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RESUMEN 

La tuberculosis, cuyo agente causal es Mycobacterium tuberculosis (MTB), pre-

senta dos tipos de infección: una activa con una alta tasa de mortalidad, y otra inac-

tiva denominada infección latente de tuberculosis (ILTB), con una elevada preva-

lencia que alcanza a la cuarta parte de la población mundial. 

Durante la ILTB, MTB se encuentra en estado de dormancia, caracterizado por una 

baja actividad metabólica. Ante un debilitamiento del sistema inmunológico del 

huésped, el patógeno puede reactivarse y provocar una infección activa. Sin em-

bargo, hasta la fecha se desconocen los mecanismos moleculares involucrados en 

la transición de la dormancia a la reactivación. 

Las redes booleanas permiten modelar sistemas complejos y sus atractores repre-

sentan estados estables del sistema que pueden asociarse a estados celulares, por lo 

tanto, pueden ser validados con datos experimentales de expresión genética en di-

chos estados. 

En este estudio, se ha obtenido un modelo booleano de la red de dormancia de MTB, 

producto de la modificación de un modelo inicial propuesto por Bose y colabora-

dores e integrando los datos más recientes de ChipSeq y de expresión genética du-

rante la dormancia y la reactivación. Esta red contiene 26 genes de MTB involucra-

dos en los procesos de dormancia y de reactivación como los factores promotores 

de resucitación (Rpf): RpfC, RpfD, RpfE y el gen hspX vinculado a las citoquinas 

del huésped. Tres de los atractores de esta red, se corresponden con los estados 



fundamentales binarizados de MTB: Hipoxia Temprana, Hipoxia Tardía y Reacti-

vación.  

Mediante mutaciones en la red, se evaluaron que nodos son necesarios para alcanzar 

los estados atractores. Así, se observó que los genes Rv0324 y Rv3574 son necesa-

rios para que la red alcance el atractor de Hipoxia Tardía. Por otro lado, los genes 

RpfD, Rv1033c y Rv2011c son necesarios para alcanzar el atractor de Reactivación. 

Estos resultados sugieren un posible rol terapéutico de estos últimos genes como 

dianas terapéuticas para el desarrollo de fármacos que inhiban la reactivación de la 

tuberculosis.  

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis, redes boolenas, dormancia, reactiva-

ción. 

  



ABSTRACT 

 

Tuberculosis, caused by Mycobacterium tuberculosis (MTB), manifests in two 

forms: active tuberculosis, characterized by high mortality rates, and latent tuber-

culosis infection (LTBI), prevalent in approximately one-fourth of the global pop-

ulation. 

During LTBI, MTB enters a dormant state characterized by low metabolic activity. 

Upon weakening of the host's immune system, the pathogen can reactivate, leading 

to active infection. However, the molecular mechanisms underlying the transition 

from dormancy to reactivation remain poorly understood to date. 

Boolean networks enable modeling of complex systems, with their attractors repre-

senting stable system states that can correspond to cellular states, and can be vali-

dated with experimental gene expression data in those states. 

In this study, a Boolean model of MTB dormancy network was developed by mod-

ifying an initial model proposed by Bose et al., integrating recent ChipSeq and gene 

expression data during dormancy and reactivation phases. This network encom-

passes 26 MTB genes involved in dormancy and reactivation processes, including 

resuscitation-promoting factors (Rpfs) such as RpfC, RpfD, RpfE, and the hspX 

gene linked to host cytokines. Three attractors of this network correspond to funda-

mental binary states of MTB: Early Hypoxia, Late Hypoxia, and Reactivation. 

Through mutations in the network, it was evaluated which nodes are necessary to 

reach the attractor states. Thus, it was observed that genes Rv0324 and Rv3574 are 

required for the network to reach the Late Hypoxia attractor. Furthermore, genes 



RpfD, Rv1033c, and Rv2011c are necessary to reach the Reactivation attractor. 

These findings suggest a potential therapeutic role for these latter genes as thera-

peutic targets for the development of drugs to inhibit tuberculosis reactivation. 

 

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, Boolean networks, dormancy, reactiva-

tion. 
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I. INTRODUCCIÓN 

La tuberculosis representa un grave problema de salud mundial. El agente causal es 

Mycobacterium tuberculosis (MTB). Se conocen dos tipos de infección: tubercu-

losis activa e infección latente de tuberculosis (ILTB). La primera posee una alta 

letalidad, que es responsable de la muerte de millones de personas todos los años 

(1). Por otro lado, la ILTB posee una alta prevalencia, como lo demuestra el hecho 

de que un cuarto de la población mundial sufra de ILTB, siendo los países subde-

sarrollados los más afectados, algunos con hasta el 80% de su población infectada 

(2). 

La infección por MTB inicia cuando el patógeno ingresa a través de las vías respi-

ratorias de su huésped, una vez dentro de los alveolos, el patógeno infecta a los 

macrófagos alveolares y origina la fase aguda de la enfermedad. Esta infección 

puede ser eliminada por completo, dependiendo de la virulencia de la cepa y del 

estado del sistema inmunológico del huésped. Si el sistema inmunológico del hués-

ped no es capaz de eliminar por completo a los patógenos, estos pueden permanecer 

en un estado de dormancia, estableciéndose la ILTB. La dormancia de MTB se ca-

racteriza principalmente por una baja tasa de replicación y una alta resistencia a los 

antibióticos. La ILTB puede durar desde un par de años hasta décadas. La duración 

de la ILTB y su transición a una infección activa de tuberculosis, depende que se 
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produzca un eventual debilitamiento del sistema inmunológico del huésped, que 

puede ser producto de una infección o un tratamiento inmunosupresor (3, 4). 

Gracias al uso de modelos in vitro del estado de dormancia de MTB, se han identi-

ficado dos grandes grupos de genes que se activan en respuesta a la hipoxia: los 

genes de respuesta temprana a la hipoxia (RHT), que comprende alrededor de 48 

genes, y los genes de respuesta tardía a la hipoxia (RHD), que comprenden cerca 

de 230 genes (5, 6).  

La dormancia emerge como resultado de las interacciones de MTB con su entorno. 

