red de genes que interactiian con los genes A, By C.

Para avanzar en esta direccién, en este trabajo se propone un modelo discreto para la de-
terminacién genética del destino de los érganos florales. En este modelo tanto la arquitectura
de la red génica como las reglas l6gicas que en el modelo caracterizan a las interacciones
fueron construidas usando la evidencia experimental reportada por los laboratorios que
trabajan con estos genes en A. thaliana. Aunque se infirié la arquitectura de la red que
comprende también a los genes que participan en la induccién a la floracién (evento que
depende tanto de factores ambientales como internos), en este trabajo solamente se presen-
tan las simulaciones que no consideran estos factores. La inclugidon en un trabajo posterior
de las cuatro rutas de induccidn de la floracién permitira estudiar cémo afecta cada una de
ellas a la transicion entre el crecimiento vegetativo y el crecimiento reproductivo.

Ya con esta base de datos construida, se hizo un programa en el lenguaje de progra-
macién LISP que permite seguir el estado de actividad de cada uno de los genes de la red
de determinacién de érganos florales hasta que el sistema llega a un punto estacionario,
que corresponde a un patrén de actividad génica estable, como el que tienen las células
diferenciadas.

Se cjecutd el programa en todas las condiciones posibles del sistema y se encontré una
relacién causal entre la actividad de dos genes (UFO y WUS) y el destino de los organos
fiorales, y que las 209,952 condiciones iniciales posibles del sistema convergen a tinicamente
ocho estados estables, a todos los cuales se les haya correspondencia con patrones de ac-
tividad génica que se dan naturalmente en A. thaliana. Se concluye que la robustez en los
procesos de formacién de las flores se debe, al menos parcialmente, a la dindmica de esta red.
La dependencia del destino celular con respecto a la actividad de UFO y WUS da sustento
a la hipétesis de que la formacién del patrén floral depende de factores que se expresan de
forma heterogénea en los meristemos apicales vegetativos.

Se hicieron también simulaciones de mutantes, obteniéndose resultados equiparables a los
que se observa en las plantas con esos genotipos, lo que sugicre que el modelo es coherente
con la evidencia experimental.



Agradecimientos

Antes que a los demds, gracias a la familia. A mi abuelo (por portarse como abuelo),
mis padres (que fueron padres, mecenas y sparrings (lo de sparrings es por permitirme
frecuentemente sacar la neurosis con ustedes, vale un perdén)). A mi papa ademds porque,
aunque él probablemente no lo sepa, tal vez es el principal culpable de que yo pretenda

hacer investigacién.

También va para los sobrinos (Mauri y Santi) y mis hermanos Ana Elena, Cecilia y
Arturo (por l{xs porras y regaiios, y por no decepcionarse tanto {tanto, tanto) de que no
estoy en‘c&m‘ixio de ser un bidlogo que va a perseguir jaguares, o que expone su vida haciendo

; n sustancias mortales). A Arturo ademds por salvar frecuentemente A las
compusdemj ‘y"z‘a mf de las compus.
T A los amxgoe (resaltando por mucho Anidia, Vanesa, e Hiram) por hablar y por escuchar
principalmente.

A toda la gente en el laboratorio, por sus consejos y comentarios. A Elena principalmente
por su confianza, apoyo y entusiasmo (y por haberme presentado a esta forma de hacer
ciencia). Gracias también a Victor Guraieb y a Pablo Padilla, que en distintas fases del

proyecto me sugirieron ideas, ayudaron y aconsejaron facilitindome mucho el trabajo.

Gracias también a mis sinodales, Elena Alvarez-Buylla, Le6n Martinez, Enrique Ortiz,

Luis Medrano y Victor Valdés, que con consejos y recomendaciones mejoraron este trabajo.

Que el agradecimiento también llegue a macstros de la carrera. Pero sobre todo a la Uni-

versidad piiblica, que me convencié de la necesidad de vivir tratando de desfacer entuertos.

Un mensaje de nuestro patrocinador: este trabajo fue apoyado por una beca de la UNAM

(PROBETEL).

1




Indice general

Resumen
Agradecimientos
Indice de figuras
Indice de cuadros

1. Introduccién

1.1. Redes Logicas de Regulacion GEmica '« .« . v'v v v v v i e e e e e
1.2. Modelos de Redes de Regulacién Génica en otros Organismos . . . ... ..
1.3. El Modelo ABC de la Determinacién de los Organos Florales . . . .. . ..

1.4. Modelos Formales para la Determinacién Genética de los Organos Florales .

2. Evidencia Experimental

2.1. Induccién a la Floracién: Las CuatroRutas . .. . ... ... ........
2.2, ;Flor o no Flor?: Identidad del Meristemo Apical Aéreo . . . ... ... ..
2.3. ;Qué Organo?: Determinaciéon Genética de los Organos Florales . . . . . ..

3. Implementacién del Modelo

3.1. Obtencién delas Reglas Logicas . . . . . .. ... . ...t unn..
3.2. EspacioFasedel Sistema . . . . .. . .. ... ... ...t
3.3. ImplementaciondelModelo . . . . . .. ... ... . ... .0,
3.4. SimulaciSndeMutantes . . . . ... .. L L. e e e e e e ..

4. Resultados

11

II1

Vi

20
20
26
32

30

39

41

43

45



4.1. Simulacién de Plantas Silvestres . . . . . . . . . .. ¢ .. i e

4.2, Simulacién de Mutantes: Mutantes leunig

4.3. Simulacién de Mutantes: Mutantes apetala2 . . . . . . .. ... ... ....

5. Discusién y Conclusiones
5.1. Supuestosdel Modelo . . ... ... ..
5.2. EI Papel de la Robustez en el Destino de

los Organos Florales . . . . .. ..

5.3. Formacién del Patrén Espacial en las Flores .. e e e

5.4. Hip6tesis para el Origen de la Inversién Fldr:}l en Lacandonia schismatica

5.5. Coherencia del Modelo con Obseryacidnea Eiberimental& ..........

5.6. Conclusiones y Perspectivas -
Bibliografia
A. Reglas Légicas.

B. Cédigo Fuente del Programa

B.1. Programa para la Simulacién de Plantas Silvestres . . . . . ... ... ...

B.2. Funciones para el Anilisis de Resultados

54

56

© 57

60
63
64

a7

78

81
81
86



Indice de figuras

1.1.
1.2,

2.1.

2.2,

4.1.

Modelo ABC de la determinacién de los 6rganos florales. . . . .. . .. ...
Arquitectura de la red de determinacién de érganos florales usada en Mendoza

y Alvarez-Buylla, 1998. . . . . . . i i e e e e e e e e "

Arquitectura actualizada de la red de floracién, incluyendo a las rﬁtaé de
INduccion. . . . . . . L e L e el e e e e e e e e e e e e e e e e

Arquitectura actualizada de la red de determinacién de Srganos florales. . .

Patrén de expresién de UFO.y de WUS en los meristemos apicales aéreos. .

. Patrén espacial de actividad esperado de los genes A, B, y Cen Lacandoma
schismatica. . . . . . ... . ... L L o e e SR

13

15

27
38

46

61
.f” 61

62



Indice de cuadros

4.1. Estados estables en la simulacién de plantas silvestres y correspondencia con’

estructurasde laplanta. . . . ... ... .. L ool oL 0

4.2. Tamaiio de las cuencas de atraccién en las plantas silvestres. . . .- -l G

4.3. Condiciones iniciales que conducen a destinos vegetativos en la aunulaclénde

- 44.
4.5,

4.6.

4.7. Tamaiio de las cuencas de atraccién ¢n las plantas Iug

4.8. Nimero de condiciones iniciales por niimero de’ 1tcramonm (pasos) al atmctor

para cada estado cstable en las plantas dug. . .o oL S0 T Tl L
4.9. Estados estables en la simulacién de mutantes ap2, y corx-espondencié con
estructurasde laplanta. . . . . .. ... L oL L L ool s
4.10. Tamaiio de las cuencas de atraccién enlas plantas ap2.. . . . ... ... ..

4.11. Condiciones iniciales que conducen a destinos vegetativos en la simulacién de
plantas apf. . . . .. L. L e e e e e e e e e

4.12. Niimero de condiciones iniciales por niimero de iteraciones (pasos) al atractor
para cada estado estableen ias plantasap2. . . .. . .. ... ... ... ..

45
46

50

50

51
52

52

53



Capitulo 1

Introduccion

Una consecuencia de la observacién de la nntura.lf.ﬁzié‘es él interés en co’mprenider como se
origina la diversidad de formas de los aeres "viyoa. DMin, basdndose en la limitacién de
recursos, la variabilidad en caractértsticas entre individuos de la misma especie y la hereda-
bilidad de estas caracteristicas, propuso a la seleccién natural como uno de los mecanismos
résponsabl& de la produccién de la diversidad. La gran aceptacién de su teoria conduce a
que ia biolog(a sea considerada como una ciencia histérica: los individuos que comparten un
pasado tienen caracteristicas comunes, pues, por efectos de la seleccién natural, aparecen
en los ancestros y se mantienen después. Para explicar el origen de las diversas estructuras
s6lo habria que conocer la historia de los organismos. Sin embargo, la explicacién histérica
no es suficiente para entender c6mo se generan las formas en los organismos, ya que no
describe los mecanismos que las producen, por lo tanto, también es necesario conocer los

procesos que hacen posibles a las estructuras (24).
La forma de los organismos depende de varios factores:

-Genotipo o herencia genética.- La variabilidad necesaria para la existencia de la seleccién

natural depende, de manera muy importante, del genotipo. Pero cambios pequeiios en la
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secuencia de bases nucleotidicas del DNA, en el genotipo, pueden tener efectos enormes en
la forma de los organismos (por ejemplo en los mutantes homeéticos), y cambios grandes

en el genotipo pueden tener efectos pequefios en el fenotipo (por ejemplo, en la poliploidia

de 'alémas especies de plantas). Esto, solamente se explica si la relacién entre la variacién
genofiéicé y fqnotfpica no es lineal.

-Medlo ;;:znl;i’énie.- Tal vez este es el factor causal méas obvio para la formacién de los
‘ fenotxpos,después del genotipo. Sabemos que caracteristicas fenotipicas como la talla o el
pesd debeﬁden de factores ambientales como la alimentacidn, que el color de piel puede ser
afectado por la exposicién a la luz solar, que el tipo de suelo altera los fenotipos de las
plantas. Un eféctq mé.ssutﬂ es .el que 8e da en los huevos de los erizos, en los que se generan
asimetrias a partﬁr delpunto de entrada del espermatozoide, lo que finalmente es una fuente
de informacién externano Heredable.

-Herencia no genética.- No todos los clementos que heredan los seres vivos se heredan
a través de la copia de secuencias de DNA. Hay condiciones estructurales que afectan la
formacién de los fenotipos para los cuales no existen “instrucciones”en los genomas de los
individuos, y citaré algunos ejemplos de esto: a) Las células huevo fecundadas no son ho-
mogéneas en la composicién de citoplasma, existen factores (llamados productos de genes
maternos en Drosophila) cuya distribucién es producto de la dindmica celular de la madre.
En este mismo contexto, el sentido del giro de las conchas de caracoles no est4 determinado
por alelos del individuo, sino por alelos de la madre. b) Para la formacién de ciertas estruc-
turas es necesaria la preexistencia de otras estructuras. No hay un gen que determina la
presencia del aparato de Golgi, sino que hay genes que codifican para proteinas y enzimas

que producen lfpidos que se agregardn a las membranas internas del aparato de Golgi de la
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célula madre pa.r_# 1 A‘ > er y poder ser repartido en las dos células hijas después de la

- mitosis (71).7'0): a.; ;6# de los cilios en Paramecium no depende del genotipo, sino

de la orientaciyé“;‘i de cii_litoé:en la célula madre (citado en 25).
El desarrollo es el proceso que cataliza las interacciones entre estos tres Lipos de factores,

haciendo que de cbnﬁgurgibhes relativamente poco diferenciadas se genere orden, surgiendo

las estructuras L:Voxirl;)‘AleJa.s‘qhe‘se observan en los organismoe adultos. Ademads, ain en un

contexto histérico, la'hiétfona. le la vida 1o es una scrie de formas adultas relacionadas, sino

ontogenias que gedcrz@n : togenias (97). Es por esto que si queremos entender como

se origina la diversid los seres vivos es fundamental que entendamos los

mecanismos de desarr i;ﬁre genotipo y fenotipo.

En los tltimos afios hi; habxdo im gran g@ce en la caracterizacion de genes que participan
en él desarrollo de plantas y animéies, los grupos en los que se dan los procesos de desarrollo
mas complejos (60). Estos avances han sido impulsados por la importancia del genotipo en la
generacion de los fenotipos, por la utilizacién de técnicas de biologia molecular mds rdpidas
y eficientes, y por el desarrollo de programas de secuenciacién de genomas completos. La
abundancia de datos disponibles hace que ahora sea inminente el uso de herramientas que

permitan integrar y organizar esta informacioén (6).

Por otra parte, existen muchas cvidencias que indican que la relacién entre genotipo y
fenotipo es compleja y no lineal. Por ejemplo, la pleiotropia es la condicién habitual en la
actividad génica (25), se necesita un umbral minimo en el mimero de interacciones para
que una red de regulacién sea funcional, estable y permita variaciones (38), el tamaiio del
genoma no es un indicador fiel de la complejidad del organismo, en especies cercanas puede

haber mecanisinos diferentes que producen estructuras homélogas (79), y 1a abundancia de
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mutantes nulos a nivel de mRNA sin alteraciones fenotipicas. Esta complejidad provoca que

existan propiedades emergentes en los procesos, que sélo se pueden estudiar desde un punto

de vista holista (39).

La causa de la no-linearidad en la relacién genotipo-fenotipo es que las caracteristicas
fenotipicas no estdn determinadas por la actividad de productos génicos aislados, sino
que son la consecuencia de la dinimica de redes de interacciones de productos gemcos
(63). Sin embargo, los métodos bioquimicos tradicionales, por su naturaleza reduccionista,
estAn sesgados hacia la identificacién de causas aisladas para cada caracteristica biolégica
(94). Entonces, para entender entonces la forma en que el genotipo afecta al fenotipo y las

propiedades de esta relacién debemos estudiar la dindmica de las redes génicas.

No se tiene la informacién necesaria para hacer estudios formales que involucren a todos
los genes de un genoma, pero debido a que el desarrollo consiste en procesos que se pueden
separar ldgicamente, se puede asumir que esta disociabilidad refleja una modularidad sub-
yacente (104), es decir, el hecho de poder distinguir diferentes procesos de desarrollo en
la ontogenia de un organismo, nos permite inferir que podemos analizar los mecanismos
que los generan por scparado. La dindmica de las redes génicas se puede estudiar a través
de la modelacién en computadoras con redes de nodos interactuando. En estos modelos se
consideran las interacciones de los genes que participan en un proceso dado y se estudia el
comportamiento de la red como un todo, permitiendo buscar las propiedades del proceso
que no radican en elementos particulares del sistema, sino que emanan de las interacciones

de los elementos del conjunto.

Se ha publicado varios estudios de redes de regulacion génica en animales, donde se

empieza a mostrar la utilidad de este tipo de enfoques (11; 14; 18; 20; 64; 77; 78; 103).
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Estos estudios han mostrado, por ejemplo, que la red génica que determina la polaridad de
segmentos en Drosophila es extraordinariamente robusta a variaciones en sus pardmetros, y
que esta es probablemente la razén de su presencia en distintos taxa y de su participacién
en diferentes procesos de desarrollo (103). En otro estudio se ha demostrado que es posible
¢l cambio en la arquitectura y en las propiedades de las redes de regulacién conservando el
patrén de segmentacién en los insectos (78). Finalmente, se ha mostrado que la progresividad
del desarrollo del endomesodermo en erizos depende inicamente de la arquitectura de red
y de las condiciones iniciales del sistema (18). Sin embargo, en plantas solamente se ha

publicado los estudios de redes del laboratorio de Elena Alvaxm-Buylla (57-59).

Se debe hacer estudios de redmd mg:ﬁlacién génica en ambos grupos taxonémicos para
poder realizar un vcrdad’qro,eétliéio qoppa.rativo del desarrollo en plantas y animales. Esto
es porque diversos cxperlmenytio;'c‘ﬁ\genética del desarrollo y los estudios de secuenciacién
de genomas completos indican que en plantas y animales ¢l desarrollo surgié de forma
independiente (4; 60). Por esto, es muy probable que tomando en cuenta tinicamente a los
animales (o Gnicamente a las plantas), se considere, tal vez de forma errénea, que muchos
de los mecanismos que regulan el desarrollo son similares por ancestria comiin, y no porque
son consecuencias altamente probables y robustas (i.e. dificiles de alterar) en los organismos

complejos.

El realizar este tipo de estudios permitira, a largo plazo, distinguir dentro del conjunto de .
los mecanismos conservados a aquellos que persisten por ser accidentes histéricos de aque-
llos que son requerimientos indispensables para el desarrollo de organismos multicelulares

complejos (96), o que son consecuencias naturales (casi inevitables) de la pluricelularidad.
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1.1. Redes Légicas de Regulacién Génica

Para describir a los sistemas de redes de elementos que interactian y se afectan entre
ellos, como las redes de regulacién génica, no es suficiente hacerlo de forma verbal, ya que
frecuentemente, su comportamiento no es intuitivo (100). Para estudiar a estos sistemas
la alternativa obvia es el uso de ecuaciones diferenciales, sin embargo, debido a 8u no-
linearidad, es dificil abordar estos sistemas de una forma analitica (99; 110). Sin embargo, es
posible analizar las caract.crisﬁcas Ain&nicas esenciales de este tipo de sistemas de maneras
mas simples, y es por esto c’;uc’s’e‘ ha propuesto el uso de aproximaciones légicas para abordar

estos problemas.

En las descripciones légicas se utilizan variables con un mimero limitado de valores. En
el caso en que las variables \inicamente tomen dos valores, se estara construyendo una
descrip‘cién binaria o Booleana. Pero el uso de variables binarias puede resultar insuficiente
cuando los elementos del sistema provocan mas de un efecto y se necesitan diferentes niveles
de activacién de los elementos para producir cada efecto, por lo que en ocasiones s necesario

describir el estado de una variable con mas de dos niveles (100).

