UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

DOCTORADO EN CIENCIAS BIQMEDICAS
INSTITUTO DE ECOLOGIA

“REDES DE REGULACION GENICA:
HERRAMIENTAS PARA ENTENDER EL
DESARROLLO EN ARABIDOPSIS
THALIANA”

TESIS QUE PRESENTA

CARLOS ARTURO ESPINOSA SOTO

PARA OBTENER EL GRADO DE:

DOCTOR EN CIENCIAS

ASESORA:
DRA. ELENA ALVAREZ-BUYLLA R.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Resumen

El estudio de los mecanismos de desarrollo ¢s necesario para entender la evolucién de los fenoti-
pos en los seres vivos. A pesar del éxito de la genética molecular del desarrollo en la caracterizacion
de los componentes de estos sistemas, estos esfluerzos no han sido suficientes para comprender
cabalmente los mecanismos de desarrollo vy su evolucion. Se necesita también entender las propie-
dades que se desprenden del canjunto de interacciones, y cdmo estas inciden en la evolucidn de
estos sistemas. Para este fin, los estudios computacionales pueden ser dtiles para complementar los
estudios experimentales de la genética molecular del desarrollo.

En esta tesis se presentan los resultados de dos proyectos en los que se elaboraron modelos
camputacionales para sistemas de desarrollo especificos en la planta Arabidopsis thaliana. En el
primero se abarda el proceso de determinacidn de la identidad celular en los meristemas flarales. Se
construyd un medelo discreto, sustentado en la evidencia experimental disponible para este proceso.
En un sistema como esle, se pueden identificar los estados estacionarios con los perfiles de actividad
genélica de las células diferenciadas. En este sistema todos los estados estacionarios corresponden
a patrones de actividad genética observados en Arabidopsis. El modelo también es capaz de replicar
los perfiles de expresion genéticas hallados en mutantes cuando se simulan mutaciones especificas.
El andlisis de este sistema también sugiere que la red de regulacion genética de la determinacidn
de la identidad de los drganos florales es robusta con respecto a perturbaciones heredables y no
heredables. Se discute la importancia de esta propiedad para la pasible canservacidn del mecanisma
responsable de la determinacion de drganos florales en distintos lingjes de plantas. Los resultados
de este proyecto se presentaron en dos articulos: los apéndices A (Espinosa-Soto et ol., 2004) v B
(Chaos et al., 2006). Estc altimo ¢s también parte de la tesis doctoral de Alvaro Chaos.

En el segundo proyecte se estudia la formacidn de patrones celulares en hojas y raices de Ara-
bidopsis. La identidad de tricomas, ¢n hoja, y atricoblastos, cn rafz, s¢ determina por redes de
regulacién genéticas muy parecidas, aunque los correspondientes patrones de distribucidn espacial
son muy diferentes, Aqui se pone a prueba si estas redes pudieran ser funcionalmente equivalentes
y las diferencias deberse a condiciones contextuales contrastantes, como las que se presentan en
hojas y raices. Se encuentra que este puede ser el caso, y que por lo tanto la evalucidn del contexta
celular puede ser, en algunos casos al menas, impartante para entender la evolucion de caracteristi-
cas morfologicas. Las resultados de este proyecta se mastraron antes en el articulo en el apéndice D
(Benitez ef o, 2007). Este articulo ¢s también parte de la tesis doctoral de Mariana Benfley.

De ambos prayectos se desprendieron hipdtesis sobre interaccicnes entre genes, algunas de lay
cuales se han probado experimentalmente. Por todo lo anterior, este trabgjo es un ejemplo de como
los estudios computacionales pucden ser Gtiles para coadyuvar en la aclaracidén de las preguntas
pendientes sobre la forma en que se organizan los genes para generar lag caracteristicas fenotipicas
v cémo evolucionan los lfenotipos.
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Capitulo 1

Introduccion

‘The hereditary differences which arise in animals are not quite random, like the
differences between two heaps of bricks. They result from changes in orderly sys-
tems of development, and each new variety has an order of its own, maybe less, but
sometimes more, complex than that of the original from which it was derived.’

C.H. Waddington (1957).

1.1. El desarrollo y la evolucion de los fenotipos

El desarrollo es el conjunto de procesos que conducen la transformacién de los seres vivos a lo
largo de su vida, desde la etapa embrionaria hasta la adultez y senescencia. Existen motivos muy dis-
tintos para estudiar al desarrollo en los seres vivos. Se puede, por ejemplo, estudiar a estos procesos
por motivos clinicos si el objetivo es entender, o incluso prevenir, la ocurrencia de malformacio-
nes embrioldgicas (capitulo 21 en Gilbert, 2006). Otra posible razén para estudiar al desarrollo es
entender como sucede este proceso y ser capaces de describir la serie de eventos que permiten el
aumento de la complejidad de los organismos desde la etapa unicelular hasta la etapa adulta. Este
enfoque ha sido muy exitoso desde sus inicios en el siglo XX con la embriologia experimental hasta

la actualidad (Gilbert, 2006).

Otro motivo para estudiar los mecanismos de desarrollo es entender las causas materiales del
origen, diversificacion y conservacion de los fenotipos. El fenotipo es el conjunto de caracteristicas
medibles de un organismo que, parcialmente, son producto del genotipo. Para entender la evolucién

de las caracteristicas fenotipicas no es suficiente comprender cémo evoluciona el genotipo. Si la
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relacién entre genotipo y fenotipo fuera muy simple, de forma que el efecto de cada gen en el
fenotipo fuera independiente de la accién de otros genes y por lo tanto sus efectos individuales se
pudieran sumar, entonces entender la evolucion de los genotipos bastaria para comprender la de los

fenotipos.

La relacién entre genotipo y fenotipo no es aditiva ni lineal. La abundancia de relaciones epistati-
cas (Cheverud, 2000; Templeton, 2000; Wolf et al., 2000) es la responsable de que la relacion entre
genotipo y fenotipo sea compleja y no lineal (Rice, 2000; Wolf et al., 2000). Hay epistasis cuando la
combinacién de mutaciones no genera un fenotipo que resulta de la suma de los efectos de cada una
por separado. Esto nos indica que estos genes interactian, de forma que la actividad (o inactividad)
de uno de ellos es necesaria para la actividad (o inactividad) de otro. Como este tipo de interacciones
ocurre entre muchos genes (Cheverud, 2000; Templeton, 2000; Wolf et al., 2000), se genera una red
de dependencias funcionales en la que unos genes favorecen o limitan la actividad de otros. Adn
los rasgos que han sido catalogados como ‘rasgos simples Mendelianos’ dependen de muchos otros
factores en el genotipo, como se ha demostrado, por ejemplo, para la anemia falciforme (Templeton,

2000).

Por lo tanto, para entender la evolucién de los rasgos fenotipicos es necesario comprender primero
c6mo el genotipo se traduce en el fenotipo a través del desarrollo (Goodwin, 2001; Kirschner y Ger-
hart, 2005). La forma en que se relacionan genotipo y fenotipo depende del conjunto de relaciones
epistdticas. La historia de la vida no es un conjunto de formas adultas relacionadas, sino ontogenias
que generan otras ontogenias (Gould, 1977; Theiflen y Saedler, 1995). Por mucho tiempo fue muy
popular la idea, difundida principalmente por el naturalista alemdn E. Haeckel, de que la relacién
entre desarrollo y evolucién (ontogenia y filogenia) se daba a través de la ‘Ley biogenética’: “La
ontogenia recapitula a la filogenia”; es decir, que analizando las distintas etapas del desarrollo de
un organismo se observa la misma secuencia que se presentd en su historia evolutiva. Sin embargo,
como bien sefala S.J. Gould (1977), para que esto ocurriera seria necesario que todos los cambios
evolutivos fueran adiciones terminales (i.e. que se agregaran siempre en las etapas finales del desa-

rrollo), y que hubiera una tendencia a acortar el desarrollo para no tener ontogenias cada vez mas
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Figura 1.1: Restricciones por el desarrollo. El plano representa el espacio de posibilidades fenotipi-
cas, mientras que el punto negro del centro representa el fenotipo de un organismo ancestral hi-
potético. Cada una de las cruces representa el fenotipo resultante de una alteracion genotipica que
se hace al organismo ancestral. Como se puede apreciar, el espacio de posibilidades fenotipicas no
es visitado uniformemente, como ocurriria si no existieran restricciones por el desarrollo.

largas. La abundancia de contracjemplos y la ausencia de razones que permitan suponer que esto

ocurre Unicamente asi refutan la generalizacion propuesta por Haeckel (Gould, 1977).

La forma en que se relacionan evolucién y desarrollo es mas complicada de lo que Haeckel su-
ponia. Los cambios en el genotipo pueden provocar alteraciones en los mecanismos de desarrollo
que, a su vez, probablemente conduzcan a nuevos rasgos fenotipicos. Algunas alteraciones evolu-
tivas, cuya importancia estd ampliamente documentada, se pueden distinguir por los cambios en el
desarrollo que las subyacen. Tal es el caso de las heterocronias (cambios en los tiempos relativos
de aparicién y en la velocidad de desarrollo de caracteristicas presentes en los ancestros de un gru-
po), heterotopias (cambios en la localizacién de un rasgo fenotipico), heterotipias (cambios en la
naturaleza de un rasgo fenotipico) y heterometrias (cambios en la cantidad o intensidad en un rasgo

fenotipico) (Gilbert, 2006).

El conjunto de relaciones epistaticas entre los distintos genes limita el nimero de variantes fe-
notipicas que se pueden alcanzar. Esto, a su vez, limita la importancia de la seleccién natural como
fuerza evolutiva. Algunas de las variantes que no encontramos en la naturaleza faltan porque da-

dos los mecanismos de desarrollo existentes son muy dificiles (o imposibles) de construir (ver por
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ejemplo la controversia sobre la importancia relativa de estas restricciones y la seleccién natural
en Arthur, 2003; Beldade y Brakefield, 2003). A estas limitaciones se les ha dado el nombre de
restricciones por el desarrollo (‘developmental constraints’; ver figura 1.1). Las restricciones por el
desarrollo han sido definidas como: “un sesgo en la produccién de variantes fenotipicas o una limi-
tacion en la variabilidad fenotipica causada por la estructura, naturaleza, composicién, o dindmica

del sistema de desarrollo” (Maynard Smith er al., 1985).

Es importante aclarar que el desarrollo es parte del fenotipo. El no verlo asi puede llevar a consi-
derar, por ejemplo, que el desarrollo produce la variacién fenotipica (Salazar-Ciudad, 2001, 2006).
Esto no es asi, los cambios en el genotipo pueden producir alteraciones en el desarrollo, que a su
vez pueden producir cambios en otras caracteristicas fenotipicas. El considerar que estos procesos
no son parte del fenotipo puede conducir a suponer una aseveracion falsa: que el desarrollo debe
permanecer invariante para la existencia de restricciones debidas a este. El percatarse de que no hay
razones para suponer la constancia de estos mecanismos puede llevar a la construccién de clasifi-
caciones artificiales de los cambios evolutivos, como la que se propone en Salazar-Ciudad (2001,

2006) que considera sélo a algunos cambios en el desarrollo como tales.

La robustez, o canalizacion, de los mecanismos de desarrollo, es decir la constancia de los fenoti-
pos ante perturbaciones genéticas o ambientales (ver capitulo 2) es un tipo importante de restriccién
por el desarrollo. La robustez limita la capacidad de evolucionar (‘evolvability’), por lo que favorece
que no haya cambios significativos en el fenotipo. Como todas las otras restricciones por el desa-
rrollo, la robustez también es el resultado de las interacciones entre genes. De hecho, solamente si
hay epistasis se puede presentar la robustez (Rice, 2000). Esta propiedad se pone a prueba en este

trabajo para sistemas de desarrollo especificos (ver capitulo 2).

Por todo lo anterior es imprescindible estudiar al desarrollo si se desea comprender cémo evo-
lucionan los fenotipos. En principio el desarrollo se podria estudiar a distintos niveles: de genes,

células, capas celulares, zonas de diferenciacion!, tejidos u 6rganos. Sin embargo, solamente estu-

! Con zonas de diferenciacién se hace referencia a grupos de células no delimitados de forma precisa, pero que se
distinguen por su posicién relativa, por su patrén de actividad genética y por el papel que juegan en el desarrollo.
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diando el desarrollo a nivel genético se puede entender como se relacionan el genotipo y el fenotipo,
y, por lo tanto, el vinculo entre desarrollo y evolucién, pues los genes son los tinicos elementos que
se heredan de generacién en generacion, mientras que la mayor parte de las estructuras se generan

en cada individuo durante el desarrollo (Kirschner y Gerhart, 2005).