Para estudiar este proceso se han llevado a cabo investigaciones en genómica, pro-

teómica y metabolómica de MTB durante la dormancia. Estos estudios nos han per-

mitido conocer los principales factores del patógeno involucrados en el proceso de 

dormancia (7). Sin embargo, todavía hacen falta más estudios que permitan revelar 

sus interacciones con los factores del sistema inmune del huésped, e incluso el 

efecto de estados patológicos del paciente como el HIV y la Diabetes (8).  

Este sistema complejo, en el que MTB regula la expresión de sus genes para evadir 

la respuesta inmunológica del huésped, se puede entender como un estado de equi-

librio en el que el huésped contiene la infección, mientras que el patógeno sobrevive 

dentro del huésped en estructuras denominadas granulomas.  
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La biología de sistemas nos permite modelar sistemas complejos y encontrar sus 

principales propiedades. Las redes booleanas constituyen una herramienta versátil 

para modelar sistemas biológicos. 

Las redes booleanas son una herramienta matemática utilizada para modelar siste-

mas dinámicos complejos, como las redes de regulación genética. Una ventaja sig-

nificativa de las redes booleanas es su capacidad para simplificar y comprender la 

dinámica de los sistemas (9, 10). Además, son fáciles de construir y analizar, lo que 

las hace útiles para investigar sistemas biológicos complejos. En particular, los 

atractores de la red booleana, que son los estados estables de la red, pueden ser 

asociados con estados biológicos específicos (11, 12). Esta característica las hace 

especialmente útiles para estudiar sistemas biológicos como las redes de regulación 

genética y para identificar posibles objetivos terapéuticos. 

Los datos de expresión genética permiten inferir redes de regulación en diferentes 

condiciones experimentales (13, 14). La representación dinámica de redes también 

nos permite simular las perturbaciones producidas en el sistema al introducir muta-

ciones de inactivación o activación a nodos de la red (15). En el caso del proceso 

de dormancia de MTB, las redes booleanas pueden ser útiles porque permiten mo-

delar la interacción de los diferentes componentes del sistema sin necesidad de co-

nocer la cinética de interacción entre los componentes. Esta cinética depende de 

variables difíciles de obtener, como la tasa de consumo de oxígeno del MTB en 
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estado activo y de dormancia, o la tasa de muerte del MTB en estado de dormancia 

por día (16). 

El enfoque de la biología de sistemas permite comprender las relaciones entre las 

redes del patógeno el sistema inmune del huésped, lo que abre la posibilidad de 

simular antimicrobianos e inmunomoduladores de manera conjunta como trata-

miento. Esta estrategia, que consiste en combatir no solo al patógeno, sino también 

en modular la respuesta inmune del huésped, resulta fundamental para reducir el 

daño tisular que suele acompañar a esta patología incluso después de eliminar al 

patógeno del huésped. En este sentido, se están llevando a cabo varios estudios en 

fase preclínica para evaluar la eficacia de inmunomoduladores en combinación con 

terapia antibiótica para el tratamiento de la tuberculosis (17, 18). 
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II. MARCO TEÓRICO 

2.1. TUBERCULOSIS EN INFECCIÓN, LATENCIA Y REACTIVACIÓN  

M. tuberculosis tiene como huésped obligado al ser humano desde hace más de 50 

000 años y ha coevolucionado con él, desarrollando mecanismos de evasión del 

sistema inmunológico (19). Su envoltura es un claro ejemplo de la compleja red de 

interacciones entre MTB y su huésped, siendo esta cápsula altamente inmunogénica 

y conteniendo varios patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP) (20). 

Esto configura diferentes vías de internalización de MTB por los macrófagos u otras 

células fagocíticas, y al mismo tiempo determina diversos mecanismos de modula-

ción de la respuesta inmune (21).  

El ciclo de infección de MTB inicia cuando una partícula en suspensión 

conteniendo al patógeno es expulsada de una persona con tuberculosis activa y es 

inhalada por otra persona sana. Una vez dentro de los alvéolos, el patógeno es 

reconocido por las células dendríticas y macrófagos mediante el reconocimiento de 

sus PAMP y es fagocitado como parte de la respuesta inmune innata. En este 

momento, MTB modula la respuesta del macrófago a su favor para poder 

multiplicarse y desarrollar una infección aguda (22). El proceso inflamatorio 

ocasionado por la lisis de macrófagos desencadena la migración de neutrófilos y de 

otras células presentadoras de antígenos como las células dendríticas (CD) al lugar 

de la infección. Estas fagocitan partículas del patógeno, las degradan y exponen los 
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antígenos en su superficie. Al mismo tiempo, estas células migran a los nódulos 

linfáticos en busca de linfocitos T y B con receptores para los antígenos de MTB. 

Cuando encuentran a estos linfocitos, los activan y se monta la respuesta inmune 

adaptativa, que es más específica y fuerte contra MTB, y que va permitir, 

dependiendo del estado inmunológico del huésped y de la virulencia de la cepa, la 

eliminación completa del patógeno (3). Esta respuesta está montada principalmente 

por linfocitos T CD4+ y linfocitos T CD8+, que no solo pueden activar a los 

macrófagos, sino que también tienen la capacidad de eliminar células infectadas 

con MTB (4). Sin embargo, si esta respuesta no es suficiente, lo que se logra es solo 

contener al patógeno dentro de estructuras denominadas granulomas, que son 

estructuras conformadas por macrófagos infectados y bacilos libres en su interior, 

rodeados por una capa de linfocitos, CD y neutrófilos. MTB puede permanecer años 

e incluso décadas dentro de estas estructuras en un estado denominado de 

dormancia, en el que es altamente resistente a los antibióticos. Ante un 

debilitamiento del sistema inmunológico del huésped, debido, por ejemplo, a un 

tratamiento inmunomodulador, o a enfermedades como HIV o diabetes, o a la 

senectud, se puede reactivar el patógeno y volver a generar la tuberculosis activa 

(3). Ver figura 1.  
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Fig. 1 Diagrama esquemático de la infección latente de tuberculosis. La 

ILTB representa un equilibrio entre la inmunidad del huésped y la capacidad 

invasiva de M. tuberculosis; cualquier cambio en el estado inmunológico del 

paciente podría alterar este equilibrio (A). MTB excretada por pacientes con 

tuberculosis activa es inhalada por personas sanas y, una vez en los alvéolos 

pulmonares, es fagocitada por células presentadoras de antígenos, como ma-

crófagos, neutrófilos y células dendríticas (B). Posteriormente, estas células 

presentadoras migran a los nódulos linfáticos para activar células T que, a su 

vez, se desplazan hacia el sitio de infección por MTB, formando granulomas 

(B). Si la inmunidad del huésped es suficientemente fuerte, las células del sis-

tema inmunitario eliminarán al patógeno. Si la inmunidad del huésped es débil, 

MTB se replicará en el tejido granulomatoso, rompiendo la restricción granu-

lomatosa y dando lugar a la tuberculosis activa. Si la inmunidad del huésped y 
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la capacidad invasiva de M. tuberculosis están equilibradas, el huésped desa-

rrollará una infección latente ILTB (A, B). Tomado de:  Differential Diagnosis 

of Latent Tuberculosis Infection and Active Tuberculosis: A Key to a Success-

ful Tuberculosis Control Strategy (3). 

