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Resumen

La division celular es el proceso que permite a los organismos sobrevivir y
aumentar el nimero poblacional. Algunas especies bacterianas han desarrollado procesos
para responder a condiciones ambientales adversas como es el caso de la diferenciacion
celular. Entre los organismos que presentan estos fendmenos estan Caulobacter crescentus

y Bacillus subtilis.

A pesar del avance en el entendimiento de la division asimétrica en bacterias, sobre todo en
los microorganismos anteriormente mencionados, existen interrogantes sin resolver.
Algunas de estas interrogantes son: ;Como se decide que tipo celular formar?, ;A qué
obedece la expresion oscilatoria de reguladores del ciclo celular y division asimétrica?,
¢Cual es el minimo numero de reguladores necesarios para definir los procesos de

formacion de tipos celulares?

El objetivo principal de este proyecto fue reconstruir y modelar la dinamica de la red que
controla el ciclo y diferenciacién celular en dos bacterias modelo; C. crescentus y B.
subtilis. Para conseguir dicho objetivo, se reconstruyeron las redes de regulacion asociadas
a la divisién celular. Posteriormente se redujeron las redes para incluir solo a los
reguladores. Finalmente, se realizo el formalismo matematico tipo légico multi-valor para

modelar la dinamica de estas redes reducidas.

Como resultado del modelado se obtuvieron los atractores en el modelo dinamico. Dichos
atractores contienen a los elementos cuya actividad hace sentido en el contexto biolégico en
el desarrollo de cada fenotipo o etapa del ciclo celular. Posteriormente se realizaron
simulaciones de la dindmica al eliminar un nodo de la red a la vez. Los resultados de estas
simulaciones de deleciones de genes fueron parecidos con la evidencia experimental

existente.



Ademés se analizd la sensibilidad dindmica de las redes ante perturbaciones, esto mediante
el mapa de Derrida. En dicho mapa, se grafica la evolucion temporal de la distancia
Hamming entre dos vectores de estados, y nos arroja un valor que puede interpretarse como
la sensibilidad de la red ante cambios en sus componentes. Las redes analizadas resulta que
operan en el régimen ordenado, muy cercanas el critico, esto podria explicar porque dichas

redes sean robustas y adaptables a cambios en las condiciones del medio ambiente.

El presente trabajo, pretende aportar una vision general integrada y cualitativa del control
del ciclo celular en C. crescentus y del proceso de generacion de multiples fenotipos en B.

subtilis.



Abstract

Cellular division is the process that allows organisms to survive and increase their
population number. Some bacterial species develop differentiation processes to overcome
some adverse conditions, like the case of asymmetric cell division. Among organisms that

show these processes are the bacteria Caulobacter crescentus and Bacillus subtilis.

Despite progress on the understanding of differentiation mechanisms in bacteria,
particularly on the above microorganisms, there are unresolved questions, some of these
are: How is decided each cell type? What controls the oscillatory pattern of regulators of
the cell cycle and asymmetric cell division? What is the minimum number of regulators

needed to define the differentiation processes?

The main purpose of this work was to reconstruct and analyze the dynamical model of
regulatory networks that control the cell cycle and differentiation in two bacterial models;
C. crescentus y B. subtilis. To achieve this objective, first, the regulatory networks were
reconstructed. Later, the networks were reduced until their minimal regulatory elements.
Finally, the mathematical formalism of multi-value logic type was performed to model the

network dynamics.

As a result of the modeling, we could obtain the attractor states o limit cycles. The
configurations of regulatory elements on these attractors agree with what is known by
experimental evidences; i.e. the states of the proteins that are found in each phenotype or
cell cycle stage. Subsequently, some dynamical simulations were done performing node
deletions in the network. Results of these simulations were in agreement with available

experimental evidence.



The dynamical sensitivity of networks to perturbation was also analyzed, this by using the
Derrida map. In this map, the temporal evolution of the Hamming distance between two
given state vectors is plotted, and shows the sensitivity value. It result the analyzed
networks operate in the ordered regime very close to the critic, indicating that these

networks are robust but adaptable to dynamical perturbations.

This work might contributes to give an integrated and qualitative overview on the control
of the cell cycle in C. crescentus, and on the processes for generation of multiple
phenotypes in B. subtilis.



1. Introduccion

El proceso de division celular es un tema ampliamente estudiado en maltiples
aspectos. Mediante este proceso los organismos incrementan su ndmero poblacional y
subsisten. Por otro lado, al dividirse ciertos organismos pueden generar dos tipos de células
distintos en un proceso que se caracteriza por una division polar, llamada division
asimétrica. Esta difiere de la division simétrica, ya que genera dos células hijas diferentes a

partir de un solo tipo celular.

La division celular no es el unico mecanismo de diferenciacion, algunas células también
pueden dar lugar a algunos fenotipos o a linajes celulares concretos, dependiendo del grado
de potencialidad que tengan. La diferenciacion permite a las células adquirir diferentes
morfologias y, en algunos casos, funciones especificas y diferentes del resto de las células.
Varios de estos fenotipos diferenciados son células que le confieren ventajas a la poblacion

ante condiciones ambientales desfavorables.

Para estudiar y analizar los ciclos de vida de los organismos estos se clasifican y dividenen
etapas definidas por distintos eventos. Durante las etapas que conforman este ciclo de vida
los organismos sufren cambios en los patrones de expresion de ciertos factores de
transcripcion especificos mismos que desencadenan cascadas de expresion genética que
darén lugar a la formacion de cierto tipo celular.

1.1 Division asimétrica y diferenciacion celular

La division celular es el proceso mediante el cual las células parentales se dividen y
generan dos 0 mas células hijas. En procariontes (bacterias) la segregacion del material
genético replicado se da de manera equitativa a cada nueva célula formada. Esto incluye

que los nucleoides replicados sean segregados a cada polo de la nueva célula previo a la



citocinesis, la formacion del septo de division y finalmente la separacion fisica de cada
celula [1]. Un proceso particular de la division celular es la division asimeétrica, donde al
dividirse las células generan dos células diferentes; funcional y morfoldégicamente. La
division asimétrica aparentemente es producto de heterogeneidades espaciales
intracelulares que tendran un efecto sobre los perfiles de expresion génica y en la formacion

y localizacién del septo de division [2].

Por otro lado, un fendmeno particular de la division asimétrica es la generacion de dos
células hijas con diferentes tipos celulares. A este proceso se le conoce como diferenciacion
celular, donde una célula madre origina a dos tipos de células diferenciadas [3]. Ademas
algunas células sin dividirse asimétricamente se pueden diferenciar en células més
especializadas. Este proceso de desarrollo se induce por un cambio o switch en los patrones
o perfiles de expresion genéticos particulares, principalmente como producto de la

actividad de las redes de regulacion genética [4].

Muchos procesos celulares influyen o son influidos durante este cambio de identidad
celular, entre ellos hay cascadas de sefializacion; ej. ante un cambio celular o sefial
ambiental que desencadena el proceso [5], controles epigenéticos; ej. cambios en
metilacion de nucleétidos [6], entre otros.

En este respecto, Waddington propuso que la diferenciacion celular podria ser visualizada
por medio de una metafora, donde un célula madre se encontraria en la parte superior de
una colina, y entra en diferenciacion conforme desciende, luego toma ciertos caminos que
serian los destinos celulares, por ultimo llegaria a un determinado valle que corresponderia
al fenotipo o tipo celular terminal [7]. Por otra parte, también propuso que ciertas
condiciones celulares le permitian a los organismos formar estos fenotipos de una forma

robusta y adaptable, en un proceso que llamé canalizacién [8].



1.2 Estudio de redes de regulacion

Las redes son estructuras que presentan interconexiones entre sus elementos, formalmente
se pueden describir como un grafo (G). Dicho G, esta constituido de vértices (V) y aristas
(E); G = (V,E). El conjunto de vértices o nodos son los actores o entes de conexion y el
conjunto de aristas corresponderian a los vinculos entre ellos. Los grafos pueden ser
dirigidos cuando las aristas tienen direccionalidad, representada por una flecha en el sentido
de la direccion, lo cual indica que para una interaccion dada existe un nodo de inicio y uno

de término [9].

En el estudio de redes, se pueden analizar aspectos tanto topoldégicos como dinamicos.
Dentro de los estudios topoldgicos de las redes, destacan la descripcion de grados de salida
y de entrada, coeficientes de agrupamiento, distribucion de los grados, entre otros [10]. Al
analizar las redes, también se observd que los nodos se podian agrupar en modulos y
motivos. Los motivos son subestructuras de las redes que estan sobre-representadas con
respecto a arreglos aleatorios y tienen peculiaridades, como la retroalimentacion [11]. De
los analisis dindmicos que se pueden realizar a los G, existen modelos que describen

cambios temporales en los estados de los nodos de dichas redes [12].

Por otro lado, debido a la disponibilidad de un buen nimero de datos de regulacion celular,
resulta necesario un marco de referencia y metodoldgico para poder estudiar dichos datos.
La representaciéon de dichos datos por medio de redes resulta una herramienta muy
prolifica, a partir de la cual se han reconstruido redes de regulacion a distintos niveles,

principalmente; las redes de regulacién transcripcional, redes metabdlicas, entre otras [13].

A partir de esta representacion de red se puede analizar, como se mencioné anteriormente,
la dinamica que podria exhibir dicha red. La Figura 1 muestra un esquema representativo
de una red de regulacidn, en este caso es una red a nivel transcripcional. En esta red se
esquematiza la representacion de un modelo dindmico aplicado al estudio de dicha red,
donde al usar variables binarias podemos analizar la sucesion temporal en los estados que

podrian adquirir los nodos (1-activo— o O—inactivo-). De estos analisis se obtienen los



estados estables, en este caso es periddico también llamado “ciclo limite”. Los estados
estables son estados a los que el sistema llegara y una vez alcanzado no pasara de dicho

estado o estados [14].

Estados|CtrA GcrA DnaA| CcrM | SciP

1
2
3
4
5
6
7
8
9

Red de regulacion

Expresado 1
nhibido 0= Estado estable

Figura 1. Esquema de una red de regulacién y la representacidon de su dindmica. Se muestra el esquema de
una red de regulacién entre los genes/proteinas y las interconexiones entre ellos, ademas a la izquierda
se muestra la representacion de la dindmica donde se puede apreciar el estado que puede tener algln
gen en un momento dado (1 0 0), y como en pasos de tiempo o transiciones de estados discretos, esa
condicién inicial alcanza un estado estable periddico (en este caso) llamado “ciclo limite”, que se puede

apreciar en el recuadro rojo. Mas adelante en el texto estamisma red se describira a detalle.
1.3 Modelos matematicos y andlisis de redes de diferenciacién celular

Un enfoque de analisis de los sistemas bioldégicos es por medio de los modelos
matematicos. Esta perspectiva tedrica provee de ciertas ventajas al analisis, una de ellas es
la integracion de la informacién existente sobre moléculas que controlan cierto proceso;

que son producto de experimentos individuales realizados en los laboratorios. Al analizar la



dinamica espacio-temporal, se pueden apreciar ciertos fendmenos que no son evidentes al

examinar por separado las moléculas que integran el sistema de control.

Desde la década de los 70s, Kauffman propuso que por medio de redes booleanas aleatorias
los puntos fijos de una red pudieran reflejar los fenotipos que experimenta cierto organismo
al diferenciarse [15]. Posteriormente, se aplicaron exitosamente estos modelos en redes
biologicas reales para describir la emergencia de tipos celulares [16], [17], [18]. Los
ejemplos incluyen al fago lambda, en donde la dinamica de la red presenta dos puntos fijos
que corresponden a las fases de lisis y lisogenia [16]. También la red de regulacion del
desarrollo floral en Arabidopsis thaliana misma que en su dinamica mostro diez estados
atractores los cuales corresponderian a los estados de los reguladores de la red en los diez
destinos celulares florales [17]. EI modelo de formacion de las células linfocitos Th que
exhiben dos fenotipos [18] y existe evidencia experimental que dichos puntos fijos de los
modelos tedricos y sus trayectorias corresponden con los patrones en los perfiles de
expresion génica que toman dichos factores de transcripcion al diferenciarse los linfocitos

en neutrofilos [19].

1.4 Caulobacter crescentus, su ciclo de vida, diferenciacion celular y los

reguladores relevantes de ambos procesos

Caulobacter crescentus es un organismo modelo para el estudio del ciclo celular y
diferenciacion en bacterias [20]. Es bien sabido que este organismo se diferencia y divide
asimétricamente y genera dos fenotipos: el tipo celular anclado y el flagelado [21], [22]. Su
ciclo celular comparte algunas similitudes operacionales con el ciclo celular de organismos
eucariontes [23]. Una visidn en conjunto del ciclo celular en C. crescentus se ilustra en la

Figura 2.

Para propdsitos de su estudio, el ciclo celular en esta bacteria se divide en tres etapas: G1, S
y la G2/M [24]. La etapa G1 es caracterizada por diferenciacién de la célula flagelada a la
célula anclada. Durante esta fase, la bacteria libera el flagelo, retracta el pili, se inicia la

sintesis del ancla y la replicacién de su material genética [25]. En la siguiente etapa, S,



también conocida como etapa de pre-division, el ADN es completamente replicado y los
nucleoides son segregados a cada polo celular [26]. Esta pre-division produce
compartamentalizacion y polos celulares diferenciados [27]. En cada uno de estos micro-
dominios espaciales, como también son llamados los polos diferenciales, un tipo celular
sera formado, sin embargo todavia no se conocen bien los detalles de cdmo ocurre este

proceso.

En la siguiente etapa, G2/M, la bacteria se divide asimétricamente y se completa la
metilacion de ambas cadenas de ADN [28]. Como producto de este evento se generan dos
tipos celulares que difieren morfoldgica y bioguimicamente [29]. El tipo celular anclado
presenta un apéndice y las estructuras del ancla, que le confieren la habilidad de

permanecer adherido a superficies solidas y es el Unico capaz de replicar su material

§ Etapa G2/M
A)

Célula
flagelada

genético [30].