Una posibilidad para estudiar a ciertos sistemas cs el uso de autématas celulares. Los
autématas celulares son sistemas dinimicos discretos en los que hay una regla universal de
actualizacion de estados para todos los elementos, y un patrén de conexiones uniformes.
Tienen la ventaja de ser muy sencillos, sin embargo, en la modelacién de algunos sistemas
biolégicos, como las redes neuronales, génicas, o inmunolégicas es necesario prescindir de
la uniformidad en reglas y en patrones de conexién (110), ya que el sistema tampoco es

uniforme.
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Las redes l&gicas permiten construir modelos discretos en los que cada elemento puede
tener diferentes patrones de interaccién con los demds elementos y diferentes reglas de
actualizacién. En una red 16gica el estado del sistema en cierto tiempo puede ser descrito
por una lista de los estados de cada una de las variables que lo componen, cada uno de los
cuales es regulado por otras variables del sistema. El estado de cada variable esta controlado
por una funcién l6gica, que especifica su actividad como una consecuencia de la combinacién
de estados de las variables que inciden en ella, por lo .que los cambios son deterministicos.
La serie de estados del sistema en periodos sucesivos es la trayectoria de la red (38). Dado
un conjunto particular de elementos, reglas y conexiones, se puede calcular una trayectoria

particular o todas las trayectorias posibles de la red (49).

Una trayectoria de la red conduce, en algiin momento, a un estado que el sistema ya habia
tenido previamente, pues la red tiene un niimero finito de estados (2", cn las redes binarias
con n elementos). A partir de entonces el sistema, si no sufre perturbaciones, permanece en
un ciclo repetitivo de estados, pues siempre que adquiere el mismo estado se comporta de la
misma forma. A este ciclo repetitivo se le llama atractor. Un atractor puede tener un sélo
estado (un ciclo de periodo uno, al que se le llama atractor de punto fijo, que corresponde

a un estado estacionario) o puede comprender varios estados (un atractor dindmico) (49).

Mas de una trayectoria pueden converger en el mismo atractor; en este caso al conjunto de
trayectorias que conducen al mismo atractor se le llama la cuenca de atracciéon de ese atractor
(39). La estabilidad de un atractor, es decir, la probabilidad de que el sistema regrese
al mismo atractor después de perturbaciones en el patrén de actividad, es directamente

proporcional al tamaifio de su cuenca de atraccién (38).

Suponiendo que un tipo celular se puede describir por su patrén de expresién génica, y
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que, los elementos de la red corresponden a genes, los estados de las variables representan
niveles de actividad génica y las reglas logicas de caml;io caracterizan a la actividad génica
en funcién de las combinaciones de actividades de otros elementos, entonces, un atractor
representa, en el modelo, a un patrén de actividad génica estable, como ¢l de una célula

diferenciada (38; 39; 49).

Usando modelos de redes Igicas como los aqui descritos es posible estudiar las principales
caracteristicas dindmicas del sistema en su conjunto: estudiar de qué factores dependen las
decisiones entre las diferentes rutas hacia distintos destinos celulares, analizar la robustez de
la determinacion de los tipos celulares cuyas diferencias dependen de los estados de activi-
dad de la red de regulacion génica que se modela, determinar si la evidencia experimental
disponible es suficiente para explicar la especificaciéon de esos tipos celulares, y en caso de
que no sea asf, 8¢ pucden usar estos modelos para proponer hipdtesis de genes e interacciones

no descubiertas.

1.2. Modelos de Redes de Regulacion Génica en otros Or-
ganismos

Recientemente ha empezado a publicarse aplicaciones de modelos de redes a eventos par-
ticulares en el desarrollo de organismos modelo (principalmente animales) basindose en
datos reales obtenidos de la evidencia experimental. En csta seccién se describiran breve-
mente tres de estos trabajos para ejemplificar las aportaciones que pueden resultar de este

tipo de estudios.

En el trabajo de von Dassow et al. (103) se usa un modelo de red de regulacién génica
para estudiar al mantenimiento de la polaridad antero-posterior en los segmentos de los

embriones de Drosophila. A partir de la evidencia experimental los autores construyen una
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red considerando a los genes que participan en la formacion de esta asimetria, y desarrollan

ecuaciones diferenciales para caracterizar a sus interacciones.

El objetivo de von Dassow y colaboradores es averiguar si la red que determina la polaridad
de segmentos es un médﬁlo rgvt‘)lutivo y de desarrolio. Ellos argumentan que un mdédulo de
este tipo deberia aerfroﬁustb con respecto a los valores de los pardmetros de las ecuaciones
que definen a sus intcracci;)nes, pues solamente asi la red podria seguir siendo funcional en
un gran mimero de taxa, en los que ,muy probablemente, los pardmetros no son idénticos.
Para poder averiguar esto, los autores hacen una biisqueda de los valores de los pardmetros
de los ecuaciones que permiten recuperar el patrdén espacial de actividad génica que se
observa experimentalmente en Dmsophda

von Dassow y colaborado:éé encuentran que es asombrosa la proporcién de las combi-
naciones en los valores de los pardmetros que permiten recuperar este patrén. Eligiendo el
valor de un parametro al azar, se tiene una probabilidad cercana al 90 % de que esc valor
sea compatible con la conducta esperada. Dado que la robustez de esta red no depende de
valores precisos en los parametros, 8ino iinicamente de la arquitectura de la red, los autores
proponen que esta es la razdn de su conservacion (en presencia y en funcién) en tantos taxa,

por lo que debe constituir un médulo evolutivo y de desarrollo.

Salazar-Ciudad y Jernvall (77) construyen un modelo espacial para la morfogénesis de
dientes. Infieren la arquitectura de la red que sintetiza a las interacciones que se han repor-
tado experimentalmente, considerando a las proteinas que participan tanto en la diferen-
ciacion como en la replicacién de las células de los primordios de dientes. Esto les permite
ligar a la formacion de patrones con el cambio de forma, obteniéndose asi un modelo en el

que la diferenciacién afecta a la forma, y el cambio de forma afecta a la diferenciacién.
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2

Con este modelo, Salazar-Ciudad y Jernvall pueden reproducir la morfogénesis de los dien-
tes de diferentes especies (con cambios ligeros en los.pardmetros), reproduciéndose incluso
los cambios que se observan a lo largo de la ontogenia de los individuos, y en los tiempos

correctos,

A partir de sus resultados, sugieren que se necesitan cambios ligeros en los pardmetros
pa;ra @bim la forma dé‘ los diepteq (lo que explicaria la alta diversidad en las formas de
"Ios diéx;teé de los mamﬂ'eroe), y que el desarrollo de estructuras complejas puede depender
de 'principios de organizacidn en 1as redes relativamente simples (por ejemplo, en su modelo

se consideran tnicamente las interacciones entre dos tipos de moléculas y el crecimiento).

Eldar y colaboradores (20) se preguntan cudles son los mecanismnos que definen la po-
laridad dorso-;rentrél en Drosophila. Basandose en observaciones experimentales, saben que
la red de" interacciones génicas que regula la formacién de gradientes dorso-ventrales es
resistente, dentro de:ciertos rangos, a la concentracién de protefnas, pues los heterocigo-
tos para la mayoria de los genes involucrados tienen fenotipos idénticos al de las moscas

silvestres.

Recopilando la informacién que se tenfa a partir de los datos experimentales, construyen
un modelo, y escogen valores de parametros al azar, buscando las combinaciones de cstos
que producen redes robustas con respecto a la concentracién de proteinas. Encuentran que
todas las redes que resisten los cambios de dosis en las simulaci.ones comparten ciertas
caracteristicas, pues todas tienen un patrén de actividad de la familia de proteinas BMP
similar al que se observa en las moscas. Lod clementos de estas redes tienen caracteristicas
bioquimicas similares que no se habian observado previamente (por ejemplo, la formacién

de cierto heterodimero facilita su difusién, o la formacién de otro heterodimero facilita
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su degradacién). Es por esto que la construccién de este modelo permitié que los autores

disefiaran el experimento que les permitié demostrar estas propiedades bioquimicas en el
sistema.

Con estos tres trabajos se muestran aquf tres de las principales aportaciones que se pueden
hacer con este tipo de estudios: se pueden estudiar propiedades que dependen de todo
el sistema, y no de unos pocos elementos (como la robustez en 103}, se pueden explbrm'
distintos escenarios evolutivos, y la relacién de los mecanismos de desarrollo y la evolucién de
las formas (como en 77), o se puede usar estos modelos para la prediccién de caracteristicas
particulares de los elementos de un sistema que no han sido demostrados experimentalmente

(como en 20).

1.3. El Modelo ABC de la Determinacién de los Organos
Florales

Las Hores son las estructuras mas llamativas de las angiospermas. En parte por esto, dentro
de los genes que participan en el desarrollo de las plantas, los genes que actian en el proceso
de diferenciacién celular de los érganos florales son los que estan mejor caracterizados. En
Arabidopsis thaliana se ha tratado sistemdticamente de entender la genética y la biologia

molecular de la floracién (17).

Ademads, se ha propuesto un marco fenomenoldgico para la determinacion de los 6rganos .
florales, el modelo ABC (ver figura 1.1). En este modelo se postula que el destino de los
6rganos florales depende de la combinacién de actividades de tres clases de genes. Puesto
que se han demostrado todas sus predicciones, y que se piensa que estd conservado en todas
las Angiospermas, se le puede usar para hacer corresponder los resultados de los modelos

dindmicos con la identidad de érganos florales, con base en los estados de actividad de los
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genes de las tres clases.

De acuerdo al modelo ABC de la morfogénesis floral, los cinco genes homedticos de Ara-
bidopsis thaliana estdn agrupados en 3 clases, aunque se ‘ha.n llegado a proponer mas (95; 98).
Estos genes son: APETALALy APETALAZ (clase A), APETALAS y PISTILLATA (clase
B), y AGAMOUS (clase C). Excluyendo a APETALAZ2, todos los genes ABC pertenecen a
la familia multigénica MADS-box, que tiene un papel fundamental en la formacién del i)lan
corporal de las plantas, equivalente al papel de los genes homeobax en el desarrollo de los
animales (97).

Las ﬂoxﬁe tipicas, como las de Arabidopsis thaliana, estdn compuestas de 6rganos dis-
‘'puestos en 4 anillos concéntricos o verticilos. Los genes de las tres clases actiian en dominios
f)reéisoéz segiin este modelo los genes de la clase A actian en los 2 verticilos m4s externos
dp laﬂor,]oe g;.qes B en los 6rganos del segundo y tercer verticilos, y los genes de la clase
Céixi losvertlcnloa interfxos. Ademads. los genea de las clases C y A se reprimen mutuamente.
Asi, lg:é;i)resién de los genes de las distintas clases es lo que determina la identidad de los

6rganos florales (29).

De esta forma, la actividad de los genes de la clase A, cuando no estdn activos los genes
de las otras dos clascs, determina el destino de sépalos en el primer verticilo. La accién
conjunta de genes de las clases A y B provoca que se formen pétalos en el segundo verticilo,
mientras que en el tercer verticilo, donde se expresan genes de las clase B y C, se desarrollan
estambres. En el cuarto verticilo, donde los genes de la clase C son los vinicos genes ABC

que se expresan, se determinan carpelos (45).

Irish y Kramer argumentan que el modelo ABC no estd conservado en todas las An-

giospermas, basindose en la hipétesis de que los pétalos no son homélogos en todos los
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SEPALOS PETALOS ESTAMBRES CARPELOS

Figurail.ylzi' Moﬂ_élq 'ABC de la determinacién de los érganos florales. Explicacién en el texto.

grupos de planasconﬂores y ‘en patrones de expresién anormales de genes homélogos a
gcn‘és‘ de le; clase B‘ en cspecx de Ranunculidae (35; 43; 44). Sin embargo, el patrén de
expresion de los genes B en las Ranunculidae podria ser una caracteristica derivada de cse
linaje (95). En el trabajo de Ambrose y colaboradores (3) se sustenta la conservacién del
modelo ABC en monocotiledéneas, ya que se demuestra que en los mutantes en maiz de
un gen ort6logo a los genes B de A. thaliana en lugar de estambres aparecen carpelos, y
en lugar de lodfculos (que son los érganos situados por debajo de los estambres, es decir,
al menos topolégicamente son equivalentes a los pétalos) aparecen palea y lemma, que son
los 6rganos méis externos de la flor del maiz. Incluso la funcién de los genes C como deter-
minantes de estructuras reproductivas y de los genes B como determinantes de estructuras

reproductivas masculinas estd conservada en gimnospermas (109).

El modelo ABC de la morfogénesis floral, a pesar de propuestas de ligeras modificaciones,

(33; 69; 95; 98) es una representacién abstracta de la red génica de la morfogénesis floral
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(102). Sin embargo, el modelo ABC es sélo una descripcién fenomenolégica. No explica las
causas de la activacién de los genes A, B y C ni aclara el contexto molecular en el que se da
la activacién, y mucho menos de qué dependen las diferencias en los estados de actividad

de los determinantes genéticos en las distintas regiones del meristemo floral.

Aunque la forma de determinar el destino de los 6rganos florales esta conservada en todas
’las Anéio_spénﬁ&g,‘ su disposicién espacial no. Casi todas las flores hermafroditas tienen el
patronespacmlde distribucién de los 6rganos florales que se observa en el esquema de la
ﬁgurullLa tinica excepcién es Lacandonia schismatica, una monocotiledénea endémica
de México, cuyas flores presentan en el centro a los érganos masculinos (los estambrés); vy
alrededor de ellos a los érganos femeninos (los carpelos). La forma mas ficil de ’e)'cplitA:&mig
esta inversién homedética es un cambio cn la expresién de los genes B, de forma ‘qué 8¢
expresen en el (."entro: de las flores ( 102) Debido a que no se puede cultivar esta pizmta enel
laboratqrio, es imposible i;xciucif en clla mutaciones. Est§ hace que sea necesario proponer
hipé6tesis de cambios en los mecanismos' que dirigen la formaciéﬁ del patrén floral, que
pudieran subyacer el cambio en el dominio de expresién de log gena; B, y por lo tanto de la
formacion de las flores de L. schismatica. La implementacién de estas hipétesis en un modelo
que considere al espacio (que se realizard en un trabajo posterior a este) permitird poner a
prueba en un sistema dindmico la compatibilidad del modelo ABC de la determinacién de

los 6rganos florales con este fenotipo.

1.4. Modelos Formales para la Determinacién Genética de
los Organos Florales

Este trabajo uo es el primer intento del uso de un sistema formal para estudiar la dindmica

de la red de determinaci6én del destino de los érganos florales. En el laboratorio de Elena
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Figura 1.2: Arqiﬁteétura de la red de determinacion de érganos florales usada en Mendoza
y. Alvarez-Buylla, 1998.

AlvAféz;BﬁyUa ya se han publicado dos estudios con esta intencién (57; 59).

En el primer trabajo (57), Mendoza y Alvarez-Buylla se basan en la evidencia experimen-
tal publicada hasta entonces para construir una red discreta de interacciones usando como
elementos los once genes que se conocia que afectaban a la determinacion de los érganos flo-
rales en ese entonces. Esta arquitectura se puede observar en la figura 1.2, donde las flechas
representan activaciones, y las flechas achatadas representan inhibiciones. Usan también la
evidencia experimental para encontrar las magnitudes relativas de estas interacciones, es

decir, hacen explicito qué interacciones se dan con mayor fuerza que otras.

También proponen una ecuacién para determinar el estado de actividad de los genes
(activo 1, inactivo 0). El estado de cada gen depende de la comparacién entre la suma de

la magnitud de las interacciones de los genes activos que inciden en ellos (positivo para las
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activaciones, y negativo para las inhibiciones) y un umbral que es necesario sobrepasar para

que un gen esté activo.

Para encontrar las magnitudes de las interacciones y los umbrales de cada gen, se usé un
algoritmo genético. Los algoritmos genéticos son métodos que permiten cambiar los valores
de pardmetros de modo que se obtengan resultados Sptimos en una funcién de adecuacién.
En el algoritmo genético empleado por Mendoza y Alvarcz-Buylla sdlo se aceptaban cambios
en los valores de interacciones y umbrales que respetaran la arquitectura de la red, las
magnitudes relativas basadas en la evidencia experimental, y el signo de las interacciones.
Después de cada mutacidén se determinaba si la red ten.ia como patrones de actividad estables

genes A B y C que sc predicen en

los que correspondfan a los 4 estados de a.ctlvxdad de

el modelo ABC, con todos los demds genes mactxvos 'Es decxr, se usaba a las predicciones

del modelo ABC como funcxén de adecuncxén del algontmo genético.

Mendoza y Alvarez-Buylla satisfacen su objetivo, ya que probando las 4096 posibilidades
de condiciones iniciales en los estados de activacion de los genes, encuentran en el sistema
dindmico que todas estas convergen a tinicamente 6 estados estables de actividad génica. A
cinco de estos estados les encuentran correspondencia con células de las plantas, basandose
en las predicciones del modelo ABC de la morfogéuesis floral. Estos cinco estados son los
que corresponden a sépalos (actividad de los genes A), pétalos (actividad de los genes A y
B), estambres (actividad de genes B y C), carpelos (actividad de los genes C), y células de

6rganos vegetativos (actividad de los represores florales EMF1y TFLI).

Aqui se aprecia una limitacién importante del modelo. El modelo ABC se usé en el algo-
ritmo genético para hallar las magnitudes de las interacciones y los umbrales de activacién

que pudieran recuperar los estados estables de activacién. Es por esto que con este modelo
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no podemos saber si los resultados de la dindmica del modelo se deben a los valores que se

obtienen con el método de optimizacién, o si son un reflejo de la dindmica de la red génica
de Arabidopsis thaliana

El sexto estado estable de sus resultados no se observa en la naturaleza. Counsiste en
actividad sostenida de los genes de la clase B y de los represores florales. Este sexto estado
estable se ocasiona por el asa de retroalimentacién positiva en la actividad de los genés B
que, en este modelo, los mantiene activos a pesar de la actividad de los represores florales.
Ademds, el niimero de condiciones iniciales (C.1.) que conducen al sexto estado estable es 256
(1/16 de las posibles condiciones iniciales). Mientras tanto, el niimero de condiciones iniciales
que conducen a estambres ¢s 64 (es dgt:ir 1/64 del total de C.1.), a carpelos 448 (1/9.14 del

total), a pétalos 192 (1/21.33 del t.c_)tz‘xl)‘,' A'sé_pa‘ldsrl344 (1/3.047) y a células vegetativas 1792

(1/2.28 del total). Puesto que el numcr :“‘d,éﬁ'c‘drn;licionés iniciales que conducen a un atractor
‘es un indice de robustez, entqrxl‘qéif;;jc’;.:éstés éondiciones del modelo, el destino celular que
no se observa en la naturaleza eé mads iébusto (y por lo tanto mds probable) que el destino
de estambres o de pétalos, por lo que se esperaria que este estado estable se pudiera observar
frecuentemente. Esto nos indica que la presencia de este estado estable, puede deberse a la
falta de evidencia experimental (que de afiadirae modificaria la arquitectura de la red) o a

errores en los valores de los pardinetros obtenidos con el algoritmo genético.