1.2. Importancia del estudio del desarrollo en plantas

Los linajes de plantas y los animales son en los que han aparecido los procesos de desarrollo mas
complejos. Diversos experimentos, asi como los estudios de secuenciacién de genomas completos,
indican que en plantas y animales el desarrollo y la multicelularidad surgieron de forma indepen-
diente (Arabidopsis Genome Initiative, 2000; Meyerowitz, 2002); y, por lo tanto, el ancestro comin

de los dos linajes era un eucarionte unicelular.

El que el desarrollo haya evolucionado en dos ocasiones independientes nos permite estudiarlo
de forma comparativa (Meyerowitz, 1997b; Theiflen et al., 2000), y asi preguntarnos si existen al

menos dos formas en que puede evolucionar un sistema de desarrollo o sélo una.

Es necesario estudiar el desarrollo en los dos grupos para asi poder empezar a desentrafar la 16gica
que lo subyace, es decir, cdmo se organizan los genes para producir organismos pluricelulares.
Sélo haciendo este estudio comparativo se podran reconocer, en una primera aproximacion, las
similitudes y diferencias en el desarrollo de ambos linajes. Al analizar el conjunto de similitudes se
podra empezar a distinguir a las que se dan por convergencia evolutiva de aquellas que, bien estaban
presentes en el dltimo ancestro comun unicelular de plantas y animales o eran faciles de construir a
partir del bagaje genético del ancestro comun. Este tltimo caso aparentemente ocurre en el proceso
del establecimiento de nichos de células troncales, en el que una parte de la maquinaria genética

involucrada parece estar conservada en plantas y animales (Sablowski, 2004).

Las caracteristicas homologas en plantas y animales, aquellas que son similares porque los orga-

Ejemplos en animales podrian ser la ‘zona de actividad polarizante’ en el desarrollo de extremidades (Logan, 2003),
mientras que en plantas podrian ser la ‘zona central’ y la ‘zona periférica’ en los meristemos apicales aéreos (Doerner,
2000, 2001; Meyerowitz, 1997a).
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nismos comparten un ancestro comiin, pueden deberse a accidentes histéricos. Es decir, las homo-
logias se pudieron haber fijado en el ancestro comun por deriva génica y no aportar ningtin elemento
que facilitara la evolucién del desarrollo. En cambio, las similitudes no homélogas serdn muy infor-
mativas para dilucidar la 16gica del desarrollo y sus requerimientos (Theiflen et al., 2000). El caso
mas interesante serd cuando genes no homologos participen en funciones similares, y se organicen
de forma parecida en las redes de interacciones. Entonces, un estudio comparativo permitird propo-
ner los principios de desarrollo; estas convergencias evolutivas pudieran ser requerimientos indis-
pensables para la evolucion del desarrollo, 1a multicelularidad y la diferenciacién (TheiBen et al.,
2000). Esto ha ocurrido, por ejemplo, con los genes homeéticos, cuya actividad (o inactividad) es
suficiente para alterar la identidad de un 6rgano de forma que adquiera la identidad de otro 6rgano
con localizacion distinta en el mismo organismo. En animales, los genes homeéticos mas importan-
tes pertenecen a la familia homeobox, mientras que en plantas la mayoria pertenece a la familia de
genes MADS (Meyerowitz, 1997b, 2002). En general, haciendo estudios de este tipo se ha encon-
trado que, para muchos procesos, la 16gica de los mecanismos de desarrollo en plantas y animales es

muy similar, aunque las moléculas que los llevan a cabo no estdn relacionadas (Meyerowitz, 2002).

Las diferencias en el desarrollo de plantas y animales también serdn muy informativas, pues a
partir de estas podremos reconocer soluciones distintas a problemas similares y también entender

c6mo los problemas caracteristicos de cada linaje moldearon la evolucién de su desarrollo.

1.2.1. Arabidopsis thaliana como sistema modelo

Arabidopsis thaliana es una angiosperma eudicotiledénea herbdcea anual que pertenece a la fami-
lia Brassicaceae, por lo que estd emparentada con plantas como el brécoli o la mostaza (Al-Shebaz

y O’Kane, 2002; Bowman, 1994).

A. thaliana ha sido protagonista en articulos no taxonémicos desde 1872, y en publicaciones ta-
xondmicas desde 1821 (Al-Shebaz y O’Kane, 2002; Meyerowitz, 2001). Laibach lo propuso como

organismo modelo para realizar experimentos de genética en 1943; pero fue hasta los afios ochen-
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ta que adquiri6 su estatus actual como el sistema modelo predominante para estudiar genética en
plantas (Meyerowitz, 2001). Arabidopsis tiene muchas caracteristicas genéticas, morfoldgicas, fi-
siolégicas y en su desarrollo, que favorecieron su adopcién como sistema modelo. Ademas, ahora,
con la publicacién de su genoma completo (Arabidopsis Genome Initiative, 2000) y con la abun-
dante cantidad de experimentos que se realizan en muchos laboratorios alrededor del mundo con
esta planta, se cuenta con muchisima informacién, que hace de Arabidopsis la planta mejor cono-
cida a nivel genético. Esto facilita la construccién de modelos computacionales con base en datos

experimentales como los que se proponen en este trabajo.

1.3. El desarrollo como un sistema dinamico

Conrad Hal Waddington fue tal vez la primera persona en considerar al desarrollo como un sis-
tema dinamico (Slack, 2002), principalmente en su libro ‘The strategy of the genes. A discussion of
some aspects of theoretical biology’ (1957)>. Ademds, Waddington considerd que las propiedades

dindmicas del desarrollo podian afectar la forma en que los organismos evolucionan.

Waddington construye analogias para el desarrollo basandose en sistemas dindmicos de otras dis-
ciplinas, como la ecologia. Sin embargo su contribucion central a este respecto es la concepcion del
paisaje epigenético (Waddington, 1957). En este paisaje, cada punto sobre la superficie representa
el estado que distingue a una unidad de desarrollo (células, 6rganos, etc.) de otras. Asi, por ejemplo,
si se estdn considerando células, entonces la posicién en el paisaje representa al patrén de activi-
dad genética que distingue a unas células de otras. En el paisaje epigenético los minimos (o valles)
representan estadios terminales de desarrollo, por lo que si hablamos de células, entonces corres-
ponderian a tipos celulares diferenciados. El desarrollo induce cambios en el estado del sistema, de
forma que este tenderd a moverse hacia el punto colindante mas bajo en el paisaje. Entonces, todos
los puntos sobre la superficie en una cuenca representan al conjunto de condiciones que conducen

al estadio terminal representado por el valle (ver figura 1.2). En sistemas dindmicos, un atractor es

2 Si bien Alan M. Turing habia publicado su articulo ‘The chemical basis of morphogenesis’ (1952), en donde también
se trata al desarrollo como un sistema dindmico, Waddington tenia ya publicado desde 1940 su libro ‘Organisers and
genes’, donde menciona por primera vez el concepto de paisaje epigenético.
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08,

05 — 05

Figura 1.2: El paisaje epigenético. Los puntos mas oscuros tienen una altura menor que los claros.
Cada punto sobre la superficie representa un posible estado del sistema. El sistema se mueve ha-
cia el punto colindante mas bajo. Los minimos representan estadios terminales del desarrollo. Las
flechas marcan dos trayectorias a partir de dos condiciones iniciales cercanas; asi, algunos cambios
especificos (por ejemplo, en la actividad de genes homedéticos) pueden ser suficientes para cambiar
el destino de una condicién inicial. De cualquier forma, muy distintas condiciones iniciales pueden
conducir al mismo estadio terminal del desarrollo, por lo que este estd canalizado.

un conjunto de estados del sistema al que se aproximan asintéticamente, a lo largo de la evolucion
del sistema, los estados que pertenecen a una cuenca de atraccion (Weisstein, 1999). Por lo tanto,
en términos de sistemas dindmicos, los estadios terminales del desarrollo, es decir los minimos en

el paisaje, estdn representados por atractores, y el conjunto de condiciones que conducen a ellos

conforman su cuenca de atraccion (ver figura 1.2).

El concepto de paisaje epigenético y el considerar que los estadios terminales de desarrollo se
pueden representar como atractores conduce a imaginarse por qué el desarrollo es tan robusto,
i.e.como es que bajo muy distintas condiciones ambientales y/o genéticas se llega al mismo fe-
notipo (ver capitulo 2). Waddington llamé a esta propiedad canalizacion, y entonces, los puntos
sobre una cuenca en el paisaje epigenético estan canalizados hacia el minimo de esa cuenca. Bajo
la concepcién waddingtoniana, los genes y sus interacciones son los responsables de darle la forma
al paisaje. Con experimentos elegantes, en los que seleccionaba caracteristicas que aparecian en

condiciones ambientales especificas, Waddington incluso lleg6 a demostrar que la canalizacién es
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una propiedad seleccionable y que puede evolucionar (Waddington, 1953, 1956; pero ver también
Ciliberti et al., 2007; Gerhart y Kirschner, 2007; Kirschner y Gerhart, 1998, 2005; Queitsch et al.,

2002; Rutherford y Lindquist, 1998; Schmalhausen, 1949; Waddington, 1957; Wagner, 1996).

Unos afios mas tarde Stuart Kauffman, de forma independiente, llegd a la misma conclusién que
Waddington: el desarrollo se podia representar como un sistema dindmico y los tipos celulares re-
presentarian atractores (Kauffman, 1969, 1991, 1996). Pero, la propuesta de Kauffman va més alla.
En el trabajo de Kauffman, el sistema dindmico que subyace al desarrollo deja de ser una metéfora,
como lo es el concepto de paisaje epigenético, y establece un enfoque que permite modelar al de-
sarrollo a partir del conocimiento de los genes, sus interacciones y las reglas que rigen como estas

determinan los cambios en actividad de los genes.

Kauffman considera que la actividad de los genes depende de la actividad (o inactividad) de otros,
definiendo asi una red de regulaciéon genética. Para modelar un sistema de este tipo, Kauffman
supone que cada gen puede tener uno de dos estados, activo o inactivo, y que por lo tanto el estado
del sistema se puede caracterizar por un vector en el que se indica el estado de actividad de cada gen.
Kauffman entonces conecta genes y establece reglas logicas al azar, y encuentra que para algunas
de estas redes hay canalizacién: muchas condiciones iniciales convergen en unos pocos estados, que
funcionan como atractores (Kauffman, 1991, 1996; Wuensche, 1998). Este enfoque permite analizar

las condiciones bajo las cuales aparecen algunas propiedades de las redes, como la canalizacidn.

El conectar redes y construir reglas 16gicas al azar suponiendo que cada gen tiene en prome-
dio el mismo niimero de interacciones, como lo hizo Kauffman en sus trabajos originales, puede
no ser realista (Aldana, 2003; Aldana y Cluzel, 2003; Barabasi, 2002). Ahora, con toda la infor-
macion que la genética molecular del desarrollo arroja, es posible construir modelos matematicos
o computacionales de redes de regulacién genética con base en la informacién experimental. Es-
tos estdn resultando fundamentales para integrar los datos y estudiar a los sistemas de desarrollo

(Alvarez-Buylla et al., 2007a, Apéndice C).
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1.4. Estructura y dinamica de redes de regulacion genética

Unared es un par G = (V, E) de conjuntos donde V' representa al conjunto de nodos (o vértices),
y E al conjunto de aristas (0 conexiones), y cada arista estd asociada a dos nodos (Behzad et al.,
1979). Graficamente una red se puede esquematizar por puntos, que representan a los nodos, y lineas

que conectan puntos, que representan a las aristas (Diestel, 2000).