Célula
anclada

Etapa G1 Etapa S

@ CtrA
@ CcerM
SciP

Etapa G2/M

Figura 2. Esquema representativo del ciclo celular y division asimétrica en C. crescentus. A) Distintas etapas
del ciclo celular, la descripcion comienza con la etapa G1 donde se da la diferenciacion de la célula
flagelada a la anclada, posteriormente se da la etapa S o pre-divisidn en la que se termina la replicacion
y translocacién de los cromosomas, por Gltimo sucede la etapa G2/M en la que se concluye la division
asimétrica y por ende la formacion de los dos tipos celulares. B) Red de regulacién esquematica que

sefiala las interacciones de las proteinas regulatorias y en qué etapadel ciclo celular actGan.
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Un regulador clave identificado en el control del ciclo celular en C. crescentus es CtrA
[20]. Este factor de transcripcion regula aproximadamente a 100 genes, la mayoria de ellos
dedicados al desarrollo del flagelo, pili y quimiotaxis. CtrA se une a la regién oriC; que es
el origen de replicacion del ADN donde bloquea el acceso de DnaA a dicha regién del
cromosoma, esto provoca que se inhiba el inicio de la replicacion del material genético
[30].

El regulador transcripcional e iniciador de la replicacion del cromosoma, DnaA, regula la
expresion de proteinas necesarias para el inicio de la replicacion del ADN, entre otros a
DnaB, DnaQ, SSB y HdaA [31]. Ademas es responsable del control de genes necesarios
para la citocinesis entre las que destacan FtsZ y MipZ [32], junto con algunas proteinas

involucradas en la morfogénesis polar [31].

Una vez que CtrA disminuye su concentracion intracelular, es liberado del oriC y DnaA se
puede unir a esta region. Esto promueve que se abran las dos cadenas de ADN vy se pueda
formar el complejo replicativo [30]. Por otro lado el factor de transcripcion GerA, regula la
expresion de genes necesarios para el ttrmino de la replicacion del material genético [32] y
del control de proteinas relevantes para el proceso de morfogénesis polar; entre las que
destaca la proteina PodJ [33].

Como se menciono anteriormente, en la etapa del ciclo celular G2/M, se completa el estado
de metilacion de ambas cadenas de ADN, este proceso es mediado por la metilasa CcrM
[28], la cual es expresada sOlo en esta etapa y su expresién es promovida por CtrA [34].
Algunas de las diferencias morfoldgicas entre los tipos celulares son dadas porque en un
polo celular se forma el flagelo, mientras que en el contrario se forman el ancla y el
pedinculo. Dichas estructuras celulares son formadas por productos de genes que en
muchos casos son controlados por la co-regulacion entre CtrA y SciP. Esta ultima proteina
es expresada sélo en el tipo celular flagelado y en la etapa de division asimétrica, lo que

provoca algunas de las diferencias morfologicas entre ambos tipos celulares [35].
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CtrA vy las otras proteinas reguladoras GcrA y DnaA constituyen una red de regulacion
cuyo nivel de expresion es dependiente del estado del ciclo celular y a la vez controlan al
ciclo celular. Como consecuencia, en las diferentes etapas del ciclo los patrones de estas
proteinas tienen un comportamiento oscilatorio a nivel de RNAm o proteinas [36], [37].
Otros actores moleculares importantes en esta red son la metiltransferasa CcrM vy la
proteina inhibitoria de CtrA, SciP [34], [35].

1.5 Bacillus subtilis: su diferenciacién celular, formacion de biofilm y los

reguladores implicados en el control de estos procesos

Bacillus subtilis, es una bacteria de vida libre que se encuentra generalmente en el suelo.
Presenta diferenciacion celular, que da lugar a la endoespora, el cual es el proceso bioldgico

mas estudiado en esta bacteria [38].

Alentrar en algun tipo de estrés, principalmente de nutrientes, fracciones de la poblacion de
esta bacteria adquieren habilidades especiales entre los cuales se distinguen: esporulantes,

formadoras de matriz extracelular, secretoras de exoproteasas y las competentes [39].

La célula que ha entrado en proceso de estrés y se diferencia en un tipo esporulante, genera
en un polo celular a la endoespora [40]. Este fendmeno es promovido por el factor de
transcripcion SpoOA, el cual regula transcripcionalmente a mas de 120 genes, la mayoria de
ellos implicados en la formacién de las estructuras de la espora [41]. La espora es una
estructura de latencia celular, que le permite a la endoespora resistir cambios ambientales

muy severos, como desecacion y temperaturas por encima de los 80°C [42].

Otro fenotipo que se presenta es el de fenotipo competente, mismo que se caracteriza por la
factibilidad de la célula bacteriana para tomar material genético exdgeno (de alto peso
molecular). Esta accion le puede proveer a la bacteria de ventajas competitivas ante
cambios en las condiciones del medio, ya que dicho ADN exdgeno pudiera contener genes
de resistencia a farmacos como antibiéticos o proporcione alguna otra ventaja competitiva

[43]. Este tipo celular es promovido por la accién del regulador transcripcional ComK, al
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desencadenar una cascada de expresién génica principalmente por los genes comC, comE,

comF, comG y nucA; mismos que son regulados positivamente por ComK [44].

Un tercer tipo celular, se caracteriza por la produccion y liberacion de exoproteasas entre
ellas la subtilisina, al medio externo. Este fenotipo es conocido como minero debido a que
dichas proteasas, liberadas al medio externo, degradan proteinas exdgenas y polisacaridos a
moléculas méas pequefias que pueden ser facilmente asimiladas por las células [45]. Este
destino celular es controlado por el factor de transcripcion DegUS —un sistema de dos
componentes—, el cual regula a los genes que codifican para las exoproteasas (subtilisina
que es codificada por el gen aprE, la bacillopeptidasa por bpr y la levansacarasa por sacB)
[46].

Otro fenotipo importante es el que genera a los componentes de la matriz extracelular,
compuesta mayormente por exopolisacaridos. La formacién de este fenotipo es mediado
por los factores de transcripcién SpoOA y el regulador DegU que co-regulan principalmente
a las proteinas Eps, TasA y YgxM, las cuales dan lugar a los exopolisacéaridos [47]. Esta
matriz, les permite a los organismos poder permanecer adheridos entre si y de esta forma
formar una comunidad bacteriana llamada biofilm. Dicha estructura le ayuda a los

organismos a resistir a condiciones ambientales adversas [48].

Este tipo celular libera ademas toxinas peptidicas; Skf y Sdp. Al igual que las proteinas
encargadas de la formacion de la matriz extracelular la expresion de las toxinas es
promovida por el factor de transcripcion SpoOA [49]. Debido al mecanismo de accion de
las toxinas y a que dicho fenotipo; formadora de matriz extracelular, es resistente a la
accion de las toxinas a este se le conoce como fenotipo canibal. Al liberar las toxinas, estas
lisan a otras bacterias y a las mismas de Bacillus que no han entrado a diferenciacién
celular de resistencia como es la espora 0 el mismo tipo canibal, y de esta forma al lisar

células no resistentes se pueden aprovechar los nutrientes de estas [50].

Un hecho interesante que se ha observado es que estos tipos celulares mencionados

integran la comunidad bacteriana y coexisten en un biofilm. Una vez que una célula entra a
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diferenciacion en cierto fenotipo, se compromete y ya no puede iniciarse en otro fenotipo
celular. Sin embargo, una vez que ya se ha diferenciado la célula en un tipo definido estos
pueden volver a generar la celula con division vegetativa, ej. la espora al germinar regenera

la célula vegetativa [51].

Por otro lado, los factores de transcripcion mencionados que controlan mayoritariamente la
formacion de los destinos celulares entre ellos se regulan a nivel transcripcional y pueden
ser tomados como integrantes de una red de regulacion genética, misma que se puede
apreciar en la Figura 3. En esta red se indica el fenotipo principal asociado a cada
regulador, y en forma esquematica la diferenciacion de la célula que se divide

vegetativamente en cada tipo celular. También se resalta alguna caracteristica de cada uno

Vegetativa
Productora de surfactina
Flagelada

de ellos.

Esporulante

Figura 3. Esquema representativo de la diferenciacion en B. subtilis. Se muestra cada fenotipo generado y el
factor de transcripcion clave en la generacion de dichos tipos celulares. El fenotipo esporulante
presenta la espora en un polo (estructura azul obscuro) y en el otro polo a la célula madre, el fenotipo
minero libera exoproteasas, el fenotipo competente puede recibir material genético exdgeno, el
fenotipo productor de matriz extracelular y canibal libera toxinas que resultan téxicas para un buen

numero de organismos externos o fenotipos que no sean resistentes como la espora.
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1.6 Planteamiento Y justificacion del problema

Dado los fenotipos producto de la diferenciacién mostrados en C. crescentus y B. subtilis y
la naturaleza de las redes de regulacion asociadas a estos procesos, es interesante investigar
cdmo suceden las dindmicas de las redes de regulacion para entender como se dan los tipos
celulares observados. Al mismo tiempo es interesante conocer quiénes son los componentes

de las redes y como estan estructuradas sus interacciones.

En cuanto a C. crescentus, algunos modelos matematicos basados en ecuaciones
diferenciales ordinarias se han usado para reproducir las oscilaciones de los reguladores (de
la red regulacién) asociados a su ciclo celular [52], [53], [54]. Como producto de estos
estudios se ha postulado la existencia de un switch bioldgico que opera en la division
celular asimétrica [55]. Sin embargo, hasta ahora no se ha considerado el acoplamiento de
fendmenos conocidos que suceden en el proceso como son la regulacién transcripcional, la
metilacion del ADN vy las cascadas de sefializacion por fosforilacidn, todas involucradas en
la generacion de los dos tipos celulares. Ademas, dichos modelos no toman en cuenta la
influencia del complejo proteolitico que degrada CtrA; ClpXP-RcdA, vy el papel del factor

de transcripcién SciP en la dindmica de las redes.

Por otro lado, en B. subtilis se han usado modelos matematicos continuos, tanto
deterministas como estocasticos, para estudiar la emergencia de un determinado fenotipo.
Como producto de estos modelos se ha postulado que la decision de la eleccidén del destino
celular es meramente probabilista y que depende en buena medida de las condiciones
iniciales de la célula que entra a diferenciacion [56], [57]. Ademas, un modelo revel6 que la
formacion de los fenotipos son posiblemente excluyentes como resultado de un switch

estocastico [58].

En todos los casos de modelos de la red de B. subtilis, se ha analizado la generacion de un
destino celular de forma aislada, en un contexto de diferenciacién entre célula con division
vegetativa y un fenotipo de resistencia. Estos modelos han mostrado; por el enfoque usado,

que la red exhibe un switch bi-estable en la generacion de los fenotipos, es decir, que al
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partir de alguna condicién dada se puede alcanzar uno de dos posibles estados estacionarios
en el sistema [56]. No se ha trabajado la red de forma integrada y tampoco se ha
profundizado el analisis en un contexto de comunidad donde haya bacterias con diferentes
habilidades y por ende, no se ha explorado la posibilidad de que la red pueda tener una

dindmica multi-estable.

Lo que se propone en este trabajo es explorar la coherencia entre la arquitectura de las
redes, sus dindmicas y la multi-estabilidad que pudieran exhibir. Esta conexion
—arquitectura y dindmica— sera mostrada mediante un modelo logico discreto de una red
minima para el control de la divisién celular asimétrica y los fenotipos observados en C.
crescentus. A la par, analizaremos como la arquitectura puede dar cuenta de la emergencia

de los tipos celulares en B. subtilis.

Para alcanzar nuestro objetivo, primero revisamos la literatura relevante para reunir a todos
los elementos reguladores conocidos que participan en los eventos del ciclo celular y la
division de C. crescentus y la diferenciacion en B. subtilis. Con esta informacion se
reconstruyeron las redes de regulacion y se modelaron las dinamicas de las redes
resultantes al utilizar un modelado de tipo discreto basado en una generalizacion del

formalismo booleano para las redes de regulacién genética [59].

La eleccion de este formalismo se deriva del hecho de que carecemos de informacion
cuantitativa precisa de los componentes y sus interacciones y por lo tanto nos interesamos
en un acercamiento cualitativo de las interacciones y como su dinamica pudieran generar
los fenotipos observados. Estos modelos cualitativos ya se han utilizado en el estudio de la
multi-estabilidad en redes de regulacion genéticas y la generacion de destinos celulares o

miltiples fenotipos.

En particular, las preguntas que exploramos en este trabajo son: ¢las interconexiones de la
red de regulacion y una descripcion simple (légico discreta) de su dindmica pueden
producir el comportamiento oscilatorio de los factores de transcripcion durante las etapas

del ciclo celular en C. crescentus?, ;como las interacciones de la red de regulacion pueden
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generar los dos micro-dominios y por ende, los dos tipos celulares en C. crescentus?, ¢la
dinamica producto de la arquitectura y reglas logicas de la red por si solas pueden generar
los fenotipos en B. subtilis?, ;tiene relacion el tamafio de la cuenca —todos los estados que
transitan a un estado o estados atractores— de cada atractor con las proporciones de cada
fenotipo en un biofilm de B. subtilis?, ;como responden estas redes (la de C. crescentus y la
de B. subtilis) a cambios ambientales y a re-arreglos en las arquitecturas de las redes; es

decir en simulaciones de perturbaciones?

Ademads, si se entienden los principios de la diferenciacion bacteriana tendria implicaciones
en otras areas; por ejemplo, en investigaciones sobre el origen de la multicelularidad, en
donde la divisién asimétrica de C. crescentus y la generacion de mdltiples fenotipos en B.
subtilis pueden aportar conocimiento en diferenciacién y generacién de destinos celulares.
Y el analisis del ciclo celular en C. crescentus, se puede extrapolar a estudios de ciclo

celular en organismos eucariontes dadas algunas similitudes operacionales.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo General

Conocer la dinamica de las redes de regulacion involucradas en el control de los

procesos de diferenciacion celular en bacterias modelo.
2.2 Objetivos Particulares

1. Compilar la informacion existente sobre los reguladores involucrados en

procesos de diferenciacion en C. crescentus y B. subtilis.

2. Obtener la topologia de las redes y los mddulos de regulacion que

gobiernan estos fendmenos.

3. Hacer un modelado logico discreto de las redes de regulacién para

extraer informacion cualitativa sobre su desempefio.
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3. Adquisicion de datos y

procesamiento

El presente trabajo se aborda mediante un acercamiento de biologia computacional.
Se decidi6 realizar un modelo dinamico para obtener los cambios de estado de los
reguladores que controlan los procesos de diferenciacion en los organismos en estudio.
Ademas de un analisis sobre la sensibilidad y robustez, se generaron simulaciones y

predicciones sobre la dinamica de la red ante deleciones de sus componentes.

Estos métodos tedrico- matematicos ofrecen ventajas; entre algunas estan la integracion de
la informacidn disponible, examinar cambios del sistema de una forma rapida, poder hacer
predicciones y simulaciones, y realizar algunos analisis dindmicos que por métodos
experimentales seria muy complicado. En particular el analisis cualitativo seleccionado en

este trabajo provee de ventajas al no necesitar parametros cinéticos especificos.