En un trabajo posterior de Mendoza y colaboradores (59), se usa la misma topologia de .
la red de determinacién de érganos florales (el \inico cambio es la eliminacién de un gen
con funciones redundantes a otro clemento de la red). A través de un formalismo l6gico
se determinan las caracteristicas que deben tener las interacciones para que las asas de

retroalimentacién positivas (estructuras que generan multiestacionariedad y diferenciacién)
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del sistema sean funcionales y se puedan obtener los estados estables que correspondan a
las predicciénes del modelo ABC (considerando que los genes que no pertenecen a las clases
A, B, y C deben estar apagados en el estado estable). En este modelo vuelven a encontrar
los mismos seis estados estables, incluyendo a aquel en el que hay actividad de los genes B
y de los represores florales. Esto indica que la presencia del sexto atractor en los modelos

no se debe a errores en los pardmetros, 8ino a la no inclusién de interacciones desconocidas

en el sistema.

Después de la publicacién de wtdsj;a'rii'cu 6 (57;.59) se han publicado trabajos experi-

mentales que sustentan la necesidad de 1a'actividad de otros factores especificos de flor para
que el asa de retroalimentacion poéitiva c:los’gen.‘w B sea funcional (33; 69; 70). Es por
esto que la adicién de nueva informacién experimental podrfa ayudar a entender mejor la

dindmica de la red de determinacién de érganos florales.

El primer objetivo del trabajo que aqui se presenta es el de proponer una actualizacién de
los modelos anteriores y averiguar 8i la adicién de la informacién publicada recientemente
permite eliminar el estado estable sin correspondencia con células de la planta de esos
modelos y asi obtener resultados que reproduzcan con mayor fidelidad la determinacién de

los 6rganos florales y poder estudiar la dindmica del sistema.

Debido a que los modelos de procesos de desarrolio se pueden usar para investigar esce-
narios evolutivos (91}, en este trabajo se pretende poner a prucba una hipétesis propuesta
por bidlogoe experimentales que plantea que para la determinacién del patrén de activi-
dad génica en el meristemo floral se ha cooptado el sistema de formacién de patrones del
meristemo apical aéreo (52; 53; 68), de modo que el destino de los 6rganos florales depende

de genes que se expresan de forma heterogénea en meristemos apicales aéreve vegetativos
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y reproductivos. Se usaran los resultados que se obtengan para proponer una hipétesis
para el origen de la inversién en las flores de Lacandonia schismatica (la unica especie de

Angiospermas cuyas flores tienen estambres en el centro, rodeados por carpelos).

Para claborar el nuevo modelo se ha obtenido una versién actualizada de la arquitectura
de la red que determina el destino de los 6rganos florales, a partir de la evidencia experi-

mental publicada.;’I‘dmbién se ha incluido en la arquitectura los genes de las cuatro rutas de

induccx;én“‘ar oxjaclén qué interactiian con la red de determinacién de los érganos florales.
hsxsyaqux presentado no consxdera a la.s rutas de induccién; esta parte

a’de la red se utlhzara en trabaJos posteriores. El sustento experimental

ba&é lii'drquitécturh‘ de la. red s¢ plantea en’el 'éapftulo 2 de este trabajo, mientras que en el

capftulo 3 se present;a la fomm en’que; se con.struyé el modelo. En ¢l capftulo 4 se exponen
los resultados, que se dxacuten en el capftulo 5, en el que también se presenta una conclusmn

general.
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Capitulo 2

Evidencia Experimental

A pesar de que la informacién que se obticne experimentalmente de la caracterizacién
funcional de genes y de fenotipos de mutantes no es suficiente para entender los procesos
que a nivel genético causan el desarrollo de una estructura compleja, este tipo de informacién
es imprescindible e insustituible, pues los datos particulares de la actividad génica senalan
hechos comprobados que deben ser integrados en una explicacién holista del proceso. Debido
a que se pretende que el modelo que aquf se presenta se convierta en una herramienta 1itil
para la prediccién, tanto de genes e interacciones no descubiertos como de fenotipos posibles

de mutantes miiltiples, ¢s8 necesario que sea congruente con toda la informacién disponible.

Este modelo estd completamente sustentado en los datos experimentales (que se refieren
al efecto de diferentes versiones alélicas de cada gen en los otros genes de la red) reportados
en la bibliografia. Ademads, se construyé de forma tal que es posible su actualizacién de una

manera sencilla cada vez que aparezca nueva evidencia experimental.

2.1. Induccién a la Floracion: Las Cuatro Rutas

La transicion a la floracién se determina por la interaccién de factores intrinsecos de la

planta con sefiales ambientales (89). El gran niimero de loci identificados que actiian en
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la transicién a la floracién y el hecho de que no se han encontrado mutaciones en un solo
gen que impidan la floracién, indica que son varias las rutas genéticas que intervienen en el

yprocao,(42) y que hay redundancia funcional entre ellas.

Se h:‘m"aeﬁnido 4.rutas "d‘e induccién de la floracién en Arabidopsis thaliana. Estas son

émalizqcién;‘ giberelinas y la ruta auténoma. Dos de estas rutas

; av’o;ecg :‘lz; Vﬂoracién en muchos ecotxposta.rdfos en respuesta a una exposicién a
bajagrtexﬁper‘aturas. Este es un mecanismo que lespermte a las plantas de climas frios
florecer ﬁmferentementc después de que ha pasado el invierno. En contraste, 1as giberelinas
son hormonas cuya accién acelera la transicién a la floracién. Finalmente, la actividad de
los genes de la ruta auténoma favorece la induccién de la floracién, independientemente de
sciiales ambientales por lo que es probable que estos genes respondan a sefiales endégenas,
como lo podria ser un reloj ontogenético. Los mutantes de los genes de la ruta auténoma
florecen tardiamente independientemente de la duracién del dia, pero este fenotipo puede

ser suprimido por la vernalizacién, lo que indica la interaccién de ambas rutas (46; 89).

Después de la induccién, la floracién involucra a 2 grupos de genes: los que cambian el des-
tino de meristemo vegetativo a meristemo reproductivo (genes de identidad meristematica)
y los genes que dirigen la formacién de los 6rganos de la flor (genes de identidad de 6rganos
florales o genes home6ticos). Los genes de las rutas de induccién interactian directa o in-
directamente con los genes de identidad meristemdtica que a su vez regulan a los genes de

identidad de 6rganos florales (48; 89).
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La t.zvidencia. experimental indica que FRIGIDA (FRI) actia favoreciendo la expresién
del gen MADS-box FLOWERING LOCUS C (FLC).-Tanto FRI como FLC son genes de la
ruta auténoma, y los mutantes de cualquiera de los dos genes tienen fenotipo de floracion
temprana, lo que implica que el papel habitual de estos genes es retrasar la floracién. Los
ecotipos de Arabidopsis thaliana con floracién tardia ticnen alelos dominantes tanto de FRI
como de FLC. En plantas tipo silvestre con alelo funcional de FILC pero mutantes recesivas
Jri!, ¢l mRNA de FLC no se detecta (61; 90). Esto aunado a que el efecto de floracién
tardia ocasionado por la proteina de FRI funcional es eliminado totalmente en plantas que
tienen versiones activas de FRI, perb que son mutantes nulas fIc (62) nos indica que el tinico

efecto importante de FRI es fa

LUMINIDEPENDENS (LD) en de la ruta auténoma. El fenotipo de los mutantes

id es de floracién tardfa, por ue anerliné. actividad contraria a la de F. I_y;:FI:C.“S‘e :

ha observado que el mRNA de FLC nicamente se encuentra en mutantes Id que,-libifieﬂen' :
alelo dominante de FRI, indicando que LD reprime ya sea directa o indirectamente la

transcripcién de FLC (61).

Se ha identificado mads genes que pertenecen a la ruta auténoma (como FCA, FPA, FVE),
pero las interacciones entre estos genes es muy poco clara. Al menos algunos de ellos, como
FCA, LD, FVE, tienen como actividad principal la represiéon de FLC, pues cl fenotipo de
floracién tardia de los mutantes de estos genes es suprimido por la presencia de un alelo nulo
de FLC (62). Como dentro de este grupo de genes de la ruta auténoma no se ha establecido
qué interacciones son directas y cuales son mediadas por otros genes, en el modelo se deja

por ¢l momento a LD como el \inico representante de estos genes.

! Cuando se escribe el nombre de un gen en mindsculas, se hace referencia a mutaciones en este gen. Todas
lar mutaciones que s8¢ denotan asf en este trabajo son mutaciones de pérdida de funcién.
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Debido a que los mutantes fca florecen tardfamente y a que este fenotipo puede ser
completamente suprimido por la vernalizacién, se escogié a estos mutantes para hacer una
bisqueda de genes que participaran en la respuesta a la exposicion a temperaturas frfas. En
un contexto genético fca se encontraron mutantes que no son sensibles a la vernalizacién,
entre ellos los mutantes vrn2. Estos mutantes podrian presentar defectos en la percepcién

de las temperaturas frias o en la transduccién de la sefial causada por la temperatura (48).

VRN2 es el tnico gen de la ruta de vernalizacién que se considera hasta el momento en

el modelo, y esto es debxdo a que hay mds informacién para este gen que para otros genes

de la misma’ruta’ (com VR.NI). Sabemos que VRN actia reprimiendo a FLC, pues la

: cantldad de. Ces maydi' en los dobles mutantes vrn2 fea que en los mutantes

sencxllos ca‘(87), Y. porque el fenotlpo de floracién tardia producido por la presencia de un

: ale]o dominante de FLC se suprime por vernalizacién (61).

En la ruta del fotoperiodo, la cascada de induccién comienza con genes que codifican
para fotorreceptores, que son proteinas sensibles a la luz. Entre estas protefnas sobresalen
los fitocromos (sensibles a luz roja y luz roja lejana) y los criptocromos (sensibles a luz
azul). Los mutantes de los criptocromos y del fitocromo considerados en este modelo tienen
menos sensibilidad al fotoperiodo que las plantas silvestres (28; 65). La luz azul es necesaria
para la actividad de dos criptocrémos (CRY1 y CRY2) que participan en csta ruta, ya que
en presencia de luz roja y azul los mutantes dobles cry! cry2 florecen tan tardiamente como .
plantas con los genes CRYI y CRY2 funcionales en condiciones en las que solamente hay luz
roja (65). Cuando las plantas cry2son expuestas tinicamente a luz roja florecen tardiamente,
sin diferencia significativa en el tiempo de floraciéon con respecto a las silvestres. Cuando las

plantas phy B, mutantes para el fitocrémo B, son expuestas solamente a la luz roja florecen
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antes que la silvestre, lo que indica que la protefna PHYB es neccsaria para el retraso en

floracién dependiente de luz roja (28).

Sabemos también que hay interécciones généticas entre los fotorreceptores. Mientras que

en condiciones y oontextos genctxcos en los que PHYB no esta activo (plantas cry2, silvestres

y mutantes phyB,_toda.‘s_'e : de luz a.zul) las plantas florecen tardiamente sin

diferencias signiﬁcaﬁ' ncia de lo anterior, en condiciones de luz

blanca o ‘dc; luz

después que laévplant,as vestres. Este hecho sefiala que CRYZ2 reprime a PHYB, pues se

demuestra qué YB es necesario para que se pueda dar la actividad

de CRYZ2a iavor ‘ '8‘) Adémés en los dobles mutantes cry2 phyB, 1a mutacién

phyB es eplsté.tlca, pues los dobles mutantes florecen tan tarde como las plantas phyB (65).

En condiciones de luz azul, los mutantes cry2 y los mutantes cry! florecen al mismo
tiernpo que las plantas silvestres, pero los dobles mutantes cry2 cryl florecen mas tarde.
Estos datos implican que, puesto que PHYDB cstd inactivo cuando no hay luz roja, CRY2
tiene una actividad, independiente de PHY B, que es redundante con la actividad de CRY?
a favor de la floracién (65). Esta accién es promover la expresion del gen CONSTANS (CO),
pues sabemos que tanto en los mutantes cry2 como en los mutantes co que crecen en luz
blanca, los niveles de mRNA de FT son meuores que en las plantas silvestres. El efecto de
CRYZ2 sobre FT es mediado por CO ya que no hay diferencias en los niveles de mRNA de
FT en Ias plantas co y silvestres que crecen en la oscuridad, donde no hay actividad de

CRYZ2 (112).

Pero la inhibicién de la floracién debida a PHYB muy probablemente se da también

a través de CONSTANS, pues en condiciones de luz blanca las plantas phyB florecen més
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' tempranamen.te que las silvestres, y se ha visto que la induccién de la fioracién en luz blanca
es mediada por CO (28). Estos datos concuerdan con el papel de CO como transductor de las
senales del fotoperiodo sugerido por el hecho de que las plantas 858::C0? son casi insensibles
a la duracién del dia (67), y porque los niveles de mRNA de CO varian a lo largo del dia

(93), como se esperarfa de un gen influenciado por el fotoperiodo.

FLC y CO regulan la expresién de 2 genes, pero lo hacen de forma antagdnica. CO

f'woreoe la. exprea:én del gen MADS-bax SOC! (SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION

OF. CONSTANS I)V"y de FT (FLOWE’RIN G LOCUS T), mientras que FLC los reprime.

CO“ggﬁ suptentgda en que en los mutantes co el incremento
en los mvelm d F seretrasa y son mds bajos que en las plantas silvestres
(37; 41); adémés, enplantasoon e‘:l: transgen 355::CO:GR 3 solamente hay expresién de FT
después de un tratamiéﬁ‘;; é&n“dcxametasona (41; 80). También el fenotipo de las plantas
transgénicas 955::CO es suprimido parcialmente por la mutacién ft (41; 67) y el fenotipo

de las plantas 858::FT y co 355::FT es idéntico (37), mostrando que el producto de FT es

necesario para la actividad de CO.

Los experimentos de Samach y colaboradores (80) demuestran la interaccién entre CO
y SOC1. Estos autores reportan que la mutacién soc suprime parcialmente el fenotipo de
las plantas 355::CO. En otro experimento, usando la construccién 355::CO:GR y tratando

a las plantas con dexametasona y cicloheximida 4 encuentran que la cantidad de RNA de

2 Cuando se escribe 355::(nombre-de-gen) se cst4 hablando de un transgen, o de plantas en las que se
inserté un transgen, en el que se pone al gen bajo el control del promotor 355 del virus del maosaico de la
colifor, lo que provoca que se transcriba en toda la planta y en todo momento (i.e. constitutivamente).

3 958::(nombre-de-gen):GR es una construccién que provoca que las plantas transcriban constitutivamente
al gen dando lugar a una proteina fusionada a un receptor de glucocorticoides, que es funcional solamente
en presencia de dexametasona, que ¢s el ligando del receptor. Esto permite inducir de forma constitutiva
la expresién del gen con la aplicacién de dexametasona, en el momento en que el experimento lo requiera.

¢ La cicloheximida es un inhibidor de a traduccién.
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SOC1 es tres veces mayor con respecto a las plantas silvestres. Este trabajo no solo indica la
existencia de la interaccién entre CO y SOC1, sino que también prueba que es una activacién
directa, pues no se necesita sfntesis de otras proteinas que pudieran mediar la accién entre

COy S0C1.

Enel mismq_artiéulo de Samach y colaboradores se concluye que FLC reprime la expresion

dei SOCI y d FT ~Erll"os l]egan a esta conclusién tomando en cuenta que la actividad de

liada por FLC ¥ que las mutaciones fca provocan que disminuyan los niveles de

F .T‘y de SOCI Ademds, la mutacién fca aumenta el efecto de la mutacidén f¢ en

el fenotxpo de las plantas 355::CO (67).

2.2. ;Flor o no Flor?: Identidad del Meristemo Apical Aéreo

En el modelo que aqui se presenta se consideran 6 genes de identidad meristemaAtica:
EMF1 (EMBRYONIC FLOWER 1), TFL1 (TERMINAL FLOWER 1), LFY (LEAFY),
FRUITFULL (FUL), AP1 (APETALAl) y AP2 (APETALAY). LFY, FUL, AP1 y AP2
promueven la identidad de meristemo floral , mientras que TFL! promueve la identidad de
meristemo de inflorescencia (7-10; 16; 17; 21; 29; 48; 50; 54; 56; 66; 68; 72-74; 76; 83; 85;
86; 89; 105; 106; 108). E! fenotipo de las plantas emf! consiste en iniciar la floracién muy
tempranamente, 8in haber producido hojas, lo que nos indica que el gen EMF codifica para
un represor floral y que regula el desarrolio de la inflorescencia (13; 30; 72; 111). E1 hecho
de que los niveles de RNA de EMF! permanezcan constantes a través del desarrollo de las
plantas silvestres y de que las plantas 355::FMF! no tengau fenotipo de floracién tardia
nos indica que su actividad puede estar regulada por foeforilaciones, por su localizacién en

la célula, o por otros mecanismos de control post-transcripcional (5).
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Figura 2.1: Arquitectura actualizada de la red de floracién, incluyendo a las rutas de induc-
cién. Las flechas respresentan activaciones, y las flechas achatadas inhibiciones. Las lineas
puntadas representan interacciones supuestas (ver texto).

Mutaciones en CONSTANS hacen que un promotor de LEAFY insensible a giberelinas,
pero que es activo en plantas silvestres, deje de ser funcional. Por otra parte, la expresién
ectépica de CONSTANS aumenta la actividad de ese promotor (9). Sin embargo, la acti-
vacién de LFY por CO es indirecta, ya que en plantas con la construcciéon 855::C0O:GR (de
la cual se hablé lineas arriba) tratadas con dexametasona y cicloheximida no hay aumento

en la actividad del promotor de LFY, demostrando que es necesaria la sintesis de proteinas
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para que pueda darse esta interaccion (88).

Los mutantes dobles emf! co son indistinguibles de los mutantes sencillos emfI (17; 30).
Aunque no sabemoe si la disminuci6n en la expresion de EMF! debida a CONSTANS sea
mediada por SOCI, hay datos que sugieren que esta relacién es asi. La mutacién emf?
eplstatxca a co, pero no a ft; y por lo tanto, la ‘actividad de EMFI no estd determinada
por la actividad de FT. Adcmis, SOCI actua a favor de la floracién, pero no sabemos
sobre que genes actta. Dado el fenoppo tmvx‘ d;"améuoo de las plantas emfl, es de esperarse
que‘sea necesaria la inhibicién de EMFl pafaiti'(ue se pueda llevar a cabo la transicién del

crecimiento vegetativo al crecix“n.ie_xi‘t'c’) r'ep‘xy'oductivo.