Los mecanismos genéticos de la reactivación son objeto de constante estudio. Se 

sabe que los Factores Promotores de Resucitación (Rpf) son esenciales para este 

proceso; en MTB, esta familia comprende cinco proteínas: RpfA, RpfB, RpfC, 

RpfD y RpfE. Estudios estructurales sugieren que estas proteínas tienen actividad 

enzimática de peptidoglucano hidrolasas, lo que sería relevante para su función fi-

siológica. Además, la deleción de estos genes no afecta su crecimiento normal, pero 

impide su reactivación desde el estado de dormancia (23). En estudios en modelos 

murinos de latencia, se ha demostrado cómo la inmunosupresión y la diabetes pue-

den afectar la expresión de RpfD y RpfB durante la fase de dormancia; en particular, 

la diabetes puede aumentar la expresión de RpfD durante la dormancia, lo que pro-

vocaría la reactivación de MTB (8).  A pesar de estos avances, todavía no se cono-

cen los mecanismos moleculares que permiten a las redes genéticas de MTB tran-

sitar desde un estado de dormancia a la reactivación. 

2.2.  LA RED DE REGULACIÓN GENÉTICA DE MTB. 

 

Una red se puede representar mediante un grafo, que consta de un conjunto de nodos 

conectados por aristas. En las redes de regulación genética, los nodos son los genes 

y las aristas representan los tipos de interacción, que puede ser activadora o 
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inhibidora entre los nodos. En una célula, los factores de transcripción (FTs) son 

los responsables de inhibir o activar a sus genes objetivo, por lo tanto, las aristas 

siempre van a tener una dirección que va desde el factor de transcripción hacia el 

gen objetivo, conformándose una red dirigida. Estas conexiones generan dos tipos 

de distribuciones: 1) una distribución de conectividad de entrada (P(k)in), 

determinada por la probabilidad de que un determinado gen tenga un número k de 

FTs que lo regulan y 2) una distribución de conectividad de salida (P(k)out), 

determinada por la probabilidad de que un FT particular regule k genes.  

Existen diversos métodos para construir las redes de regulación genética. Uno de 

ellos consiste en construir la red directamente a partir de datos experimentales de 

expresión genética mediante algoritmos de generación de funciones booleanas in 

silico (13, 14, 24). Otro enfoque implica analizar la interacción de los FTs con los 

promotores de sus genes objetivos mediante estudios ChipSeq, para determinar las 

conexiones entre los nodos (25). Además, se utilizan datos de expresión genética 

diferencial en presencia y ausencia del FT, para evaluar si la relación entre un FT y 

sus genes objetivo es de activación o inhibición para cada conexión. Si la expresión 

de un gen aumenta significativamente cuando el FT está presente, se considera una 

relación de activación. Por el contrario, si la expresión de un gen disminuye signi-

ficativamente en presencia del FT, se considera una relación de inhibición. En la 

figura 2 se muestra una explicación más detallada del método ChipSeq.  
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Fig. 2 Ensayo Chip-Seq. A la izquierda, los FTs representados por círculos 

rosados unidos al ADN se unen a una región específica del ADN y se entre-

cruzan por la acción del formaldehído, en una siguiente etapa el ADN es frag-

mentado por sonicación o por un proceso enzimático. Los complejos proteína-

ADN son inmunoprecipitados mediante anticuerpos específicos para cada uno. 

Se separan los fragmentos de ADN y son secuenciados. Mediante alineamiento 

al genoma del organismo de estudio se identifica la región a la que se une cada 

FT. Tomado de: ChIP-Seq and the Complexity of Bacterial Transcriptional 

Regulation (25).  

 

MTB posee un genoma compuesto de 4 411 529 pares de bases (26). En 2008, 

Balázsi y colaboradores construyeron la primera red de regulación genética de 

MTB, utilizando tres fuentes de información: la plataforma MtbRegList, una base 

de datos que está dedicada al análisis de expresión génica y datos de regulación en 

MTB (27); la red de regulación de E. coli para inferir regulaciones por ortología 

con los pares TF-gen objetivo de E. coli, y los de resultados de experimentos de 

microarreglos durante condiciones de normoxia e hipoxia (28). Esta red contenía 

45 FTs y se organizó en 18 origones, definidos como un FT y sus genes regulados 
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directa e indirectamente. Uno de estos origones comprendía al FT DosR, funda-

mental en la adaptación de MTB a la hipoxia (29). Ver figura 3. 

Al analizar la topología de esta red, los autores encontraron que la red de regulación 

para MTB presentaba una distribución de tipo exponencial para P(k)in, similar a las 

encontradas para E. coli y S. cereviseae. Sin embargo, para P(k)out no se encontró 

una distribución de ley de potencias, a diferencia de las redes de E. coli y S. cerevi-

siae que sí obedecen a una distribución de ley de potencias (29).  

 

 

Fig. 3 Red de Regulación genética de MTB. Se muestran la red de 45 FTs con-

formando 18 origones. Los nodos de entrada (genes sin reguladores transcripciona-

les conocidos) se muestran en azul, mientras que los nodos de tránsito (FT con re-

guladores transcripcionales conocidos) se muestran en verde. Los nodos blancos 

representan nodos de salida (genes que codifican proteínas sin actividad de FT). 

Las aristas muestran la dirección de la regulación. En la gráfica superior derecha se 

presenta el P(k)out y en la gráfica inferior derecha se muestra el P(k)in. Tomado 
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de: The temporal response of the Mycobacterium tuberculosis gene regulatory net-

work during growth arrest (29).  