En la Figura 4, se muestra una proyeccién metodoldgica seguida en este trabajo. De manera
general se recaba la informacion de las interacciones uno a uno; del regulador y el blanco, y
se reconstruye la red con la totalidad de las interconexiones obtenidas. Con la red e
informacion sobre la regulacién se arman las funciones matematicas; ecuaciones lbgicas en
este caso, se procede a simular la dindAmica temporal por medio de cambios de estados
discretos del sistema y se analizan las trayectorias de estos estados al llegar a un estado

estacionario, si es el caso que presenten estados atractores.

La dinamica resultante se evalia en un contexto biolégico y si coincide con lo que se
conoce experimentalmente se pueden hacer predicciones y simulaciones especificas. Por
ultimo se analizan propiedades dinamicas de la red ante perturbaciones en los componentes

de la red; como son la eliminacién de nodos.
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Figura 4. Resumen general del enfoque seguido en este trabajo. A) Recabar la informacion de las
interacciones de la literatura y de bases de datos especializadas, B) Reconstruccién de las redes con
las interacciones y los componentes recabados, C) Realizacion del modelado; se asignan las
funciones logicas conforme las arquitecturas de las redes y guiandose con la evidencia experimental,
posteriormente se examina la dindmica del sistema de forma discreta, D) Por Gltimo se analiza la
dindmica resultante en el contexto de operacion de la red y como este funcionamiento pudiera

explicar la generacion de los fenotipos celulares.
3.1 Adquisicion de la informacién

Las interacciones del regulador y sus genes blancos fueron obtenidas revisando la literatura
original y bases de datos especializadas [60], [61]. Se inici6 realizando una blsqueda en la
base de datos PubMed [62] con los siguientes términos: factor de transcripcion, ciclo
celular, diferenciacion, C. crescentus, B. subtilis. Luego se leyeron los resimenes para
seleccionar los articulos que pudieran tener informacion relevante, se descargaron los

articulos completos y se estudiaron para obtener informacidn sobre la regulacion de los
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genes o proteinas a nivel de regulacion transcripcional o post-traduccional, y su
contribucion en el desarrollo del ciclo celular y division asimeétrica en C. crescentus. Para el
caso de B. subtilis se buscaron principalmente reguladores transcripcionales que estuvieran
implicados en la generacion de fenotipos para hacer frente a condiciones adversas. Se tuvo
cuidado de verificar que cada interaccion reguladora tuviera evidencia experimental directa,
tal como ensayos de inmunoprecipitacion de la proteina regulatoria y la region regulatoria

de su gen blanco o ensayos de retardo con anticuerpos especificos.

Ademas se tomd informacion sobre el tipo de regulacion; positiva o negativa, para cada
interaccion. Cuando una proteina promueve la transcripcion de un gen o activa a otra
proteina, esta fue considerada una interaccién positiva. En caso contrario, cuando una
proteina actGa como represor; bloquea el sitio de regulacién y no puede ser transcrito dicho
gen, fue considerada como una interaccion negativa. En algunos casos, el regulador puede

actuar dualmente; en una condicion actla como activador y en otra como represor.

Para C. crescentus, las interacciones regulatorias incluyeron procesos de regulacién
transcripcional, metilacion, fosforilacion/defosforilacion, protedlisis y formacion de
complejos multi-proteicos. En cuanto a B. subtilis, se incluyeron mecanismos de regulacion
transcripcional y fosforilacién. Esto debido a que los procesos mencionados estan
involucrados en el control de la diferenciacion aunque en cada organismo de manera

especifica.

3.2 Reconstruccién de las redes de regulacién

Para ambos organismos un grafo dirigido, G, fue dibujado como producto de las
interacciones uno a uno obtenidas de la literatura y bases de datos especializadas. Los
procesos bioldgicos en los cuales las proteinas estan involucradas fueron incluidos. Los
grafos fueron dibujados con el uso del programa libre Cytoscape [63]. En esta estructura
abstracta, los vértices o nodos representan genes o proteinas y las aristas sus interacciones

reguladoras. Las aristas verdes terminadas en flecha indican interacciones positivas, las
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aristas rojas terminadas en linea a interacciones negativas, y las artistas azules representan
interacciones duales.

3.3 Formalismo l6gico para el modelado de las redes centrales G;

Como se menciond anteriormente, la idea central es estudiar como las interconexiones y
una descripcion simple del sistema dindmico, embebida en las reacciones de las subredes,
puede dar cuenta de los fenotipos observados en las bacterias sujetas de estudio. Para
simular las dindmicas de las redes, usamos un formalismo discreto I6gico multi-valor, el

cual es una generalizacion del marco lbgico Booleano [59].

Seleccionamos este formalismo matematico debido a que es adecuado para describir
estados adicionales de los nodos. Valores discretos distintos del estado binario e.g.,
fosforilacion de CtrA, mas alla de los cuales son posibles por modelos simples Booelanos,
los cuales solo pueden presentar variables binarias 0 y 1; que denotan la ausencia o

presencia del regulador-—.

En el formalismo multi-valor, los estados de los nodos de la red pueden asumir valores
numéricos discretos; por ejemplo: 0, 1, ..., n (n € Z) ydepende del estado de otros nodos,
esta dependencia es descrita por una funcién regulatoria que marca, en cada paso de tiempo
(t+1), las entradas o los estados de un grupo de nodos que condicionan la salida de un nodo
en particular. Especialmente, los Vértices en la G2, (Figura 8.1) toman dos valores, 0 y 1,
que corresponden al caso de inactivo o activo, ausencia o presencia de una molécula. En la
Gap (Figura 9.1) los valores numéricos 0, 1 y 2 son usados para representar los estados de
los vértices y corresponden a ausencia, presencia y fosforilacion, respectivamente. Para la
G, (Figura 12) de B. subtilis, los nodos solo toman valores de 0 y 1, representando

inactivacion o activacion, respectivamente.

Las reglas logicas fueron definidas con el uso de los operadores, OR (O), AND (Y) y NOT
(NO) [13]. Todas las funciones y reglas l6gicas para el modelo de las subredes de C.

crescentus como para la subred en B. subtilis se encuentran en las Tablas 1.2 a la 25.2 al
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final de la tesis (apéndice). Por ejemplo, en el caso de dnaA su transcripcion requiere
metilacion por CcrM antes de ser transcrita por el regulador CtrA, asignamos la funcion
l6gica (CtrA) AND (CcrM). Por otro lado, GcrA inhibe la transcripcion de dnaA, su
funcion correspondiente serd NOT sobre el valor 16gico de GcerA. En el caso de la auto-
represion de DnaA, se asigno la funcion NOT (DnaA) [64],[65]. Basado en este criterio,

definimos la siguiente funcion logica para el valor de DnaA en el siguiente paso de tiempo:

DnaA™* = (CtrA;' AND CcrM') AND (NOT GerA') AND (NOT DnaA).

Las dindmicas de las subredes estudiadas son descritas por un vector de n variables
discretas [o1(t), o2(t),... on(t)], donde la variable oi(t) representa el estado de un nodo en
particular i al tiempo t, y dicho estado depende del estado de las entradas k; representado
por las artistas, provenientes de otros nodos [oi,(t), oi(t),..., oj(t)]. La evolucion de la

dindmica de cada nodo en el sistema la presentamos por la siguiente ecuacion:

(Si(t+1) = fi(Gil('[), Giz(t),. - Gik('[)) Eq (1)

Donde f; es una funcion definida por revision en la literatura y que especifica el valor para

cada posible combinacion de las entradas al nodo.

Utilizamos el programa GINsim para simular las dindmicas de las subredes [66]. Se uso la
estrategia sincrona para la actualizacion de los estados de la red. Todos los posibles valores
que el vector [o1(t), o2(t),... on(t)] puede tomar son los que definen el espacio de estados de
la dindmica de la red. También se realizo la estrategia asincrona y resulté en lo mismo que

el sincrono, es por ello que los datos de esto Ultimo no son mostrados en el presente trabajo.

El grafo de transicion de estados es una herramienta Util para representar las trayectorias en
el espacio de estados experimentadas en la red a lo largo del tiempo, para esto se parte de
una condicion inicial dada al tiempo t=0. Este grafo permite describir el estado llamado
atractor, que representa patrones dindmicos estables que el sistema alcanza a partir de un

estado inicial en particular.
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Los atractores principalmente pueden dividirse en dos clases: atractores puntuales o puntos
fijos, los cuales no tienen estados sucesivos, y los atractores periddicos o ciclos limite, en
los cuales sus estados se repiten después de un periodo de tiempo y resultan en un patron de
estados ciclicos [13]. A partir del grafo de transiciones de estado, se pueden hacer ciertos
analisis como es cuantificar el tamafio de la cuenca de atraccién —totalidad de estados que
convergen en un atractor—, ademas de analizar el tamafio de las transiciones de estados para
llegar a un atractor se pueden analizar los estados con mayor nimero de trayectorias, etc.
En la Figura 5, se encuentra un esquema del proceso seguido para visualizar las
transiciones de estados y su dindmica; asi como todas las representaciones que tiene el

modelo.

Transicidn de estados
A) Paisaje de los atractores

XX, XaX, X, XsXsXs B)
0000 — 0001 10
1000 — 0001 0011 0000 f¢— 1010 71 X XX3X,
géi’g — 8818 I oy 0100
1000 0001 Transicion de estados ‘L
0001 — 0101 PRSI e
1100 ——> 1100 L oob
1101 |€.& 7

1010 —— 0000 ).
1001 —» 1011 | S el —
0110 —— 1101 Cuenca de atraccidn Atracfirespuntuales l
0101 —— 0101 P

o111 1100 (&, ° v N
0011 ——> 0000 | O 11| 1101
1110 —> 0100 | = L D,
1101 —— 1011 R |
1011 1101 Atracton"'cfclico 1001
0111 —— 1111
1111 —— 1100 Grafo de transicion de estados

S = )

Figura 5. Representacion de la evolucidn o dinamica de los estados de una red dada. A) Se sefiala la tabla de
verdad que muestra la transicion de estados del sistema compuesto por el estado de cada nodo de la
red Xy, .., Xn, B). Y como se transforma esta tabla de estado en el grafo de transicion de estados,
mismo que corresponde al paisaje de atractores. Ademas, se pueden apreciar los atractores (puntuales

o ciclicos) y la cuenca de atraccion de cada atractor.
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Aparte de las simulaciones de la dinamica de los estados, realizamos perturbaciones a los
vértices de las subredes; uno a la vez, mediante la eliminacion de un Vértice se simula la
eliminacion de un gen y fue denotado por A, 0 a un Vértice dado fijamos su estado a un
valor especifico que simule la expresidn constitutiva de un gen o una sobreexpresion y es
denotado por *, y analizamos como la dindmica de la subred perturbada cambia bajo estos

escenarios.

3.4 Régimen dinamico de las redes G,

En general, el comportamiento global de las redes puede ser clasificado en tres regimenes:
caotico, ordenado y critico [67]. En redes que operan en el régimen ordenado, dos estados
iniciales S1(0) y S2(0) seleccionados de forma aleatoria normalmente estdn separados por

una distancia de Hamming pequefia:

h(t) = [S1(t) - S2(0)] Eq (2)

Esto significa que los estados seguiran trayectorias que rapidamente convergiran, ie., h(t),
se acercaran a cero a medida que el tiempo tienda a infinito. Ambas trayectorias S;(t) y Sz(t)
finalmente alcanzaran un atractor. En este sentido, la red mostrara un comportamiento

dindmico muy estable.

En el régimen cadtico, dos estados iniciales seleccionados aleatoriamente produciran
trayectorias que en promedio se desviaran uno del otro a través del tiempo o bien
terminaran con alta probabilidad en dos atractores diferentes. Redes en el régimen ca6tico
no producen comportamientos estables dado que las perturbaciones se propagan

rapidamente desde los estados iniciales.

El régimen critico por otro lado, se encuentra entre el régimen ordenado y el cadtico y le
confiere a la red la propiedad de ser robusta ante perturbaciones, pero a la vez lo

suficientemente sensible para modificar su dinamica de acuerdo a cambios en algunos de
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los estados. Un método comun para estudiar y analizar la propagacion de las perturbaciones
en redes genéticas es basado en el mapa de Derrida [68]. En este enfoque el grado de
sensibilidad a perturbaciones en la red es cuantificado por la pendiente m de la curva
M(h(t)) que mapea la evolucion de la distancia de Hamming promedio sobre un ndmero

grande de estados iniciales seleccionados aleatoriamente en cada paso de tiempo.

De esta manera el mapa de Derrida provee de una medida para la dimension de las
perturbaciones entre dos pasos de tiempo consecutivos:
h(t+1) = M(h(t)) Eq (3)

El régimen dinamico en el cual la red opera puede ser determinado al calcular la derivada:

m = dM(h)/dh Eq (4)
en h=0

Como puede ser esperado intuitivamente al observar las propiedades de M: sim < 1, las
perturbaciones son absorbidas (régimen ordenado); al tener m > 1, las perturbaciones son
exacerbadas (régimen cadticos); y en el caso de m = 1, la red es parcialmente sensible a
perturbaciones (régimen critico). EI mapa de Derrida fue generado para las redes G, y
también fueron analizadas algunas perturbaciones y que efecto tienen en el cambio de

régimen dindmico.

26



4. Resultados

En el presente trabajo se obtuvieron las redes de regulacién para el control del ciclo
celular, donde se incluye tanto diferenciacion, division asimétrica y formacion de los tipos
celulares en C. crescentus. Asicomo la red de regulacion genética encargada del control de

diferenciacién celular en B. subtilis.

De las redes reconstruidas se logré encontrar los estados estacionarios dindmicos, que
corresponden al estado de los nodos en cada fenotipo o en alguna etapa del ciclo celular
para ambos organismos en estudio. Se analizaron perturbaciones sobre la red y si esta es

capaz de responder de manera equivalente a su estado no perturbado.

Las simulaciones computacionales coincidieron con algunas evidencias experimentales y
en algunos casos que no se cuenta con evidencia de su mutacién o expresion constitutiva
estos resultados pudieran servir para hacer predicciones al respecto. Los andlisis de
sensibilidad mostraron que las redes son robustas y operan muy cercanamente en el

régimen critico.

4.1 Red de regulacion reconstruida para C. crescentus y modelo de su

dindmica temporal

En C. crescentus la red grande G3, contienen todas las proteinas asociadas a los principales
factores de transcripcion que controlan los sucesos de replicacion del cromosoma. Asi
como de division celular y procesos ligados al ciclo celular, como morfogénesis polar.
Muchas de estas proteinas estan involucradas en el desarrollo del ancla y del flagelo. La red
reconstruida completa G, hasta el afio 2013 esta compuesta de 153 vértices (V1=153)y 212

aristas (E1=212). En la Figura 6 se muestra dicha red.