El efecto de F'T sobre el tienijm‘ de fibnicidh parece estar mediado por AP1, un gen que

ademas de ser gcn de 1dent1dad vmerxstemzit;lca pcrteneoe a la clase A del Modelo ABC de

la morfogénesis ﬂoral Se establece esta mteraccmn ya que en los dobles mutantes ft ap! la

mutacion fi es epistdtica en lo que a t:empp‘der ﬂoraclén se refiere (76).

Por c;tra parte, en los mutantes emfI hay actividad ectépica del promotor de API, seiialan-
do que EMF1 normalmente reprime la transcripcién de APZ. Sin embargo, es poco probable
que esta relacién sea directa, ya que las flores de las plantas que sobreexpresan LFY y T
(pero no las que sobreexpresan LFY y AP1) de forma constitutiva desarrollan flores inme-
diatamente después de la germinacion, produciendo un fenotipo parecido al de los mutantes
emf! (37; 41). Este experimento sugiere que la principal actividad de EMF1 en el desarrollo
es la represion de LFY y FT. Ademds, los mutantes dobles emf! ft no desarrollan flores
germinales (30); es decir, la actividad de FT es necesaria para que se pueda observar el
fenotipo de las plantas emf!. Es por estos datos, que para el modelo se considera que la

represién de EMF1 sobre AP1 se da a través de FT.

{JHQI Jl ”\
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La represién de EMF1 sobre LFY, se sustenta en el fenotipo de las plantas que sobreex-
presan tanto a LFY como a FT y ademas en que en las dobles mutantes ensfI {fy, las flores
que se desarrollan se parecen a las flores de las mutantes lfy, con érganos que presentan
caracteristicas de hojas (111). Esto demuestra que en las flores embrionarias de las plantas

emf! hay actividad ectépica y temprana de LFY.

EMF1 activa a otro represor floral que es TFLI1. Esta interaccion se sustenta porqué en
los dobles mutantes emf! tfil,la adicién de la mutacién {f1 no tiene ningun efecto sobre
el fenotipo de las plantas em/fI, es decir, la mutacién emf! es epistdtica a la mutacién ¢fi1
(13).

Por otra parte, el tratamiento de las plzmtas con giberelinas induce que haya una floracion
temprana. En cambio, las mutautes .,bgqu (én las que se afecta la sintesis de giberelinas)
presentan un retraso en la floracién en dias largos o que se evite la floracién en dias cortos.
Sin embargo, la introduccién del transgen $55::LFY hace que las plantas mutantes gal
desarrollen flores en dias cortos. Esto nos indica que el efecto de las giberelinas sobre el
tiemnpo de floracion es mediado por LEAFY. Adem4s, sabemos que la espresién del gen
reportero GUS (una proteina marcadora) es menor en las plantas ga! LFY::GUS que en las

plantas LFY::GUS 5 (8).

Otro de los genes que regula la identidad meristematica es TERMINAL FLOWER 1
(TFL1). En las plantas mutantes t11, LFY y AP1 se expresan ectépicamente en el meristemo
apical aéreo (73). Ademds, las flores terminales ectpicas de las dobles mutantes (£ ap2 o
tfll ap! carecen de pétalos, lo que no pasa en las flores terminales ectépicas de las plantas

tfll. Esto sugiere que la ausencia de actividad de TFLI en las mutantes {fI1 permite la

5 La construccién (gen-z)::GUS ticne al gen de la protefna GUS bajo el control del promotor del gen =z

f RIS 0O
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actividad de AP2 y API en el meristemo apical aéreo (86). Adema4s, las dobles mutantes
tfl1 lfy forman meristemos con caracteristicas de meristemos florales en los dpices de las
inflorescencias, pero esto no sucede en las triples mutantes /11 ify ap26 /i1 Ify ap! (86). Esto
demuestra tanto el papel de' 4 P2 como gen de identidad meristematica, como la represion
de AP! y AP2 por parte de TFL1.

Existen més datos que demuestran la represion de TFL1 sobre APETALAIL: en los ‘mu-

tantes {f11 hay expresion ectépica de API tanto en los meristemos laterales basales como en

las flores terminales que se desarrollan en el mermtemo apxcal (29), y aunque hay expresién

de AP! en las mutantes lfy, no la hay en: Ia.s pla.nt. utantw Uy que sobreexpresan de

forma constitutiva a TFLI (73).

A P2 también reprime a TFLI. Lai';utantca p2 que crecen en un fotoperiodo de dias
cortos tienen una filotaxia helicoidal cn Las fl ;t/zn"i;n ﬂores ;mundarim en las axilas de
las primeras flores laterales. Este fcuoti;yx“)’ : u- ‘cdzfla presencia de la mutacién
{fl1 (85; 86). Si los mutantes ap2 ticnen unfenotxpo c}ue se evita con la mutacién {fI1, se
puede asumir que ese fenotipo de las mutaxités: Al’2 s8¢ debe a una actividad ectépica de

TFL1.

En las dobles mutantes [fy apl no se obscrvan estructuras carpeloides terminales con
estigmas y estilos bicn formados, pero en los triples mutantes [fy ap! tfl1 8i se observan.
Ademds, mientras que en las triples mutantes {fl gp! ap2 hay carpelos rodeados de es-
tambres y estambres carpeloides, en los dobles mutantes ap! ap2, no hay flores con estas
caracteristicas (86). Ya que la presencia de AGAMOUS (el tinico gen en Arabidopsis de la
clase C) es pecesaria para la determinacién de carpelos y estambres, se infiere que TFL{

reprime la actividad de AGAMOUS.

| FALL A Dl ORIGEN
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La represxén de TFLI y “EMF1 sobre LFY es reciproca. En las plantas que sobreexpresan

de forma constltutlva LFY no se observa la expresién de TFL1, y 1as fases de crecimiento

el;);fuel"tg: de emf! (13). Sabemos que este incremento se

'lré jjﬁbtetna LFY no es necesaria para el fenotipo de

LI"Y no;sélo- repnme a represored ﬁorales, tambnén activa la expresién de otros genes

que fzworecen el destmo ﬂoral como API.‘ ’ara sustentar esta iltima interaccion estdn

‘los dat.oa que ’demuestran que no hay achvxdéd\drc API en fases tempranas de la floracién
en las mﬁtantes ify, pero cn las plantas lfy 855::LFY:GR tratadas con dexametasona y
cicloheximida (que sc usan para probar que la interaccién es directa) si hay expresion
de APETALA! (105). Ademds, la construccién LFY:VP16 % produce un aumento en la
expresion de AP1 (68), y hay expresién ectépica de API en plantas en las que se sobreexpresa

LFY (50).

Pero AP1 también activa a LFY y reprime a TFL1, formandose asi asas de retroali-
mentacién positivas (en las que la actividad de un gen se fomenta a si mismna). Estas inter-
acciones se establecen ya que sabemos que la expresion de LFY esta reducida en las plantas

ap! cal (72), y porque la expresion de LFY cmpieza antes en las plantas que sobreexpresan

% Las construcciones (gen-t): VP16 garantizan que la protefna conserve el patrén de expresién de las plan-
tas silvestres, pero que cuando 8e gintetice protefna del gen X se promueva la transcripcién de manera
constitutiva de los genes a cuyos promotares se une, si es que es un factor de transcripcién.
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a API (ique t;,n las silvestres (50). Ademds, en las plantas transgénicas 955::AP1 el apice
| dei ;.le;ihtemo apical se convierte en una flor terminal, fenotipo idéntico al de las mutantes
. ‘tﬁ] (54) Lo anterior se debe a que en las plantas que sobreexpresan constitutivamente a
API la expmmon de TFL1 se reduce mucho (50). Ademds LFY y TFLI se expresan en los

rmsmos lugm'es al mismo tiempo en los dobles mutantes apl cal (21; 50), demostrando que

LFY no e suﬁcxente para reprimir a TFL1, y que cste papel recae al menos parcialmente

La e:tpresién de FUL aumenta considerablemente después de la induccion de la floracion
(27). Sin embargo, se desconoce de que depende este incremento en la regulacién, por lo
que.en este trabajo se decide usar a la ausencia de actividad de TWL! como un marcador
del destino floral en el meristemo, y se considera que TFL/! reprime a FUL. Esta suposicién
permite que en el modelo se vea reflcjado el incremento en la expresién de FUL después de

la induccién de la floracién (lo que coincide con la disminucién en la actividad de T'FL1I).

2.3. ;Qué Organo?: Determinacién Genética de los érganos
Florales

Uno de los papeles mis importantes de LFY como gen de identidad meristemitica es el
desencadenar el inicio de la expresién de genes determinantes de la identidad de 6rganos

florales. En los mutantes nulos Ify, el inicio de 1a expresién de AG se retrasa, y cuando se
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puede detectar por primera vez el RNA de AG, estd confinado a una regién mas pequeiia que
én las plantas silvestres (107). Ademads, la construccién LFY:VP16 provoca una expresién

‘aumenta.da y_ectépica de AGAMOUS (68), lo que permite inferir que LFY es necesario,

’aunque no suﬁcxente, para que se inicie la transcripcién de AG. Se ha demostrado también

que LFY se' une a una secuencia reguladora (enhancer) en el primer intrén de AG (12).

ggn 'dli;t’ermin_ad ‘por los ;genég'f&é a‘ciasé:B,j APS y PI. Las plantas fy $55:LFY:GR,
k rescatan el fenotipo silvestre cuando son tratadas con
exar ’ versién de LFY que se expresa constitutivamente se hace
- funcxonal (105) En las plantns ify PI::GUS no hay tincién de GUS en las primeras etapas de
la ﬂorwén (32), y en las plantas que sobreexpresan tanto a LF'Y como a UFO (UNUSUAL
.FLO WER ORGANS), hay actividad del promotor de APS en el embrién (68). Todos estos

datos nos permiten inferir la activacién de LFY sobre PI'y APS.

Estos datos de las plantas que sobreexpresan tanto a LFY como a UFO, asi como el hecho
de que el dominio de expresién de APS en las flores de los mutantes ufo es mds pequeiio
que en las plantas silvestres, que el fenotipo de las plantas mutantes 4fo es eliminado con la
sobreexpresién de AP, (81), que no haya expresién de GUS en las plantas ufo 5D6::GUS
7 (31), y el que el doble transgénico $55::UFQ 955::PI tenga un fenotipo similar al de las
plantas 355::AP3 855::PI (32) nos indican que UFQ también es necesario para la activacién

del gen de la clase B AP3. UFO es un gen que se cxpresa de forma heterogénea en los

7 En esta counstruccién se ticne al gen de la protefna GUS bajo el control de 5D6, que es una parte del
promotor de AP3 que es capaz de recuperar su patrén de expresién en las plantas silvestres.
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meristemos apicales. Con base en los resultados arriba expuestos se ha propuesto que la
formacitn del patrén espacial en las flores depende de prepatrones formadus por genes que

se expresan de forma heterogénea en el meristemo apical.

El fenotipo de las plantas ufo no se elimina con la sobreexpresién de PI(81), y es por esto

que sabemos que PInoes reguhido por. UFO, a diferencia de APS. Ademds PI no se expresa

exactamente en los mismos rlugr que AP.Y, PI se expresa en los 3 verticilos centrales (81).

Esto implica que el injcidd

p,n@ vpuéde ser regulado @cl;@@ente por LFY,
que se expresa en todo elmer Espor ésto que, tomando eﬁ ‘CI;énta los pat;'ones
de expresion, se ha egtébiec elo/‘d;formn provisional (por falta de evidgnqid
experimental) que la ac Gson condiciones indispensables para él xmcxo :
de la expresién de PI pu esno vse expresan en el primer verticilo (el iinico .-

lugar de la ﬂér dc;ndt‘z':‘hay‘mRNA"de‘_LliY, ‘i;;ero no de PI).

WUSCHEL es otro gen que se expresa en los dpices del meristemo apical, ‘donde juﬁ%to
con otros genes, como CLV1y CLVS, regula la produccién de células wmeristematicas. WUS
también tiene un papel en la regulacién de los determinantes genéticos del destino de los
6rganos florales. Las flores de los mutantes wus no presentan carpelos, y les falta la mayoria
de los estambres. En las plantas a las que se les introduce el transgen LFY:: WUS (es decir,
con WUSCHEL bajo el control del promotor de LFY, lo que hace que WUSCHEL se exprese
en todo el meristemo floral) se desarrollan varios verticilos de estambres, carpelos, y carpelos
estaminoides; ademas, en las dobles trausgénicas LFY::WUS A G::GUS se observa actividad
de GUS en todo el meristemo floral (52). También, en las flores APS::WUS (construccién
con la cual se provoca que WUS se exprese en el segundo y tercer verticilos florales) aparecen

estambres carpeloides en el scgundo y tercer verticilos (47; 52), lo que no pasa en las plantas
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AP.?WUS ado que AG es un gen de la clase C, que determina el destino de
carpelos fy N do actia junto a genes de la clase B, estambres, a partir de estos datos se

deduce que WUS activa a AG._

AP1, con ¥ ftiinbién participa en  la regulacién de otros genes de identidad de
drganosAPIrcpnme G, ya qﬁe‘ ‘abe:'cprésién ectépica de AG en los mutantes lug o

' ap2xes‘ incrementada por la mutacién® vy gn_b&siqpé, en los mutantes apl, los 6rganos

loides y los del segundo verticilo

nciones como gen de identidad meristematica,

déié/x;gzvt:nos. En los mutantes fuertes ap2, el mRNA
de AG se acumulaen los 4 verticilos. ﬂ»on‘;les','y hay transformaciones homeéticas, parc‘iébxhri;s o
‘ y.de pétalos a estambres (19; 51). Pero AG reprime #‘Aél :
. vadencm de csto es ¢l hecho de que en lasmutantea ag
se observnR.NA de API o;n ios verticilos internos (29). '
LEUNIG (LUG) y CURLY LEAF (CLF) son dos genes que reprimen a AGAMOUS. En
los mutantes lug o en los mutantes clf, los sépalos adquieren caracteristicas carpeloides, y los
pétalos adquieren caracterfsticas estaminoides (23; 51). Por otra parte, los dobles mutantes
lug ag o clf ag son muy similares a los mutantes ag, es decir, la mutacién ag es epistdtica a

la mutacién lug o a la mutacién clf (23; 51).

Lo que se ha mencionado lineas arriba sobre la regulacién de Iy de APY sélo es su-
ficiente para describir los factores que intervienen en el inicio de su expresién, pero hay
otro evento, distinguible en una fase posterior (31; 32) que se regula de forma diferente:

el mantenimiento de la expresion de los genes B. El mantenimiento de PI 'y de AP3 de-
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pende de su autorregulaci6n. Sabemos que estos genes se autorregulan, formando un asa de
retroalimentacién positiva, pues en plantas en las que-se introdujo el transgen 355::AP3:GR
aumenta la expresién de PI'y de A P8 cuando se tratan con dexametasona. Ademas, en plan-
tas transgénicas 955::4 P8 958::PI PI::GUS, se observa expresién de GUS en toda la flor
(32), mostrando que dentro de la flor, la actividad de PI'y de AP3 es suficiente para que
se activen los promotores de Pl 'y de AP3. Pero el que finicamente se expresen en la flor
nos indica que para que csta asa de retroalimentacién positiva sea funcional es necesaria la

presencia de factores que en las plantas silvestres tinicamente se encuentran en las fiores.

Los genes MADS-box SEPALLATA (SEPALLATAL, SEPALLATA2, SEPALLATAS) son
altamente redundantes, pues sélo cuando los tres estdn mutados se observa un fenotipo
claro, que consiste en que todos los 6rganoe florales se desarrollan como sépalos (69). Es
por eso que, en aras de la simplicidad, en este trabajo se agrupa a estos genes en un solo
elemento (SEP). Estos genes no se expresan en estructuras vegetativas, sino unicamente
en el meristemo floral, poco después de que empieza la actividad de los genes de identidad
del meristemo floral (55; 69; 82). Debido a esite patron de expresién espacial y temporal, es
de suponerse que la expresién de los genes SEP cstd regulada por los genes de identidad
meristemética; por esto, cn este modelo se usa la ausencia de actividad del gen TFLI como
marcador del destino floral, y a partir de esto se establece para el modelo que es necesario

que TFLI1 esté inactivo para que pueda haber actividad de los genes SEP.

En plantas 355::PI 855::AP3 355::SEP8 APY::GUS se observa actividad de GUS en varios
tejidos vegetativos (33), y las hojas de las plantas 855::PI 355::AP8 3858::SEP3 se convierten
en 6rganos con caracteristicas petaloides (33; 70). Entonces los genes SEPALLATA son al

menosé unos de los factores especificos de flor necesarios para la funcionalidad del asa de
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retroalimentacién positiva de los genes B.

AQG actiia favoreciendo la expresién de los dos genés B ya que es muy débil la tincién de
GUS en el tercer verticilo de las plantas ag 5§D6::GUS (5D6 es una parte del promotor de
APS), mientras que en las plantas 5D6::GUS la expresién es mds fuerte (31). Por otra parte,
las hojas caulinares de las plantas 3558::PI 355::AP8 855::SEP3 855::AG son convertidas
en érganos cstaminoides (33). A partir de esto se deduce que AG es otro factor especiﬁc.o de
flor que es necesario para que AP3y PIse puedan autoactivar. Sin embargo, AG sélamente
estd presente en los dos verticilos centrales, por lo que su dominio de accién solamente se
intersecta con ¢l dominio de expresién de los genes B en el tercer verticilo, por lo tanto es
necesario otro factor que pueda explicar la expresién estable de los genes B en el segundo

verticilo.

Este otro factor es AP1. AP activa a APSy a PI, pues la expresién ectopica de PJ, A}_’S ¥
AP1 cs suficiente para transformar las hojas en pétalos, y en las plantas AP3:GUS 35SPI
958::AP8 855::AP1 se observa tincién de GUS en varios tejidos vegetativos, por lo que se
infiere que AP es un cofactor necesario para la funcionalidad del asa de retroalimentacién
positiva que hace estable la expresién de los genes B (33). Ademds, las plantas ap! 5D6::GUS

tienen una expresion reducida de GUS, comparadas con las plantas §D6::GUS (31).

Se ha presentado brevemente la evidencia experimental en que se ha basado la construc-
cién de la arquitectura de la red y a partir de la cual se han inferido las reglas 16gicas que
caracterizan las interacciones entre genes en ¢l modelo. Es con base en esta evidencia que
se ha probado la coherencia del modelo, y con la que se comparan los resultados. La arqui-
tectura de la red completa, incluyendo a las 4 rutas de induccién a la floracién se puede

observar en la figura 2.1. Sin embargo, esta arquitectura se analizarad en estudios posteriores.
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Figura 2.2: A:quitectﬁm actualizada de la red de determinacién de 6rganos florales. Las
flechas respresentan activaciones, y las flechas achatadas inhibiciones. Las lineas puntadas
representan interacciones supuestas (ver texto).