 

En 2011, Sanz y colaboradores llevaron a cabo un estudio que demostró que la red 

de regulación génica de MTB sigue una ley de potencias para P(k)out ≈ k-ϒ, con un 

exponente ϒ de aproximadamente 0,99 ± 0,07 para la conectividad y una distribu-

ción de tipo exponencial para P(k)in (30). Ver figura 4. Una distribución exponen-

cial para P(k)in implica que la mayoría de los genes tienen pocos reguladores, ya 

que la probabilidad de tener k reguladores disminuye exponencialmente a medida 

que aumenta k. Por otro lado, P(k)out, sigue una distribución de ley de potencias, 

lo que indica que la probabilidad de tener k reguladores disminuye más lentamente 

con el aumento de k, lo que significa que es probable encontrar FTs que regulan a 

muchos genes. Estos FTs, conocidos como nodos Hubs, están implicados en los 

procesos regulatorios fundamentales, como la adaptación a la hipoxia y el estable-

cimiento del estado de dormancia en MTB. Por ejemplo, los reguladores dosR y 

phoR son algunos de estos nodos Hubs (30). Ver figura 5. 
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Fig. 4 Distribución de conectividad P(k)out de la red genética de MTB. El eje 

P(k> k*) indica la probabilidad de encontrar un nodo con una conectividad 

mayor a k*(representado en escala logarítmica). Tomado de: The Transcrip-

tional Regulatory Network of Mycobacterium tuberculosis (30).  
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Fig. 5 Reguladores Hubs en la red de regulación genética de MTB. En el 

eje de ordenadas se representa el número de nodos regulados por los regula-

dores que forman el eje de las abscisas, donde: mosR, sigE, phoP, crp, regX3, 

mrpA, sigF, ideR, sigB, lrpA, sigM, sigG, kstR, dosR, furB representan FTs 

de la red de regulación genética de MTB. Tomado de: The Transcriptional 

Regulatory Network of Mycobacterium tuberculosis (30).  

 

2.3.  ESTADO DE DORMANCIA DE MTB 

El estado de dormancia se caracteriza por la detención del crecimiento de MTB. 

Este fenotipo se origina como una respuesta adaptativa a condiciones extremas de 

estrés, como falta de nutrientes (C, N, P, Mg, Fe) o un ambiente adverso que incluye 

un pH ácido o la presencia de sustancias reactivas de oxígeno y nitrógeno (31). Para 

estudiar este estado de dormancia, se han desarrollado diversos modelos in vitro 
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que permiten simular condiciones de estrés específicas, como la limitación de nu-

trientes o de oxígeno. Uno de los más importantes es el desarrollado por el Dr. 

Lawrence Wayne, quien demostró cómo una disminución paulatina en la concen-

tración de oxígeno en un cultivo de MTB genera un estado no replicativo que le 

permite sobrevivir por largos periodos de tiempo. Este estado de dormancia también 

confiere una resistencia a antibióticos, como la isoniazida y rifampicina (32).  

MTB puede sobrevivir en este estado de dormancia, dentro de los granulomas por 

largos periodos y reingresar a una fase activa cuando el sistema inmune del huésped 

se debilita. Para mantenerse viable en este estado, MTB ha desarrollado varios me-

canismos para modular su actividad. Por ejemplo, disminuye la expresión de com-

ponentes de la cadena del transporte de electrones, reduciendo así su producción 

energética y ralentizando su crecimiento (33). Sin embargo, MTB debe mantener 

un estado energético mínimo con un potencial de membrana estable que le permita 

posteriormente reactivarse. Para lograrlo, modifica sus rutas metabólicas, utili-

zando, por ejemplo, la vía del glioxilato, que le permite utilizar los ácidos grasos 

como fuente de energía. Además, se produce un incremento en la expresión de la 

isocitrato liasa, lo que le permite utilizar la producción de isocitrato para mantener 

su potencial de membrana, especialmente en condiciones de baja concentración de 

oxígeno, como las que se encuentran en los granulomas (33). Ver figura 6.  
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Fig. 6 Expulsión de Isocitrato Vs tiempo de exposición a distintas concen-

traciones de Oxígeno. N: 24 horas y 21% O2; 4H: 4 horas y 1% O2; 24H: 24 

horas y 1% O2 y R: 24 horas de re-aereación a 21% O2 luego de 48 horas de 

incubación a 1% O2. Durante la fase hipóxica, se observa un incremento en la 

expulsión de isocitrato al medio extracelular para contribuir a mantener el po-

tencial de membrana de MTB. Tomado de: Multifunctional essentiality of suc-

cinate metabolism in adaptation to hypoxia in Mycobacterium tuberculosis 

(33). 

 

De acuerdo con el modelo de inducción de la dormancia mediante la hipoxia, se 

pudo determinar que en la respuesta a la hipoxia existe: una fase inicial (RHT), que 

comprende la activación de alrededor de 48 genes por parte del sistema de dos 

componentes Dos R/Dos S; y una segunda fase (RHD), que se activa luego de días 

en hipoxia y comprende la activación de cerca de 230 genes (5). Para comprender 

mejor la red genética de dormancia de MTB dentro de la red de regulación genética 

de MTB, Galagan y colaboradores realizaron experimentos de Chip-Seq en 

condiciones de normoxia e hipoxia (1% de oxígeno). Analizando los resultados de 

estos experimentos, no se encontraron diferencias significativas en la topología de 

la red en estas dos condiciones (34). En esta red se evidenció la presencia de nodos 

Hub de hipoxia temprana, como Rv0081 y nodos Hub implicados en la respuesta a 
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la hipoxia tardía, como Rv0324 y Rv0494. Sin embargo, la mayoría de los nodos 

tienen baja conectividad. Ver figura 7. El análisis de esta red revela que el nodo 

Rv0081 es fundamental durante la transición de normoxia a hipoxia. Mediante un 

análisis de una subred regulatoria, que contempla a los FTs implicados en la 

respuesta a la hipoxia y al metabolismo lipídico, se observa que Rv0081 origina una 

fuerte inducción hacia el catabolismo de lípidos y degradación del colesterol, 

mediante la inhibición del Hub KstR (34). Ver figura 8.  