27



Complejo proteolitico
Respuesta} SOS ==, ClgXP-RekiA
y estrés o

- P
-
‘¢ et

4  Quimiotaxis
/ CheBl  MotA"™:,

 Meply CheYIll ~Chey!’, BacAi'eiDinP
Anid Vs heWt CheAl | AmiC
Cascada de fosforilacion IMCP(cp% £ Chex ‘Chekj\’ RIpA PhoHMurngSf‘lde
de CtrA / ,CheU “Chey I PdeA 7 JK-RRBM0aG,. - vioordA
(\Mcp he»(CheYh,Chewi o> A énJM ,
pNiCheRT . | gcﬁ:jﬁélk o2 pih IK-RR3Rec)
eD - 'emFIRG?éRR _Oalﬂ"aB
: euEroEI&HK"{TaCA

By

o

=" FIGE_ -FImH_—flqG |
HEE=FIQ=~FIG. e o0 |
=FIDE- ~FliL._FjpA
il =~FIbT——FliM_— p; ]
— poN=<FImB= — e~ 1FlgC {
“FIb@ —Flgh~—FIbY- " glip |
= Fla —~"p L FliX |
g Flj A
ImGigh o V|
FIME=“Flgl-_ = Fiij - FlaE
‘lml'L‘FhR' ' FliE
EZ——= . YFiM. FlaF__ FliY_HF|gp
""" TrigL_~FUL CFimF = f
TR Fyp ~=!
Lon Sintesis del pili,

’f
anclay apéndice

Ctio | ot |
Morfogénesis Polar

Factor de transcripcion

Vauk

=
S

-

-

s g S

Metiltransferasa
Replicacio

Del ADN

Cinasa/fosfatasa

Complejo proteolitico
Otros

ONON N N

Figura 6. Red de regulacion del ciclo celular y diferenciacién en C. crescentus. Los nodos corresponden a los
reguladores y sus blancos; los colores de la referencia indican el tipo de proteina, las aristas refieren
a las interacciones entre ellos; en base al color y terminacién que tienen indican el tipo de

interaccion; aristas verdes son positivas, rojas corresponden a negativas y azules a duales. Ademas

estan agrupados los nodos y se sefiala en el proceso celular en el que estan involucrados.

4.1.1 Reduccién de la red de regulacion en C. crescentus

Simplificamos la topologia y el nimero de las interacciones en las redes G; al remover

nodos no regulatorios, i.e., aquellos que no regulan a algin otro nodo (nodos verdes en la
Figura 5). Este criterio fue escogido porque los nodos no regulatorios son irrelevantes en la
dindmica de la red [69]. Como resultado se obtuvo la red central G, (Figura 7).

La red G, tiene el nucleo central de elementos reguladores que controlan los procesos de
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diferenciacion en esta bacteria. Todas las proteinas y genes que constituyen las G, en C.
crescentus se enumeran en la Tabla 1.1. La G, (Figura 7) para C. crescentus esta

constituida de trece nodos (V,=13) y veintisiete aristas (E>=27).

Figura 7. Red de regulacion reducida para el control del ciclo celular y division asimétrica en C. crescentus.
Los nodos en color morado corresponden a factores de transcripcién, el nodo azul es la
metiltransferasa, nodos naranjas corresponden a las cinasas/fosfatasas y el nodo gris al complejo
proteolitico de CtrA. Las aristas verdes representan interacciones positivas, las rojas negativas y azules

a duales.

Para los siguientes analisis a la red en C. crescentus la red G, fue dividida en dos
subredes: G2, y Gop, cuyos nodos participan en diferentes eventos fisioldégicos y escalas
temporales. La G, estd formada por procesos de regulacion transcripcional y metilacion y
la Gap constituye una cascada de fosfo-protedlisis (Figura 7). En cuanto a las escalas de
tiempo, éstas pueden estimarse en el orden de ~1-3 minutos para las transiciones entre
nodos en Gy y ~1-100 microsegundos para la G2, [70]. Las interacciones cruzadas entre los
elementos de las subredes fueron removidas de tal manera que se obtuvieran dos subredes
separadas. Dado que el nodo comun de las dos subredes es CtrA, esta fue asignada como
CtrA, y CtrA, en cada subred.
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Tabla 1.1 Componentes de la G, en C. crescentus. Se indica el nombre del regulador, su
actuacion en el ciclo celular, las interacciones con otros genes (+ positiva, - negativa,

+,- dual) vy la referencia

Interacciones

Proteina Accion en el ciclo celular Referencia
enlaG;
Regulador maestro del ciclo celular. Al unirse a la region Factor de
oriC, inhibe la replicacién. Promueve la division asimétrica transcripcion: GerA
CtrA  yseencuentra en altas concentraciones en la célula (), DnaA (+), CcrM [34]
flagelada. Controla la transcripcién de genes para la (+), SciP(+) ysu
morfogénesis del ancla, el pili ,el flagelo y quimiotaxis propio promotor (+)
Regulador transcripcional del ciclo celular. Regula la Factor de
GcrA  transcripcidn de genes para la morfogénesis polar y la transcripcion: DnaA [74]
replicacién del cromosoma. (-) and CtrA (+)
Factor de

Proteina iniciadora de la replicacion del cromosoma. transcripcion: GorA

DnaA R_egu_la Ia_ transcripcion de genes para la replicacion y la (#), SCiP () y su [54]
citocinesis .
propio promotor (-)
Metiltransferasa del
Metiltransferasa especifica de adeninas. Metila el promotor promotor: dnaA (+),
CerM ; j [64]
de genes para el control del ciclo celular. ctrA (-) y su propio
promotor (-)
Proteina pequefainhibidora de CtrA. A través de
interaccion proteina-proteina, inhibe a CtrA. Regula Factor de
SciP transcripcionalmente genes (co-regula junto con CtrA) para transcripcion: CtrA [35]
la sintesis del ancla, el pili y el flagelo asi como la (-) and CcrM (-)
quimiotaxis.
Cinasa reguladora de la division celular. Por interaccion Fosforila a DivJ (+),
. proteina-proteina, inhibe a DivL cuando se encuentra defosforila a PleC (-
DivK - - - - , [73]
fosforilada. En el estado no fosforilado, promueve la union ) e interactiia con
de DivL con CckA DivL (+,7)
Cinasa censorade histidinas. Implicada en la morfogénesis
DivJ polar y diferenciacion celular (en un procesono deltodo  Fosforila a DivK (+) [77]
conocido)
Clnasa_(’:ensora. Impllcada enla morfogene,s is polar y en la Defosforila a DivK
PleC  formacién de los tipos celulares (en un fenémeno no del y DivJ () [77]

todo entendido)

Se unea CckA'y

DivL  Cinasa de tirosina. Promueve la auto-fosforilacion de CckA promueve su [78]
autofosforilacion (+)

Cinasa reguladora del ciclo celular. Fosforila y defosforila Fosforila/defosforila

CHA 4 ChpT a ChpT (+,-) [22]
Fosforila a CtrA (+),
ChpT  Cinasa y fosfatasa. Fosforila a CtrA y actladual con CpdR fosforila/defosforila [80]
a CpdR (+,9)
Promueve/inhibe la
cpdR Proteina reguladora de un sistema de dos componentes. formacion del [81]
Inhibe la formacién del complejo proteolitico. complejo ClpXP
(+|')
ClpXP- Complejo de proteasas dependientede ATPy de la
RedA proteina presentadorade CtrA (RcdA). Al estarformado el Degrada a CtrA (-) [82], [83]

complejo, CtrA es degradada.
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4.1.2 Descripcion funcional de la red G, enC. crescentus

4.1.2.1 Descripcion de la subred transcripcional Gga

Como se menciond anteriormente, la red G, estd compuesta por dos subredes acopladas,
ambas vinculadas por el vértice CtrA. En la Ga,, el regulador CtrA tiene auto-regulacion
dual de tipo transcripcional. Su transcripcion es inhibida al momento que la
metiltransferasa, CcrM, metila la region de ADN en su promotor [71]. Otro represor de
CtrA es la proteina SciP, la cual se une a CtrA y previene que se pueda unir CtrA a los
promotores de los genes que regula, incluyendo el propio promotor de CtrA [72]. El factor
de transcripcibn GcrA promueve su propia expresion a través de un lazo de
retroalimentacion positivo [73], [74]. Por otro lado CtrA inhibe la transcripcion de GcrA

[73], y DnaA promueve su expresion [75].

La proteina iniciadora de la replicacién DnaA es sujeta a otro tipo de regulacién; por
ejemplo, al momento que CcrM metila el promotor del gen dnaA, CtrA se une a esta region
y promueve su transcripcion [76]. Al aumentar las concentraciones de DnaA, se une a su

propia region regulatoria y reprime su transcripcion [77].

Adicionalmente, CtrA promueve la transcripcion del gen ccrM [34]. La transcripcion de
CtrA solo puede ocurrir después de la generacion del estado hemi-metilado del ADN; este
estado ocurre después del proceso de replicacion donde la cadena templado en la doble
hélice ya este metilada mientras que la cadena recién sintetizada aun no ha sido metilada.
En el momento en que las concentraciones de CcrM aumentan, esta proteina metila a la
cadena recién sintetizada, y esta accion bloguea la transcripcion de CtrA y CcrM [78].

Relacionado a esto CtrA promueve la transcripcion de SciP y DnaA la inhibe [34].

4.1.2.2 Descripcion de la subred de sefializacion fosfo-protedlisis Gap

En el caso de la subred Gy, CtrA activa la transcripcion del regulador de respuesta DivkK

[73]. Una vez producida, DivK no estd fosforilada y no puede secuestrar a DivL, la cual se
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une a CckA y promueve la auto-fosforilacion de esta cinasa. Se sabe que DivK es
fosforilada, por la accién de las cinasas Div] o PleC; las cuales pueden actuar ademas como
fosfatasas [77]. DivK fosforilada se une a DivL e inhibe su actividad [78]; y en
consecuencia, CckA no puede auto-fosforilarse. En su estado fosforilado CckA fosforila a
la cinasa ChpT [22].

Sin embargo, al estar CckA no fosforilada, actla como fosfatasa y defosforilaa ChpT [79].
En el estado fosforilado, ChpT transfiere el grupo fosfato a CtrA y lo activa. Depend iendo
del estado de fosforilacion, ChpT actla como cinasa o fosfatasa de CpdR [80]. Cuando
CpdR no esta fosforilada, media la formacion del complejo proteolitico ClpXP, compuesto
por las proteasas ClpX y ClIpP. Estas proteasas junto con la proteina RcdA degradan a CtrA
[81], [82], [83].

4.1.3 Modelo légico multi-valor para la descripcion del ciclo celular y
division asimétrica en C. crescentus

4.1.3.1 Dinamicas en el ciclo de vida de la célula flagelada en C. crescentus

En la Figura 8 se muestra una visién general de las dinamicas del ciclo celular y los
eventos celulares asociados. También se muestra el grafo de transicion de estados o el

paisaje del atractor resultante de la simulacion de la dinamica de la red de regulacion.

Encontramos que cualquier configuracion inicial del grafo de transicion de estados alcanza
algun punto fijo. Para la Gz,, la evolucion de estados termina en un atractor ciclico de
cuatro estados o en un atractor de periodo cuatro. Los elementos de este atractor periddico
tienen su correspondencia con la evidencia experimental de las proteinas que acttan en esta
fase. Ademas reproduce el comportamiento oscilatorio de las proteinas regulatorias CtrA,
GcrA y DnaA durante el ciclo celular, descritos experimentalmente a nivel de RNAm y
proteinas [84], [85].

En el estado donde sdlo estan activas DnaA y SciP (Figura 8.11.a), DnaA se encuentra en

altas concentraciones y promueve el inicio de la replicacion del ADN [86]. SciP por su
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parte reprime la transcripcion de los genes involucrados en la quimiotaxis y el desarrollo
delpili y del flagelo [36], [72]. En esta etapa, ocurre la eliminacion del flagelo, y la sintesis
del peddnculo y el comienzo de la formacion de las estructuras del ancla; finalmente,

comienza la diferenciacion del tipo celular flagelado al anclado.

En la siguiente etapa del ciclo celular y su correspondiente estado en el atractor del circuito
sOlo se expresa GcrA (Figura 8.11.b). Esta proteina promueve la expresion de genes
asociados a la replicacion del ADN. Esto corresponde con que la replicacion del material
genético continla con la etapa de elongacion de las nuevas cadenas y se inicia la
segregacion de los cromosomas a cada polo celular. En la siguiente fase CtrA es la Unica
proteina expresada y promueve la expresion de genes para preparar la division celular
(Figura 8.11.c).

Los procesos de replicacion y segregacion de cromosomas concluyen, y una nueva ronda de
replicacion es inhibida por el estado hemi-metilado del ADN [27]. Esta etapa se caracteriza
por el inicio de la division celular asimétrica [87]. CtrA, continua activa y se da la
expresion de CcrM y SciP (Figura 8.11.d). En esta etapa también se completa la metilacion
del cromosoma mediada por CcrM [25]. La divisidn asimétrica coincide con que los
reguladores CtrA, CcrM y SciP alcanzan su maxima expresion (Figura 8.11.c y 8.11.d). Esta
etapa es caracterizada por la formacion del septo de division cercano a un polo celular, el
cual eventualmente dara lugar a los dos tipos de células. En este estado del ciclo, CtrA
promueve la sintesis de proteinas involucradas en las cascadas de fosforilacion y prote6lisis
[73].

Se sabe que la generacion de heterogeneidades espaciales dentro de la célula son mediadas
principalmente por gradientes de iones y otras moléculas; especialmente proteinas, los
cuales contribuyena la generacion de los llamados micro-dominios [88]. En C. crescentus,
este fendmeno se observa en la pre-divisién celular, y es producto de un evento de

compartamentalizacion y la generacion de gradientes de iones de fosfato.

Los micro-dominios espaciales son observados en cada uno de los dos polos celulares, el
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dominio cercano del polo donde se desarrollara el tipo celular flagelado es caracterizado
por altas concentraciones de fosfato, por el contrario en el otro micro-dominio
correspondiente a donde se formara la célula anclada presenta bajos niveles de fosfato.
Otra fuente de heterogeneidad celular es producida por localizacion polar diferencial de las
cinasas PleC y Divl. PleC es acarreada por PodJ al polo que dara origen a la célula

flagelada y con esto DivJ predomina en el polo que dara lugar al tipo anclada [89], [90].