Existen dos tipos de redes: las dirigidas y las no dirigidas (Behzad ez al., 1979; Harary, 1969). Las
redes no dirigidas son aquellas en las que las aristas no tienen un sentido definido y, por lo tanto, los
nodos que estdn unidos por una arista influyen en el otro de la misma manera. En las redes dirigidas,
las conexiones reciben el nombre de arcos, y estos se distinguen por tener un sentido definido; de
forma que para cada arco hay un nodo fuente (‘source’), y un nodo sumidero (‘sink’). Se puede
decir entonces que en las redes no dirigidas las relaciones son simétricas, mientras que en las redes

dirigidas son asimétricas (ver figuras 1.3(a) y 1.3(b)).

Muchos sistemas se pueden representar como redes (ver cuadros 1.1 y 1.2). La tnica restriccion
es que los sistemas se puedan definir por relaciones entre pares de elementos. Si las relaciones son
simétricas, entonces se usardn redes no dirigidas (cuadro 1.1 y figura 1.3(a)), y si las relaciones son

asimétricas entonces se usardn redes dirigidas (ver cuadro 1.2 y figura 1.3(b)).

Red Nodos Aristas: A — B
Internet Computadoras Ay B se comunican
Coautorias Autores Ay B firman un trabajo
Interacciones proteicas Proteinas Ay B se pegan
De haplotipos Haplotipos A'y B se distinguen por una mutacién

Cuadro 1.1: Ejemplos de redes no dirigidas

Red Nodos Arcos: A — B
Redes tréficas Especies A se come a B
WWWwW Paginas | Hay una liga de A hacia B
Referencias Articulos Acitaa B
Regulacion genética | Genes Aregulaa B
Neuronales Neuronas A activaa B

Cuadro 1.2: Ejemplos de redes dirigidas
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X

TEDEETS

(a) Red no dirigida (b) Red dirigida

Figura 1.3: Redes no dirigidas y dirigidas. (a) Red no dirigida. Red de coautorias basada en publi-
caciones de E. Alvarez-Buylla de 2004 a la fecha. Una arista une a dos nodos si estos representan a
coautores de al menos una publicacién. (b) Red dirigida. Songo le dio a Borondongo, Borondongo
le di6 a Bernabé, Bernabé le pegd a Muchilanga, le eché a Burundanga... Los arcos sefialan quién
ejerce (sujeto) y en quién recae (objeto directo) la accién de los verbos transitivos en el enunciado
anterior.

1.4.1. Estructura de redes de regulacién genética

El estudiar la estructura de las redes nos puede decir mucho sobre su desempefio y su evolucién.
Por ejemplo, se ha encontrado que el nimero de aristas por nodo en muy distintas clases de redes
se ajusta a una distribucion de ley de potencias decreciente; esto quiere decir que en esas redes hay
muchos nodos con pocas conexiones, pero también existen unos pocos nodos altamente conectados
(Barabaési, 2002). Las redes que tienen una conectividad de este tipo incluyen a la www (Albert et al.,
1999), redes de colaboracion de actores (Barabdsi y Albert, 1999), de referencias (Redner, 1998),
metabdlicas (Jeong et al., 2000; Wagner y Fell, 2001), de interacciones fisicas entre proteinas (Jeong
et al., 2001; Wagner, 2001), tréficas (Dunne et al., 2002; Montoya y Solé, 2002) y de regulacién

genética (Featherstone y Broadie, 2002).

La integridad estructural de redes con esta distribucién de conectividad, si bien es muy fragil ante
remociones de los nodos mds conectados, es muy resistente ante remociones al azar (Albert et al.,
2000). Esto ha conducido a proponer que este tipo de conectividad puede ser adaptativa (Albert
et al., 2000; Jeong et al., 2001). Sin embargo, las caracteristicas aparentemente ventajosas pudieran

ser el producto de mecanismos no adaptativos (Gould y Lewontin, 1979). Este parece ser el caso de
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las distribuciones de conectividad que siguen una ley de potencias en las redes de origen bioldgico,
pues a partir de mecanismos neutrales, como duplicacién y mutacidn, es posible generar este tipo
de distribuciones cuando se simula computacionalmente la evolucion de estas redes (Pastor-Satorras

et al., 2003; Wagner, 2003).

Enredes construidas a partir de datos reales (como la www, tréficas, de genes, o de neuronas) se ha
encontrado que la frecuencia con la que aparecen ciertos patrones de interaccién local o subgraficas®
es mayor de lo que se esperaria por azar (Milo et al., 2002). Ademds, las redes se pueden agrupar por
los patrones de interaccion local que tienen sobrerrepresentados (Milo et al., 2004b, 2002). Como
estos patrones parecen tener funciones ad hoc a las redes en las que se encuentran, se ha propuesto
tambien que la seleccidn natural a nivel individual subyace la sobrerrepresentacion (Alon, 2003;

Conant y Wagner, 2003; Milo et al., 2004a, 2002).

Sin embargo, de igual forma que en el caso de la distribucién de conectividad, simulaciones de
evolucién in silico que consideran mecanismos caracteristicos de los sistemas (como la duplicacién
en las redes genéticas), pero que excluyen la accién de la seleccion natural o de algiin otro método de
optimizacion, son capaces de recuperar algunos aspectos de la sobrerrepresentacion de los patrones
de interaccion local caracteristica del sistema. Este es el caso de redes de neuronas en el neméatodo
Caenorhabditis elegans (Artzy-Randrup et al., 2004), de redes tréficas (Benitez y Espinosa-Soto,

2005), y de redes genéticas (Kuo et al., 2006; Solé y Valverde, 2006).

En conclusién, el andlisis de la estructura de sistemas bioldgicos representados como redes puede
ser util para estudiar escenarios evolutivos que puedan subyacer la aparicién de algunas propiedades
de estos sistemas. Asi, como en los ejemplos mencionados arriba, se pueden contrastar mecanismos

neutrales y mecanismos seleccionistas para determinar si estas propiedades son o no adaptaciones.

3 Una grifica G’ es subgréfica de G si estd incluida en G, es decir: si el conjunto de nodos de G, V', es un subconjunto
de el conjunto de nodos de G, V, (V' C V) y si el conjunto de aristas de G’, E’, es un subconjunto de el conjunto de
aristas de G, E, (E' C E) (Behzad et al., 1979; Diestel, 2000; Harary, 1969)
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1.4.2. Dinamica de redes de regulacion genética

La acumulacién de informacién derivada de experimentos de genética molecular que se ha dado
en los dltimos afios permite modelar la dindmica de las redes de regulacion genética involucradas en
el desarrollo (Alvarez-Buylla et al., 2007a, Apéndice C). En estos modelos se pueden incluir nodos
que no representen genes, sino también elementos que sean afectados por, y/o afecten, la actividad
de otros elementos. Entre estos pueden mencionarse hormonas, mensajeros secundarios, miRNAs o
factores ambientales. Sin embargo, como se explic en la seccién 1.1, sélo a partir de estudiar las

interacciones entre genes se podrd empezar a entender la relacion entre genotipo y fenotipo.

Para estudiar la dindmica de las redes de regulacién genética es necesario asociar una variable de
estado a cada nodo. Esta variable indicara el grado de actividad de un nodo y serd una funcién del
estado de los nodos que incidan en €l. La dindmica de estas redes se puede simular en computadoras
si se consideran las interacciones de los genes que participan en un proceso dado. Esto permite
estudiar las propiedades del proceso que no radican en los elementos del sistema, sino que emanan

de sus interacciones en conjunto.

El desarrollo consiste en procesos que se pueden separar l6gicamente y esta disociabilidad es
consecuencia de una modularidad subyacente (von Dassow y Munro, 1999). Lo anterior nos permite
analizar los mecanismos que generan a estos procesos por separado. Siguiendo este enfoque se ha
encontrado, por ejemplo, que la funcionalidad de la red de regulacion genética que mantiene la
polaridad de los segmentos en la mosca Drosophila melanogaster es resistente a variaciones en
condiciones iniciales o en los valores de los pardmetros que definen las interacciones (von Dassow
et al., 2000; von Dassow y Odell, 2002). La insensibilidad a condiciones iniciales sugiere que esta
red lleva a cabo su funcién independientemente de la actividad de otros genes que inciden en ella,
por lo que funciona como un médulo semiauténomo (von Dassow y Munro, 1999). La robustez
de esta red ante perturbaciones en los valores de los pardmetros estd también sustentada en que
un modelo discreto de la misma es capaz de recuperar los mismos patrones que se encuentran en

el modelo continuo original (Albert y Othmer, 2003). Esta equivalencia entre sistemas discretos y
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continuos también se observa en otros procesos (ver por ejemplo Mendoza y Xenarios, 2006). De
forma similar, la red de regulacién genética que incluye a los genes neurogénicos y proneurales en
Drosophila también es casi insensible ante perturbaciones en las condiciones iniciales o valores de
los parametros (Meir et al., 2002). La invariancia funcional ante diferentes tipos de perturbaciones

es un ejemplo de una propiedad que emerge de las interacciones entre los elementos del sistema.

En otro trabajo se ha integrado en un modelo dindmico discreto la informacién experimental sobre
los genes que regulan la apertura de los estomas en respuesta al balance hidrico de la planta Ara-
bidopsis thaliana (Li et al., 2006). Los resultados del modelo son consistentes con la informacién
experimental en plantas mutantes y silvestres con y sin tratamientos farmacoldgicos que afectan el
proceso. El trabajo de Li et al. (2006) es un ejemplo de cdmo este tipo de modelos permite po-
ner a prueba la suficiencia de la informacién experimental para explicar procesos fisioldgicos (o de

cualquier otro tipo) en los seres vivos.

El estudio de la dindmica de las redes de regulacidn genética también es util para explorar distintos
escenarios evolutivos. Salazar-Ciudad y Jernvall (2002), por ejemplo, construyen un modelo que
incluye a los genes involucrados en la morfogénesis de dientes en mamiferos. Este modelo es capaz
de reproducir, con cambios pequefos en los valores de los pardmetros, la forma final y la secuencia
morfogenética que se observa en el desarrollo de los dientes en distintas especies. Este trabajo nos
brinda un ejemplo de como la elaboracién de estos modelos puede ayudar para proponer hipdtesis
sobre la naturaleza de los cambios en el desarrollo que han ocurrido a lo largo de la evolucién de

caracteres fenotipicos particulares.

Otra ventaja del empleo de estos modelos es que su elaboracién puede ser titil para construir
hipétesis sobre genes o interacciones ain no descubiertas experimentalmente. Eldar et al. (2002)
abordan los mecanismos que participan en el establecimiento de la polaridad dorso-ventral en Dro-
sophila melanogaster. Los autores construyen un modelo con base en la informacién experimental y
buscan las combinaciones de valores de los pardmetros que producen redes que resisten alteraciones

en la concentracién de ciertas proteinas. Todas las redes que cuentan con esta capacidad comparten
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algunas caracteristicas bioquimicas, lo que permitié poner a prueba estas hipétesis experimental-

mente (Eldar et al., 2002).

Por otra parte, el empleo de modelos dindmicos de redes de regulacion genética permitird también
un mejor andlisis de la relacidn entre los rasgos estructurales de la red y sus caracteristicas dindmi-
cas. Esto se conseguird primero en redes pequenas, suficientemente bien sustentadas en la evidencia
experimental, para las cuales las hipétesis funcionales o evolutivas se podran refutar mas facilmente

(Alvarez-Buylla et al., 2007a, Apéndice C).

En esta tesis se estudian modelos dindmicos de dos sistemas de desarrollo muy bien caracterizados
experimentalmente y que estdn presentes en la planta Arabidopsis thaliana. Se discute también
coémo el comportamiento de estos sistemas puede afectar sus propiedades evolutivas. En el capitulo 2
se presenta un estudio que aborda la robustez fenotipica de un sistema desarrollo ampliamente
conservado: la determinacién genética de la identidad de los 6rganos florales. En el capitulo 3 se
estudia la dependencia del contexto celular en la formacién de los patrones celulares en la epidermis

de raices y hojas de Arabidopsis thaliana.



Capitulo 2

Robustez y canalizacion: la red de
determinacion de 6rganos forales

‘There are new dreams crowdin’ out old realities.

There’s revolution sweepin’ in like a fresh new breeze.

Let the old world make believe it’s blind and deaf and dumb
but nothing can change the shape of things to come.’

“The shape of things to come” (Mann & Weil) en:
The Ramones - Acid eaters (1993).