Estos resultados son consistentes con una interconexión entre la respuesta a la 

hipoxia, el metabolismo de lípidos y la producción de lípidos de la pared celular en 

respuesta a la falta de oxígeno. Estas interacciones permiten regular el metabolismo 

de MTB para persistir en un estado de dormancia.  
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Fig. 7 Red de regulación para 40 FTs de MTB. Las aristas de color rojo 

representan inhibición y las de color azul activación. Los nodos representan 

genes y los nodos rojos FTs. El tamaño de los nodos de los FTs es directamente 

proporcional a su grado de salida. La red solo representa las interacciones en 

las que el FT se une corriente arriba del gen. Tomado de: The Mycobacterium 

tuberculosis regulatory network and hypoxia (34).  
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Fig. 8 Subredes de regulación de MTB en hipoxia y normoxia. En esta fi-

gura se presentan los principales nodos de las subredes de regulación genética, 

y el tamaño relativo de los nodos es directamente proporcional a su conectivi-

dad. Las aristas de color azul representan inhibición, mientras que las de color 

rojo indican activación. Tomado de: The Mycobacterium tuberculosis regula-

tory network and hypoxia (34).  

El nodo principal de la subred de hipoxia temprana (RHT) es Dos R, que forma 

parte del sistema de dos componentes Dos R/Dos S (también denominado DevR/S 

y Rv3133c/Rv3132c). Este sistema está altamente expresado en cepas virulentas de 
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MTB en comparación con las no virulentas (6), (22). El sistema consta de la pro-

teína Dos S, que se encarga de percibir la concentración de O2, CO y NO, y de la 

proteína efectora DevR. En ausencia de O2, se activa Dos S, y a su vez activa a Dos 

R, que activará a los genes de respuesta a la hipoxia temprana (22). Si la hipoxia se 

mantiene por días, MTB iniciaría la vía de ingreso a la fase de dormancia. Ver figura 

9.  

 

Fig. 9 El rol del CO, NO y O2 en la activación del sistema DosR/T/S. Las 

flechas verdes indican la activación del sistema mediante CO o NO, mientras 

que las flechas rojas señalan su inactivación mediante O2. Tomado de: Myco-

bacterium tuberculosis: macrophage takeover and modulation of innate effec-

tor responses (22).  

 

Una vez activado el sistema DevR/S, se desencadenan eventos como la activación 

de factores como Rv0081, el cual se expresa en el estado temprano de hipoxia. La 

transición del estado de hipoxia temprana al de hipoxia tardía está mediada por el 
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factor Rv3334, que es activado por Rv0081. Rv3334, a su vez, inhibe la expresión 

de Rv0081 y activa un tercio de los genes involucrados en la respuesta a la hipoxia 

tardía (35).  

2.4. MODULACIÓN DEL SISTEMA INMUNOLÓGICO POR MTB 

2.4.1. Modulación de las células fagocíticas por parte de MTB 

MTB posee múltiples estrategias para sobrevivir dentro del macrófago. Por ejem-

plo, la modificación de proteínas de su superficie (36), secretando quinasas como 

las PtpB (37), o puede realizar modificaciones epigenéticas en el núcleo del macró-

fago (38).  

Otro grupo de estrategias consiste en evitar la maduración del fagosoma (22). Otro 

mecanismo importante de modulación es la interrupción de la cascada de señaliza-

ción ERK 1/2 del huésped, lo que inhibe la producción de las citoquinas IL-6 y 

TNF, y favoreciendo así la supervivencia del patógeno (39). Además, MTB altera 

la vía de reconocimiento de ADN y ARN exógenos, lo que conlleva a la inhibición 

de la producción de interferones asociados con una reducción de la resistencia del 

huésped al patógeno (40).  

El tráfico vesicular dentro de las células fagocíticas también es manipulado por 

MTB y puede escapar del fagosoma en condiciones que favorecen la infección de 

otras células vecinas (41).  



22 

 

MTB puede modular la autofagia y la apoptosis de las células fagocíticas, evitando 

la presentación de sus antígenos y una respuesta inflamatoria adaptativa mediada 

por citoquinas proinflamatorias como INF-ϒ, que podría eliminar la infección (40). 

Uno de los mecanismos por los que MTB evita la autofagia del huésped es mediante 

miR-125a, que bloquea al factor asociado a la resistencia a la radiación UV 

(UVRAG), inhibiendo así la autofagia (42).  

El sistema de ubiquitina también es modulado por MTB con proteínas como la ti-

rosina fosfatasa PtpA, que se une a ubiquitina y puede defosforilar las proteínas Jnk 

y p38 fosforiladas del huésped, lo que conduce a la supresión de la respuesta innata 

(43).  

2.4.2. Perfil de citoquinas durante la infección de MTB 

Además de los antígenos que MTB exhibe en su superficie, posee otras proteínas 

como Rv3131, que tienen capacidad de desencadenar una respuesta de citoquinas 

específicas. Esta proteína, perteneciente al regulón DosR, es una nitroreductasa que 

puede desempeñar una función protectora contra especies reactivas de nitrógeno. 

Además, es capaz de inducir un perfil de citoquinas proinflamatorias como IFN-γ, 

TNF-α, IL-1 β y IL-8 en células periféricas mononucleares (44). Este perfil de ci-

toquinas favorece una respuesta pro-inflamatoria que se ha demostrado ser muy 

efectiva en la erradicación de la infección. Sin embargo, MTB ha co-evolucionado 

con los seres humanos, y esta coexistencia le ha permitido modular el perfil de ci-
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toquinas del huésped a su favor. En principio, MTB sobrevive evitando la activa-

ción de las citoquinas proinflamatorias como el TNF, lo cual dificulta su elimina-

ción (45).  

La regulación del perfil de citoquinas es fundamental para la modulación de la res-

puesta adaptativa. En particular, el INF-γ y la IL-6 favorecen la diferenciación de 

los linfocitos T vírgenes hacia linfocitos ThCD 4+ y Th 17. Estas células favorecen 

una respuesta inflamatoria y la activación de los macrófagos para eliminar a los 

patógenos. Sin embargo, esta respuesta debe ser modulada por linfocitos T regula-

dores (Treg) para evitar el daño tisular que favorecería la diseminación de MTB al 

resto de tejidos (46).  