Ciclo limite para el ciclo Ciclo limite para el ciclo

celularflagelado

celularanclado

CirA GerA DnaA CerlM SciP
0o 0 1 0 1

CtrA GerA DnaA CerM SciP
00 1 0 0

CtrA GerA DnaA CerM SciP

CtrA GerA DnaA CerM SciP

Ol 0 o o o |0 o1 0 0 o

CtrA GerA DnaA CerM SciP CtrA GerA DnaA CerM SciP
o {9 1 0 0 0 o
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q CtrA GerA DnaA CerM SciP h CtrA GerA DnaA CerM SciP
) 10 0 1 1 ) 10 0 1 1

) Ciclo celular

b),f) |

Figura 8. Ciclo limite de la G24 de regulacion del ciclo celular en C. crescentus. 1) Subred para el control del
ciclo celular, principalmente regulacién transcripcional. 11) Estados de los reguladores de la subred y
los estados ciclicos en los atractores: a), b), ), d) estados periédicos en el atractor correspondiente al
ciclo celular del tipo celular flagelado, €), f), g), h) estados sucesivos en el atractor relacionado el ciclo

celular del fenotipo anclado.

Otro elemento clave en la generacion de estas heterogeneidades, es el estado de CtrA enel

micro-dominio asociado al fenotipo flagelado. En este micro-dominio CtrA esta
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principalmente fosforilado y en altas concentraciones, mientras que en el otro micro-
dominio CtrA esta practicamente ausente y mayormente no fosforilado. Esta condicién de
CtrA es relevante, dado que en su estado activo (fosforilado) se une a la region oriC del
cromosoma Yy se bloguea el inici6 de la replicacién y al mismo tiempo se promueve la
expresion de genes que codifican para proteinas involucradas en la formacion de gradientes

de concentracion en cada polo celular [27].
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Figura9. Puntos fijos de la G, de divisién asimétrica en C. crescentus. I) Subred de regulacion de la divisién
asimétrica y la generacién de los tipos celulares. 1l) Paisaje de atractores puntuales en la division
asimétrica, los cuales son alcanzados a partir de alguna condicion dada de la subred Gy, i) atractor
correspondiente al tipo flagelado, j) atractor referente al fenotipo anclado. I11) Diferenciacién celular;
algunos cambios celulares, como el intercambio espacial en un polo de la cinasa PleC por DivJ

provoca la diferenciacién, mismo que puede verse en términos de una transicién entre atractores.

Después de simular la dindmica de la subred G,p, encontramos que a partir de cualquiera de
los estados iniciales se alcanza siempre alguno de los dos atractores puntuales (Figura 9.1,
j). Estos dos atractores punto fijo, como también se conocen a los atractores puntuales,

corresponden con los estados de las proteinas reguladores en cada uno de los dos micro-
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dominios celulares descrito anteriormente. Esto podria explicar la participacién funcional

de la subred regulatoria G2y, que depende de las condiciones intracelulares —concentracion

de fosfato y localizacion espacial de algunas proteinas—.

El atractor donde CtrA, CckA, ChpT y CpdR son fosforiladas, pero DivK y DivJ no
estarian fosforiladas, corresponderia al micro-dominio asociado al fenotipo flagelado
(Figura 9.1). Elatractor donde estan fosforiladas DivK y DivJ, pero CckA, ChpT y CpdR no
fosforiladas y el complejo proteolitico ClpXP-RcdA es formado, corresponderia al micro-

dominio que dara lugar a células con el fenotipo anclado (Figura 9.j).

4.1.3.2 El ciclo celular del fenotipo anclado y sus diferencias dinamicas con

el ciclo celular del fenotipo flagelado en C. crescentus

Como se mencion6 anteriormente, la dindmica de la subred Gy, genera dos puntos fijos.
Uno correspondiente al tipo celular flagelado y el otro al fenotipo anclado. En la célula
anclada, la protedlisis de CtrA cambia el atractor ciclico de la subred G,,. El estado en el
atractor correspondiente al fenotipo anclado s6lo DnaA es expresada (Figura 9.11.e); en
consecuencia GcrA es activada en la siguiente etapa del ciclo (Figura 9.11.1). El siguiente
estado en el atractor es caracterizado por la expresion de CtrA (Figura 9.11.g). En el
siguiente estado, CtrA continlia activada mientras que son expresadas CcrM y SciP (Figura
9.1L.h).

Las diferencias entre el atractor ciclico del tipo flagelado y el correspondiente al fenotipo
anclado estan directamente relacionadas con el estado donde son expresadas SciP y DnaA.
Enel ultimo fenotipo mencionado solo DnaA es expresada mientras que en el otro fenotipo
DnaA y SciP son activadas. Esto pudiera explicar porque SciP es expresada

especificamente en el tipo celular de la célula flagelada [72].

4.1.3.3 Transicion del tipo celular flagelado al anclado en C. crescentus
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En la diferenciacion de la célula flagelada a la anclada varios eventos morfogénicos
ocurren. La eliminacion del flagelo y el pili, y la sintesis del ancla. Un hecho importante
que promueve el paso de célula flagelada a la anclada es el remplazo espacial de PleC por
DivJ. Este cambio produce un cambio en el estado de las cinasas DivK en la célula
flagelada, el cual desencadena la cascada de sefializacion de tipo fosforilaciéon que culmina
en la degradacion de CtrA [90].

En nuestro modelo l6gico, este comportamiento tipo switch puede ser interpretado como un
cambio en el estado de PleC, DivJ o DivK, el cual induce un cambio a nivel del sistema del
atractor que corresponde al micro-dominio de la célula flagelada al atractor que
corresponde a la célula anclada (Figura 9.111). El estado de los nodos en este atractor tiene
sentido bioldgico debido a que CtrA es degradado por el complejo proteolitico ClpXP-
RcdA en la célula anclada. Nuestro modelo ademas revela que cambios en el estado de
fosforilacion de las cinasas CckA, ChpT podrian dar lugar también a la diferenciacién
celular. Estos resultados coinciden con los obtenidos con un modelo matematico
desarrollado recientemente [54], el cual muestra que PleC tiene una respuesta bi-estable al
actuar como cinasa o fosfatasa, misma actividad que es propagada a la cascada de

sefializacion.

4.1.3.4 Simulacion de las dinamicas de perturbaciones a la red de

regulacion en C. crescentus

No observamos un cambio significativo en la dindmica de la red G, posterior a simular la
eliminacion de los nodos de las subredes G2,y G2y (Tablas 2.1, 3.1, 4.1 y 5.1); sin embargo,
perturbaciones en la Gy, podrian tener efectos més pronunciados debido a que esta subred
resultd ser mas sensible a eliminaciones de vértices (Tabla 2.1). A pesar de que, ambas
subredes parecen ser lo suficientemente robustas para mantener el ciclo celular, asi como

otros eventos importantes en esta bacteria.
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Tabla 2.1 Dinamicas de simulaciones de perturbaciones en nodos en la Gy, en C.

crescentus. Incluye el nodo perturbado denotado por A y su nombre

correspondiente, el efecto observado v la referencia experimental.

Referencia
Mutante Efecto
PMID
El atractor ciclico es perturbado. Solo los estados de DnaA y GcrA oscilan.
ActrA Esto es en el mismo sentido que los datos experimentales, donde se pueden [34]
4 observar oscilaciones de DnaA independiente de la accion de CtrA y se puede
explicar porgue la mutante en ctrA no puede conducir a divisién asimétrica
Esta mutacion es experimentalmente letal, se puede deber a que el efecto de la
AgcrA  mutacion en este gen produce que no se puedan expresar genes para [74]
morfogénesis.
Esta mutacién es letal por el efecto celular que provoca que no se exprese
AdnaA  DnaA no se puede replicar el cromosoma, con el modelo se pudieron observar [54]
las oscilaciones de CtrA, observadas experimentalmente.
Esta mutacion es letal experimentalmente, principalmente por que no se
AccrM  expresa DnaA, mismo comportamiento observado bajo la simulacion de [64]
nuestro modelo
. Se predice que el ciclo celular es perturbado y se produce una afectacién en la
AsciP - . . . . [35]
expresion de CtrA. Esto coincide con la evidencia experimental.

Tabla 3.1 Dinamicas de simulaciones de cepas constitutivas o sobre-expresantes de nodos

en la G4 en C. crescentus. Incluye el nodo perturbado denotado por * y su nombre

correspondiente, el efecto observado y cotejado con evidencia experimental, y la

referencia de esta evidencia

Cepa Referencia
. Efecto
constitutiva PMDI
El ciclo es detenido en el punto donde solo son expresados CtrA y SciP, causa
CtrA,(*)  inhibicion en la replicacién del cromosoma. Esto en acuerdo con evidencia [34]
experimental.
Puede provocar un detenimiento en el ciclo celular por que no se expresa
GerA(*)  DnaA. Los demas genes son expresados correctamente, coincide parcialmente [74]
con la evidencia experimental.
DnaA(*) El ciclo celular es perturbadoy se dan varias rondas de replicacién del [54]
cromosoma, debido a la expresion constante de DnaA.
CerM(*) El ciclo celular es detenido, evidenciado por la simulacién. No se pueden [64]
expresar CtrA, GerA, DnaA ni SciP.
. La sobreexpresion provoca que el ciclo seadetenido, esto en concordancia con
SciP(*) . ; - [35]
evidencia experimental.
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Tabla 4.1Dindmicas de simulaciones de perturbaciones en nodos en la Gy, en C.

crescentus. Incluye el nodo perturbado denotado por A y

su nombre

correspondiente, el efecto observado y cotejado con evidencia experimental, y la

referencia de esta evidencia

Referencia
Mutante Efecto
PMDI
Esta mutacion experimentalmente es letal y se produce solo un atractor debido
ActrA, [34]
a que no seexpresa CtrA.
El ciclo celular es perturbadoy solo se genera un punto fijo, se puede deber a
Adivk que no existe degradacion de CtrA, estos resultados coinciden con evidencia [73]
experimental.
. La simulacién de estamutante, exhibe solo un atractor puntualrelacionado con
AdivJ - . . : [77]
el tipo celular flagelado, en acuerdo con evidencia experimental.
ApleC Se generan los dos estados, indica un fenotipo normal, lo cual concuerdacon [77]
P evidencia experimental.
Se evidencia un cambio en la fosforilacién de CtrA (no fosforilado), pero puede
AdivL generar los dos estados de degradacion y expresion de CtrA, coincide con [78]
evidencia experimental.
AcckA, AchpT N.o eX|st_e fplsforllamon ni degradacién de CtrA, por Io_ cual no puede existir [22]
diferenciacion celular, esto enacuerdo con la evidencia experimental.
No se muestra unaalteracién celular evidente, solo que no existe degradacion
AcpdR de CtrA debido a que no se forma el complejo proteolitico, concuerdacon [80]
evidencia experimental.
AcloXP-rcdA No existe degradacion de CtrA, se generan los dos estados; uno de fosforilacion
P y el otro de no fosforilacion de CtrA, en acuerdo con evidencia experimental. [81]

Tabla 5.1 Dinamicas de simulaciones de cepas constitutivas o sobre-expresantes de nodos

en la Gyp en C. crescentus. Incluye el nodo perturbado denotado por + y su nombre

correspondiente, el efecto observado y cotejado con evidencia experimental, y la

referencia de esta evidencia

PleC(*)

Ce;pa_ Efecto Referencia
constitutiva PMID
CtrA(*) No existe degradacion proteolitica de CtrA. [34]
DivK(*), DivJ(*), Se presentasoloun punto fijo e indica solo division celular pero no [77]

diferenciacion.

DivL(*),CckA(*), No existe degradacion de CtrA, no hay formacion de los dos puntos
ChpT(*), CpdR(*) fijos. No existe evidencia experimental para comparar.

ClpXP-RcdA(*)

Un efecto letal predicho, debido que no hay fosforilacion ni expresion
de CtrA, no existe evidencia experimental para comparar.
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4.1.3.5 Régimen dinamico de la red G,en C. crescentus

Encontramos que la red G, en C. crescentus opera en el régimen ordenado muy cercano a la
criticalidad; con un valor de sensibilidad de m = 0.83, como se puede observar en la Figura
10 (A). La Figura 10 (B) muestra el resultado de que la eliminacidn de cualquier vértice

cambia la dindmica de toda la red, la cual lleva a la red al régimen caotico.

Solo la eliminacion de los nodos gcrA, div] y SciP, referidos como AgcrA, Adivd y AscCiP,
modifican la red a un régimen mas ordenado. La operacion de la G, cercano al régimen
critico explicaria por qué la bacteria, incluso al estar sometida a un constante cambio del

entorno, es capaz de mantener su ciclo celular caracteristico y la division asimétrica.
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Figura 10. Mapa de Derrida para el analisis de sensibilidad de la subred de ciclo celular y division
asimétrica en C. crescentus. A) Mapa de Derrida para la G; sin realizar perturbaciones en su

arquitectura, B) Mapa de Derrida en la G; al realizar perturbaciones en su arquitectura.
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4.2 Red de regulacion reconstruida para B. subtilis

Para B. subtilis, la red completa G; estd compuesta de los factores de transcripcion
reguladores del fendmeno de diferenciacion en fenotipos como son: esporulante, minero,
competente y productor de matriz extracelular. Ademas involucra las cinasas que activan a
los factores de transcripcion. La G; completa estd compuesta de 380 nodos (V1=380) y 430
aristas (E;=430). Esta red completa G; se muestra en la Figura 11, se indica el fenotipo

asociado a los grupos de genes (nodos).

Mineras (aprE,
- bacilomicina, subtilisina)

- -~

£ -
,~ Formacion matriz
S ®.  extracelular (epsA-O.

Competente
p e tasA.tapA )

y surfactina

Flagelo

Figura 11. Red de regulacion para diferenciacion en B. subtilis. Se muestra la red donde los nodos
corresponden a los genes reguladores y sus genes regulados, mismo que estan agrupados en el
fenotipo relacionado a su actividad celular. Las aristas indican las interacciones, donde las verdes son
positivas y rojas negativas.

4.2.1 Reduccion de la red de regulacion en B. subtilis

Al igual que la red pequefia para C. crescentus, para la red de B. subtilis también se
eliminaron nodos no reguladores, porque no influyen en la dindmica de la red. El proceso

de diferenciacién toma algunas generaciones (~ 5-7), que corresponde a una escala temporal
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de horas (~24). Esta escala de operacidn es mas cercana a la que ocurre en regulacion
transcripcional por factores de transcripcion [50], en contraste con las tasas de fosforilacion
y de-fosforilacién por cinasas y fosfatasas; estimadas en ~1-100 microsegundos [70].
Considerando estos criterios, solo se dejaron en la red reducida G, a los factores de

transcripcion vy a los factores sigma.