2.1. Robustez y canalizacion en el desarrollo y la evolucion

La robustez es la constancia en alguna(s) propiedad(es) de un sistema ante un cierto tipo de per-
turbaciones (Wagner, 2005). En particular, para los organismos vivos se puede considerar que la
robustez es la invariancia de un aspecto del fenotipo ante algin tipo de perturbacién. Esta pro-
piedad se puede observar a muy distintos niveles en la organizacién bioldgica: expresion de genes,
plegamiento de proteinas, flujo metabdlico, homeostasis fisioldgica, e incluso adecuacion (de Visser
et al., 2003). El funcionamiento de los sistemas bioldgicos, y especialmente el desarrollo (Wadding-
ton, 1957), suelen ser muy robustos ante una gama muy amplia de perturbaciones (Wagner, 2005).

A esto es a lo que Waddington se referia como canalizacién (Waddington, 1957, ver seccién 1.3).

La robustez fenotipica puede ocurrir ante dos tipos de perturbaciones: heredables y transitorios
(Kauffman, 1996). Distintos autores (por ejemplo de Visser et al., 2003; Rice, 2000) llaman robustez

genética a la robustez fenotipica en respuesta a perturbaciones heredables (i.e.mutaciones) y robus-

16
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tez ambiental a la robustez fenotipica en respuesta a perturbaciones no heredables (transitorias). Las
perturbaciones no heredables incluyen a cualquier evento que cause cambios transitorios en el esta-
do del sistema (por ejemplo, en la actividad de los genes): aquellas generadas por factores externos,
por ejemplo medio ambientales, o por factores internos, como aquellas ocasionadas por el ruido en
el desarrollo (‘developmental noise’). El ruido en el desarrollo se considera aqui como variaciones
aleatorias en la concentracidn de proteinas. Estas variaciones se pueden deber a fluctuaciones térmi-
cas o a ‘errores de muestreo’, ocasionados porque el nimero de moléculas de proteinas codificadas
por cada gen es finito. El ruido en el desarrollo puede conducir a cambios aleatorios en la trayectoria
que sigue el sistema durante su desarrollo. Mientras que las perturbaciones transitorias son aquellas
que afectan el estado del sistema (por ejemplo, que genes estdn activos en un momento dado), las
perturbaciones heredables son aquellas que afectan la definicion del sistema (las reglas que definen
la dindmica del sistema; los cambios en valores de pardmetros, exponentes, etc. corresponderian a

mutaciones).

La robustez genética es un tipo de restriccién por el desarrollo (Maynard Smith ef al., 1985,
ver seccion 1.1) que, por definicidn, limita la capacidad de evolucionar del sistema (de Visser et al.,

2003; Maynard Smith et al., 1985), y corresponde al concepto matematico de estabilidad estructural.

La robustez ambiental estd ligada al concepto de norma de reaccidn, el conjunto de posibles
fenotipos que puede generar un genotipo bajo distintas condiciones ambientales (Schmalhausen,
1949). La robustez ambiental tiene una alta importancia evolutiva, a pesar de ser una respuesta
a estimulos no heredables. Por una parte, se ha propuesto que un camino probable para que un
sistema adquiera robustez genética es la evolucién de la robustez ambiental (de Visser et al., 2003;
Waddington, 1957; Wagner, 2005; Wagner y Mezey, 2004). Tanto las perturbaciones heredables
como las no heredables implican cambios en la expresion de los genes, por lo que es de esperarse que
un mecanismo que sea capaz de resistir cambios temporales en estos niveles de actividad resista mas
facilmente los cambios permanentes que un mecanismo que no tenga esa capacidad. Esto resultaria
en una correlacion entre robustez genética y ambiental (von Dassow y Meir, 2004; von Dassow y

Odell, 2002; Wagner, 2005; Wagner y Mezey, 2004). Esta correlacién favoreceria la aparicién de
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la robustez genética pues la evolucién de la robustez ambiental ocurre mds facilmente que la de la
robustez genética: si un fenotipo es 6ptimo para una gran variedad de ambientes, habra una presion
de seleccion a favor de la aparicién de la robustez ambiental (Rice, 2000). En cambio, la seleccidn
natural favorecerd la aparicion de la robustez genética solamente si el tamafio poblacional y la tasa
de mutacién son muy altos (Wagner, 2005), por lo que la seleccién natural podria, tal vez, mas

facilmente eliminar a variantes desventajosas que promover la aparicién de la robustez genética.

Por otra parte, el que un mecanismo de desarrollo sea robusto con respecto a perturbaciones tem-
porales sugiere que puede actuar mis o menos independientemente de otros elementos del sistema
(von Dassow y Munro, 1999), comportandose como un médulo semiauténomo. La modularidad es
una propiedad que, al permitir la combinacién de funciones semiauténomas, favorece la capacidad
de evolucionar (‘evolvability’) (Kirschner y Gerhart, 2005; Schlosser, 2004; von Dassow y Meir,

2004).

La robustez fenotipica de un sistema de desarrollo garantiza que la aparicion de ciertos fenotipos
no sea un evento tnico, sino que se repita en distintos individuos, condiciones ambientales, contex-
tos genotipicos, o en organismos que pertenezcan a diferentes especies. Esta repetibilidad permite
que haya continuidad en la presencia de una caracteristica fenotipica a lo largo de un linaje, por
lo que es un requisito para la conservacion de caracteristicas homdlogas. Mientras mds robusto sea
un mecanismo de desarrollo mds posibilidades tendrd de estar conservado en un rango amplio de

taxones.

En los organismos silvestres muchos mecanismos de desarrollo estdn fuertemente canalizados
con respecto a perturbaciones transitorias (Waddington, 1957; Wagner, 2005). Sin embargo, no
sabemos si esta canalizacién es completa, es decir, si los distintos estadios terminales (por ejem-
plo, tipos celulares) que se observan en los organismos silvestres son los tnicos posibles en este
contexto genotipico. De ser asi, no se necesitaria una alta precisién en trayectorias de desarrollo
y mecanismos de sefializacidn para generar un fenotipo. Los estadios terminales dependerian de

estas caracteristicas, pero también, de forma muy importante, de la red de relaciones epistaticas
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(Espinosa-Soto et al., 2004, apéndice A).

En este capitulo se reporta el andlisis de la red de regulacidn genética que determina la identidad
celular en los 6rganos florales de Arabidopsis thaliana. Se pone a prueba la robustez genética y
ambiental de este sistema de desarrollo, asi como si la canalizacién con respecto a perturbaciones
temporales es completa. Este estudio es util también para proponer hipétesis sobre interacciones
entre genes, susceptibles de investigacién experimental, asi como para poner a prueba la suficiencia

de los datos experimentales disponibles para explicar este proceso.

2.2. Elmodelo ABC para la determinacion de los 6rganos florales

La flor es la estructura que distingue a las angiospermas del resto de los linajes de las plantas
terrestres. Las angiospermas abarcan aproximadamente 250,000 especies agrupadas en 350 fami-
lias (Kenrick, 1999). Este grupo de plantas se diversificé muy rdpidamente en el creticico temprano
(Crepet, 2000; Kenrick, 1999). Esta diversificacion tal vez fue el producto de una radiacién adapta-

tiva guiada por la coevolucion de angiospermas con insectos polinizadores (Dilcher, 2000).

El plan estructural de la flor, principalmente en lo que concierne al arreglo espacio-temporal de
sus apéndices laterales, estd conservado en la mayoria de las angiospermas. Esta estructura incluye
cuatro tipos de érganos que se forman durante el desarrollo floral y que aparecen con un patrén
espacio-temporal estereotipico: los sépalos primero en la parte mas externa de la flor, después péta-
los, estambres, y por ultimo carpelos en el centro de la flor (Rudall, 1987). La conservacion de este
patrén sugiere que los procesos de desarrollo que generan a esta estructura pudieran también estar

conservados y ademds ser robustos con respecto a alteraciones heredables y temporales.

El desarrollo floral es uno de los procesos morfogenéticos de plantas mejor entendidos a nivel
genético en la actualidad (Theilen et al., 2000). Estudios experimentales hechos principalmente en
dos especies de eudicotiledoneas derivadas (Arabidopsis thaliana y Antirrhinum majus) condujeron
al modelo ABC, un modelo combinatorio que describe la base genética de la determinacién de la

identidad de los 6rganos florales (Coen y Meyerowitz, 1991), y que ha guiado los estudios expe-
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{ (B) AP3/PI }

SEPALOS PETALOS ESTAMBRES CARPELOS

Figura 2.1: El Modelo ABC. La combinacién de la actividad de tres clases de genes es suficiente
para definir la identidad de los 6rganos florales.

rimentales en otras especies (Ferrario et al., 2004). De acuerdo al modelo ABC, los genes de la
clase A determinan la identidad de sépalos en el primer verticilo, el més externo. Los genes de las
clases A y B especifican la identidad de pétalos en el segundo verticilo, mientras que los genes de
las clases B y C determinan a los estambres en el tercer verticilo. Finalmente, el gen de la clase C
determina la identidad de carpelos en el cuarto verticilo, el central (Coen y Meyerowitz, 1991, ver
figura2.1). Los seis genes de las clases A, B y C codifican para factores transcripcionales, y cinco de
ellos pertenecen a la familia de genes MADS-box (Thei3en et al., 2000; Theiflen y Saedler, 1995).

La unica excepcion es el gen de la clase A APETALA2 (AP2).

Diversos estudios a nivel molecular sugieren también que las interacciones principales entre ge-
nes que participan en la determinacion de los 6rganos florales estan conservadas en algunas otras
especies (Ferrario et al., 2004). Ademas, anélisis de los genes ABC en monocotiledéneas (por ejem-
plo en maiz, Ambrose et al., 2000), sugieren que el modelo ABC estd conservado en dicotiledéneas
y monocotiledéneas. Sin embargo, otros estudios en dicotiledéneas basales ponen en duda la con-
servacion del modelo ABC en la determinacion de la identidad de los pétalos fuera del linaje de
las eudicotiledoneas mas derivadas (Irish, 2000; Kramer y Irish, 1999, 2000). Si el modelo ABC
estuviera conservado, las observaciones hechas en el desarrollo de los pétalos de las dicotiledéneas

basales podrian ser caracteristicas exclusivas de esos linajes (Thei3en, 2001). En el caso de que
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el modelo ABC no estuviera conservado completamente, entonces el uso de genes parecidos para
determinar estructuras analogas en eudicotiledéneas derivadas (como Arabidopsis y Antirrhinum)
y en monocotiledéneas se podria deber a una convergencia evolutiva (Irish, 2000). Sin embargo, el
trabajo de Irish y Kramer solamente cuestiona la conservacion del modelo ABC para la determina-
cion genética de la idéntidad de las células de pétalos, por lo que la funcién del modelo ABC en la

determinacion de los otros 3 érganos florales si estd conservada en todas las plantas con flores.

Para que un proceso esté conservado es necesario que tenga una alta robustez genética y ambiental
(seccién 2.1). Por esto, se decidi6 integrar la informacién experimental sobre interacciones entre
genes que participan en la determinacién de 6rganos florales en Arabidopsis y poner a prueba la
robustez de esta red en la adquisicioén de los patrones de actividad genética que caracterizan a los

organos florales ante perturbaciones temporales y heredables.

Con anterioridad se habian realizado trabajos en los que se estudiaban también modelos de redes
dindmicas para los genes criticos en la determinacién de la identidad de los 6rganos florales con los
que se lograba recuperar patrones de actividad genética relacionados con cada uno de los 6rganos
florales (Mendoza y Alvarez-Buylla, 1998; Mendoza et al., 1999). En el trabajo que se presenta en
esta tesis se usa a la informacidn experimental disponible para describir las interacciones entre los
genes, con lo que se puede parametrizar el modelo de forma independiente al resultado esperado

(Mendoza y Alvarez-Buylla, 1998) y se amplia el estudio sobre la robustez del sistema.