El perfil de citoquinas también está implicado en la diferenciación de las células 

Natural Killer (NK) y en su capacidad para lisar monocitos infectados, siendo IL-2 

e IL-12 estimuladores de su actividad lítica. Se considera que, en estadios tempra-

nos de la infección, las células NK juegan un rol fundamental porque lisan no solo 

macrófagos y células dendríticas infectadas, sino también bacterias libres mediante 

receptores TLR2. Las células NK activadas también expresan diversas citoquinas, 

entre ellas IFN-γ, TNF-α y GM-CSF. Por lo tanto, no solo tienen actividades líticas, 

sino también funciones moduladoras de la respuesta inmune adaptativa (47). Ver 

figura 10.  
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Fig. 10 Efectos de las células NK durante los estadios tempranos y tardíos 

de la infección. En una fase temprana, las NK pueden ejercer una función 

lítica y favorecer una acción lítica al reconocer señales de estrés en macrófagos 

y células dentríticas. En estados tardíos, pueden ejercer funciones regulatorias 

de células T. Tomado de: Natural Killer Cells: A Coherent Model for Their 

Functional Role in Mycobacterium tuberculosis Infection (47). 

Se ha evaluado el perfil de liberación de citoquinas en personas con infección la-

tente respecto de controles sanos. Así, se encontró que existe una mayor cantidad 

de citoquinas proinflamatorias (GM-CSF, IFN-γ, IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12p70, 

TNF-α) en personas con tuberculosis latente y también un aumento de citoquinas 

antiinflamatorias IL-5 y IL-10 asociadas a linfocitos Th2 en dicho grupo (48). Otro 

marcador importante que se encuentra durante la infección latente es el marcador 

HLA DC expresado en células T CD4 + específicas de MTB, que se observaron 

luego de la exposición a antígenos de MTB (49).  

En su intento por contener la infección, el sistema inmune promueve la formación 

de una estructura de contención denominada granuloma, que contiene a los bacilos 

en estado de dormancia. Sin embargo, durante la reactivación, su interior se vuelve 

necrótico y tiende a romperse, diseminando la infección.  
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Se ha encontrado que los macrófagos espumosos están asociados con la progresión 

de los granulomas hacia un estado activo. En un estudio en modelos murinos, se 

inhibió la enzima diacilglicerol O-aciltransferasa 1, lo que produce una disminución 

en la cantidad de triacilglicerol en el interior del granuloma, verificándose una dis-

minución en la carga bacteriana. Este proceso está asociado con una disminución 

en el reclutamiento de neutrófilos al granuloma y con una disminución en las inter-

leuquinas inflamatorias, como IL1α (50).  

2.5. MODELADO DE SISTEMAS COMPLEJOS CON REDES BOOLEANAS 

Los sistemas complejos pueden definirse como una red de interacciones de muchos 

componentes cuyo comportamiento en conjunto es emergente. Es decir, el compor-

tamiento del sistema resulta de la interacción de sus partes y no se puede inferir 

directamente de las propiedades de sus elementos particulares, por lo tanto, para su 

estudio se requiere un abordaje necesariamente integrador (51).  

El estudio de las redes complejas comprende dos áreas fundamentales: (1) el estudio 

de sus propiedades topológicas, como su distribución de conectividad; (2) el estudio 

de sus propiedades dinámicas, como la sincronización. Ejemplos de esta última pro-

piedad son los procesos físicos como la sincronización de dos péndulos que se sos-

tienen de una misma viga, o la sincronización del brillo de un grupo de luciérnagas 

(52).  
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El modelo de Erdós-Rényi (ER) fue la primera aproximación a una red compleja. 

Este modelo considera una red aleatoria de N nodos con probabilidad P de tener 

una conexión entre dos nodos y donde el número total de enlaces (E) está dado la 

siguiente ecuación:  

( )
2

1−N
N=E  

Para un determinado número M de conexiones se obtiene una distribución de grados 

de probabilidad binomial. En esta distribución, existe una probabilidad P de que un 

par de nodos elegido al azar esté conectado (éxito) y una probabilidad 1-P de que 

no estén conectados (fracaso). El grado k de un nodo se define como el número de 

aristas a las que está conectado un nodo en particular. Cuando el número de nodos 

N tiende a infinito, la distribución de grados de los nodos tiende a la distribución 

de Poisson (53). Esta distribución cumple la siguiente ecuación:  

P (x=k )=
μk ∙e−μ

k!  

Donde P(x=k) representa la probabilidad de que un nodo tenga grado igual a k; μ 

representa el promedio de grado de los nodos de la red <k>; y k representa el grado 

de los nodos. Por su naturaleza, las distribuciones binomiales y de Poisson tienen 

un valor promedio que representa el comportamiento del sistema (Ver anexo 1) 

(54). Sin embargo, las distribuciones de grados observadas experimentalmente 
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siguen una ley de potencias, donde el grado promedio <k> no representa al sistema. 

En este tipo de distribución, la mayoría de los nodos tienen un valor bajo de k y, al 

mismo tiempo, existen algunos nodos con un valor elevado de k.  

Muchas redes de sistemas reales tienen distribución de grados que obedece a una 

ley de potencias con P(k)out ~k-γ, como en el caso de la red de regulación genética 

de MTB (30). En general, las redes con distribución de ley de potencias tienen su 

exponente ϒ con valores entre 1 y 3.  Ver tabla 1.  

 

Red Tamaño 
<k>  

γ out  
γ in  

WWW 2 x 108 7,5 2.72 2.1 

Coautores de publicacio-

nes en Neurociencia 

209 293 11.54 2.1 2.1 

Contactos sexuales 2810  3.4 3.4 

Metabólica, E. coli 778 7.4 2.2 2.2 

Actores del cine 212 250 28.78 2.3 2.3 

Tabla 1 Exponentes de redes complejas que siguen una ley de potencias.  

<k> = grado promedio de la red, k = grado del nodo, ϒin, ϒout son los expo-

nentes de la distribución de grados de entrada y de salida respectivamente. 

Tomado de: Statistical Mechanics of Complex Networks (53).  

 

2.6.  MODELOS BOOLEANOS DE REDES GENÉTICAS 

El dogma central de la biología establece que los genes son la fuente de la 

información hereditaria de todos los organismos vivos. Esta información es 

transcrita a ARN, para luego -en muchos casos- ser traducida en proteínas. En los 
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organismos pluricelulares, la información alojada en el o los cromosomas es la 

misma en cada célula, sin embargo, la expresión diferencial de los genes da lugar a 

distintos fenotipos. Estos fenotipos son estables, aunque es posible transitar de un 

fenotipo a otro, por ejemplo, en respuesta a cambios ambientales. Esta variación en 

la expresión diferencial es robusta y sufre pocas variaciones a través de las 

generaciones de una especie. No obstante, es importante señalar que también 

pueden sufrir variaciones y generar cambios evolutivos a escalas de tiempo más 

largas. El primer paso hacia una comprensión de cómo la interacción de los genes 

podría originar diversos fenotipos lo proporcionó Waddington, quien propuso un 

modelo de cómo las variaciones de actividad de los genes, que forman parte de una 

red, podrían variar el paisaje epigenético y conducir a diferentes fenotipos celulares 

(55). Ver figura 11.  