En B. subtilis, la G, contiene exclusivamente factores de transcripcion y factores sigma
(Figura 12). Se analiz6 también la red incluyendo otras proteinas como las cinasas y
fosfatasas de algunos de estos factores de transcripcion, considerando a estas se obtuvo el
mismo patrén de puntos fijos. En la Tabla 6.1 se muestran las caracteristicas de los
elementos de la red en B. subtilis. Esta red reducida en B. subtilis (Figura 12), presenta

once nodos (V,=11) y treinta y seis aristas (E2=36).

Figura 12. Red de regulacion genética reducida para el control de la diferenciacién en B. subtilis. Los nodos
representan a factores de transcripcion, se puede apreciar que tres nodos tienen un color mas obscuro
que el resto de los demas, esto hace referencia a que son los 3 factores de transcripcion clave para la
formacion de los 4 fenotipos. Las aristas representan las interacciones entre ellos; aristas verdes

interacciones positivas y rojas negativas.
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Tabla 6.1 Componentes de la G, para diferenciacion en B. subtilis. Se indica el nombre del
regulador, su actuacién en la formacion de fenotipos, las interacciones con otros

genes (+ positiva, - negativa) v la referencia

. ., . . Interacciones en Referencia
Proteina Accion en la formacion de fenotipos

la G, PMID

Regulador transcripcional clave en el control del Regula a: SinR (+),
desarrollo, principalmente en activar genes para formacion Sinl(+), Med(-),

Spo0A  de la endoespora. En el oriC del cromosoma existen cajas SigA(-), ComK(-), [41], [49]
0A alas cuales se une Spo0OA y se evita que se pueda AbrB(-) y su propio
iniciar la replicacion del material genético promotor (+)
Regulador transcripcional para el control de genes Regula a: Spo0A (-) y

ComK . . . [92]
encargados del desarrollo del fenotipo de competencia su propio promotor (+)

Regulador involucrado en varias formas de adaptaciona
fase estacionaria, principalmente de células productoras de Regula a: ComK(+) y

DegU exoproteasas. Junto con la cinasa DegS forma un sistema  su propio promotor (+) [93]
de dos componentes.
Regulador expresado durante la transicién de crecimiento RSeguIa a: Spo0A (¥),
. - . > coC(+), ComK(-),
AbrB  vegetativo a fase estacionaria y en esporulacion. SinR(), Sinl() [94], [44]
Involucrada ademés en represidn catabdlica ! '
SigH(-)
Transcribe a:
Spo0A(+), ComK(+), [95], [96]
SigA Factor sigma 43 de la RNA polimerasa. Es el sigma DegU(+), AbrB(+), [97]’ [98]’
9 principal durante el crecimiento exponencial SigH(+), ScoC(+), [ég] '
CodY(+), Med(+),
Sinl(+), SinR(+)
Factor sigma 30 de la RNA polimerasa. Transcribe S
. . . L Transcribe a: SpoOA
SigH  algunos genes para crecimiento vegetativoy en el inicio de ) [99]
la fase estacionaria
Regulador de transicidn de fase de crecimiento, entre las Regula a: Sinl(-) y
ScoC o : . [100]
fases logaritmica y exponencial SinR(-)
Regulador transcripcional negativo de la formacion del )
CodY fenotipo de competencia Regula a: ComK () [102]
Med Facto_r de transcripcion promotor de la formacién del Regula a: ComK(+) [101]
fenotipo de competencia
Antagonistade SinR, al unirse con SinR previene que
Sinl SinR reprima genes para la formacion de la matriz Reprime a SinR(-) [103]
extracelular
Regulador transcripcional de la fase de crecimiento
sipr  estacionaria, co-regula procesos de competencia y Reprime a: Sinl() [104]

formacion de flagelo y reprime la esporulacion y sintesis
de exoproteasas
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4.2.2 Descripcion funcional de la red G, enB. subtilis

La G2, como se menciond anteriormente, estd compuesta por factores de transcripcion que
median el proceso de diferenciacion celular en algin fenotipo dado. En la G, esta el factor
de transcripcion SpoOA, el cual promueve la expresion de sinl y de sinR, y de su propio gen
[40], reprime la expresion de med, abrB, comK y sigA [91]. Por un lado promueve la
expresion de las proteinas necesarias para la formacion del biofilm —Sinl y SinR—, y
contrariamente reprime al factor de transcripcién ComK clave en la generacion del fenotipo

competente.

El regulador clave de competencia, ComK, activa su propia expresion e inhibe la
transcripcion de spoOA [92]. Debido a esto, la decision en la eleccidn del destino celular
debe ser excluyente, ya que una vez que se expresa ComK se reprime SpoOA. El factor de
transcripcion para el fenotipo minero DegU, promueve la formacién de DegU y ComK
[93]. AbrB es un regulador clave en la formacién de los fenotipos, ya que regula
negativamente a ComK, SigH, Sinl, SinR y su propia transcripcion [94], por otro lado

activa la transcripcién de SpoOA y ScoC [95].

Otro regulador que integra la red de regulacion es el factor sigma SigA, este es el principal
factor sigma que transcribe en el crecimiento exponencial. Transcribe a todos los genes de
lared incluida su propia expresion [95], [96], [97], [98], [99]. Por otro lado, el factor sigma
de transicion de crecimiento a fase estacionaria, SigH, transcribe a SpoOA [99]. Otro factor
en esta transicién de fases es ScoC, el cual reprime la transcripcion de Sinl y SinR [100], y

reprime indirectamente la formacion del fenotipo productor de matriz extracelular.

Los reguladores transcripcionales Med y CodY, regulan la transcripcion de ComK; Med lo
activa y CodY lo reprime [101], [102]. Por ultimo, tenemos a Sinl y SinR, mismos que se
reprimen mutuamente [103]. Ademas de esta regulacion, SinR reprime la transcripcion de
Spo0A [104].
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4.2.3 Modelo l6gico multi-valor para la descripcion de la diferenciacion
celular en B. subtilis

4.2.3.1 Dinamica de la G, para el control de la eleccién del destino celular
en B. subtilis

Una muestra general de las trayectorias de eventos dindmicos, seguidas desde cualquier
condicién inicial, se muestra en la Figura 13. Se puede apreciar el paisaje de atractores que
esquematiza el grafo de transicion de estados en forma de abanicos, donde los nodos
corresponden a un estado dado de los genes de la red y las interacciones hacen referencia a

la sucesion de un estado y juntos conforman las trayectorias en los estados.

La dinamica mostro ser multi-estable ya que se exhiben cuatro atractores de tipo puntual.
Esto indica que al partir de cualquier condicion inicial de estados se puede alcanzar alguno
de los cuatro finales. En la Tabla 7.1 se muestran las configuraciones de los estados de los
nodos de la G, en cada atractor. Estos atractores coinciden la configuracion activa de los

reguladores en cada uno de los fenotipos que la red de regulacién controla.

Tabla 7.1 Puntos fijos para la G, de diferenciacién en B. subtilis. Se puede observar el

estado de los nodos de la red en cada atractor

SpoOA SigH AbrB ComK Sinl DegU SinR ScoC CodY Med SigA
Atractor 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0
Atractor 2 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0
Atractor 3 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0
Atractor 4 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0

El atractor 1 con una configuracion [10001100000], esta relacionado con el fenotipo
productor de matriz extracelular. Para que se pueda dar la activacion de los genes que
producen la matriz, es necesaria la expresion de SpoOA, asi como del factor de
transcripcion DegU. Estos factores de transcripcion activan la transcripcion de las proteinas

de sintesis de los exopolisacaridos [105].

Productora matriz :
extracelular/canibal
y -



Figura 13. Paisaje de atractores exhibidos por la G, de B. subtilis. Cada conjunto de abanicos corresponden a
la cuenca de atraccion de cada punto fijo, se indica a cual fenotipo es asociado; note que difieren entre

ellos el tamafio de la cuenca.

Un punto importante a notar, es que en el atractor se muestra la expresion de la proteina
Sinl, misma que al unirse a SinR lo reprime [103]. Esta regulacion en la formacion del
fenotipo como producto de la matriz no ha sido reportado. Ademas se ha visto que al
madurar el biofilm, existe un transito entre el destino celular productor de matriz
extracelular al de productor de exoproteasas o fenotipo minero, lo cual se puede deber a la

co-expresion de SpoOA 'y DegU [106].

El punto fijo donde estan expresadas las proteinas ComK, DegU y SinR lo relacionamos en
el contexto de la formacion del fenotipo minero. La condicion para que se dé la expresion
de este tipo celular es mediada principalmente por DegU, el cual regula a las exoproteasas,
como la subtilisina [106], ademas al estar expresada también la proteina SinR se reprime el
fenotipo productor de matriz extracelular [107]. EIl regulador ComK reprime a un buen
namero de proteinas necesarias para desencadenar la esporulacion [92], y se reprime el

fenotipo esporulante.
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Otro atractor encontrado en la dinamica, es donde se encuentra expresado ComK y SinR.
Este estado tiene relevancia en el fenotipo competente, donde el factor clave es ComK.
Mismo que regula la expresién de los genes necesarios para el desarrollo de este tipo
celular [43]. Ademas al estar expresado el regulador SinR se reprime al fenotipo productor

de matriz extracelular.

El cuarto atractor mostrado, es el que relacionamos con el destino celular esporulante.
Debido a que en este estado se encuentra expresado SpoOA y Sinl, siendo SpoOA el
regulador maestro de la generacion de la espora y las proteinas que median este evento
[40], [91]. Al expresarse también el regulador Sinl, evidenciado en nuestro modelo, se
podria contextualizar porque algin grupo de células que forman la espora enalgin punto de
la maduracion del biofilm, también podrian generar matriz extracelular y viceversa como se

ha observado experimentalmente [46].

Ademas de la Figura 13, es evidente que los atractores difieren considerablemente en el
tamafio de su cuenca de atraccion —todos los estados que convergen a un punto fijo—. Se
cuantificé el numero de estados de la cuenca de atraccion y se le asigné una proporcion
respectiva del espacio total de estados; bajo la siguiente relacién: proporcion = tamafio de

la cuenca o estados de cada cuenca / estados totales posibles; en este caso 21 =2048.

Las proporciones de cada atractor en la totalidad de estados posibles se pudieron relacionar
con las proporciones que tendrian los fenotipos generados en un biofilm en base a
observaciones y evidencia experimental. Estas proporciones tanto del espacio de estados
como de la comunidad bacteriana se pueden apreciar en la Tabla 8.1, donde se muestra el
fenotipo asociado, la cuenca de atraccion y el porcentaje poblacional. Dada la topologia de
la red de regulacion en B. subtilis, asi como las reglas ldgicas, se pueden generar dichas

proporciones.

Tabla 8.1 Cuenca de atraccion para cada atractor en la G, de diferenciacion en B. subtilis.
Se puede observar el tamafio de la cuenca de cada punto fijo y el porcentaje

poblacional asociado a cada fenotipo Yy atractor
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Fenotipo Cuenca de Porcentaje
Asociado atraccion  poblacional

Atractor 1 Productora de matriz extracelular 1040 estados 50.93%
Atractor 2 Minero (exoproteasas) 494 estados 24.09%
Atractor 3 Competente 304 estados 14.88%
Atractor 4 Esporulante 208 estados 10.18%

El tipo celular productor de matriz extracelular, es el mas presente en la comunidad. Esto es
evidentemente, ya que en la formacion del biofilm es crucial tener altas concentraciones de
exopolisacaridos que forman parte de la matriz [108]. Mientras que el tipo celular minero o
productor de exoproteasas es el siguiente en proporciones, mismo que se ha visto en un
cultivo ocupa aproximadamente la cuarta parte de la comunidad bacteriana [47], teniendo

relacion con aproximadamente el 24% que se obtuvo del modelo.

Mientras que los fenotipos competente y esporulante ocupan un porcentaje bajo,
aproximadamente de 14 y 10% correspondiente. Estas proporciones coinciden con
evidencia experimental el usar sistemas de microfluidos y resolucion a nivel celular
individual, donde mostraron que el proceso es probabilista y representa entre el 10 y el 20%

del fenotipo competente en un cultivo bacteriano [55], [109].

Por ahora no es muy claro el porcentaje que tiene en un biofilm el fenotipo esporulante,
dado que la mayoria de los métodos para coleta de células esporulantes utilizan metodos
que inducen este estrés. Sin embargo, de manera natural se ha observado aproximadamente
entre un 8 y un 15% de las células forman esporas [39], muy cercano con la proporcion

obtenida de nuestro modelo; que el 10% es para el fenotipo esporulante.

4.2.3.2 Simulacién de las dindAmicas de perturbaciones ala G;

Se analiz6 el efecto que tiene la eliminacion de nodos en la dindmica de la red. De este
analisis se observo que se podian eliminar hasta 6 nodos y en la simulacidn resulto que no
eran esenciales puesto que la red podia exhibir los mismos cuatro atractores. Los nodos que

en cambio parecen esenciales son SpoOA, ComK y DegU.
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En la Tabla 9.1 se muestra el desempefio de las mutantes al simular la eliminacion de un
nodo, y el efecto que tiene. En la mayoria de los casos donde existe evidencia experimental
los resultados de estas simulaciones coinciden con lo observado experimentalmente. Estos
resultados muestran que la red es robusta ante la eliminacion de un buen nimero de nodos,

esto posiblemente es producto de la redundancia de elementos en la arquitectura de la red.

Tabla 9.1 Dindmicas de simulaciones de perturbaciones en nodos en la G, en B. subtilis.
Incluye el nodo perturbado denotado por A y su nombre correspondiente, el efecto

observado y cotejado con evidencia experimental, y la referencia de esta evidencia.