2.3. Implementacion del modelo

A partir de la evidencia experimental reportada en mds de 100 articulos sobre la determinacion de
la identidad de los 6rganos florales en A. thaliana se construy6 una red donde cada nodo representa
un gen, y los arcos representan interacciones entre ellos. Se incluyeron tanto a los genes ABC como
a otros que participan en el proceso (figura 2.2). En los casos en que la informacién experimental lo
justificd, los nodos podian adquirir uno de 3 niveles de actividad (0, inactivo; 1, actividad intermedia;

2, actividad completa) lo que permitia considerar que un gen puede realizar funciones adicionales
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Figura 2.2: Red genética de determinacién de érganos florales. Incluye a los genes de la clase A
(API, AP2), B (AP3, PI), C (AG) y a otros que influyen en el proceso. Las flechas representan
activaciones, y las barras, inhibiciones (ver detalles en apéndice A, Espinosa-Soto et al. (2004) y en
apéndice B, Chaos et al. (20006)).

al pasar un segundo umbral de activacién (Thomas, 1991). Los demds nodos podian adquirir dos

estados de actividad, activo o inactivo.

La forma en que la actividad de un nodo era regulada por otros nodos se definié por medio de
reglas 16gicas, sustentadas en la informacion experimental cualitativa (ver detalles en: apéndice A;
Espinosa-Soto et al., 2004). Por ejemplo, el gen de la clase B APETALA3 (AP3) se modelé como
una variable de tres estados que alcanzaba su maximo umbral de actividad (AP3 = 2) solamente
si AP3, PI, SEP y AG o AP estaban activos (Honma y Goto, 2001; Pelaz et al., 2001). Si esto no
ocurria, se pasaba el primer umbral (AP3 = 1) solamente si UFO y LFY estaban activos (Parcy

et al., 1998). De cualquier otra forma, AP3 = 0.

Cada posible condicién inicial del sistema (i.e.una de las combinaciones posibles en la actividad
de los genes) conduce eventualmente a un atractor. En redes discretas finitas, como la que aqui se
presenta, los atractores pueden ser estados estacionarios, en los que la expresién de cada gen se
mantiene constante, o ciclos limite, en los que varios patrones de actividad se alternan periddica-
mente. La actualizacion del estado de los nodos se hizo de forma sincroénica, es decir todos los nodos

aquirfan su nuevo estado al mismo tiempo. Esto se hizo asi ya que no se contaba con informacién
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sobre diferencias entre los genes en su velocidad de respuesta, es decir a que tan rdpido se prenden
o apagan. Empezando en cada condicién inicial posible, las actualizaciones se detenian cuando el
sistema llegaba a un atractor. Todos los programas se realizaron en el lenguaje de programacion

C++. Ver mas detalles en la seccién de Métodos en el apéndice A (Espinosa-Soto et al., 2004).

2.4. Prediccion de nuevas interacciones

Se incluyeron cuatro interacciones no documentadas para asi mantener la coherencia entre las
interacciones entre genes reportadas y otras observaciones experimentales. Las interacciones no
documentadas se indican como lineas punteadas en la figura 2.2 y son predicciones susceptibles de
comprobacioén experimental (detalles en apéndice A, Espinosa-Soto ef al. (2004) y en apéndice B,

Chaos et al. (2006)).

La prediccién mas novedosa consiste en la auto-activacién del gen de la clase C AGAMOUS (AG),
que se justifica a continuacién. Se ha establecido experimentalmente que en la flor AG es suficiente
para reprimir a WUS y que WUS es suficiente para activar a AG (Lenhard et al., 2001; Lohmann
et al., 2001). Sin embargo, si anadiéramos estas interacciones sin suponer un mecanismo que man-
tenga a AG activo, las actividades de AG y WUS oscilarian, debido al asa de retroalimentacién
negativa entre estos genes. Si estas interacciones se modelaran en un sistema continuo, las activi-
dades de AG y WUS podrian oscilar o llegar a un estado estacionario intermedio en el que ninguno
de los dos estuviera completamente activo. Esto es poco probable, pues en ese estado estacionario
la expresion de WUS tendria que estar por debajo del limite de deteccidn de los experimentos de
analisis de expresion in situ porque en las flores silvestres no se detecta mRNA de WUS después de
la activacién de AG (Lenhard et al., 2001). Ademas, después de la activaciéon de AG, WUS esté por
debajo de un umbral de actividad, lo que causa que las flores sean estructuras determinadas, es de-
cir, que se termine la actividad proliferativa del meristemo floral, lo que ocurre en todas las flores
silvestres. Por el contrario, si WUS estuviera activo, el meristemo floral mantendria su actividad

proliferativa, pues WUS es el gen que determina la identidad de las células del nicho de células
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troncales en los meristemos aéreos de Arabidopsis (Doerner, 2000, 2001; Mayer et al., 1998). Al
mismo tiempo, los niveles de actividad de WUS deberian ser suficientes para mantener la actividad
de AG. Una alternativa es que AG tenga un asa de retroalimentacion positiva, directa o indirecta, que

mantenga su expresion ain cuando WUS esté inactivo (apéndice A; Espinosa-Soto ef al., 2004).

La posibilidad de que AG se autoactivara no se habia considerado porque en las mutantes en las
que la proteina de AG no es funcional, el patrén de expresion del mRNA de AG es idéntico al de las
plantas silvestres (Gustafson-Brown et al., 1994). Sin embargo, esta informacién es compatible con
la existencia del asa de retroalimentacion positiva. En las plantas en las que AG no es funcional, AG

es incapaz de reprimir a WUS, que, a su vez, promueve permanentemente la expresion de AG.

Go6mez-Mena et al. (2005), de forma independiente, comprobaron esta interacciéon con un expe-
rimento ingenioso: las plantas en las que el gen AG no es funcional no son capaces de responder a
un pulso en la expresion de AG debido a un transgen, pero las plantas silvestres si. Este es un ejem-
plo del poder predictivo que resulta de la integracién de la informacién experimental en modelos

sencillos como el que aqui se presenta (apéndice B; Chaos et al., 2006).

Otra prediccion derivada de este trabajo consistié en suponer que la actividad de los genes SEPA-
LLATA (SEP) era regulada por algiin gen de identidad meristemadtica. En este trabajo se model6 su-
poniendo que estos genes eran reprimidos por el gen de identidad del meristemo de inflorescencia
TFLI, pero se argument$ que cualquier otro gen de identidad meristemética podria asumir este pa-
pel (apéndice A; Espinosa-Soto et al., 2004). Esta hip6tesis fue confirmada experimentalmente, de
forma independiente, durante el proceso de revision de este trabajo, pues se reportd que el gen de
identidad de meristemo floral LEAFY (LFY) regulaba la expresion de los genes SEP (Schmid et al.,

2003).
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2.5. Robustez en la red de determinacion de érganos florales

2.5.1. Robustez ambiental en la determinacion de organos florales

Las 139,968 posibles condiciones del sistema convergen en 10 estados estacionarios (Tabla 1 en
apéndice A; Espinosa-Soto et al., 2004). Todos ellos coinciden con patrones de actividad genética
documentados experimentalmente para células de los meristemos florales y de inflorescencia en

Arabidopsis thaliana (ver detalles en apéndice A; Espinosa-Soto et al., 2004).

Estos resultados sugieren que, al menos para la determinacién genética de la identidad de los
organos florales, el desarrollo estd completamente canalizado con respecto a perturbaciones no he-
redables. No hay ninguna forma de encontrar un patrén de actividad genética diferente a los que se

observan en la naturaleza cuando se perturba el estado del sistema.

Es notable que el nimero de condiciones iniciales que conducen a atractores relacionados con
patrones de actividad genética florales es aproximadamente 36 veces mayor que el de condicio-
nes iniciales que convergen en patrones vegetativos (Tabla 3 en apéndice A; Espinosa-Soto et al.,
2004). Esto podria explicar por qué, a diferencia del destino vegetativo, el destino floral no suele
ser abandonado, pues la mayoria de las perturbaciones conducen a patrones de actividad genética
que pertenecen a una cuenca de atraccion relacionada con la identidad de un 6rgano floral. Sin em-
bargo, para aclarar este punto, es necesario considerar otros genes involucrados en la transicién a
la floracion, como CONSTANS (Simon et al., 1996), SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF

CONSTANSI (Samach et al., 2000) y FLOWERING LOCUS C (Michaels y Amasino, 1999).

Ademas, el tamafio de las cuencas de atraccién relacionadas con los érganos florales reproducti-
vos (estambres y carpelos) es mucho mas grande que el de aquellas asociadas con los 6rganos del
perianto (sépalos y pétalos; Tabla 3 en apéndice A; Espinosa-Soto et al., 2004). Esto sugiere que
las variantes con alteraciones en el perianto podrian ser mds abundantes que aquellas con alteracio-
nes en estambres y carpelos. Un registro de las variaciones naturales en las angiospermas también

sustenta esta hipétesis (Meyer, 1966). Las diferencias en la robustez ambiental entre los érganos del
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perianto y los reproductivos podrian deberse a que las alteraciones en uno u otro tipo de érganos no
son igualmente desventajosas, pues aquellas que ocurren en los érganos reproductivos tendrian un
impacto mayor en la adecuacion, por lo que la seleccidn natural actuaria con mayor intensidad para

preservar a carpelos y estambres.

Se puede vislumbrar una alternativa a la seleccion natural para explicar las diferencias en robustez
ambiental de los 6rganos del perianto y reproductivos. Si al aparecer un nuevo tipo celular se deben
mantener los tipos celulares que existian antes, asi como una parte importante de las condiciones
suficientes (trayectorias) que conducen a ellos, entonces los nuevos tipos celulares tendrdn cuencas
de atraccidén mds pequefias que los preexistentes. Esto es consistente con lo que aqui se reporta, pues
los mecanismos que determinan la identidad de carpelos y estambres son mds antiguos, pues estaban
presentes desde el ultimo ancestro en comun de angiospermas y gimnospermas (Winter et al., 1999),
mientras que el perianto es privativo de las angiospermas. Bajo este escenario, la seleccion natural
participaria en mantener los mecanismos responsables de la identidad de los érganos reproductivos
pero no en hacer que ciertos patrones tengan una mayor robustez ambiental. Hasta el momento no
se puede descartar ninguna de las dos hipétesis. El hacer estudios como este en otras especies, para
las que se contara con informacién tan detallada como para A. thaliana y con diferente contribucion

de los drganos del perianto a la adecuacion, ayudaria a desechar alguna de las hipétesis.

2.5.2. Robustez genética en la determinacion de 6rganos florales

Albert y Othmer (2003) argumentan que si un sistema descrito burdamente a través de reglas
16gicas llega a resultados similares a los observados en la naturaleza es porque no se necesita preci-
sién en los valores de sus pardmetros, por lo que no deberia ser sensible a cambios en esos valores.
Aunque el modelo de red de regulacién genética para la determinacion de 6rganos florales satisface
este criterio (ver seccién 2.5.1), también se puso a prueba si el sistema llega a los mismos esta-
dos estacionarios después de haber perturbado aleatoriamente las reglas 16gicas. Estas alteraciones
corresponden a cambios heredables, pues se afecta la definicién del sistema y no sélo a su estado

(detalles en Espinosa-Soto et al., 2004, apéndice A).



CAPITULO 2. ROBUSTEZ EN LA DETERMINACION DE ORGANOS FLORALES 27

Sélo 67 de 7500 (0.89 %) redes con reglas légicas alteradas tuvieron al menos una condicién
inicial que no condujo a uno de los estados estacionarios obtenidos con el sistema original. Sin
embargo, la mayoria de los nuevos atractores en estos 67 casos consistié en patrones de actividad
genética muy similares a los esperados. Por ejemplo, en 25 (0.33 %) de estas redes los nuevos
atractores se distinguian de alguno de los estados estacionarios originales por la actividad de un
solo gen. En estos casos, usualmente la diferencia consistia en que en la red original habia activacién
completa (2) de un gen, mientras que en la nueva red habia actividad parcial (1) del mismo gen. En
16 redes (0.213 %) se llegaba a un ciclo limite en el que uno de los estados del ciclo era idéntico
a uno de los estados estacionarios esperados. Entonces, aunque de forma intermitente, se seguia
recuperando uno de los patrones de actividad genética encontrados en el sistema original. Otras dos
redes (0.0266 %) correspondian a casos en los que la actividad del nodo SEP, que es el Unico que
representa a tres genes redundantes (Pelaz et al., 2000), estaba alterada, por lo que representaba
a un triple mutante, una perturbacién extremadamente grande. En conclusion, de 7500 redes con
reglas logicas perturbadas aleatoriamente, sélo 24 (<0.5 %) generé estados de activacién genética

distintos a los recuperados en la red original (Espinosa-Soto et al., 2004, apéndice A).