En este trabajo solamente sc analiza una parte de esta arquitectura, que no incluye a las
rutas de induccion a la floracién. Esta arquitectura, corresponde a las int.eraccioneé gépicas '

que subyacen la determinacién de érganos forales, y se muestra en la figura 2.2 "



Capitulo 3

Irﬂplementacién del Modelo

3.1. Obtencion de las Reglas Légicas

Mientras sc¢ construfa la arquitectura de la red de determinacién de érganos florales, se
fue estableciendo la forma en que interactuaban los productos génicos en la regulacién
de otros genes. A partir de la evidencia experimental se definicron a las funciones légicas

combinaciones de productos génicos activos y la

que caracterizan é'l_as inie;rac{ ion:
reg'u]a.ciénb de la actividad de cada’ gen: rEl"/usb de las funciones légicas para la descripcion de
las interacciones entre los nodos de la red 'pcxfmite evitar el uso de métodos de optimizaciéon

con el resultado esperado como funcién de adé&ﬁaéién, y as8i evitar la circularidad del trabajo

de Mendoza y Alvarez-Buylla (57).

A continuacién se menciona un ejemplo de cémo sc infirieron las reglas 16gicas de las que

depende la actividad del gen APETALAS, uno de los genes de la clase B:

Parcy y colaboradores (68), como se menciona en el capitulo anterior, demostraron que la
actividad constitutiva de LFY y de UFO en el embrién de Arabidopsis thaliana es suficiente
para inducir la expresién de APS. Sin embargo, no hay actividad de AP cuando se expresa

en el cmbrién tinicamente uno de los dos genes. Estos datos indican que el inicio de la

39
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actividad de APS cstd regulado por la Euncxdn‘léglca “Y"’ Pe.ro esta regla no es suficiente

para describir el control de la expresién de VAPE'TALAS ya que se pueden distinguir dos

diferentes eventos que regulan transici ‘nes-en su acthdad: el inicio, y el mantenimiento

de su expresion (31; 32). El i mxcxo de la exprtmén es desencadenado por la accién de LFY

y UFO que actian de acuerdo a la' regln Iéglca “Y™, pero el mantenimiento es controlado

por la autorregulacién de AP.? (32), que como se vio en el capitulo anterior, necesita de la

actividad de PI, SEP y AG, o, de PI,'SEP y AP1.

Los resultados experunentales mdxczm que.para’ poder descnbu correctamente el estado

de activacién de AP, es neceszmq ,e‘st. xwdad‘" En este :

caso, la variable APS tomg 'val‘

- de retroaliment‘acién‘poei_txva" X pex;b 8i esto no es asi entonces
toma el valor de 1. De forma similar a esta se ‘dedujeron a todas las funciones légicas

que determinan la actividad de todos los nodos del sistema. Estas funciones se muestran

resumidas en el Apéndice de este trabajo.

3.2. Espacio Fase del Sistema

De los 15 nodos que incluye este modelo, siete son variables binarias (es decir, que unica-
mente pueden presentar dos estados: 0 o 1). Estos nodos son: EMF1, UFO, WUS, SEP,
AP2, LUG, y CLF. Dos de estas siete variables (LUG y CLF) tiecnen valores fijos de 1, ya
que debido a que el RNA mensajero de estos genes estd presente tanto en 6rganos vegeta-

tivos como en todos los érganos florales (15; 23) se consideran, para los fines del modelo,
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activos permanentemente en toda la planta, sin embm‘go,_pueden tomar valores de 0 en las

simulaciones de los mutantes clf y lug.

Dos estados son suficientes para d de ‘estas ‘siete variables ya que,
en lo que respecta a la red dé dete ién’ de "ﬂorales, actiian tinicamente sobre
un nodo {que es el caso para UFO,:WUS,.CLF. LUG), 0 experimentalmente no se ha
podido dxstmgmr ml n gémca en los que se ejecuten actividadeé

de [orma dxfercn

Los ocho nodos restant FY, AP1 FUL, APS, PI, AG) tienen 3 diferentes

niveles dé n&xvac ue todo el sistema tiene 209,952 (25 3%)
posxblcs estados E: u\n‘txempo dado se puede describir por
un vector que mﬂuye 15 numeros ‘enteros (de 0 ;)afa las va.riabléa Binariaa, ydeOa2
para las demas) que representan a las va.rxablca en (.l sxgmente orden: FT EMFI TFL! LFY

FUL AP1 AP8 PI AG UFO WUS AP2 SEP LUG CLF.

3.3. Implementaciéon del Modelo

Una vez que se tienen definidas las reglas légicas y una condicién que defina al sistema
en un instante dado, hay que considerar la forma en que el sistema cambia de estado. Estas
transiciones, en un sistema discreto, podrian ser de dos maneras igualmente vilidas: de
forma sincrénica o asincrénica (99; 100; 110). De acuerdo a la forma sincrénica, partiendo
de una condicién inicial dada en el tiempo ¢, todos los elementos del sistema actualizan su
estado al mismo tiempo. En cambio, en la forma asincrénica, se considera que la velocidad
en los cambios en el estado de actividad en respuesta a las combinaciones de factores de

transcripcion activos no es necesariamente igual para todos los genes (100).
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- Sin embargo, la actxvxdad gémca a nivel molecular consiste de eventos discretos que ocu-
rfen al mismo tlempo (110), y ademis no existe evidencia experimental que nos pudiera
indicar cuales de losrgexylesr que participan en la determinacién genética de los érganos florales
se activan de forma nds répida que otros. Por lo tanto, se opté por la forma de actualizacién

sincrénica para este modelo.

] Se‘(‘:ory‘m't‘ruyé';enp lt_:nguajé USP un programa que permite analizar los estados por los

que t._iia,n::‘nta“el ‘partir de todas las condiciones iniciales posibles.

evalufmdo los ‘nodos,’ fueran’ adqumendo §u nuevo estado, entonces la actuahzac:én serfa

completamente a.smcromca Es por esto que cada vez que se evalua el estado de un nodo,

este conserva su estado e actxvxdad (que seguird teniendo el efecto oorrespondxente aobre

los otros ‘nodo;s)_,y gtxfegx_stra el resultado de la evaluacién (i.e. la imagen, e eetado que

tendrd ‘en‘e'lv‘ gu;ghte perfodo) como un dato por separado. Una vez que se ha hecho esto
con todpq “lbs”nodos, los estados son sustituidos con las imagenes de las variables. De esta

forma, todos los nodos adquieren los nuevos estados al mismo tiempo.

Empezando en una condicién inicial dada, el programa actualiza iterativamente el estado
del sistema, y se detiene hasta que el sistema adquiere un estado que ya habia tenido

previamente en 8u trayectoria, es decir, cuando el sistema entra a un atractor.

Para cada condicién inicial posible el programa registra: (a) la condicién de la que parte,
(b) el atractor al que llega y (c) el nimero de veces que el sistema tuvo que actualizar su
estado para poder converger al atractor (a partir de ahora llamaremos a este nmiimero el

mimero de pasos al atractor).
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Una vez que el programa ha obr.cmdo eata mformacxon para todas las condiciones iniciales

posibles del sistema, se compara cada un los atractores con los patrones de actividad

génica reportados experimentalgnéxité"én lds'éi-gaﬂoa florales y en el 4pice del meristemo
apical vegetativo, para asi pbd&,’en"éomkar na correspondencia entre los estados estables

de actividad génica de acuerdo al modelo ¥ los tipos celulares diferenciados (considerando

finicamente a la red de determinacién d 6Vrga.‘n‘o's: florales).
‘Tnmbié;i se cuenta’y sc agrupa ‘a las condiciones iniciales que convergen a los mismos
atractorespara asi poder establecer y comparar los tamanos de las cuencas de atraccién de
‘los distintos atractores (y usar esta magnitud como un indice de la robustez con respecto a

" condiciones iniciales).
3.4. Simulacién de Mutantes

Haciendo ligeros cambios en el programa se puede estudiar la dindmica de la red en
mutantes. Esto nos sirve para poder probar la coherencia del modelo con la evidencia
experimental: es necesario que ¢l modelo no contradiga los resultados experimentales y

hacer prucbas al respecto.

Se consideran dos tipos de mutaciones: mutaciones de ganancia de funcién y mutaciones
de pérdida de funcién. En las mutaciones de ganancia de funcién hay expresién ectépica
y/o constitutiva anormal del gen mutado. En las mutaciones de pérdida de funcién el nivel
de expresién o de actividad del producto del gen mutado estd reducido (o ausente), en

comparacion con el de las plantas silvestres.

Hasta ahora no sc han realizado simulaciones de mutantes por ganancia de funcién, pero

¢l procedimiento serfa muy similar al de las simulacién de mutantes por pérdida de funcién.
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Pa.rg la conétruccién de los programas de simulacién de mutantes por pérdida de funcién,
lo umoo que es necesario hacer es modificar las funciones légicas que regulan la actividad
- del geﬁ “mutado”para que, sin importar el estado del sistema, ese gen permanezca inactivo.
'Ihmblén se modifica el programa para que no se consideren las condiciones iniciales en las
quxe' él;gén “mutado”estd activo. Finalmente, se hace el mismo andlisis que se ha descrito

* para las simulaciones de plantas silvestres.
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Capitulo 4

Resultados

4.1. Simulacién de Plantas Silvestres

Se encontraron los atractores para las 209,952 posibles condiciones. iniciales de la simu-

lacién de la red de plautas silvestres. Todos los atractores resultaron §ef,ésltécibnj_z\nioa.

Las 209,952 cond niciales de la red de determinacién de érganos florale

a uinicamente ores Los estados de la variable para cada ‘ﬁnlo’dt‘a estos atiféctorcs se

mues

CcLF - Organo
1 Vegl
1 Veg?2

1 Vegd

1 Veg4d
1
1
1
1

o
3

B E-X-Fory == P
S
: 0

P2

bl
ta

2P

Sep
Pet
Est
Car

oNNOO OO
~NNoOoo ooy
NNvoocoooo|a

wNwro oo oy
0000 .=

=~ - -] I
- X-X-I- IS
Ve —o oo olu

Cuadro 4.1: Estados estables en la simulacién de plantas snlves res ybzcorr‘cspondencin con estructuras
de la planta. Vey hace referencia a estructuras vegetativas Sep a sépalos, Pet a pétalos, Est a
estambres y Car a carpelos.

De estos ocho atractores, los cuatro iltimos tienen correspondencia con células de cada

uno de los cuatro tipos de 6rganos florales de acuerdo con patrones de expresién de mRNA

y con las predicciones del modelo ABC de la morfogénesis floral.
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sién de UFO y de WUS (Figura 4.1), por lo que los

i:oii‘c‘él'dlas de la planta. A partir de este momento
noé ‘;-ef(:zrine‘xiibs'é los estados estables devmuqidb con csta correspondencia.

‘se muestra el tamaiio de‘las cuencas de atraccién que, de acuerdo con

la diypéx'niéqdelsiﬁtemé.,v desembocan en cada uno de los ocho estados estables.

Atractores N
Vegetativo 1 || 1782
Vegetativo 2 || 1782
Vegetativo 3 || 1782
Vegetativo 4 || 1782

Sépalos 50706
Pétalos 50706
Estambres || 50706
Carpelos 50706

Cuadro 4.2: Nimero de condiciones iniciales (N) que conducen a cada uno de los atractores del
sistema.

Se determinaron las condiciones iniciales en la actividad génica de las que depende la
decisién destino floral / destino vegetativo. Debido a que, como se ve en el cuadro 4.2, es
mucho menor el mimero de condiciones que lleva a un destino vegetativo, tinicamente se

determinaron cuales eran estas condiciones. Para hacerlo se buscaron a las combinaciones de
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estados de activacién que eran suficientes para garantizar el destino vegetativo. El comple-
mento de este conjunto de condiciones, son las que propiciardn que el sistema se estabilice

en un atractor que corresponda a uno de log cuatro tipos de 6rganos florales.

Se puede separar a las cuencas de atraccién que conducen a atractores vegetativos en dos
subconjuntos, cuyas condiciones iniciales de cada uno de ellos ienen en comiin uno de los

perfiles de estados de activacién que se presentan en el cuadro 4.3.

FT _EMFPI TFLT LFY FUL API .AP3 Pl _AG . UFO__WU5 _APZ SBP LUG__CLF
X 1 >0 0. <2 .0...X. X X X X X X X X
X 1 2 0 X XX x x X 0 X X X

,que‘,con'dut:cn a destinos vegetativos en la simulacién de plantas

Cuadro 4.3: Condiciones i
le puede tomar cualquier valor.

silvestres. X significa'que esa vari

Debido a estos resu o 3 a,sx-éémo a (aj la hipétesis planteada por bidlogos experimen-

tales (52; 53; 68)que gxcre que:la formacion del patrén espacial de los 6rganos florales
depende de la acthdad d(;‘ genes de identidad de meristemo floral y de la heterogencidad
en la distribucién de ciertos factores en todos los meristemos aéreos vegetativos y repro-
ductivos, (b) a que se han identificado estos factores con UFO (68) y con WUS (52; 53), y
(c) a que las cuencas de atraccién de los cuatro érganos florales tienen el mismo tamaiio, se
decidié analizar el estado de actividad de UFO y WUS en los atractores correspondientes a
érganos florales. A este respecto sc encontré que todas las condiciones iniciales que Hevan al

mismo atractor tienen el mismo patrén de actividad de UFQ y WUS, de acuerdo al cuadro

4.4.
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[Atractores [| UFO _ WUS
Sépalos [1] 1]
Pétalos 1 .0

Estambres 1 1
Carpelos 0 1

Cﬁadro 44 Patrén de actividad de UFO y WUS en todas las condiciones iniciales que conducen a
" cada atractor de érganocs florales.

Por ultxmo, en lo que respecta a la simulacién de la dindmica de 1a red en plantas silvestres,

‘se determmé el mimero de condiciones iniciales que estdn a n nimero de iteraciones del

'atractor Estos resultados se pueden observar en el cuadro 4.5.

g Pasos al || Niimero de C.I. para cada atractor
atractor Vegetativos | Sépalos | Pétalos | Estambres | Carpelos
o0 1. 1 1 1 1
1 1103 35 23 239 1127
2 678 180 120 6942 15630
3 216 288 18600 10728
-4 216 216 13746 12042
5 2268 2268 2286 2286
6 7290 7290 5184 5184
A 25866 25866 2196 2196
a8 5634 5634 1512 1512
9 5292 5292
10: 2196 2196
11 1512 1512

Cuadro 4.5: Niimero de condiciones iniciales por niimero de iteraciones (pasos) al atractor para cada
estado estable en las plantas silvestres. S6lo se muestran los resultados para un atractor vegetativo,
ya que los cuatro son iguales.

4.2, Simulacién de Mutantes: Mutantes leunig

En los mutantes leunig hay formacién de érganos quimeéricos, pues los érganos del primer
verticilo son sépalos con caracteristicas carpeloides, mientras que los 6rganos del segundo
verticilo son pétalos con caracteristicas estaminoides. Estas transformaciones homeéticas

parciales se deben a que hay un incremento en el dominio de expresién de AGAMOUS, el
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gen de la cla.se C, de modo que tambxén se expresa en los dos vertxcxlos mdés externos de la

fior (155‘ 51)

“En la smulacxén e los ‘mutantes~iug el espacio: fase el"sxstema. perm&nece del miamo

ua LUG, aunque ahora solamente
tomarryal,o.r dé O,para. los ﬁxzi’cs‘dei‘inode‘l”lji vtj:"n las pl&h't'zia silvmtres solamente toma valor de
1 (ver capitulo 3). En esta simulacién sc obtuvieron, al igual que en el caso de las plantas

silvestres, ocho atractores, que se muestran en el cuadro 4.6.
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Cuadro 4.6: Estadas estables en Ia simulacién de mutantes lug, y correspondencia con estructuras

de la'planta.. Veg. hace referencia a estructuras vegetativas, SC a sépalos carpeloides, PE a pétalos
" estaminoides, £ a estambres, y C.a carpclpy En negrillas estdn marcadas las diferencias con respecto
. “a los atractores de la simulacién de las plantas silvestres.

Se deduce la correspondencia de los sépalos carpeloides y de los pétalos estaminoides con
el quinto y sexto atractor del cuadro 4.6 respectivamente pues la expresién ectépica de AG
(clase C) es lo suficientemente ligera para permitir la expresién de AP1 (clase A). La distin-
cién entre sépalos carpeloides y pétalos estaminoides se hace de acuerdo a la actividad de
log genes de la clase B, APS y PI. Los demas atractores no ven alterada su correspondencia,
ya que la uinica diferencia con respecto a sus contrapartes de la simulacién de las plantas

silvestres es el cstado de LUG pero los efectos fenotipicos de la mutacién lug solamente se

distinguen en los érganos del priwmer y del segundo verticilo (15).

En el cuadro 4.7 se puede observar el tamaiio de las cuencas de atraccién de la simulacién

de mutantes lug, que coinciden con los datos de la simulaci6én de las plantas silvestres.
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[ Atractores N
Vegetativo 1 1782
Vegetativo 2 - 1782
Vegetativo 3 1782
Vegetativo 4 1782

Sépalos carpeloides || 50706
Pétalos estaminoides || 50706
Estambres 50706
Carpelos 50706

Cuadro 4.7: Nimero de condiciones iniciales (N) que conducen a cada uno de los atractores del
sistema en las plantas lug.

xmcmlm que conducen a atractorea veget.atxvos son las mismas en los

planta.s sxlvmtres, mdlcan Vo que LU G no participa en la decisién de

En el cuadro’4.8:se obse 'como 'estén ‘distribﬁidaa las condiciones iniciales en los mu-

~tantes’ lug de acuerdo a la. dzstancm. en niimero de iteraciones al punto estable.

Pa.sos ol S Niumero de C.I. para cada atractor
Sal T T Sépalos Pétalos
‘atractor. || Vegetativos | carpeloides | estaminoides | Estambres | Carpelos
00 1 1 1 1 1
1 1103 83 23 239 1127
2 678 240 300 6942 15630
+3 2592 2592 18600 10728
4. 7290 7290 13746 12042
] 25866 25866 2286 2286
6 5634 5634 5184 5184
7 5292 5292 2196 2196
8 2196 2196 1512 1512
9 1512 1512

Cuadro 4.8: Nimero de condiciones iniciales por niimero de iteraciones (pasos) al atractor para
cada estado estable en las plantas Iug. S6lo se muestran los resultados para un atractor vegetativo,
ya que los cuatro son iguales.
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4.3. Simulacién de Mutantes: Mutantes apetala2

Las plantas mutantes apetala2 tienen conversiones homedticas completas, pues los sépa-
los son sustituidos por carpelos, y los pétalos por estambres, y hay expresion ectdpica de

AGAMOUS cn el primer y segundo verticilos (19; 51).