Mutante Efecto Referencia
El modelo mostrd que la célula es incapaz de formar tanto el fenotipo esporulante
Aspo0A como el productor de matriz extracelular, se limita solo a la generacion de [41], [49]

competente y minero resultados que coinciden con evidencia experimental

La simulacién de esta mutante mostr6 que el organismo no puede ser capaz de
formar el fenotipo competente niel minero. La evidencia experimental corrobora

AcomK la mutacidn en comK, se inhibe el tipo celular competente, pero solo hay [92]
hipotesis que esta mutacidn influye sobre el fenotipo minero.
Esta simulacion mostré afectacion tanto en la incapacidad para formar el fenotipo
minero como en el productor de matriz extracelular. Ambos resultados coinciden
AdegU . . . - - - [93]
con evidencia experimental que indica la relacion en la generacion de los
fenotipos.
. - o ) o [94],
AabrB, AscoC, La simulacion en la mutacion de todos estos genes no presento afectacion en la [44] [101]

AcodY, Amed, generacion de los 4 fenotipos, todos estos casos coinciden con evidencia
. . . [102], [103],
Asinl, AsinR experimental. [104]

El modelo mostrd que la simulacion de esta mutante no afecta la generacion de
AsigA los 4 fenotipos. Sin embargo este factor sigma es esencial y tal vez se debe a que
el modelo no analiza la participacion de este sigma en otros procesos vitales.

El modelo mostrd que al eliminar este gen no se altera la decision en la
generacién de los 4 fenotipos, no se puede comparar este resultado ya que la
mutacion en este gen le impide a la célula entrar a diferenciacién por un proceso
que no se ha descrito completamente y el modelo no toma en cuenta.

AsigH [99]

Por otro lado, en las simulaciones al fijar el valor de cada nodo a 1, que simula expresion
constitutiva, mostraron que los mismo tres nodos anteriormente relevantes (SpoOA, ComK
y DegU), eran los que presentaban un efecto importante. Estas simulaciones se pueden
apreciar en la Tabla 10.1 donde se indica el nodo perturbado y el efecto obtenido de la

simulacion junto con la comparacion con evidencia experimental.
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Tabla 10.1 Dinamicas de simulaciones de cepas constitutivas de nodos en la G, en B.
subtilis. Incluye el nodo perturbado denotado por + y su nombre correspondiente, el
efecto observado y comparado con la evidencia experimental, y la referencia de esta

evidencia.

Cepa

constitutiva Efecto Referencia

La simulacién de esta alteracion de la red resulta que s6lo se generen dos
fenotipos esporulante y productor de matriz extracelular, mismo resultado [41], [49]

SpoOA(*) ey - . :
que coincide con evidencia experimental, donde se ha aumentado hasta en
50% esta expresion.
ComK(*) La simulacion muestra solo dos atractores competente y el minero, ambos [92]

coinciden con la evidencia experimental.

La simulacion muestra dos puntos fijos correspondientes al atractor del
fenotipo minero y del productor de matriz extracelular. Solo el atractor

DegU(*) minero tiene correspondencia experimental, ya que en la sobre-expresion de [93]

DegU se ha podido observar que genera un nimero muy grande de células

que producen exoproteasas pero no se ha generado el otro fenotipo.
La simulacion de la sobreexpresion de todas estas proteinas generaban los 4 [94],
puntos fijos y ajusta con la evidencia experimental. Esta evidencia [44],[201],

" demuestra que estos factores de transcripcion son importantes en el proceso [102], [103],
de diferenciacion pero que no son esenciales. [104]

La simulacién de la expresion constitutiva de SigA mostro la emergencia de
SigA(*) los 4 puntos fijos. Aunque no hay evidencia experimental es posible que asi
sea ya que es un factor sigma muy relevante en crecimiento.

La simulacién de la dinamica al expresar esta proteina, mostro la generacion
de los 4 fenotipos originales (sin perturbacién). Mismos que tienen
evidencia experimental, ademas este factores de transcripcién es importante [99]

en la transicién de crecimiento a fase estacionaria y en diferenciacién.

AbrB(*), ScoC(*),
CodY(*), Med(*)
Sinl(*), SinR(*)

SigH(*)

4.2.3.3 Régimen dinamico de la red G, en B. subtilis

Del anélisis de sensibilidad se encontré que la red G, opera en el régimen ordenado
muy cercano al limite con el caotico. El valor de sensibilidad que tuvo fue m = 0.98,

hay que recordar que el valor para encontrarse en el régimen critico es de m = 1.

Como se puede apreciar en el Figura 14 (A) que corresponde al Mapa de Derrida, se
visualiza la evolucién de las distancias Hamming entre los estados de la red. Ademas
se muestra el Mapa de Derrida (Figura 14. B) y la m al momento que la G, fue
perturbada. Se pueden apreciar las simulaciones de mutaciones en los nodos de lared y

el comportamiento en el régimen dindmico que muestran.
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A partir de este analisis, se muestra que la red en su conjunto es robusta tanto a
perturbaciones en la topologia (eliminacién de nodos), como ante alteraciones en la
dinamica (transiciones de estados).

104 ’ . 1-
B) A) 1
o+ m=07s : = B0
m=1.23
7
m=20.72
8 - .
=
m=0.70 =°
T m=0.86 4
m=0.96 3
ed  m=105 2
1
= m=0.79 0 0 1 2 5 ) 8 9 10 1
Z h (0)
AScoC
Amed
AsinR
AcomK
Aspo0A
AsigA
Asinl
AdegU

h(0)
Figura 14. Mapa de Derrida de la sensibilidad de la G, de diferenciacion en B. subtilis. A) Mapa de

Derrida de la red G, completa (11 nodos), B) Mapa de Derrida para el caso de la G, en cada

simulacién de una mutacién.
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5. Discusion

El presente trabajo aporta un modelo cualitativo del fendmeno de diferenciacion por
separado en las bacterias C. crescentus y B. subtilis. Las observaciones que arroja el
modelo en ambas bacterias tienen correspondencia con la evidencia experimental y permite
el analisis de algunas propiedades dinamicas de las redes como es la sensibilidad ante
perturbaciones genéticas o de regulacion. El estudio permitié también definir un minimo
nimero de elementos necesarios para poder llevar a cabo el control de los procesos del

ciclo celular de una forma robusta en estas bacterias.

Un bosquejo de la subred de control del ciclo celular en C. crescentus presentada en
este trabajo fue previamente esbozado por McAdams y Shapiro [37], [110]. Estos
autores introducen la nocién de un control central con actividad jerarquica de los
reguladores en el control del ciclo celular. Ademas sugieren la existencia de una cascada de
sefializacion del tipo de fosforilacion que puede ser responsable de mediar la division
asimétrica en el control del estado de fosforilacién de CtrA. Nuestro modelo discreto
dinamico resulto coherente con estas propuestas y es suficiente para el surgimiento de los
destinos celulares basados en la integracion de la subred de regulacion del ciclo celular y la

subred de sefializacion.

El modelo presentado en este trabajo hace sentido del funcionamiento de la subred en el
control del ciclo celular completo. Proponemos que el complejo proteolitico de CtrA en la
subred, dado por la asociacion del complejo ClpXP y la proteina presentadora de CtrA,
RcdA, debe ser un elemento importante implicito en la cascada de sefializacion.
Encontramos que la arquitectura de la red produce actividad oscilatoria de las proteinas
reguladoras. Entre las cuales esta CtrA, el regulador central de la red estudiada en
Caulobacter y exhibe comportamiento oscilatorio durante las diferentes fases del ciclo

celular.
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En cuanto a C. crescentus, nuestro enfoque de modelado discreto describe las cinéticas de
sintesis, de degradacion y actividad de los reguladores. Por la naturaleza de nuestro modelo
y simulaciones, especulamos que es posible que los reguladores de la red pudieran actuar

de una forma sincronizada.

Algunos modelos previos han tratado de explicar la dinamica del control del ciclo celular y
el comportamiento oscilatorio de las proteinas reguladoras asociadas a estos procesos
bioldgicos [52], [53]. Sin embargo, estos modelos no consideran cémo la dinamica de la
red podria dar lugar a la formacion de los dos tipos celulares conocidos en C. crescentus.
Ademas, en dichos modelos no se explica la expresion dependiente de tipo celular de la
proteina SciP y su relevancia en la regulacion del ciclo celular, como ha sido descrito
posteriormente a la propuesta de estos modelos [72]. Nuestro modelo en cambio ilustra el
posible mecanismo para la formacion de los dos fenotipos e integra la actividad de la
proteina SciP en su regulacion; mas especificamente, muestra porque la expresion de SciP

solo ocurre en el tipo celular flagelado.

Otro modelo posterior [54] sugiere que la cinasa PleC podria tener comportamiento bi-
estable y podria conducir a la formacion de los dos tipos celulares. Esta propuesta coincide
con nuestros hallazgos de los dos puntos fijos en la subred de fosfo-protedlisis y la
formacion de los micro-dominios. Por otra parte, en nuestro modelo se tomo en cuenta el
papel del complejo proteolitico ClpXP-RcdA, y explica como en un estado inicial de
fosforilacion de las cinasas o del complejo ClpXP-RcdA en la subred de sefializacién puede

dar lugar al surgimiento de los dos fenotipos.

La descripcion dinamica que desarrollamos ajusta también con algunas propuestas en la
literatura sobre el surgimiento de los dos tipos celulares [78], [84]. En dichas propuestas, se
sugiere que este proceso de division asimétrica es debido a la localizacion espacial
diferencial de proteinas de sefializacion (cinasas y fosfatasas), como son el caso de DivK,
PleC y DivJ.
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En cuanto a B. subtilis su diferenciacion celular principalmente a esporulacién ha sido
sujeta de varios modelos matematicos. Mediante un modelo en base a ecuaciones
diferenciales ordinarias, se pudo evidenciar la expresiéon maxima del regulador SpoOA en la
etapa de crecimiento estacionaria y relacionar la ocurrencia del evento de esporulacion al
paso de varias rondas de division celular del organismo [111]. En otro modelo cuantitativo
se pudo apreciar el papel dual o bi-estable de la molécula PhrA en el sistema de
sefializacion. Esta molécula es clave en el proceso de decision de la seleccion del destino
celular, ademas se especula que podria generar un comportamiento bimodal en la expresion
de Spo0A [112].

Por otro lado, también mediante un analisis matematico se resaltd que la decision de
diferenciarse en este fenotipo tienen un comportamiento tipo switch y la eleccién de
esporular depende de un umbral de concentraciones de las cinasas de SpoOA,; entre ellas
KinA es la mas importante, y este umbral induce una respuesta rapida y ultrasensible [113].
Por otra parte, el proceso de diferenciacion en el fenotipo minero, se ha analizado
matematicamente y se sugiere una dindmica bi-estable la cual corresponde al
comportamiento que tiene una poblacion celular con expresion bimodal del regulador
DegU [114].

Otros modelos matematicos, cuantitativos y mediante parametros cinéticos continuos, han
integrado la exclusion de fenotipos. Estos modelos mostraron el rango en parametros en las
concentraciones de los reguladores SpoOA y ComK; ambos en su condicion activa de
fosforilacion exhibian una dindmica bi-estable. La decision de entrar a diferenciacion en
alguno de los dos fenotipos esporulante o competente, estd dada como una ventana
temporal y de pardmetros muy pequefia para el caso del fenotipo competente e incluso la
decision es estocastica [56], [57]. Estos analisis también se han hecho al analizar la eleccion
entre los fenotipos esporulante o minero, mediante este modelo se observé que una fraccion
poblacional expresaba altas concentraciones de DegU al igual que el factor de transcripcion
Spo0A [44].
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Es evidente al revisar los trabajos anteriormente mencionados de la necesidad de una visién
integral del proceso de diferenciacion en esta bacteria. Un modelo donde se analice la
totalidad del fendmeno y cdmo emergen de la dindmica de la red de control dichos
fenotipos. Ademas, los modelos previos coinciden con la evidencia experimental sobre
trabajos en condiciones de laboratorio donde se predispone la emergencia de cierto fenotipo
en condiciones especificas [114]. En nuestro trabajo, se aborda un modelo integral de la
emergencia de los fenotipos y encontramos una coincidencia entre las proporciones
poblacionales de cada fenotipo con el tamafio de las cuencas de cada atractor

correspondiente a cada fenotipo.

Por otro lado, se analizaron en el grafo de transicién de estados para la dindmica de la G, en
B. subtilis condiciones como el tamafio de la cuenca de atraccién, numero y
configuraciones de los estados edén —estados iniciales a los que no se accede desde ningln
otro estado—, estados altamente conectados y tamafio de las trayectorias. De dichos anélisis
la Unica condicion que encontramos con relevancia biolégica fue el tamafio de la cuenca de
atraccion. Dichas proporciones coinciden con las que tienen los fenotipos en una
comunidad bacteriana. Esto evidencia que la arquitectura de la red y sus interconexiones no
solo puede generar los fenotipos, dadas por la multi-estabilidad que exhibe, ademas tienen

una relacion en la probabilidad de ocurrencia de cada tipo celular.

En ciertos modelos previos se ha observado una relacion entre el tamafio de la cuenca con
la probabilidad de ocurrencia de cierto fenotipo [115]. De la cuantificacion de la cuenca de
atraccion, pudimos obtener las proporciones tedricas de cada tipo celular. Al cotejar con
evidencia experimental tienen semejanza, y mostro que el fenotipo productor de matriz
extracelular es el mas abundante. Esto coincide al cuantificar fenotipos en una comunidad
madura, en la cual constituyen més del 50% de las células [108]. Mientras que los destinos
celulares competente y esporulante son los menores, muy por debajo de las proporciones de

los otros dos fenotipos, entre los dos tipos representan menos del 25% [55].

También se puede explicar porque en fases de maduracién del biofilm, células productoras

de matriz extracelular/canibales pueden posteriormente formar esporas; y esto al parecer es
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debido a la expresion de SpoOA. También porgue el fenotipo competente facilmente puede
dar lugar a la sintesis del flagelo. Ya que en el atractor encontrado que referimos como
competente, también se encuentra expresada SinR, el principal factor en el control de la
formacion del flagelo [46].

En el atractor que relacionamos con el fenotipo productor de matriz extracelular s6lo estan
expresadas las proteinas regulatorias SpoOA, Sinl y DegU. Se ha demostrado
experimentalmente que como condicién para la diferenciacion en este fenotipo la existencia
de una puerta l6gica AND; que hace referencia a que se necesitan tanto el factor de
transcripcion SpoOA como DegU, mismos que pudimos identificar. Dicha compuerta
l6gica, se creé, que se da porque algunas proteinas necesarias para la sintesis de la matriz
pudieran ser co-reguladas por los factores de transcripcion mencionados, ademas de la
expresion de Sinl que reprime a SinR —principal represor de las proteinas necesarias para la

sintesis de la matriz— [116].

Al reducir la red en B. subtilis y simulando mutaciones deletéreas se conservaron en la
mayoria de los casos los mismo cuatro atractores. Para los nodos de los factores de
transcripcion Spo0A, ComK y DegU, se presentan solo dos atractores en cada caso,

correspondiendo a los fenotipos que antagonizan a los factores de transcripcion eliminados.