2.6. Discusion

Se puede conceptualizar la determinacién de un tipo celular como el producto de una serie de
decisiones en el desarrollo en las que se elige entre patrones de actividad genética alternativos. El
éxito del modelo ABC se debe a que mostré que la identidad de los 6rganos florales podia ser el
producto de dos decisiones en el desarrollo: actividad de los genes A o C, y actividad o inactividad
de los genes B (a partir de ahora ‘decisiones ABC’). A pesar de los nuevos genes e interacciones
descubiertos, la 16gica que subyace al modelo ABC permanece invariante. Ahora sabemos que la
capacidad de tomar las decisiones ABC depende del resultado de una decisién previa: meristemo
floral o no floral, en la que genes como LFY'y TFLI participan. La activacion de los genes SEP, por
ejemplo, es una consecuencia de esta decision (y no una modificacién al modelo ABC) ya que LFY

activa su transcripcién (Schmid et al., 2003). Mas tarde en el desarrollo floral, la actividad de genes
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de identidad de 6vulos, como SEEDSTICK (Pinyopich et al., 2002) depende de que antes se haya
optado por la actividad de los genes C, pues cuando estos genes no son funcionales los évulos estin
ausentes. Por lo tanto, se puede explicar el desarrollo floral mediante una serie jerarquica de deci-
siones, en la que estan insertadas las decisiones ABC. Es por esto que el modelo ABC se mantiene
como un marco de referencia ttil para entender el desarrollo y la evolucién de la determinacién de

organos florales.

La red de regulacion genética expuesta en este trabajo incluye a las interacciones epistaticas mas
importantes que subyacen al modelo ABC de la determinacién de los érganos florales. Los resulta-
dos que aqui se presentan sugieren que el establecimiento de los patrones de actividad genética que
se observan en los meristemos florales y de inflorescencia son muy robustos con respecto a pertur-
baciones heredables (en las que se altera la definicion del sistema; seccion 2.5.2) y no heredables (en
las que se altera el estado del sistema; seccion 2.5.1). Incluso, otra forma en que se puso a prueba la
sensibilidad de esta red con respecto a perturbaciones heredables fue cambiando la especificacion
de las variables, de forma que todos los nodos se comportaran como variables binarias (que tuvieran
dos valores, 0 y 1, Chaos er al., 2006, apéndice B). Los atractores a los que converge este nuevo
sistema son los mismos que los que se obtienen con la red original. Ademas, esta nueva red también

es robusta con respecto a perturbaciones heredables (Chaos et al., 2006, apéndice B).

Lo anterior explicarfa la aparente conservacién del modelo ABC en un niimero importante de
taxones, pues mientras mds robusto sea un mecanismo de desarrollo, serd mas probable su conser-
vacidn (seccion 2.1). Ademads, se encontrd que esta red estd completamente canalizada con respecto
a condiciones iniciales y por lo tanto también con respecto a perturbaciones transitorias no here-
dables: en lo que toca a este proceso, no se puede generar en una planta silvestre un tipo celular
distinto a los que se encuentran habitualmente en la naturaleza. La insensibilidad con respecto a
condiciones iniciales hace que esta red se pueda comportar como un médulo de desarrollo (von
Dassow et al., 2000; von Dassow y Munro, 1999). Si bien factores ajenos a la red pueden sesgar
su comportamiento (haciendo mas o menos probable alguno de los patrones), esta constituye al

mecanismo encargado de evaluar esas sefiales y conducir al sistema a uno de los destinos celulares
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posibles.

El modelo aqui descrito es consistente con observaciones experimentales. No solamente se recu-
peran los patrones de actividad genética que se observan en las plantas silvestres (seccioén 2.5.1),
sino también en todos los mutantes simulados in silico se obtienen los patrones de actividad genéti-
ca reportados para esos casos (Tablas 4-8 en apéndice A; Espinosa-Soto et al., 2004). Ademds, las
diferencias en los patrones de actividad genética que conducen a estados estacionarios relacionados
con células de meristemos de inflorescencia o de flor son coherentes con la evidencia experimental
(Tabla 2 en apéndice A; Espinosa-Soto et al., 2004). Esto sugiere que en el modelo se incluyen los

principales factores involucrados en este proceso.

El modelo también permite explicar eventos del desarrollo en otras especies, donde ocurren apa-
rentes excepciones al modelo ABC. En Petunia hybrida la red de interacciones que subyace este
proceso estd, en su mayor parte, conservada con respecto a Arabidopsis (Ferrario et al., 2004). Sin
embargo, existen algunas diferencias importantes. En Arabidopsis cuando el gen de la clase B AP3
no es funcional, los pétalos son sustituidos por sépalos y los estambres por carpelos. En cambio, en
Petunia cuando el gen ort6logo de AP3 no es funcional, los estambres son indistinguibles de los de
las plantas silvestres (Vandenbussche et al., 2004). Se ha propuesto que en Petunia un duplicado de
AP3, activado por AG, podria sustituir la funcién del ort6logo de AP3 en los estambres. Simulacio-
nes con una red idéntica a la que se propone aqui para Arabidopsis, pero que incluye a un duplicado
de AP3 con las caracteristicas que se suponen en Vandenbussche et al. (2004), generan los patrones
observados en Petunia (Tablas 9-11 en apéndice A; Espinosa-Soto et al., 2004). Lo anterior sustenta

también la conservacion de las partes mas importantes de esta red, al menos en las eudicotiledoneas.

Los estudios de redes genéticas como el aqui descrito son, ademds, el punto de partida para abor-
dar el estudio de secuencias morfogenéticas, en este caso, la secuencia temporal de determinacion
de sépalos, pétalos, estambres y carpelos (Bomblies et al., 1999; Bowman et al., 1993; Schmid et al.,
2003; Yu et al., 2004). Es posible construir una aproximacion al paisaje epigenético asociado a esta

red, a partir de los datos que arroja este modelo discreto. Si en este paisaje epigenético, que deter-
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mina la dindmica de la red, se considera una condicion inicial realista, sustentada en informacion
experimental, y que el comportamiento del sistema es afectado por ruido en el desarrollo, se puede
ver en qué momento la probabilidad de tener uno de los patrones de actividad genética estacionaria
es maxima para cada tipo celular. La secuencia con la que ocurren estos picos de maxima probabili-
dad para cada atractor es la misma que se observa experimentalmente (Alvarez-Buylla et al., 2006;
Alvarez-Buylla et al., 2007b, en preparacion). Esto sugiere que la dindmica de esta red, sujeta a
ruido y dadas las condiciones iniciales que se observan en la planta, favorece la aparicién de esta
secuencia. Sin embargo, no se descarta que existan otros factores (Lenhard et al., 2001; Lohmann
et al., 2001; Parcy et al., 1998) que actien como sefiales deterministicas para favorecer la aparicién

de esta secuencia.



Capitulo 3

Contexto y patrones celulares: tricomas
y tricoblastos en la epidermis de
Arabidopsis

‘As you know most existing organizations stress such primitive reactions as unques-
tioning obedience. Their agents become addicted to orders. You will receive orders
of course and in some cases you will be well advised not to carry out the orders you
receive... You will receive your instructions in many ways. From books, street signs,
films, in some cases from agents who purport to be and may actually be members of
the organization.’

The ticket that exploded, W. S. Burroughs (1968).

Los modelos desarrollados para representar y estudiar la dindmica de las redes de regulacion
genética, como el presentado en el capitulo 2 (Espinosa-Soto et al., 2004, apéndice A) para la
determinacion de la identidad celular en los érganos florales, son abstracciones de lo que sucede en
células aisladas de otras células. Sin embargo, otro aspecto fundamental del desarrollo de los seres

vivos es como se organizan los tipos celulares espacialmente.

La disposicion espacial de los tipos celulares en un organismo es una caracteristica critica para
su desarrollo y supervivencia. La formacién de patrones es el proceso por el cual se organiza espa-
cialmente la diferenciacion celular (Wolpert, 1996). Es por esto que, para entender los mecanismos
que subyacen la formacién de estos patrones celulares, es necesario comprender como las células

adquieren su identidad.

Existen dos formas en que una célula puede adquirir su identidad: por linaje o por informacién

31
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posicional. El concepto de informacién posicional parte de suponer un parametro celular que esta re-
lacionado con la posicion de la célula en el sistema en desarrollo. La trayectoria que sigan las células
en su desarrollo depende del valor de este pardmetro (Wolpert, 1996). La concentracién de alguna
sustancia podria fungir como el pardmetro celular que provee la informacién posicional. En el caso
de un cambio monotdénico en la concentracion de alguna sustancia a lo largo del organismo, la con-
centracion en una célula indica su localizacion sobre un eje que atraviesa el cuerpo, mientras que la

direccion determinada por el gradiente nos indica la polaridad (Wolpert, 1996).

Alternativamente, la especificacion de los patrones celulares se puede dar por determinacién por
linaje (Scheres, 2001; Wolpert, 1996). En este tipo de determinacion, las células adquieren su iden-
tidad en virtud de propiedades de la célula que la originé en la dltima divisién mitdtica. La determi-
nacién por linaje suele producir un desarrollo en mosaico, en el que después de injertar o eliminar
células en un embrion, aquellas que finalmente lo componen retienen su identidad original. A partir
de esto se infiere que la identidad celular no depende de los vecinos. Este tipo de determinacién es
predominante en moluscos, anélidos y nématodos (como C. elegans) (Gilbert, 2006). En cambio,
la determinacién por informacién posicional parece ser predominante en plantas (Scheres, 2001;

Willemsen y Scheres, 2004), aunque abundan también ejemplos en animales (Wolpert, 1996).

En plantas, el movimiento y la formacién de gradientes de hormonas, como las auxinas, pare-
cen ser criticos para proveer informacién posicional para muchos tipos celulares (Aida et al., 2004;
Benkovd et al., 2003; Blilou et al., 2005; Friml, 2003; Friml y Palme, 2002; Friml et al., 2004;
Kuhlemeier y Reinhardt, 2001; Reinhardt et al., 2000, 2003; Scheres, 2002). Sin embargo, el mo-
vimiento de factores transcripcionales (Bernhardt et al., 2005; Huang et al., 2005; Kurata et al.,
2005; Lucas et al., 1995; Sessions et al., 2000; Wada et al., 2002; Wu et al., 2003) sugiere que estos
también pueden dar este tipo de informacidn a las células. Sin embargo, la informacién posicio-
nal puede deberse a otro tipo de caracteristicas contextuales, como la disposicion de las células, el
nimero de vecinos, la tension a la que estdn expuestas, la geometria y el tamano del dominio (Farge,

2003; Goodwin, 2001; Wolpert, 1996).
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La formacién de patrones en la epidermis de Arabidopsis thaliana constituye un sistema rela-
tivamente sencillo y, por ende, ampliamente estudiado experimentalmente en el que las redes de
regulacion genética y caracteristicas contextuales que transmiten la informacién posicional, inter-

actian para generar patrones celulares.

3.1. Patrones celulares en la epidermis de Arabidopsis

En las hojas de A. thaliana los tricomas estan distribuidos de una forma no aleatoria que sugiere
que el desarrollo de un tricoma inhibe que las células vecinas se conviertan en tricomas (figu-
ra 3.1A). Ademas, se ha encontrado que la decision de si una célula dard origen a un tricoma no

depende del linaje celular (Larkin et al., 1996).

La epidermis de la raiz de Arabidopsis thaliana, consiste de dos tipos celulares tinicamente: tri-
coblastos (células con pelo radicular) y atricoblastos (células sin pelo radicular) (Galway et al.,
1994). En las Brassicaceae, incluyendo a Arabidopsis, la epidermis de la raiz consta de columnas

de tricoblastos o atricoblastos (figura 3.1B, Dolan, 1996; Galway et al., 1994).