En este caso, téimbién sc obtienen 8 atractores, que se muestran en el cuadro 4.9. En la

simulaéiéxg ‘l‘os atractores de sépalos y pétalos son sustituidos por atractores

tividad de WUS, serfan idénticos a los atractores de carpelos y

ki'(;xi'ciayﬂen la actividad de WUS (que se expresa en el centro del
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Cuadro 4.9: Estados estables en la simulacién de mutantes ap2, y correspondencia con estructuras
de la planta. Veg. hace referencia a estructuras vegetativas, Ce a carpelos ectépicos, Ee a estambres
ectépicos, E a estambres, y C a carpelos. En negrillas estdn marcadas las diferencias con respecto
a los atractores de la simulacién de las plantas silvestres.

En esta simulacién, ¢l espacio fase del sistema se reduce a la mitad, pues 4AP2, deja de
tener la posibilidad de tomar dos valores (0 o 1) para tener siempre estado de 0. Es por esto
que el tamaino de las cuencas de atraccién también se reduce, 8i se comparan con las de la
simulacién de las plantas silvestres. En el cuadro 4.10 se muestra ¢l tamano de las cuencas,
y se observa que estos niimeros no son simplemente una reduccién a la mitad con respecto

a loe resultados de la simulacion de las plantas silvestres: se ve alterada ligeramente la tasa
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vegetativo / 6rganos florales.

Atractores N

Vegetativo 1 1134

Vegetativo 2 1134

Vegetativo 3 1134-

Vegetativo 4 1134

Estambres 25110

Estambres ect6picoss || 25110

) Carpeloss 25110
Carpelos ectépicos || 25110 |

Cuadro 4.10: Niimero de condiciones iniciales (N) que conducen a cada uno de los atractores del
sistema en las plantas ap2.

La causa de esta alteracién debe ser el papel de AP2 como gen de identidad meristematica.

Al saber que la pfopd cién entre el tamaiio de las cuencas que dan origen a estructuras

florales y estructur: as se determinaron las condiciones iniciales que, de acuerdo

As'a atractores vegetativos. Estas condiciones se muestran

AP] AP Pl AG "UFO  WUS  AP2" SEP LUG CLF
0 X X X . X X X X X X
1 X X X X X X X X X

Cua‘d‘ro,;i.llz Condiciones iniciales que conducen a destinos vegetativos en la simulacién de plan-
tas ap2. X significa que esa variable puede tomar cualquier valor. En negrillas estdn marcadas las
diferencias con respecto a los resultados de la simulacién de las plantas silvestres.

En el cuadro 4.12 se observa la distribucién de todas las distintas condiciones iniciales de
acuerdo a la distancia al atractor, medida en el mimero de actualizaciones del sistema. La
transformacién de sépalos en carpelos ectépicos y de pétalos en estambres ectépicos hace
que las cuencas de atraccién de sépalos y pétalos adquicran la forma de las cuencas de

atraccion de carpelos y estambres, respectivamente.
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Pasos Nimero de C.I. para cada atractor
al Estambres Carpelos
atractor || Vegetativos | Estambres | ectdpicos | Carpelos | ectépicos
0 1 1 1 1 1
1 551 119 119 563 563
2 582 3300 3300 8382 8382
3 10620 10620 6498 6498
4 5670 5670 4320 4320
5 900 900 846 846
6 2160 2160 2160 2160
7- 1098 1098 1098 1098
8 1242 1242 1242 1242

53

" Cuadro 4.12: Nimero de condiciones iniciales por niimero de iteraciones (pasos) al atractor para
- cada estado estable en las plantas ap2. Sdlo se muestran los resultados para un atractor vegetativo,
ya que los cuatro son iguales.



Capitulo 5

Discusion y Conclusiones

5.1. Supuestos del Modelo

El comprender los mecanismos de desarrollo nos permitird entender como se originan
sus variaciones, que a 8su vez son la fqente para el cambio morfolégico (104). La genética
del desarrollo ahora nos informa qué Wn los genes, sus productos y cémo interactian.
Pero falta una forma de ir de evsiéfti’po de conocimiento a un entendimiento formal de los
fenémenos del desarrollo, pues a@que estas explicaciones describen a las interacciones entre
los elementos, no permite entender la relacién cntre estas interacciones y las estructuras.
Esto sblo se puede conseguir integrando la informacién en explicaciones mecanicistas (104).
Para entender estos mecanismos, es importante conocer la informacién de los genes, pero

también lo es el conocer la dindmica que se genera a partir de sus interacciones (2).

Es por esto que en este trabajo se ha abordado el estudio de la dindmica de la red.

de interacciones génicas que regula a la determinacion genética de los 6rganos florales de
Arabidopsis thaliana, buscando la integracién en explicaciones mecanicistas de los datos

“obtenidos a través de los experimentos co diversos laboratorios alrededor del mundo.

Un modelo es una forma abstracta de describir un sistema complicado (22), pero para

54
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poder hacer una descripcién dé'e'st.eli_;i‘pores pécesa.rio hacer varios supuestos, que permitan

simplificar el sistema.

ejemplo en: 38; 39; 100).

» Son vilidas las suposiciones hcchascn 6n° de ciertos genes. Fue
necesario hacer estas suposiciones debido a huecos en_la evidencia experimental (ver

capitulo 2).

Si alguna de estas suposiciones resultara falsa, entonces posiblemente también serian falsos
los resultados del modelo. Sin embargo, e8to es una caracteristica de todos los modelos, en los
que se parte de premisas cuya certeza se considera mads probable que su falsedad. De todos
modos, es sorprendente la coherencia de los resultados de este trabajo con las observaciones
experimentales. Es por esto que todo lo que se discute a continuacién se escribe considerando

ciertos todos estos supucstos.

! Un médulo de desarrollo es un conjunto de elementos cuyas conductas intrinsecas e interacciones fun-
cionales nos dan una explicacién niecanicista de un proceso de desarrolio identificable (104).
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5.2. El Papel de la Robustez en el Destino de los Organos
Florales

Se ha encontrado que ciertas redes, como por ejemplo redes metabélicas (36), o Internet
(1) y otras (92) pertenecen a la clase de redes llamadas redes libres de escala, que no tienen
un patrén aleatorio en sus conexiones. En este tipo de redes hay pocos elementos muy
conectados y muchos poco conectados, y la distribucién de estos tipos de nodos sigue una
ley de potencia, de forma que, si a es una constante positiva y P(k) es la probabilidad de
que ﬁn nodo tenga k conexiones, entonces P(k) ~ k=% (92; 101). Aunque las redes libres
de escala presentan una sensibilidad alta a ataques dirigidos a los nodos mas conectados,
presentan muy pocos cambios como efecto de perturbaciones al azar (1). Lo anterior implica
que es posible ligar caracteristicas en la topologia de una red a propiedades emergentes del

sistema, como su robustez (101).

La robustez es una caracteristica indispensable en los procesos de desarrollo, pues es lo que
garantiza que estos no sean eventos Ginicos, 8ino que sean repetibles en diferentes individuos,
diferentes condiciones ambientales, diferentes contextos genotipicos, o incluso, en individuos
que pertenezcan a diferentes taxa. Esta repetitividad permite que haya continuidad en la

presencia de una caracteristica a lo largo de un linaje, i.e. que sea heredable.

A todos los atractores que se obtienen con el modelo que aqui se presenta se les puede
encontrar relacién con patrones de expresién génica que existen en células de Arabidopsis
thaliana, eliminindose, con la adicién de la nueva informacién, el atractor que no ticne
correspondencia con cflulas de la planta de Mendoza y Alvarez-Buylla (57). Esto significa
que en lo que se refiere a la red de determinacién de 6rganos florales, las posibilidades

del destino celular estin completamente acotadas por la dindmica de la red: los destinos
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celulares habituales son los iinicos que pueden existir (ver cuadro 4.1).

Podemos decir que el establecimiento de los patroner; de expresién génica en los ocho atrac-
tores es espontineo, pues no es necesaria informacién externa al sistema para restringir los
posibles destinos celulares. Esto quiere decir que la arquitectura de la red de determinacién
de érganos florales hace que resulte mucho mds “ficil” y probable el desarrollo de las flores
(al menos al nivel de determinacién del destino de los verticilos), pues restringe las opciones

' de los elementos que se organizan en ¢l patrén floral a tinicamente ocho posibilidades.

Ademés, comparando el tamaﬁo de las cuencas de atraccién de los estados estables vege-

tativos y reproductwos, observamos que la razén vegetativo: veproductxvo s menor a 1:25

(ver cuadro 4. 2) Ya que se puede usar- a las cuencas. de atraccnén como fndxcm de esta-

bilidad, podemos mfcr;r_ ‘(tj.arynlt de esto, como de la 1dent1ﬁcaclon completa de los

estados estables coi; txpos ﬂor'es:unn estruct;ura robusta.

La establhdad de loa destmos de os’érganos ﬂoralea, comparada con la estabilidad del

destino de estructuras vegetatwa.s podria‘scr 1a causa de que no se hayan cncontrado mu-
_ taciones de un solo gen que impidan la floracién (42): en este escenario, la robustez en
la formacién de las flores hace que se necesiten perturbacioncs muy grandes para poder

evitarlas.

5.3. Formacién del Patrén Espacial en las Flores

La distribucién en el tamaifio de las cuencas de atraccién de los ocho atractores es muy
poco usual: todas las cuencas de atractores vegetativos son del mismo tamaiio, y lo mismo

pasa con las cuencas de los atractores de 6rganos florales (ver cuadro 4.2).

El conjunto de todas las condiciones que conducen a destinos vegetativos se divide en
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4 subconjuntos de acuerdo a la actividad de UFO y WUS. Como UFO y WUS son dos

variables binarias, inicamente hay cuatro combinaciones posibles respecto a sus estados de
actividad: 00, 10, 11 y 01. Debido a que se prucban todas las condiciones iniciales posibles,
entonces los cuatro tipos de ébﬁlbinacionea son equiprobables, y es por esto que las cuencas

de atraccién vegetativas son del mismo tamafio.

vczf queunacelu]a. ha tomado la “decisién” de formar parte de la flor, se reconoce que
la act.wxdad de los genes B (en pétalos y estambres) depende exclusivamente de la activi-
dad de UFO, mientras que la actividad de'los genes C (en estambres y carpelos) depende

exclusivamente de la actividad de WUS.

Por otra parte, WUSCHEL actiia en el centro de los meristemos (75). UFO en cambio,
en los meristemos vegetativos se expresa en el dpice del embrién en la etapa de corazén, y
después se expresa en un dominio en forma de anillo con centro en la punta del meristemo
apical en los meristemos vegetativos. En los meristemos florales se observa mRNA de UFO
en el centro, y después su dominio de expresién adquiere también una forma de anillo
(81), semejando con sus cambios en el patrén de expresién la transicién embrién-meristemo

apical aéreo. En la figura 4.1 se pueden observar los patrones de actividad de UFO y WUS
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en meristemo apical y en el meristemo floral en la etapa 3 de la floracién.

Tanto la regulacion demostrada ex-perimentalmenté de APS por UFQOy de AG por WUS
(ver tltima parte de capftulo 2), como el hecho de que estos dos genes actiian en los lugares
adecuados para ser los factores meristemaéticos indispensables para definir los dominics de
expresion de ’l‘os genes B y C respectivamente (47; 68), asi como la dependencia dc las
actividades de gé'ne; B y C de la actividad de UFO y WUS que sugieren los resultados
. deeste yt;;i)zs’jd’s‘tlstentaxx convincentemente la hipétesis de que los meristemos florales son

xﬁgxiétémos Q.picales aéreos modificados, y que para la formacién de heterogeneidades en el
g méristémé floral se ha “reciclado” el sistema que forma patrones en el meristemo apical (68).
En particular, en este trabajo se da una prueba, en un sistema dindmico, de la coherencia

y viabilidad de esta hipétesis.

Bajo este supuesto, la formacién dél patron mpacxal de actividad de los genes A, B, y
C cu las flores es el producto dé la accxon de factores Eespeciﬁcos de flores (como LFY),
distribuidos homogéneamente en el meristem&ﬁéféi, y del sistema que forma patrones en
el meristemo vegetativo que establecen un vin(‘r.{{x!p‘cntvre el funcionamiento del meristemo y

la distribucién espacial de los 6rganos forales (47; 52; 53; 68; 75).

A partir de la homologia de meristemo floral y meristemo apical y del empleo del mismo
mecanismo y los mismos elementos en ambos meristemos para la formacién de patrones
se pueden explicar algunos fenotipos: en las plantas en las que hay expresién de genes de
identidad meristematica floral (como LFY) en el meristemo apical (como por ejemplo en las
plantas 3565::LFY, 855::AP1 o tfl1) se forman flores terminales incluso en plantas diferentes
a A. thaliana (16; 54; 73; 86; 108). Esto ocurre ya que al compartir un sistema de formacién

de patrones en ambos meristemos, la expresion de genes de identidad meristemética floral



CAPITULO 5. DISCUSION Y CONCLUSIONES 60

hace que el sistema “crea” que el meristemo apical vegetativo es un meristemo floral.

El uso de circuitos regulatorios preexistentes podria ser un mecanismo comiin en el origen
de novedades cevolutivas (40). En plantas hay otros sistemas que se han “reciclado” en dife-
rentes procesos, por ejemplo en la formacién de patrones de distribucién de tricomas en la
epidermis de las hojas, y de tricoblastos en la epidermis de la raiz (84). Pero es en animales,
principalmente en Drosophila, donde se ha avanzado més al respecto, demostrando la coop-
cién Ae un mismo sistema para dirigir diferentes procesos. Por ejemplo, en la formacién del
patrén de la lamina de las alas y el desarrollo de manchas oculares en las mariposas (40),
o el hecho establecido de que rutas de senalizacién (como Notch/Delta o el sistema wing-
less/hedgehog/patched) se usan en diversos procesos, como la oogénesis, determinacién del
neuroectodermo, formacion de érganos sensoriales, segmentacién y formacién de apéndices
(34).

5.4. Hipétesis para el Origen de la Inversion Floral en Lacan-
donia schismatica

Casi todas las angiospermas con flores hermafroditas tienen el mismo patrén espacial en
la distribucién de 6rganos que A. thaliana, con carpelos en el centro, y estambres alrededor
de ellos. La tnica excepcién a este patrén es Lacandonia schismatica, que es una mono-
cotiledénea mexicana, cuyas flores ticnen estambres en el centro de la flor, rodeados por

carpelos.

Partiendo de la conservacién del control del destino de los érganos florales por parte de
los genes A, B, y C en monocotiledéneas (3), Ia hipétesis m4ds simple para explicar el origen
de este fenotipo es un cambio en el dominio de expresién de los genes B, de modo que ahora

sc expresen en el centro de la flor (102). Esto haria que los patrones de actividad de los
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ﬂoral cambxa de. la’et, 3'}.'110'la'ﬂoracién (81), de la

nusmu forma en quc cambla en la. transicién cmbno eristemo apical vegetativo: primero

se expresa en'el dpice del meristemo, y cu&ndo cl mcrist.emo es un poco mayor adquiere un

patré%i de expresién en forma de anillo.

Es a b#rtir de estos dalos que se sugicre la posibilidad de que la inversién homeética en

—

Crecimmnto
Etapa 2 Etapa 3

Figura 5.2: Patrén espacial de actividad de UFO en dos etapas consecutivas de la floracién
en A. thaliana.
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L. schismaticar haya sido desencadenada por una heterocronia 2 en la que se modificara
‘la relacién temporal cntre el cambio de expresién de-UFO y el crecimiento del meristemo
floral, de modo que UFO permaneciera activo en el centro del meristemo en el momento de

la determinacién de los 6rganoe florales (ver figura 5.3).

o bé",ié;uerdo‘qon los resuit;a'ébé dé este modelo (ver cuadro 4.1), y a reportes de trabajos
’ xp}gn_taleg (ver é#pftulo 2), en Argbidopsis thaliana UFQ controla directamente a APS,
.~pt:r;> noaPI Esta es la razén por la cual PJ sc expresa en los tres verticilos centrales,

nﬁe‘ntr;n.s»’ qﬁe APS3 se expresa en el dominio que se intersecta con la actividad de UFO
7(‘aunque debido al asa de retroalimentacién positiva dependiente de APS, PI solamente

rebasa el segundo umbral de su actividad en el segundo y tercer verticilos).

Hay barruntos de que en L. schismatica pasa algo semcjante, y que por lo tanto, es
probable la hip6tesis de heterocronia para la inversién homedética en Lacandonia. Al parecer,
el gen ortélogo de APSen L. schismatica sc expresa linicamente en estambres (en el centro de
la flor), mientras que el ortélogo de PI se expresa en estambres y carpelos (F. Vergara-Silva,
com. pers.). Esto es exactamente lo que predice la hipétesis que aqui se propone: debido
a que UFO no regula el inicio de la transcripciéon de PI, pero si el de AP3, al cambiar el

patrén espacial de expresién de UFOQ, solamente cambia el patrén espacial de APS. Como

2 Heterocronfa s €l nombre que se le da a los cambios en el tiempo relativo de aparicién y en la velocidad
de desarrollo de caracteres presentes en los ancestros de un grupo (26).
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los dos genes (AP8 y PI) son indispensables para la funcién B (32), sélo habra funcién B

en la regién en la que se intersecten sus dominios de expresion.

Con base en estos resultados s¢ vuelve importante averiguar el patrén de expresién del

ortélogo de UFO durante el desarrollo Horal de Lacandonia schismatica, para as{ poner a
prueba esta hipdtesis.

5.5. Coherencia del Modelo con Observaciones Experimen-
tales

El modelo replica los procesos que se presentan en la naturaleza en la determinacién
genética de los 6rganos florales de A. thaliana con fidelidad. A pesar de que esto ya es

mdlcatxvo de que se estén conaxderando los fact rw mas unportantes en la determinacion

e hxcxeron las gimulaciones de mutantes,

del destmo de las células en los 6rganoe ﬂor es,

buscando dlSCOrd&nClBS del modelo con'la evidencia experimental. Hasta ¢l momento sélo

‘8¢ ha rcahzado la mmulacxén de dos mutacmnes por pérdida de funcién, pero los resultados
“'son alentadores.