Nuestro modelo, por la naturaleza discreta del mismo, es una descripcion basica y
minimalista, debido a esto no puede explicar un buen nimero de condiciones del proceso e
implica varios supuestos importantes. Entre estos estan los niveles de expresion de SpoOA
que influyen en la expresion de ciertos genes, mismo que no pudimos observar y no se
pudo incluir en el modelo debido a que es todavia un problema abierto y solo hay
sugerencias que argumentan que los niveles de SpoOA se incrementan con el paso del

tiempo en la célula [91].

Otros supuestos son otros niveles de regulacion celular que presenta la diferenciacionen B.

subtilis, mismos que no tomamos en cuenta como la degradacion proteolitica del regulador
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DegU o cambios en los estados post-traduccionales, entre ellos la fosforilacion; mismo que

se predice puede influir en la decision de destino celular [116].

El régimen dinamico en el cual las redes G, de ambos organismos operan es cercano el
critico. Se ha demostrado que redes bioldgicas operan en el régimen critico o0 muy cercano
a este [117]. Y se ha argumentado que dichas redes son adaptables a cambios, pero lo
suficientemente robustas ante perturbaciones [118]. Estas propiedades emergentes son muy
relevantes ya que le permiten a los organismos poder resistir y adaptarse ante cambios
como ciertas mutaciones deletéreas y ante cambios en el medio donde se encuentra el
organismo. Ademas se ha visto, por modelos teoricos, que estas propiedades emergen al

evolucionar las redes [119].

57



6. Conclusiones

Las redes de regulacion son una abstraccion formal, muy Util para la representacion
de sistemas moleculares de regulacion bioldgica. Los modelos dindmicos aplicados a la
descripcion temporal de estas redes permiten obtener resultados importantes que pueden
contrastarse con datos experimentales. El estudio de las redes también permite la
generacion de predicciones y simulaciones. Ofrecen un medio, en ciertos casos Unicos, de
exploracion de algunas propiedades dindmicas de dichas redes, y se aproximan a analisis

integrales que permiten abordar la complejidad de los sistemas biologicos.

Los modelos de la dinamica del ciclo celular y division asimétrica en C. crescentus asi
como en la diferenciacion en B. subtilis fueron reconstruidos de la literatura original y
algunas bases de datos especializadas. Por medio del uso de un formalismo discreto fue

posible explicar la operacion de las redes completas.

La red de C. crescentus exhibe comportamiento oscilatorio de los reguladores durante el
ciclo celular. Esta actividad temporal puede ser explicada en el contexto de la formacién de
los micro-dominios espaciales en la célula bajo condiciones precisas. Las cascadas de
fosforilacion y protedlisis, las cuales convergen en el regulador global CtrA y permiten la
generacion de los dos tipos celulares, esto brinda algunas respuestas a posibles condiciones

que promuevan la diferenciacion celular.

Por un lado, lo que sabemos sobre la red de regulacién que controla el ciclo celular en C.
crescentus es el hecho que esta dirige un proceso robusto y complejo, capaz de hacer frente
a perturbaciones en la red sin propagar alguna disfuncion. Por otro lado, la cascada
relativamente larga (8 elementos) de quinasas y proteinas proteoliticas hace a la red lo

suficiente sensible para responder a mdaltiples condiciones ambientales. Este trabajo
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contribuye al entendimiento del mecanismo de regulacion que opera en el centro del

proceso de division asimétrica en C. crescentus.

En cuanto a B. subtilis, se reconstruyo la red con el menor nimero de elementos para poder
regular la emergencia de fenotipos de resistencia a condiciones ambientales desfavorables.
El modelo indicé que la red exhibe una dinamica multi-estable y los fenotipos generados
son excluyentes. Ademéas las trayectorias y la cuenca de atraccion de cada fenotipo estan
relacionadas con las proporciones poblacionales de cada tipo celular en un biofilm. El

fenotipo productor de matriz extracelular es el mas abundante.

La red, ademas de exhibir un comportamiento dinamico multi-estable, mostré ser muy
robusta ante perturbaciones en su estructura y se pudieron evidenciar los nodos mas
relevantes y esenciales en la generacion de los fenotipos. La red es robusta ante la
eliminacion de la mayoria de los nodos, con excepcidn de los nodos SpoOA, ComK y
DegU, ya que se pueden presentar los 4 atractores en dichas mutaciones. En cuanto a la
estabilidad de la red ante perturbaciones en las transiciones de estados, se obtuvo que la red
opera en el regimen ordenado muy cercano al critico, con las implicaciones adaptativas que

esto representa —ser robusta, sensible y adaptable a cambios en las condiciones del medio—.

Al analizarse la propiedad dinamica de sensibilidad de la red ante deleciones se puede
proponer que la red en conjunto integra tanto la emergencia de los 4 destinos celulares y lo
hace de una forma robusta y adaptable ante perturbaciones; dado por la integracion de la

red completa.
En ambos modelos dindmicos, las simulaciones tanto de eliminaciones de nodos uno a la
vez y el fijar el valor de un nodo dado, tienen correspondencia con la evidencia

experimental.

El presente trabajo aporta una vision general integrada y cualitativa del proceso de

generacion de multiples fenotipos en B. subtilis y el control del ciclo celular en C.
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crescentus. También muestra la relevancia de la topologia de las redes de regulacion, tanto

a nivel dindmico como a nivel adaptativo.
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7.  Perspectivas

Seria relevante estudiar dinamicamente alguna red para controlar division
simétrica, que podria ser el caso de la bacteria E. coli. Evaluar si esta presenta
dindmica mono-estable, ademas al comparar las propiedades operacionales que
presente con las redes consideradas en el presente trabajo. Ya que algunos trabajos han
revisado y comparado propiedades fisicas de la célula con division asimétrica con las
que presentan divisién simétrica [120], y no se ha analizado la relevancia que pudiera
tener la red de regulacion en esta distincion celular.

Ademas se podrian examinar estructuralmente las redes, motivos recurrentes o
mddulos disimiles. Siexiste relacion evolutiva entre los componentes de las redes o si,
en caso contrario, hubo un re-arreglo por nodos no relacionadas filogenéticamente.
Aunado a esto, algunas evidencias sugieren que la red de regulacion abordada en este
trabajo podria tener ortdlogos en un buen nimero de organismos de la misma clase
taxonémica que C. crescentus [121]. Y se ha identificado diferenciacion celular y
division asimétrica en organismos relacionados con C. crescentus, esto al momento de
infectar a sus hospederos respectivos, pero no se conoce el mecanismo que controla

este proceso [122].

Al igual que la red de C. crescentus en B. subtilis la red de diferenciacion celular podria
estar ampliamente representada en el orden de los Bacillales, ya que un numero
considerable de organismos presentan los fenotipos similares a B. subtilis [123]. Resulta
relevante el estudio dindmico en especies relacionadas con B. subtilis, para poder analizar

diferencias en las proporciones celulares de cada fenotipo en el contexto de una comunidad.
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Por otro lado, varios requerimientos se han marcado para que un organismo pueda ser
considerado multicelular, como es un complejo programa de desarrollo, diferenciacion
robusta y la emergencia de células de lineas germinales [126]. Algunos de estos rasgos
los presenta C. crescentus en su ciclo de vida y ciertos rasgos en la diferenciacién en B.
subtilis. Nuestro modelo dindmico puede dar indicios sobre la formacion de dos células
diferenciadas al partir de una célula polarizada. Con el uso de nuestro modelo se podria
explicar este fendmeno y contribuir al entendimiento del origen de organismos

multicelulares.
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Apéndice

Funciones légicas para simulacién de la dinamica en las G, tanto para C.

crescentus como en B. subtilis

Para Caulobacter Crescentus

Tabla 1.2 Funcion légica para la evolucion temporal del estado del nodo CtrA de la subred G, de C.

crescentus
CtrAc 1 if (CtrA; =1) OR (GcrA' =1) AND (CcrM' =0) AND (SciP' =0)
I =
0 if (CtrA, =0) AND (GcrA' =0) OR (CcrM' =1) OR (SciP' =1)
Tabla 2.2Funcion légica para la evolucion temporal del estado del nodo GcrA de la subred G,, de C.
crescentus
1if (DnaA' =1) AND (CtrA! =0
GerA™ =17 ( ) (CtrA, =0)
0 if (DnaA" =0) OR (CtrA! =1)

Tabla 3.2. Funcidn légica para la evolucién temporal del estado del nodo DnaA de la subred Gy, de C.

crescentus

onaac _ L (CtrAl =1) AND (CcrM® =1) AND (GcrA' =0) AND (DnaA' =0)
n p—
0 if (CtrA, =0) OR (CcrM' =0) OR (GcrA' =1) OR (DnaA' =1)

Tabla 4.2. Funcidn légica para la evolucion temporal del estado del nodo CcrM de la subred Gy, de C.

crescentus
coppt | Lif (CrA =1) AND (CerM' =0) AND (SciP* =0)
_|o/if (CtrA, =0) OR (CerM* =1) OR (SciP* =1)

Tabla 5.2. Funcidn logica para la evolucidon temporal del estado del nodo SciP de la subred G,, de C.

crescentus
1if (CtrAl =1) AND (DnaA' =0)
0 if (CtrAl =0) OR (DnaA' =1)

SciP™ =
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Tabla 6.2. Funcion logica para la evolucion temporal del estado del nodo CtrA de la subred Gy, de C.

crescentus

2 if (ChpT'=2) AND (CIpXP — RcdA' =0)
CtrA™™ =41 if (ChpT' =1) AND (CIpXP —RcdA' =0)
0 if (ChpT'=2) OR (ChpT'=1) AND (CIpXP — RcdA' =1)

Tabla 7.2.Funcién logica para la evolucién temporal del estado del nodo DivK de la subred G, de C.

crescentus

Sivet |2 1f (DIv' =2) AND (PleC' =1)
~|1if (DiVd' =1) OR (PleC! = 2)

Tabla 8.2. Funcion logica para la evolucién temporal del estado del nodo PleC de la subred Gy, de C.

crescentus
o _ |2 i (DIVK' =1)
|1if (DivK' =2)

Tabla 9.2. Funcion logica para la evolucién temporal del estado del nodo DivJ] de la subred Gy, de C.

crescentus

oiyget |2 if (DIVK' =2) AND (PleC' =1)
|1 if (DivK' =1) OR (PleC' =2)

Tabla 10.2. Funcion légica para la evolucién temporal del estado del nodo DivL de la subred Gy, de C.

crescentus
. 1 if (DivK' =1
DivL™ =47 ( _ )
0 if (DivK' =2)
Tabla 11.2. Funcién l6gica para la evolucién temporal del estado del nodo CckA de la subred Gy, de C.
crescentus
- - t
CokAlE — 2 if (DivL =1)
1 if (DivL' =0)
Tabla 12.2. Funcién légica para la evolucion temporal del estado del nodo ChpT de la subred Gy, de C.
crescentus
2 if (CckA' =2
ChpT'™ =4 ( )
1 if (CckA' =1)
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Tabla 13.2. Funcion l6gica para la evolucion temporal del estado del nodo CpdR de la subred Gy, de C.

crescentus

CpdR™ =

o [2if ChpT! =2)
1if (ChpT" =1)

Tabla 14.2. Funcion légica para la evoluciéon temporal del estado del nodo ClpXP-RcdA de la subred

G,y de C. crescentus

CIpXP — RedA™ :{1 it (CpdR’ =1) }

0 if (CpdR' = 2)

Para Bacillus subtilis

Tabla 15.2. Funcidn logica para la evolucion temporal del estado del nodo SpoOA de la subred G; de B.

subtilis
1 if (00A' =1) OR (SgA' =1) OR (SgH"' =1) OR (AbrB' =1)
$00A™ =4 AND NOT (ComK' =1) AND NOT (SinR' =1)
0 if (ComK'=1) OR(SnR' =1)

Tabla 16.2. Funcidn légica para la evolucion temporal del estado del nodo ComK de la subred G, de B.

subtilis
1if (ComK' =1) OR (JgA' =1) OR (DegU' =1) OR (Med' =1)
ComK '™ = AND NOT (Spo0A! =1) AND NOT (AbrB' =1) AND NOT (CodY" =1)
0 if (Sp00A! =1) OR (AbrB' =1) OR (CodY" =1)

Tabla 17.2. Funcion logica para la evolucion temporal del estado del nodo DegU de la subred G, de B.

subtilis
ey < L (DegU! =1) OR (SgA' =1)
= 0 if (DegU' =0) OR (SigA' =0)

Tabla 18.2. Funcion légica para la evolucion temporal del estado del nodo AbrB de la subred G, de B.
subtilis
1if (SgAf1 =1) AND NOT (AbrB' =1) AND NOT (S000A' =1)
0 if (AbrB' =1) OR (Spo0A' =1) }

AbrB'™ = {
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Tala 19.2. Funcidn logica para la evolucién temporal del estado del nodo SigA de la subred G, de B.

subtilis

s =]t if (SgA. =1) AND NOT (Spo0A' =1)
10 if (o0A =1)

Tabla 20.2. Funcion légica para la evolucion temporal del estado del nodo SigH de la subred G, de B.

subtilis
L = 1if (SgA' =1) AND NOT (AbrB' =1)
0 if (AbrB' =1)

Tabla 21.2. Funcion loégica para la evolucion temporal del estado del nodo ScoC de la subred G, de B.

subtilis
ot = LT (SGA'=1) OR (AbrB' =1)
0 if (3gA' =0) OR (AbrB' =0)

Tabla 22.2. Funcion logica para la evolucion temporal del estado del nodo CodY de la subred G, de B.

subtilis
oyt = ! if (SgA =1)
0 if (SgA' =0)

Tabla 23.2. Funcion légica para la evolucion temporal del estado del nodo Med de la subred G, de B.

subtilis

o = |1 1T (S9A"=1) AND NOT (Spo0A' =1)
|0 if (Sp00A" =1)

Tabla 24.2. Funcion légica para la evolucidon temporal del estado del nodo Sinl de la subred G, de B.

subtilis

gy 1 (S00A" =1) OR (SgA' =1) AND NOT (AbrB' =1) AND NOT (SnR' =1)
0 if (AbrB' =1) OR (SnR =1)

Tabla 25.2. Funcion l6gica para la evolucion temporal del estado del nodo SinR de la subred G, de B.
subtilis
1if (a)OOAt =1) OR (SgAt =1) AND NOT (Aert =1)
SnR* = AND NOT (ScoC! =1) AND NOT (Sinl* =1)
0 if (AbrB' =1) OR (ScoC' =1) OR (Sinlt =1)
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