A pesar de las diferencias en estos patrones celulares, las redes genéticas involucradas en la de-
terminacion de los tipos celulares y en su distribucién espacial son muy similares (figura 3.1C, ver
detalles en Benitez et al., 2007, apéndice D). Algunos genes estan involucrados en las dos redes
(Bernhardt et al., 2003; Di Cristina et al., 1996; Galway et al., 1994; Payne et al., 2000). Por ejem-
plo, GL2 determina la identidad de tricomas en las hojas, y la identidad de atricoblastos en las raices
(Di Cristina et al., 1996; Rerie et al., 1994; Szymanski et al., 1998). Ademas, para cada uno de los
genes privativos de uno de los sistemas existe un gen de la misma familia que es privativo del otro
sistema y las interacciones entre los genes son similares (Pesch y Hiilskamp, 2004), a pesar de pe-
quenas diferencias (Bernhardt et al., 2005; Kurata et al., 2005; Zhang et al., 2003). En conclusion,

redes parecidas en su arquitectura y sus componentes generan patrones celulares muy diferentes.

Las diferencias en los patrones se pueden deber a diferencias en la cinética de la actividad de los

nodos de la red (Meinhardt, 1982; Murray, 1989). Sin embargo, este no parece ser el caso pues hay
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Figura 3.1: Redes genéticas y patrones de tricomas y tricoblastos. (A) Patrén punteado de tricomas
en una hoja de Arabidopsis. (B) Patrén bandeado de tricoblastos en la raiz de Arabidopsis. Los
tricoblastos colindan con 2 células corticales. (C) Red genética comiin en los dos sistemas. Detalles
en apéndice D, Benitez et al. (2007).

datos experimentales que sugieren que algunos de los elementos privativos son intercambiables (Lee

y Schiefelbein, 2001). Alternativamente, diferencias en rasgos contextuales que generaran distintas

sefiales posicionales, podrian subyacer la formacién de patrones tan distintos.

En la raiz de Arabidopsis, siempre que una célula epidérmica es adyacente a la unién de dos
células corticales esta célula serd un tricoblasto, mientras que si colinda con solamente una célu-
la cortical generara un atricoblasto (Galway et al., 1994). Esto sugiere la existencia de una sefial
posicional proveniente del cértex que sesga la determinacion de las células de la epidermis. Esta
sefial ha sido asociada con la actividad de una proteina transmembranal de nombre SCRAMBLED
(SCM, Kwak et al., 2005). Debido a que las células de la raiz se dividen en una sola direccion,
lo que causa que todas las descendientes de una célula esten dispuestas en una columna a lo largo
del eje apico-basal (Meyerowitz, 1997a), se genera una relacion constante entre las distintas capas

celulares que no se observa en las hojas.
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En este capitulo se pone primero a prueba si, a pesar de las diferencias en las dos redes, estas
muestran el mismo comportamiento cualitativo. También se pone a prueba si dos redes idénticas,
basadas en las redes que determinan tricomas y tricoblastos en Arabidopsis, generan patrones si-
milares a los observados en hojas y raices cuando estin expuestos a diferencias en caracteristicas

contextuales que generan la informacién posicional.

3.2. Dos arquitecturas, un comportamiento

A pesar de las multiples coincidencias en las dos redes (ver detalles en Benitez ef al., 2007,
apéndice D) existen diferencias sutiles entre ellas. Los genes GL3 y EGL3 favorecen el destino de
atricoblasto en la raiz y de tricoma en las hojas (Bernhardt et al., 2003; Payne et al., 2000; Zhang
et al., 2003). En las hojas, GL3 y EGL3 se expresan en los tricomas, al igual que GL2, como parte
de un complejo protéico que activa a este ultimo (el complejo activador, Bernhardt et al., 2003,
2005; Payne et al., 2000). En cambio, en las raices, GL3 y EGL3 activan a GL2, pero se expresan
en tricoblastos, donde no hay expresion de GL2 (Bernhardt et al., 2005). Bernhardt et al. (2005)
también demostraron que el inhibidor CPC activa a GL3 y EGL3 en la raiz, y que las proteinas de
GL3 y EGL3 se mueven fuera de las células en las que se expresa el gen en rafz, posiblemente por

difusioén a través de los plasmodesmos.

No obstante las diferencias, la dindmica de los dos sistemas debe de ser equivalente porque: i)
otros elementos del complejo activador (WER) s6lo se encuentran en los atricoblastos y son un
factor limitante para la formacién de este complejo, por lo que la concentracién de este complejo
siempre es mayor en los atricoblastos, ii) la difusién tiende a homogeneizar la concentracién de
proteinas de GL3 y EGL3, iii) la concentracién de la proteina CPC, que se une fisicamente a GL3 y
EGL3, es casi homogénea debido a su difusién (Kurata et al., 2005; Wada et al., 2002), por lo que
no sesga la concentracion de estas proteinas, y iv) la concentracion de GL3 y EGL3 estd dada por la
proteina libre mas la unida al complejo activador. En conclusién el secuestro de GL3 y EGL3 por el

complejo activador, hace que estas proteinas sean mds abundantes en los atricoblastos, donde estdn
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los otros elementos del complejo activador. Esto es lo mismo que se encuentra en la red que regula
la formacién de patrones en las hojas. Simulaciones numéricas también sustentan esta conclusion

(figura 2 en Benitez et al., 2007, apéndice D).

3.3. Implementacion como un sistema de Turing

Turing (1952) propuso que sistemas sencillos en los que los elementos reaccionaran entre ellos
y se difundieran podian ser suficientes para crear patrones espaciales (y mantenerlos) a partir de
condiciones iniciales casi homogéneas. A estos sistemas se les conoce como sistemas de Turing
o de reaccidn-difusion. Los sistemas activador-inhibidor (AI) son una clase de sistemas de reac-
cioén-difusion que generan los patrones espaciales mediante autoactivacion local e inhibicién lateral
(Meinhardt, 1982; Nijhout, 2003). En estos sistemas existen, al menos, dos elementos: un activador
y un inhibidor. Una condicién necesaria para la formacién de patrones con un sistema activador-
inhibidor es que el inhibidor se difunda mas rdpidamente que el activador. Ademds, es necesario
que el activador favorezca la sintesis del inhibidor y la propia (auto-activacién local), y que el inhi-
bidor limite la sintesis (o la actividad) del activador (inhibicién lateral) (ver figura 3.2; Meinhardt,

1982).

La evidencia experimental disponible sugiere que la arquitectura de las redes de regulacion genéti-
ca que subyacen la determinacién de tricomas y tricoblastos es compatible con la de un sistema
activador-inhibidor (detalles y referencias en Benitez et al., 2007, apéndice D). Ademds, los ele-
mentos que corresponden al inhibidor actian de forma no auténoma, es decir, fuera de la célula en
la que se transcriben (Schnittger et al., 1999; Wada et al., 2002, 1997), a diferencia de los genes
que corresponden al activador. En el caso del inhibidor de raiz, se ha demostrado que la actividad
no auténoma se debe al movimiento de la proteina CPC (Kurata et al., 2005; Wada et al., 2002),
posiblemente por difusién a través de los plasmodesmos. La mayor movilidad del inhibidor también

es consistente con un sistema activador-inhibidor.

Para modelar estos sistemas se considerd, por simplicidad, que la regulacién de los genes invo-
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Figura 3.2: Distribucién espacial de morfégenos en un sistema activador-inhibidor hipotético. El
eje horizontal representa la posicion y el vertical a la concentracién. La linea continua representa a
la concentracion de activador y la punteada a la de inhibidor. En el sitio en el que hay una mayor
produccién de activador se produce también mds inhibidor, pero como este difunde més ripido, se
distribuye mas eficientemente en la vecindad. El activador favorece su propia sintesis mas eficien-
temente en las regiones cercanas a su sitio de méxima produccion, y el inhibidor inhibe la sintesis
del inhibidor mds eficientemente lejos de ese maximo, generandose un patrén estable.

lucrados ocurre principalmente a nivel transcripcional. La regulacidn transcripcional requiere de la
unién de proteinas al DNA, de forma que los promotores evaliian la concentracion de las proteinas
reguladoras en el nicleo (ver detalles y ecuaciones en Benitez et al., 2007, apéndice D). Los dos
sistemas, para raiz y hoja, se especificaron de la misma manera, incluso con los mismos valores de
pardmetros. Los valores de los pardmetros se eligieron cuidando tnicamente que se cumplieran las

condiciones para generar patrones de Turing (Sdnchez Gardufio y Miramontes, 2007, en prepara-

cién).

Se consideraron dos diferencias contextuales entre los sistemas de hoja y raiz. La primera es que
en el caso de raiz se considerd un sesgo posicional dependiente de la sefial asociada al gen SCM y
a la disposicion de las células corticales (Kwak et al., 2005). Ademas se considerd que las células
de raiz son mas largas en la direccién baso-apical. Estas diferencias en la forma de las células se
modelaron considerando distribuciones espaciales diferentes para los nicleos; mientras que en el
sistema de hoja el niicleo mas cercano a otro sobre el eje horizontal estaba a la misma distancia

que el nicleo mas cercano sobre el eje vertical, en el sistema de raiz el nicleo mds cercano a otro
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sobre el eje horizontal estaba a una distancia menor que el nicleo mas cercano sobre el eje vertical

(detalles en Benitez et al., 2007, apéndice D).

De esta forma se pone a prueba si las diferencias contextuales pueden ser suficientes para que dos
redes equivalentes puedan generar patrones tan distintos como los que se observan en la epidermis

de hojas y raices en Arabidopsis.

Las ecuaciones fueron resueltas numéricamente usando el método de Euler (Burden y Faires,
1997) con diferencias temporales de 0.01 o 0.001. Las simulaciones con ambos valores resultaron

en los mismos patrones. Los programas fueron escritos en el lenguaje de programacién C++.

3.4. Equivalencia de redes genéticas que producen patrones distintos

Los sistemas que representan a las redes genéticas que subyacen a la determinacién de tricomas y
tricoblastos recuperan los patrones correspondientes (detalles en Benitez et al., 2007, apéndice D).
Se sabe que los sistemas de reaccién difusién generan patrones cualitativamente distintos bajo dis-
tintas combinaciones de valores de pardmetros, sin embargo, lo que aqui se reporta es como sistemas
idénticos, con los mismos valores de pardmetros, generan patrones diferentes cuando estan sujetos a
diferentes condiciones contextuales, como lo son la forma de las células y la exposicion a una sefial

posicional proveniente de las células del cortex.

Este modelo tan simple es suficiente para reproducir también fenotipos de mutantes. Cuando se
expresa de forma constitutiva (permanente y ectopicamente) en plantas silvestres al gen componente
del complejo activador WER, se observan patrones de tricoblastos y de expresién de GL2 idénticos
a los de las plantas que no sobreexpresan a este gen. Sin embargo, cuando se sobreexpresa a WER
en plantas en las que la copia endégena de WER no es funcional (por lo que la actividad de este gen
depende sélo de la sobreexpresion debida al transgen introducido) hay expresion ectdpica de GL2
(Lee y Schiefelbein, 2002). Si se simula la sobreexpresion del activador en el sistema de raiz, se

recuperan patrones muy similares a los originales, de forma andloga a lo que pasa en plantas.
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Los patrones de raiz y hoja son, de acuerdo al modelo, robustos con respecto a perturbaciones
estocdsticas (temporales). Esto sugiere que estos sistemas son capaces de amortiguar el ruido en
el desarrollo. Los sistemas también son resistentes a alteraciones en los valores de los pardmetros
(perturbaciones heredables). Lo anterior sustenta que sistemas tan sencillos como los que aqui se
presentan son suficientes para generar tanto robustez genética como robustez ambiental (ver capitu-

102).

3.5. Discusion

Anteriormente, ya se habia atribuido la formacién de patrones de tricomas y tricoblastos a un sis-
tema activador-inhibidor (Pesch y Hiilskamp, 2004; Scheres, 2002). En el apéndice D (Benitez et al.,
2007) se integra la evidencia experimental que lo justifica asi y se muestra, mediante simulaciones

numéricas, la viabilidad de esta propuesta.

También se mostré que la elongacién de las células epidérmicas de la raiz posiblemente favorece
la estabilizacién del patrdn espacial de tricoblastos. Alternativamente, otras caracteristicas como un
sesgo en la velocidad de la difusién con respecto a la direccion, podrian también estabilizar este

patrén.