E‘n la simulacién de mutantes lug y ap2 se encuentra lo mismo que en la simulacién de
plantas silvestres: no hay destinos celulares posibles que no se observen en la naturalezA
(ver cuadros 4.6 y 4.9). Ademas, cn ambas simulaciones de mutantes se obticuen las trans-
formaciones homedticas que hay en las plantas con eso8 genotipos: a) en la simulacién de
mutantes {ug ya no hay atractor que corresponda a sépalos o a pétalos, sino que, al igual
que en las plantas, son sustituidos por atractores que corresponden a érganos quiméricos
(sépalos carpeloides y pétalos estaminoides, cuadro 4.6); b) en la simulacién de mutantes
ap2 hay transformaciones homeéticas completas, pues los atractores de sépalos y pétalos

son reemplazados por atractores de carpelos y estambres (cuadro 4.9).
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Asfmigmo, en la sunulacxon de plantas ap2, los resultados no son iguales a los de la

simulacién de planta.s s;lvest;'ep, pues hay diferencias en la relacién que hay entre el tamafio
de las cuencas de atvrac,ci‘ény v}egetativaa y las cuencas de atraccién que corresponden a
6rganos florales (cuadros 4.10 y 4.11 por las plantas ap2y 4.2 y 4.3 por las plantas silvestres),

sustentando la actividad de AP2 como gen de identidad meristematica.
5.6. Conclusiones y Perspectivas

Para entender el comportamiento de sistermas complejos (como los animales o las plantas)

no basta conocer el comportamiento de cada uno de sus elementos; es necesario estudiar

: éécioneé", ylas prhoApj dadcs que emanan de ella. Los modelos de

redes de mgulaclén ¢énica ‘son herramientas ttiles para estudiar este tipo de propiedades

en éi desatrollb‘dé"los‘ BCI'(;S ivos,'y por lo tahf.o también en su evolucién. Ademas, cuando

“este txpo de modelos esta ba.sado en’ cvxdencxa experimental permiten también organizar e

integrar la informacién en exphcacxones mccamcxsta.s de eventos especificos en el desarrollo
de una estructura. Sélo teniendo este tipo de explicaciones podremos comprender a los
procesos que generan variaciéon en los seres vivos y que acotan el alcance de la seleccion

natural.

En este trabajo se elabor6 un modelo discreto de la red de regulacién génica que determina
el destino de los 6rganos florales en Arabidopsis thaliana y se probé su coherencia con la

evidencia experimental con la simulacién de dos mnutaciones de fenotipo conocido.

Este modclo provee una prueba en un sistema dindmico del empleo de los mismos genes
-en el meristemo floral y en el meristemo apical para dirigir la formacién de patrones, lo que

permite proponer un mecanismo para el origen de un fenotipo floral poco comiin presente
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en la naturaleza. También se demuestra que la arquitectura de la red hace m4s probable
el desarrollo de las flores pues limita el mimero de-destinos posibles, y los limita tanto,

que lodas las posibilidades tienen correspondencia con patrones de actividad génica de

Arabidopsis thaliana.

Ademés se encuentra que la

probablemente sea la razén ‘dédu no se h’ayaﬁ 'éncpntrado mutaciones aisladas que impidan

la floracién. En at'é} eé?ehdrio=lh de:la'red hace que la flor sea una estructura

eqmishios que subyacen el desarrollo
) dé,he‘l problema incluye el proseguir

y de éManc‘m. de funcién para asi poner

aébéh”incorpomr las rutas de induccién
ﬁ_ﬁiicﬁén crecimiento vegetativo - cre-
cimiento reproductivo y el vinculo entre factores anibiéntz‘;’l@‘y'la induccién de la formacién

de flores.

Ademas, como se puede ver énreyl ?:uadro"‘i..'if (‘y’ en los cuadros 4.12 y 4.8 para las simu-
laciones de mutantes), a pesar de que las cuencas de atraccién con correspondencia con los
d6rganocs florales ticnen el mismo tamafio, no son iguales, pues la distribucién de las distintas
condiciones iniciales en cada una de las cuencas es diferente. Es de esperarse que las cuencas
con mds condiciones iniciales cercanas al atractor sean mads estables, pues convergen més
ripidamente. Es por esta hipétesis que se piensa estudiar estas diferencias en la forma de las
cuencas de atraccién y en su estabilidad, tratando de usar esta informacién para predecir

el orden temporal relativo en la determinacién de los 6rganos florales. De ser asf, se suge-
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rird que el orden temporal de aparicién de los érganos florales también es una propiedad

emergente de la dindmica de la red.

El que el modelo refleje con V@e‘rcanfa a la realidad nos indica que se estdn considerando los

tuan dentro de la célula que los produce) mds importantes

factores aut6énomos (‘i e qu
que actian (é%n"el:?rl')" Y in iéﬁbargo, esto no nos permite entender eventos que no son
auténomos,'“(x;mq por gjelhpid como es que se¢ forma el patron espacial de actividad de los
’ gen& A, B y C enel mcfisiemo floral. Sin embargo, en A. thaliana no se conocen factores no-
auténomog (como hormonas o proteinas transmembranales) que participen en la formacién
del patrén floral. Es por esto que serd necesario usar un método de optimizacién para inferir

las combinaciones hipotéticas de factores no-auténomos que pudieran dirigir la formacién

de estas heterogeneidades.

Eso no serd suficiente. Se ha demostrado que no solamente WUS tiene un efecto sobre AG,
el gen de la clase C, sino que también AG afecta la actividad de WUS (47). Como WUS es
un gen que regula la identidad meristemdtica de las células y el crecimiento meristemaético,
se concluye que es necesario estudiar la relacién que hay entre la determinacién genética de
los 6rganos florales y el crecimiento y el cambio de forma de los meristemos florales, para
asi seguir en el camino de encontrar el mecanismo que dirija la morfogénesis de las flores y

entender mejor el misterio de su origen.
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Apéndice A
Reglas Légicas.

En este apéndice se muestran las reglas Iogicas que se usan en este modelo. En cada
tabla se muestra como responde cada gen (en la columna de la derecha), a las distintas
combinaciones en la actividad de los genes que inciden en él.
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APENDICE A. REGLAS LOGICAS. -
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Apéndice B

Cédigo Fuente del Programa

En la primera seccién de este apéndice se presenta el programa que permite encontrar
el atractor al que conduce cada una de las posibles condiciones iniciales del sistema en
la simulacién de plantas silvestres. Las condiciones iniciales que convergen en el mismo
atractor (i.e. las cuencas de atraccién) son agrupadas en una lista (como por ejemplo las
listas CI-VEG1, CI-VEGZ2). Todo csto se counsigue lamando a la funcién »CORRESIG’, que
es la funcién de mads alta jerarquia del programa, con un argumento nulo (NIL).

Para la simulacién de mutantes, el iinico cambio, con respecto a este programa, es la
modificacién de las reglas que regulan la actividad del gen mutado, y la restriccién de los
posibles estados de ese gen a uno solo (que es 0 en los mutantes por pérdida defuncién).

En la scgunda seccién se muestran funciones usadas para simplificar el andlisis de los
resultados de cualquiera de las simulaciones, en particular las caracteristicas de las cuencas
de atraccién.

B.1. Programa para la Simulacién de Plantas Silvestres

(SETF RED *((X)) )

« (DEFUN AMPLIARED (NODO)

(SETF RED (CONS (CONS NODO (CAR RED)) (CDR RED))))

(DEFUN NODO (NOMBRE &ZOPTIONAL ESTADO INCIDENCIAS IMAGEN )

(IF (NULL NOMBRE) (PRINT (ESTO NO TIENE NOMBRE))
(SETF RBD(AMPLIARZD {CONS NOMBRE(CONS ESTADO (CONS INCIDENGCIAS (LIST IMAGEN ))))))))

(NODO 'CLF '(l) ‘0 '())
. (:f‘opq 'Luq !{1) 0 '0)
) 'S frpl)i{() )

T"-l) '())

& (NODO 1WUS '(0) '() -

- oo n:#j(O) 00)

.. (NODO 'AG 0) '(WUS AP? CLF LUG AP1 LFY TFL1) '() )

= (NODO'P! '(0) '(LFY SBP AP3S Pl AG AP1)'())
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(NODO 'APS *(0) 'fszp LFY u.‘ro AP3 PI AG AP1) () )
(NODO *AP1 *(0) '(AC LFYV'I"Fu‘t-'*r) '0)

(NODO 'FUL *(0) '(AP1 TFL1) Y))

(NODO 'LFY *(0) '(‘API FUL Tri.l EMF1) '())

(NODO *TFL1 *(0) '(A.Pl LFY AP2 EMF1) ') )

(NODO ‘EMF1 o) '(LPY) Q)

(NODO *PT *(0) "(EMF1) '() )

(SETF TRAYECTORIAS '())

(SETF TRAYECTORIA ‘()

(DEFUN QUEREGLAS (INCI NOMBRE)
(IF (EQ NOMBRE 'AG)(REGLASAG INCI)

(IF (EQ NOMBRE 'PI}(REGLASP! INCI)

(IF (EQ NOMBRE 'AP3)(REGLASAPS INCI)

(IF (EQ NOMBRE 'AP1)(REGLASAP! INCl)

(IF (EQ NOMBRE 'FUL)REGLASFUL INCI)

(IF (EQ NOMBRE 'LFY)(REGLASLFY INCI)

(IF (EQ NOMBRE 'TFL1)(REGLASTFLI INCI)

(IF (EQ NOMBRE 'EMF1)(REGLASEMF1 INCI)

(IF (EQ NOMBRE 'FT)REGLASFT INCI)

(IF (OR (EQ NOMBRE 'SEP) (EQ NOMBRE 'AP2)) (REGLASSING mcn Nn.)))))))))))

(DEFUN REGLASSINC (UNO)
(PROGN (SETF VSINC '())
(IF (EQ (CAAR UNO) 0) (CONS | VSING) (CONS 0 vstC))))

(DEFUN REGLASAG (HEPTETO)
(PROGN (SETF VAG '()) o

(IF (AND (EQUAL {(CAADDR {CDDDR HEPTETO)) (CAADDR (CDDDDR HEPTB'I‘O))) (BQUAL (OAADR HEPTETO)
0)) (CONS 2 VAG)

(g' (ASND (<G(CMDDR (CDDDR HEPTETO)) (CAADDR (CDDDDR HEPTETO))) (EQUAL (CAADR HEPTETO).0))
(CONS 0 VA

ar (ASND (> (CAADDR (CDDDR HEPTETO)) (CAADDR (CDDDDR HEPTETO))) (EQUAL (CAADR HEPTETO) 0))
(CONS 2 VAG)

(IF (AND (AND (EQUAL (CAADR HEPTETO) 1) (EQUAL (CAAR HEPTETO) 1)) (OR (> (CAADDR (CDDDR HEP-
TETO)) (CAADDR (CDDDDR HEPTETO))) (AND (EQUAL (CAADDR (CDDDR HEPTETO)) 2) (EQUAL (CAADDR
(CDDDDR HEPTETO)) 2)))) (CONS 2 VAQG)

(IF (AND {AND (AND (EQUAL (CAADR HEPTETO) 1) (EQUAL (CAAR HEPTETO) 0)) (OR (> (CAADDR (CDDDR
HEPTETO)) (CAADDR (CDDDDR HEPTETO))) (AND (EQUAL (CAADDR (CDDDR HEPTETO)) 2) (EQUAL (CAADDR
(CDDDDR HEPTETO)) 2)))) (OR (OR (EQUAL (CAADDR HEPTETO) 0) (EQUAL (CAADR (CDDR HEPTETO)) 0))
(EQUAL (CAADDR (CDDR HEPTETO)) 0))) (CONS 1 VAG)

mr {AND (AND (AND (EQUAL (CAADR HEPTETO) 1) (EQUAL (CAAR HEPTETO) 0)) (OR (> (CAADDR (CDDDR

HEPTETO)) (CAADDR (CDDDDR HEPTETO))) (AND (EQUAL (CAADDR (CDDDR HEPTETO)) 2) (EQUAL (CAADDR
(CDDDDR HEPTETO)) 2)))) (AND (AND (EQUAL (CAADDR HEPTETO) 1) (EQUAL (CAADR (CDDR HEPTETOQ)) 1))
(> (CAADDR (CDDR HEPTETO)) 0))) (CONS 0 VAG)

(IF (AND (EQUAL (CAADR HEPTETO) 1) (OR (< (CAADDR (CDDDR HEPTETO)) (CAADDR (CDDDDR HEP’!‘BTO);)
(AND (EQ (CAADDR (CDDDR HEPTETO)) (CAADDR (CDDDDR HEPTETO))) (< (CAADDR (CDDDDR HEPTETO))
2)))) (CONS 0 VAG)))NHM

(DEFUN REGLASPI (OCTETO)

(PROGN (SETF VPI '())

(IF (AND (EQUAL 0 (CAADDR OCTETO)) (EQUAL 0 (CAADDR (CDDR OCTETO)))) (CONS 0 VPI)

(IF (AND (AND (> (CAAR (CDR OCTETO)) 0)(> (CAADR (CDR OCTETO)) 0))(AND (> (CAADDR (CDR OCTETO))
0) (> (CAADDR (CDDR QCTETO)) 0))) (CONS 2 VPI)

(IF (AND (AND (> (CAAR (CDR OCTETO)) 0)(> (CAADR (CDR OCTETO)) D))(AND (> (CAADDR (CDR OCTETO))
0) (> (CAAR (CDDDR (CDDR OCTETO))) 0))) (CONS 2 VPI)

(IF (> (CAAR OCTETO) 0) (CONS 1 VP1) (CONS 0 VPI))))))
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(DEFUN REGLASAP3 (HEPTETO)

(PROGN (SETF VAPS *())

(IF (EQUAL (CAADDR HEPTETO) 0j (CONS 0 VAPS)

(IF (AND (AND (> (CAAR (CDDDR HEPTETO)) 0)(> (CAADR (CDDDR HEPTETO)) 0)){AND (> (cum HEPTETO)
0) (> (CAADDR (CDDDR HEPTETO)) 0))) (CONS 2 VAP3)

(IF (AND (AND (> (CAAR (CDDDR HEPTETO)) 0)(> (CAADR (CDDDR HEPTETO)) 0))(AND (> (OAAR HBPTETO)

0) (> (CAADDR (CDDDDR HEPTETO)) 0))) (CONS 2 VAPS)

(IF (AND (> (CAADR HEPTETO) 0) (> (CAADDR HEPTETO) 0)) (CONS 1 VAP3) (CONS 0 VAPJ)))))))

(DEFUN REGLASAP1 (CUARTETO)

(PROGN (SETF VAP1 ‘()

(IF (EQ (CAAR CUARTETO) 2) (CONS 0 VAP1)

(IF (< (CAADDR (CDR CUARTETO)) 2) (CONS 0 VAP1) s
(IF (AND (AND (EQ (CAAR CUARTETO) 0) (EQ (CAADDR (CDR cu;uvnz'ro» 2)) (No'r (< (CAADR cuurrm)
(CAADDR CUARTETO)))) (CONS 2 VAP1)

(IF (AND (AND (< (CAAR CUARTETO) 2) (EQ (CAADDR (CDR cuAm'm'o)) n)) (< (CAADR CUARTETO) (cumpn
CUARTETO))) (CONS 0 VAP1) i

(IF (AND (AND (EQ (CAAR CUARTETO) 1) (EQ (CAADDR (cnn CUAR’I‘BTO)) z)) o o'r (< (OAADR cu;\ra'a'ro)
(CAADDR CUARTETO)))) (CONS 1 VAP1))))))) S : : g

(DEFUN REGLASFUL (PAR)
(PROGN (SETF VFUL '())

(IF (> (CAADR PAR) 0) (CONS 0 VFUL)

(IF (EQ (CAAR PAR) 0) (CONS 2 VFUL)

(IF (EQ (CAAR PAR) 1) (CONS 1 VFUL)

(IF (EQ (CAAR PAR) 2) (CONS 0 VFUL))))))

(DEFUN REGLASLFY (CUART)
(PROQN (SETF VLFY '())
(IF (AND (EQ (CAADDR CUART) 0) (EQ (CAADDR (CDR CUART)) 0)) (CONS 2 VLFY)

(IF {AND (AND (EQ (CAAR CUART) 0) (EQ (CAADR CUART) 0)) (AND (OR (EQ (CAADDR CUART) 0) (EQ (CAADDR
(CDR CUART)) 0)) (NOT (AND (EQ (CAADDR CUART) 0) (EQ (CAADDR (CDR CUART)) 0))))) (CONS 1 VLFY)

(IF (AND (AND (EQ (CAAR CUART) 0) (EQ (CAADR CUART) 0)) (NOT (OR (EQ (CAADDR CUART) 0) (EQ (CAADDR
(CDR CUART)) 0)))) (CONS 0 VLFY)

(IF (AND (AND (EQ (CAAR CUART) 0) (EQ (CAADR CUART) 1)) (AND (OR (EQ (CAADDR CUART) 0) (EQ (CAADDR
(CDR CUARTY)) 0)) (NOT (AND (EQ (CAADDR CUART) 0) (EQ (CAADDR (CDR CUART)) 0)})))) (CONS 1 VLFY)

(IF (AND (AND (EQ (CAAR CUART) 0) (EQ (CAADR CUART) 2)) (AND (OR (EQ (CAADDR CUART) 0) (EQ (CAADDR
(CDR CUARTY)) 0)) (AND (< (CAADDR CUART) 3) (< (CAADDR (CDR CUART)) 1)))) (CONS 2 VLFY)

(IF (AND (AND (EQ (CAAR CUART) 0) (EQ (CAADR CUART) 2)) (AND (OR (EQ (CAADDR CUART) 0) (EQ (CAADDR
(CDR CUART)) 0)) (OR (EQ (CAADDR CUART) 2) (EQ (CAADDR (CDR CUART)) 1)))) (CONS 1 VLFY)

(IF (AND (AND (EQ (CAAR CUART) 0) (EQ (CAADR CUART) 2)) (AND (> (CAADDR CUART) 0) (> (CAADDR (CDR
cuuu-)) 0))) (CONS | VLFY)

{IF (AND (AND (EQ (CAAR CUART) 0) (EQ (CAADR CUART) 1)} (AND (> (CAADDR CUART) 0) (> (CAADDR (CDR
CUART)) 0))) (CONS 6 VLFY) )

(IF (AND (AND (EQ (CAAR CUART) 1) (< (CAADDR CUART) 3)) (< (CAADDR (CDR CUART)) 1)) (CONS 2 VLFY) :
{IF (AND (AND (EQ (CAAR CUART) 1) (EQ (CAADDR CUART) 2)) (EQ (CAADDR (CDR CUARTY)) 1)) (CONS 0 VLFY)'

(IF {AND (AND (EQ (CAAR CUART) 1) (< (CAADDR CUART) 2)) (EQ (CAADDR (CDR CUART)} 1)) (CONS 1: VLFY) ;