 

 

Fig. 11 Paisaje epigenético de Waddington. Los genes son representados 

como una red que genera el paisaje epigenético. Tomado de: The Strategy of 

the Genes (55). 
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En este modelo, cada valle del paisaje epigenético conforma un fenotipo celular, 

donde un estímulo externo podría modificar la forma del paisaje epigenético, 

favoreciendo un fenotipo Y sobre un fenotipo X. Ver figura 12. 

                          

Fig. 12 Variación del paisaje epigenético de Waddington. X e Y represen-

tan dos fenotipos. La flecha representa un estímulo externo. Tomado de: The 

Strategy of the Genes (55). 

 

Posteriormente, Kauffman en 1969 utilizó una red booleana aleatoria (RBA) para 

modelar las configuraciones posibles en redes genéticas (56). En este modelo, los 

genes conforman los nodos de un grafo dirigido, siendo los vértices las interaccio-

nes de activación o represión entre los nodos. Estos nodos solo pueden encontrarse 

en dos estados posibles: activo o inactivo, representados por 1 y 0 respectivamente. 

Esta aproximación, que en principio parece simplista, es suficiente para describir el 

comportamiento de los elementos del sistema, tal como se ha demostrado en los 

estudios del desarrollo floral, el ciclo celular de la levadura y en el desarrollo em-

brionario de D. melanogaster (11, 12). El estado de cada gen va a depender de fun-
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ciones booleanas de las entradas de cada nodo. Estas funciones lógicas están for-

madas por una combinación de las operaciones lógicas fundamentales. Ver figura 

13. 

 

Fig. 13 Operadores lógicos. 

De forma general, el modelo de Kauffman se puede representar como un 

conjunto de N genes, denotados como “g”. Donde el estado de cada gen “g” 

al tiempo t+1 es el resultado de evaluar al tiempo t una función “Fn”, la 

cual se define mediante la siguiente ecuación:  

( ) ( ) ( ) ( )( )tgn,tgntgnFn=+tg kn21 ,1  

 

Donde Fn representa una función booleana de kn reguladores (gn1, gn2…, gnkn) al 

tiempo t. Es decir, el estado de los kn genes reguladores al tiempo t determinará el 

estado del gen regulado al tiempo t+1 (56). Ver figura 14. 
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Fig. 14 Arquitectura de redes. a) Red de Kauffman con k=4. b) Red con 

distribución de Poisson para P(k)in, se observa un <k> =2. c) Red con distri-

bución libre de escala con exponente γ = 2.5 para P(k)in y un valor con <k> ~ 

2. Sin embargo, su arquitectura es muy diferente al caso anterior. Tomado de: 

Boolean dynamics of networks with scale-free topology (57). 

 

En el modelo original de Kauffman, estas funciones “Fn” se asignan de manera 

aleatoria desde el número total posible de funciones, es decir, 2(2^k), donde k es el 

grado de los nodos. Para k=2, habrían 2(2^2), es decir, 16 funciones posibles. El grado 
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de cada gen se establecen como una constante, conformando una red dirigida alea-

toria con N nodos. En este tipo de redes, donde cada uno de los N nodos puede 

tomar solo dos estados posibles 1 y 0, existen 2N estados posibles del sistema. Por 

ejemplo, para el caso de una red de 3 nodos y k=2, existen 8 estados posibles como 

entradas al tiempo t. Al tiempo t+1, todos los nodos del sistema toman el valor que 

resulta de evaluar las funciones lógicas de sus entradas. Dependiendo de las funcio-

nes lógicas de entrada, el sistema tenderá a estados particulares puntuales o cíclicos 

en los que permanecerá indefinidamente, sin importar los cambios en t. Estos esta-

dos se denominan atractores y se corresponderían con los valles del paisaje epige-

nético predicho por Waddington (55), como se muestra en la figura 15.  
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Fig. 15 Ejemplo de una red booleana de 3 variables. a) Red de 3 nodos con 

k=2. Donde se observan 3 funciones booleanas aleatorias para cada uno de los 

nodos b) Estados de la red al tiempo t y t+1. Donde cada nodo alcanza su 

estado al tiempo t+1 al evaluar su función booleana aleatoria de sus dos nodos 

de entrada c) A medida que evoluciona el sistema a través del tiempo, termina 

alcanzando un atractor cíclico de longitud 3, constituido por los estados 001-

101-110. Tomado de: Metabolic Stability and Epigenesis in Randomly Con-

structed Genetic Nets (56). 

 

Kauffman estudió los estados estables cíclicos de redes con 15, 50, 64, 100, 191, 

400, 1024, 4096 y 8191 nodos, para k=2, y redes con N = 50 para k =3, obteniendo 

atractores cíclicos con pocos estados. Por ejemplo, para k=2 y N=400, la media del 

tamaño de los atractores era de solo 8 estados. Esto contrasta con los enormes atrac-

tores que se producen si K=1 o K=N, que originan atractores con millones de esta-

dos. Estos resultados llevaron a Kauffman a concluir que estas redes aleatorias con 

grado 2 y 3 es probable que tengan relevancia biológica (57). 

Posteriormente, se descubrió que muchas redes reales tienen grado promedio simi-

lar, pero con topología libre de escala (53), como se ilustra en la figura 14. 

 

2.7. APLICACIONES BIOLÓGICAS DE REDES BOOLEANAS 

2.7.1.  Robustez y evolucionabilidad 

Si a un sistema se le aplican perturbaciones puntuales, es decir, se cambia el estado 

de activación de una fracción de genes particulares, y dichas perturbaciones se 
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propagan por toda la red con el tiempo, la red entra en un estado denominado 

“caótico”. Por otro lado, si estas perturbaciones se anulan rápidamente, se dice que 

la red está en un estado “ordenado”. Por último, si estas perturbaciones se 

mantienen en el tiempo en zonas restringidas de la red, decimos que el sistema se 

encuentra en un estado “crítico”, como se muestra en la figura 16. Para que los 

organismos puedan desarrollarse en interacción con el entorno, es muy beneficioso 

que sus redes biológicas operen en un estado crítico, de manera que sean estables 

para mantener el fenotipo y lo suficientemente flexibles para modificarse y 

evolucionar (58). 