En principio la sefial proveniente del cértex, que sesga la trayectoria de desarrollo de las células
epidérmicas de la raiz, podria actuar de una de cuatro formas: positiva o negativamente sobre el
activador o el inhibidor. Las simulaciones presentadas aqui sugieren que la forma mas sencilla en
que una intensidad débil de sefial puede generar el patrén observado es si esta actiia positivamente
sobre el activador (Benitez et al., 2007, apéndice D). Sin embargo, Kwak y Schiefelbein (2007) dan
evidencia experimental de que SCM, un gen involucrado en la sefial, activa a CPC, un componente
del inhibidor. No obstante, en ausencia de SCM la sefial no desaparece por completo (Kwak y
Schiefelbein, 2007). Lo anterior sugiere que la sefial actda no sélo a través de SCM, por lo que su

naturaleza debe ser mds compleja de lo que se supone en este trabajo.

Aqui se reporta que dos diferencias contextuales son suficientes para que dos redes idénticas
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generen patrones cualitativamente distintos, parecidos a los que se observan en la epidermis de
hojas y raices en Arabidopsis (ver seccioén 3.4y Benitez ef al., 2007, apéndice D). Sin embargo, los
resultados que aqui se presentan no permiten descartar la existencia (e importancia) de diferencias
cinéticas: es posible que tanto diferencias contextuales como diferencias cinéticas se presenten entre

ambos sistemas en las plantas.

Este trabajo provee un ejemplo de cdmo podrian surgir diferencias fenotipicas en distintos orga-
nos del mismo organismo a partir del cambio en caracteristicas contextuales. Si extrapolamos este
ejemplo, podemos considerar que redes de regulacién para la determinacioén de la identidad ce-
lular pueden permanecer inalteradas y al mismo tiempo generar patrones distintos en estructuras
homdlogas de organismos relacionados bajo la influencia de distintas caracteristicas contextuales.
En conclusion, el cambio morfoldgico (visto aqui como el cambio de patrones) no se da solamente
a través de ajustes finos en parametros (como lo predice la teoria neodarwinista) o de cambios en la
conectividad de las redes de interacciones entre genes (Salazar-Ciudad et al., 2001a), sino también

mediante cambios pleiotrépicos en el contexto epigenético (Farge, 2003; Pelletier et al., 2002).



Capitulo 4
Conclusiones

‘The great tragedy of Science — the slaying of a beautiful hypothesis by an ugly fact.’

T. H. Huxley (1894), citado en Monk (2000).

“Do you know, I always thought Unicorns were fabulous monsters, too! I never saw
one alive before!”

“Well, now that we have seen each other,” said the Unicorn, “if you’ll believe in me,
I'll believe in you. Is that a bargain?”.

Through the looking-glass, L. Carroll (1923).

Durante la segunda mitad del siglo XX aparecieron nuevas y potentes técnicas experimentales que
permitieron avanzar muy rdpidamente en la caracterizacion de los elementos genéticos involucrados
en el desarrollo. Desde antes, se habfan propuesto ya varios modelos tedricos simples para explicar
la aparicién de patrones durante el desarrollo. Tal es el caso de los sistemas de reaccién-difusion
(Turing, 1952) y los sistemas activador-inhibidor (Meinhardt, 1982), las redes booleanas aleatorias
(Kauffman, 1969, 1991, 1996; Thomas, 1991) y la formacion de gradientes de informacidn posicio-

nal ocasionados por una fuente localizada de un morfégeno (Crick, 1970, 1971; Wolpert, 1996).

Sin embargo, los mecanismos encontrados con las nuevas técnicas de la genética molecular del
desarrollo no son simples y elegantes, como los predichos por los estudios tedricos, sino sumamente
complejos (Monk, 2000). Tal es el caso de la segmentacion en los insectos de bandas germinales
largas, como Drosophila. Este proceso requiere la formacion de bandas de expresion de genes como

eve, las cuales aparecen de forma regular a lo largo del embrion. Los sistemas de reaccién-difusién

41
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predirian que todas las bandas de expresion de este gen se forman de la misma manera y dependen de
los mismos genes. Sin embargo, se ha demostrado que la formacién de cada banda es independiente
(Carroll, 2005; Monk, 2000). Esto quiere decir que se pueden encontrar mutantes en los que falte
una banda, pero el resto se mantenga en la posicién habitual. Esto ocurre debido a la presencia
de elementos reguladores en cis (‘enhancers’) especificos para cada banda de expresion de eve,
asi como de muchos otros genes involucrados en el desarrollo (Carroll, 2005; Gilbert, 2006). La
falta de coincidencias entre las predicciones tedricas y los hallazgos experimentales contribuy6 a
un distanciamiento entre ambos enfoques (Monk, 2000). Ademads, los avances experimentales tan
grandes parecen sugerir a algunos que pronto se entenderdn cabalmente los procesos de desarrollo

a nivel molecular y los estudios tedricos resultardn prescindibles (ver por ejemplo Carroll, 2005).

Por lo tanto, para la gran mayoria de los bidlogos experimentales, las propuestas tedricas de la
segunda mitad del siglo XX parecian convertirse en una curiosidad matematica, por no cumplirse sus
predicciones (de forma predominante) en los seres vivos (por ejemplo Carroll, 2005). Sin embargo,
estos estudios son muy valiosos pues, sin contar con informacién experimental, promovieron los
estudios experimentales en genética molecular del desarrollo. Esto es asi pues esos estudios sugerian
que los mecanismos que subyacian al desarrollo eran simples y genéricos, y por lo tanto era factible
encontrar la base molecular de la morfogénesis y los principios generales de este proceso en los

organismos multicelulares (von Dassow y Meir, 2004).

A pesar de los éxitos de la investigacién experimental, atin no comprendemos cémo es que se
organiza la actividad de multiples genes y factores ambientales que da como resultado la diferencia-
cion celular y la morfogénesis. Los diagramas y esquemas que dominan la literatura experimental
hasta fechas recientes han resultado inadecuados e insuficientes para integrar la informacién de los
genes y sus interacciones epistiticas y entender como actdan de manera dindmica durante el desa-
rrollo. Para este fin, las representaciones formales y los modelos computacionales actualmente estan

convirtiéndose en herramientas indispensables (Alvarez-Buylla et al., 2007a, apéndice C).

Ademas, tradicionalmente, la biologia del desarrollo ha sostenido un organicismo holista como
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modelo de realidad, pero se ha sustentado en una metodologia reduccionista (Gilbert, 2006). Esto
ha ocurrido asi porque es dificil (o imposible) disefiar experimentos en genética molecular del desa-
rrollo con un enfoque no reduccionista. Sin embargo, el entendimiento de los fendmenos biol6gicos
exige mas que el estudio de las partes que interactian entre si (Goodwin, 2001; Solé y Goodwin,
2000). Los andlisis matematicos y computacionales resultan herramientas muy utiles para integrar

la evidencia experimental disponible y estudiar a los sistemas de desarrollo como un todo.

Recientemente ha habido estudios computacionales que sugieren por qué los organismos no se
desarrollan de la forma mas simple. Si bien los mecanismos como los sistemas activador-inhibidor
son faciles de construir, estos son poco robustos ante alteraciones heredables (Salazar-Ciudad et al.,
2001a,b). Ademas, cuando una caracteristica es adaptativa, su robustez en el desarrollo puede evo-
lucionar, atin cuando la seleccién natural no actiie directamente sobre la robustez (Waddington,
1953, 1956; Wagner, 1996). Esto ha sugerido que aunque los mecanismos simples pueden ser los
que originan las novedades evolutivas, estos pueden ser sustituidos paulatinamente por mecanismos
mas complejos y mds robustos (Salazar-Ciudad et al., 2001a). Entonces, como los mecanismos que
subyacen la morfogénesis pueden evolucionar (Arthur, 2003; Gilbert, 2006; Kirschner y Gerhart,
2005; Salazar-Ciudad et al., 2001a; von Dassow et al., 2000; Waddington, 1953, 1956, 1957; Wag-
ner, 1996), la componente histdrica es importante para encontrar los mecanismos de desarrollo que
actualmente se presentan en los seres vivos, algo que habia sido considerado como una desviacién

innecesaria por algunos exponentes de la biologia tedrica (por ejemplo, Goodwin, 1994, 2001).

Por todo lo anterior, resulta imprescindible desarrollar modelos computacionales anclados en
datos experimentales e integrarlos a los conocimientos generados por los enfoques tedricos (ver por
ejemplo, Albert y Othmer, 2003; Davidson et al., 2002a,b; Eldar et al., 2002; Jonsson et al., 2005,
2006; Li et al., 2006; Mendoza y Alvarez-Buylla, 1998; Salazar-Ciudad et al., 2001b; von Dassow

et al., 2000).

En conclusién, si bien la utilidad y necesidad de los estudios experimentales de genética molecular

del desarrollo es incuestionable, esta disciplina requiere también de analisis formales y computacio-
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nales para integrar la informacién, encontrar deficiencias e inconsistencias en ella y para estudiar el
sistema como un todo, estudiando la accién concertada de muchos componentes moleculares que
resulta en los patrones morfogenéticos observados. Esto serd posible para redes estudiadas a detalle
experimentalmente que se comporten como mdédulos funcionales. Esto es asi porque las redes res-
ponsables de funciones semiauténomas, se pueden estudiar independientemente de otros elementos

(apéndice B, Chaos et al., 2006; von Dassow y Meir, 2004).

En este trabajo se estudiaron dos médulos particulares que subyacen la determinacién del tipo
celular en flores y raices en la planta Arabidopsis thaliana. De ambos proyectos se desprendieron
hipdtesis sobre interacciones no descritas experimentalmente, las cuales podian ser verificadas o
refutadas en un laboratorio. Algunas, meses después de la conclusion de ese trabajo, fueron verifi-
cadas experimentalmente. Este es el caso de la autoactivacion del gen AG (capitulo 2, apéndice A,
Espinosa-Soto et al., 2004; Gémez-Mena et al., 2005) y de la necesidad de que los genes SEPALLA-
TA estuvieran regulados por un gen de identidad de meristemo floral (apéndice A; Espinosa-Soto
et al., 2004; Schmid et al., 2003). En cambio, otra hipétesis fue descartada experimentalmente du-
rante el proceso de revision del articulo en que se proponia. Este fue el caso de la prediccidn de que
la sefial proveniente de las células corticales en la raiz de Arabidopsis actuaba sobre un elemento
del activador (capitulo 3, apéndice D, Benitez er al., 2007; Kwak y Schiefelbein, 2007). Esto es
un ejemplo de cémo si bien los andlisis computacionales permiten detectar posibles soluciones a
las deficiencias experimentales de forma mas rapida que por medio de experimentos, los primeros
son falibles. Es por esto que la confirmacién de muchos de los hallazgos que se hagan en estudios
computacionales tendrd que hacerse por la via experimental, por lo que los dos tipos de estudios

deben retroalimentarse mutua y constantemente.

En estos proyectos se estudiaron propiedades que inciden en la capacidad de evolucionar: la ro-
bustez (genética y ambiental) (capitulo 2) y la dependencia del contexto celular en la formacién de
patrones (capitulo 3). En el capitulo 2 se muestra que la red de regulacion genética de la determi-
nacién de la identidad celular en los 6rganos florales adquiere los patrones de actividad genética

que se observan en Arabidopsis y que es capaz de hacerlo ante perturbaciones heredables (robustez
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genética) y ante perturbaciones no heredables (robustez ambiental). Ademads, se reporta que la cana-
lizacién con respecto a perturbaciones no heredables es completa: es imposible encontrar flores en
una planta silvestre en la que ocurran tipos celulares primordiales distintos a los que se encuentran
habitualmente. El hallazgo de esta robustez permite proponer una explicacion tentativa para la con-
servacion aparente de los mecanismos que regulan la formacién de la estructura floral en muchos
linajes de angiospermas (apéndice A, Espinosa-Soto et al., 2004). En el capitulo 3 se presenta como
dos sistemas equivalentes pueden producir patrones distintos cuando estdn expuestos a condiciones
contextuales contrastantes (apéndice D, Benitez et al., 2007). Esto sugiere que para explicar los
cambios morfoldgicos la evolucion de las caracteristicas contextuales puede ser, en algunos casos
al menos, tan importante como la evolucion de las redes de relaciones epistaticas. Por lo anterior,
este trabajo sustenta que los estudios computacionales serdn tiles y actuaran de forma complemen-
taria a los anélisis experimentales para aclarar muchas de las preguntas que quedan pendientes para

explicar cdmo funcionan los sistemas de desarrollo y cémo evolucionan los fenotipos.
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