(IF (AND (AND (EQ (CAAR CUAKT) 1) (EQ (CAADDR CUART) 2)) (< (CAADDR (CDR CUART)) 1)) (GONS 1 VLFY)'.;
(IF (AND (AND (EQ (CAAR CUART) 2) (EQ (CAADDR CUART) 2)) (EQ (CAADDR (CDR CUART)) 1)) (cous 1 vu-*v) .
(IF (AND (EQ (CAAR CUART) 2) (OR (< (CAADDR GUART) 2) (< (CAADDR (CDR CUART))1))) & ' .° B
(CONS 2 VLFY)INNNIMNI) -

" (DEFUN REGLASTFLI (TRIO4)

(PROGN (SETF VTFL '())

(IF (EQUAL (CAADDR (CDR TRIO4)) 0) (CONS 0 VTFL)
(IF (EQUAL (CAAR TRIO4) 2) (CONS 0 VTFL)

(IF (EQUAL (CAADR TRIOM) 3) (CONS 0 VTFL)

© (IF (AND (EQUAL (CAAR TRIO4) 1) (AND (< (QAADR TRIO4) 2) (EQUAL (CAADDR TRIOJ) 1))} (CONS 0 VTFL)

(IF (AND (EQUAL (CAAR TRIO() 0) (< (CAADR TRIO4) 2)) (CONS 2 VTFL)
(IF (AND (EQUAL (CAAR TRIOW) 1) (AND (< (CAADR TRIO4) 2) (EQUAL (CAADDR TRIO4) 0)))
(CONS 1 VTFL))))))
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(DEFUN REGLASFT (UNO)
(PROGN (SETF VFT *())

(IF (EQUAL (CAAR UNO) 0) (CONS 2 VFT) .
(IF (EQUAL (CAAR UNO) 1) (CONS 0 VFT)})))

(DEFUN REGLASEMF] (UNO)
(PROGN (SETF VEMF '())

(IF (EQUAL (CAAR UNO) 0) (CONS | VEMF)

(CONS 0 VEMF))))

(DEFUN NODOSA (NOMBRE &OPTIONAL ESTADO INCIDENCIAS IMAGEN )
(IF (NULL NOMBRE) (PRINT '(ESTO NO TIENE Nomau))
(CONS NOMBRE(CONS ESTADO (CONS mcmsncu\s (LIST m;mnn))))))

(DEFUN NNODO (NODO LNODOS)
(LIST (NODOSA (CAR NODO) (CADR NODO) (cumn NODO) (DA-IMAGEN NODO LNODOS))))

(DEFUN JUNTANODOS (LNODOS1 Lnooos:)
(IF (NULL (CAR LNODOS1)) NIL B
(APPEND (NNODO (CAR LNODOS!) LNoDos:) 43

TANODOS (CDR LNODOSi) LNODOS3))))
(DEFUN EDOENNODO (NODO) : EARA ’
(NODOSA (CAR NODQ) (CADR (CDDR NODO)) (CADDR NODO) o)

(DEFUN JUNTANODEDOS (LNODOS)
(IF (NULL (CAR LNODOS)) NIL
(CONS ( EDOENNODO (CAR LNODOS))( .vuu'mnommo cn L. onos)))))

(DEFUN SINCRONIA (RED)
(JUNTANODEDOS (JUNTANODOS (CAR RED) (cuv. xu-:n))))

(DEFUN DA-ESTADOS (LNODOS)
(IF (NULL (CAR LNODOS)) NIL
(CONS (CONS (CAAR LNODOS)(CADR (CAR LNODOS)))(DA P.s'mnos (CDR wopos)))))

(DEFUN CORRELA (NET) T
{SETF RED (CONS (SINCRONIA NET) (CDR NE‘K’))))

(DEFUN DA-INC (LINC LNODOS)
(IF (NULL (CAR LINQG)) NIL :
(CONS (CADR (ASSOC (CAR LINC) LNODOS)) (DA-INC (CDR LlNC) LNODOS))))

(DEFUN DA-IMAGEN (NODO LNODOS)
(IF (NULL (CADDR NODO)) (CADR NODO) :
(QUEREQLAS (DA-ING (CADDR NODO) LNODOS) (cm NODO))))

(DEFUN REVISA (LNODOS TRAYECTORIA! 'rnAYBcromu N)
(IF (NULL TRAYBCTORIAIL) NIL
(IF (EQUAL (DA-ESTADOS LNODOS) (CAR TRAYECTORIAI)) :
(LIST (CONS "ATRACTOR (DA-ESTADOS LNODOS)) (CAR (u\sr TRAYECTOR]A!)) N)
(REREVISA LNODOS (CDR TRAYECTORIAL) TR.AYBcromAz N

(DEFUN REREVISA (LNODOS TRAYECTORIAL TRAYECTOR.!A? N)
{IF (NULL TRAYECTORI!A1) NIL :
(IF (EQUAL (DA-ESTADOS LNODOS) (CAR TMY‘BC‘I‘ORIAI)) .
(LIST (CONS 'CICLO (DA-ESTADOS LNODOS)) (CAR (LAST TRAYEC'PORIA!)) N}
(REREVISA LNODOS (CDR TRAYECTORIA]) TRAYECTORIA2 N))))

(DEFUN CORRERED (NET N) 5 g

(IF (NOT (NULL (REVISA (CAR NET) (CADR NE’I‘) (CADR NET) N )))

(ASIGNA (REVISA (CAR NET) (CADR NET) (CADR NET) N))

(PROGN (SETF RED (LIST (CAR NET) (CONS (DA-ESTADOS (CAR NET)) (CADR NET))))
(CORRERED (CORRELA RED) (+ N 1)))))

(SETF CI.VEG1 NIL) '

(SETF CIl.-VEG2 NIL)
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8 (CONS (CAR LTOPI)(SIOUB (CDR Lll)(CDR LTOPS) (CDR LTOPI))))))

(SETF CI-VEG3 NIL)
(SETF CI-VEG4 NIL)

(SETF CI-SEPALOS NIL)
(SETF CI-PETALOS NIL)
(SETF CI-ESTAMBRES NIL)
(SETF cr-c)m.ym.os NIL)
(SETF OTROS NIL)

(DEFUN ASIONA (AT-CI-PA)

(IF (EQUAL (CAR AT-CI-PA) '(ATRACTOR (FT 0) (EMF1 1) (TFL] 2) (LFY 0) (FUL 0) (AP1 0) (AP3 0) (P] 0) (AT 0)
(UFO 0) (WUS 0) (AP2 0) (SEP 0) (LUG 1) (CLF 1))) (SETF CI-VEQ1 (CONS (CDR AT-CI-PA) CI-VEG1))

(IF (EQUAL (CAR AT-CI-PA) (ATRACTOR (FT 0) (EMF1 1) (TFLL 2) (LFY 0) (FUL 0) (APl D) (AP3 0) (P10) (AG 0)
(UFO 1) (WUS 0) (AP2 0) (SEP 0) (LUG 1) (CLF 1))) (SETF CI-VEG2 (CONS (CDR AT-CI-PA) CI-VEQ1))

(IF (EQUAL (CAR AT-Cl-PA) (ATRACTOR (FT 0) (EMFI 1) (TFL1 2) (LFY 0) (FUL 0) (AP 0) (AP3 0) (Pl 0) (AG 0)
(UFQ 0) (WUS 1) (AP2 0) (SEP 0) (LUG 1) (CLF 1))) (SETF Ci-VEGQ3 (CONS (CDR AT-Cl-PA) CI-VEG3))

(IF (BEQUAL (CAR AT-CI1.PA) '(ATRACTOR {FT 0) (EMF1 1) (TFL1 2) (LFY 0) (FUL 0) (AP1 0) (AP3 0) (PI 0) (AG 0)
(UFO 1) (WUS 1) (AP2 0) (SEP D) (LUG 1) (CLF 1))) (SETF CJ-VEGY4 (CONS (CDR AT-CI-PA) CI-VEG4))

(IF (EQUAL (CAR AT-C}-PA) {ATRACTOR (FT 2) (EMFI1 0) (TFL) 0) (LFY 2) (FUL 0) (AP1 2) (AP3 0) (P10) (AG 0)
(UFO 0) (WUS 0) (AP2 1) (SEP I) (LUG 1) (CLF 1))) (SETF CI.SEPALOS (CONS (CDR AT-CJ-PA) CI1-SEPALOS))

(IF (EQUAL (CARL AT-C1.PA) (ATRACTOR (FT 2) (EMF1 0) (TFL1 0) (LFY 2) (FUL 0) (AP1 1) (AP3 2) (P] 2) (AQ 0)
(UFQ 1) (WUS 0) (AP2 1) (SEP 1) (LUG 1) (CLF 1))) {SETF CI.PETALOS (CONS (CDR AT-Cl-PA) CI.PETALOS))

(IF (EQUAL (CAR AT-CI-PA) '(ATRACTOR (FT 3) (EMFI 0) (TFL1 0) (LFY 2) (FUL 3) (AP1 0) (AP3 3) (P1 2) (AC 2;
(UFO 1) (WUS 1) (AP2 1) (SEP 1) (LUG 1) (CLF 1))} (SETF CI-ESTAMBRES (CONS {CDR AT-CI-PA) CI-ESTAMBRES)

(IF (EQUAL (CAR AT.CI1-PA) '(ATRACTOR (FT 2) (EMF! 0) (TFL1 0) (LFY 2) (FUL 2) (AP1 0) (AP3 0} (P11) (AG 2)
(UFO 0) (WUS 1) (AP2 1) (SEP 1) (LUG 1) (CLF 1))) (SETF CI-CARPELOS (CONS (CDR AT-Ci-PA) Cl.CARPELOS))

(SETF OTROS (CONS AT-CI.PA OTROS))))HNH))

(DEFUN PONEDOSENNOD (LNODOS LEDOS )

{IF (NULL (CAR LNODOS)) NIL

{CONS (NODOSA (CAAR LNODOS) (CAR LEDOS) (CADDAR LNODOS) NIL)
(PONEDOSENNOD (CDR LNODQOS) (CDHR LEDOS))))) .

(DEFUN PONEDOSENRED (NET LEDOS)
(SETF RED (LIST (PONBDOSENNOD {CAR NPT) LFDO§) NlL)))

(DEFUN CORRECONEDOS (NETV LIRCOS ) &
(PROGN (SETF TRAYECTORIA NIL) (BON.RA (CADR NETV))’
(CORRERED (PONEDOSENRBD B’rv

/ (cnu us‘rA))))

(DEFUN . DORRA (L!STA

(sx-:'rp 'ropm"

(DEFUN CORRESIG (NET PCl LTOPS LTOPI)
(IF (EQUAL PCI LTOPS) (LIST (CORRECONEDOS NET ch -rrruw))
(CONS (CORRECONEDOS NET PCI TTRAY)

(CORRESIG NET ($1GUE PC! LTOPS LTOP!) LTOPS x.-rom))))

(DEFUN CORRESIG (NADA)
(DO ((RRED RED) (PC! TOPEI) (LTOPS TOPES) (LTOPI 'ropm))
((EQUAL PCI1 LTOPS) (ULTIMA RRED PCI))

(CORRECONEDOS RRED PCI)

(SETF PCI (SIGUE PCI LTOPS LTOPI))))

(DEFUN ULTIMA (NET FIC)
(CORRECONEDOS NET FIC)
(PRINT ‘(CARLOS! YA ACABE)))
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B.2. Funciones para el Analisis de Resultados

(DEFUN MAYOR (A B)
(IF (> AB) A

B))

(DEFUN MENOR (A B)

(IF(<AB)A

B))

(DEFUN MASPASOS (LISTA)

(DO ((LIS LISTA) (MAX '0))

((NULL LIS) (PRINT MAX))

(SETF MAX (MAYOR MAX (CAR (LAST (CAR LIS)))))

(SETF LIS (CDR LIS)))) .

(DEFUN MENOSPASOS (LISTA)
(DO ((LIS LISTA) (MIN '620857))

((NULL LIS) (PRINT MIN)) -
(SETF MIN (MENOR MIN (CAR (LAST (c,uz LIS)))))
(SETF LIS (CDR LIS))))

(DEFUN CUANTOSPORPASOS (LISTA PASOS) -
(DO

((LIS LISTA) (PAS PASOS) (N 0))

((NULL LIS) (PRINT N))

(SETF N (+ N (CHECAPASOS (CAR LIS) PAS)))
(SETF LIS (CDR LIS))))

(DEFUN CHECAPASOS (Cl PASOS)
(IF (EQUAL (CAR (LAST Cl)) PASOS) 11

'0))

(DEFUN CUANTOSXESTDEGEN (LISTA OEN EDO) .
(DO ((LIS LISTA)(G GEN)(E EDO)(N 0)) )
((NULL LIS) (PRINT NJ)

(SETF N (+ N (IGUALEDO G E (CAAR LIS))))
(SETF LIS (CDR LIS))))

(DEFUN COMBXESTDEGEN (LISTA LG)
(DO ((LIS LISTA) (GS LG) (N O) -+
((NULL LIS) (PRINT N)) cii
(SETF N (+ N (REVCOMB as (CAAR usm)
(SETF LIS (GDR LS. g

(DEPUN R.BVCOMB (LG cn

(DBFUN LBTAPORPASOS (LISTA PASOS)

(DO (LIS LISTA) (PAS PASOS) (m mx.)) )
((NULL LIS) RES) . 51000 el UL

- (SETF RES (APPEND (DAMEPASOS (CAR LIS) PAS) RES))

(SETF LIS (CDR LIS))))

(DEFUN DAMEPASOS (C1 PASOS) g
(IF (EQUAL (CAR (LAST CI)) PASOS) (LIST CI) NIL))

86

(SETF DOMINIOS '((FT 0 2) (EMF1 0 1) (TFL1 0 3) ()x).;*y 0 2) (FUL O 2) (AP1 0 2) (AP3 0 2) (P10 2) (AG 02) (u;o [

1) (WUS 0 1) (AP201) (SEP 0 1) (LUG 1 1) (CLF I't
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. (PROON (SBTF LTA (HLXP LlS

(DO ((LIS LISTA) (MAX ‘0))

" ((NULL'LIS) (PRINT MA »

i (SETF.MAX (MAYOR M
S (sz-m- us (cun us))))

__ (IF (NULL (CAR LIS)) (LIST. (LIST PAT)) :

) (DEFUN MASPASOS (LlSTA

{DEFUN CORREELAA (NBT) .
(LIST (SINCRONIA NET) (CONS (DA~ES'1'ADOS (CAR NET)) (CADR NET))))

(DEFUN HLXP (LIS NP) *
(IF (NULL (CAR L1S)) NIL -
(F (EQ NP (CAR (LAST (CAR LlS)))) (cons (OAR LIS) (HLXP (CDR LIS) NP))
(HLXP (GDR LIS) NP))) T

(DEFUN DAEST (LNOD) "
(IF (NULL (GAR LNOD)) NIL -
(CONS (CDAR LNOD) (DAEST (cnn LNOD)))))

(DEFUN SACSIGS (LIAN NET) |
(DO ((RE NET) (LIS LIAN)(RES NIL))

((NULL LIS) RES)

(SETF RE (PONEDOSENRED RE (DAEST (cum L1S))))

(SETF RES (CONS (LIST (DA-ESTADOS (CAR RE)) (DA-ESTADOS (SINCRONIA RE))) RES))
(SETF LIS (CDR LIS))))

(DEFUN PROSIGS (LIAN NET)
(PROGN (SETF LIRESU (SACSIGS LIAN NET))
(PROCESA LIRESU)))

(DEFUN PROCESA (LIS)
(DO ((L1 LIS) (RESU NIL))

((NULL (CAR LI)) RESU)

(SETF RESU (CONS (IOUAAL LI {CADAR L1)) RESU))
(SETF L} (SAC (BUTLAST (CAR RESU)) L1))))

(DEFUN SAC (LIC LIG)
(DO ((LC LIC) (LG LIGY)

((NULL (CAR LC)) LG)

(SETF LG (SAC2 (CAR LC) LG)) (SETF LC (CDR LC))))

(DEFUN SAC2 (ELE L)
(IF (NULL (CAR L1)) NIL : .
(IF (EQUAL ELE (CAAR LI)) (SAC2 ELE (cnn Ly
(CONS (CAR LI1) (SAC2 ELE (CDR LI)))))) '/

(DEFUN IQUAAL (LIS PAT)

(IF (EQUAL PAT (CADAR LIS)) ( NS (CAAR LIS) (IGUAAL (CDR LIS) PAT))

(IOUAAL (CDR LIS) PAT))))

(DEFUN LASQUESIOUBN (x.zs NP NB’!‘)
)

(CAR (LAS’I‘ (CAR us)))))

(no ((us LISTA) (Mm' a32))°
((NULL LI1S) (PRINT, MIN))

) (SETF.MIN (Mznon‘mm (c;m. (LAST (c;uv. LlS)))))

(DO (LIS us'm) (PAS PASOS) (N o))

((NULL LIS) (PRINT N)) :

(SETF N (+ N (CHECAPASOS (CAR L1S) PAS))
(SETF LIS (CDR LI8)))) .
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APENDICE B. CODIGO FUENTE DEL PROGRAMA

(DEFUN CHECAPASOS (CI PASOS)
(IF (EQUAL (CAR (LAST CI)) PASOS) '1 '0))

(DEFUN CUANTOSXESTDEGEN (LISTA GEN EDO)
(DO ((LIS LISTA)G GEN)(E EDO)(N 0))

((NULL LIS) (PRINT N))

(SETF N (+ N (IGUALEDO G E (CAAR LIS))))
(SETF LiS (CDR LIS))))

(DEFUN IGUALEDO (GEN EDO C1)
(IF (EQUAL EDO (OADR (ASSOC GEN CI))) '1.'0))

(DEFUN LISTAPORPASOS (LISTA PASOS)
(DO ((LIS LISTA) (PAS PASOS) (RES NIL))

((NULL LIS) (RES))

(SETF RES (APPEND (DAMEPASOS (CAR LIS) PAS) ruas))
(SETF LIS (CDR LIS))))

(DEFUN DAMEPASOS (C! PASOS) . )
(IF (EQUAL (CAR (LAST C1)) PASOS) (LIST CI)'NIL))

(DEFUN QUINOMG (CI1)
(IF (NULL (CAR CI)) NIL : : .
(CONS (PQUINOML (CAR C1)) (QUINOMG (crm c:)))))

(DEFUN QUINOMQ (COIN)
(DO {(C1 COIN) (RES NIL))

((NULL {CAR CI)) RES) :

(SETF RES (CONS (PQUINOML (CAR CI)) RES))
(SETF CI (CDR C1))))

(DEFUN PQUINOML (CARGIN)
(LIST (QUINOML (CAR CARCIN)) (CAR (LAST CARCIN))))

(DEFUN QUINOML (CARCI)
(IF (NULL (CAR CARCI)) NIL
(CONS (CDAR CARCI) (QUINOML (con c;mcx)))))
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