Con datos experimentales de expresión genética, se ha podido encontrar las funcio-

nes booleanas asociadas a cada gen, para organismos modelo. Específicamente, se 

han estudiado las perturbaciones a las redes de regulación genética de S. serevisiae, 

B. subtilis, D. melanogaster y A. thaleana, encontrándose que estarían operando en 

estado crítico (59), como se muestra en la figura 17. 
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Fig. 16 Gráfica de una red en estado crítico. Se muestra la gráfica de la 

función recursiva M(x) que describe como evoluciona la red en función del 

grado de perturbación x. En la gráfica, las iteraciones están representadas por 

las flechas. Se puede observar que al iterar la función M(x), esta se aproxima 

lentamente a la recta identidad. Por lo tanto, la perturbación no desaparece, 

pero tampoco aumenta caóticamente, lo que mantiene la red en un estado crí-

tico. Tomado de: Boolean dynamics of networks with scale-free topology (57). 

 

 

Fig. 17 - Dinámica crítica de organismos modelo. Se muestra la gráfica del 

mapeo M(X) en función del grado de perturbación x. La línea punteada co-

rresponde a la recta identidad. Como se observa en las gráficas, M(x) se apro-

xima a la recta identidad en el origen. Por lo tanto, las redes genéticas de los 4 

organismos modelo se encuentran en estado crítico. Tomado de: Critical Dy-

namics in Genetic Regulatory Networks: Examples from Four Kingdoms (59). 

 

Estos resultados hacen suponer que los sistemas biológicos estarían operando en 

punto crítico. Esto le brindaría la flexibilidad suficiente a los organismos como para 

poder evolucionar y a la vez tener la robustez suficiente para no perder su 

organización a pesar de las perturbaciones del medio ambiente. Las redes 

booleanas, pese a su aparente simplicidad, nos han permitido analizar un proceso 
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tan complejo como la evolución de los organismos en base al estado en el que se 

encuentran sus redes biológicas.    

2.7.2. Modelos booleanos de sistemas biológicos 

Los modelos booleanos se han empleado para describir redes de regulación 

biológicas en diversos organismos modelo. Es importante destacar que, a diferencia 

de las redes de Kaufman, que presentan una estructura aleatoria, los modelos 

booleanos requieren datos experimentales para su construcción. Uno de los 

primeros organismos en donde se utilizaron redes booleanas para explicar su 

desarrollo fue A. thaliana (11). En este estudio, se implementó un modelo booleano 

estocástico. En este tipo de modelos, se establece una probabilidad η de que los Xn 

genes de la red no sigan sus funciones booleanas reguladoras (Fn). Por lo tanto, 

tenemos dos posibilidades: (1) un primer caso, donde se obedecen las funciones 

reguladoras, el estado de los genes se define como sigue: 

Xn (t+τ) = Fn(Xn (t)), con probabilidad p= (1 – η) 

Donde Xn representa el estado de activación de un gen en el tiempo t y τ representa 

el incremento discreto del tiempo t; (2) un segundo caso, en el que se desobedecen 

las funciones reguladoras, el estado de los genes se define como sigue: 

Xn (t+τ) = 1- Fn(t), con probabilidad p = η. 

Usando datos experimentales para construir este modelo, se creó una red booleana 

de 15 genes reguladores del desarrollo floral. Fueron encontrados diez atractores de 
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la red, de los cuales cuatro corresponden a las cuatro regiones del meristemo de la 

inflorescencia (I1, I2, I3 e I4), mientras que los otros seis corresponden a los cuatro 

tipos de células primordiales de órganos florales dentro del meristemo floral (sépa-

los, pétalos, estambres y carpelos) (11). Ver figura 18.  

 

Fig. 18 Red de reguladores con sus correspondientes vasijas de atracción. 

El modelo permite predecir las transiciones entre distintos atractores, que co-

rresponden a las células de los primordios florales. Tomado de: Stochastic Ex-

plorations of a Gene Network Epigenetic Landscape (11).  

 

Otro organismo modelo en el que las redes booleanas se han utilizado para modelar 

su desarrollo es D. melanogaster. En este estudio, el modelo es capaz de reproducir 

tanto los patrones de expresión genética experimentales de tipos salvaje como los 

patrones de expresión del tipo mutante. En este modelo, se utilizaron como nodos 

de la red las proteínas y los RNA mensajeros del organismo en desarrollo (12). 
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El cáncer es otro sistema que también se está estudiando mediante el uso redes boo-

leanas. Se ha postulado que las redes genéticas de las células cancerosas se encuen-

tran en atractores atípicos, que surgen debido a mutaciones en nodos de la red ge-

nética no cancerosa. Esto abre paso a la terapia de diferenciación, con el objetivo 

de intentar encausar nuevamente a la red hacia atractores típicos (60).  

Las redes booleanas también se han aplicado al estudio de la diferenciación de las 

células T CD4+. En este estudio, se construyó una red booleana que tenía en cuenta 

no solo los genes reguladores de la diferenciación de linfocitos, sino también las 

citoquinas moduladoras de la diferenciación como parte de la red (61). Ver figura 

19. Del análisis de esta red se obtuvieron atractores correspondientes a los distintos 

destinos celulares de las células T CD4+ y una interpretación de su plasticidad. Se 

identificaron los atractores de los siguientes destinos celulares: Th0, Th1, Th2, 

Th17, iTreg, Tfh, Th9 y células reguladoras T independientes de Foxp3 (TrFoxp3-) 

(61). Estos resultados demuestran como las redes booleanas permiten integrar fac-

tores de distinta naturaleza en una red, lo que las convierte en una herramienta po-

derosa y versátil. 
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Fig. 19 Red de regulación transcripcional y de señalización de células T 

CD4+. Tomado de: A Minimal Regulatory Network of Extrinsic and Intrinsic 

Factors Recovers Observed Patterns of CD4+ T Cell Differentiation and Plas-

ticity (61).  

 

La diferenciación de los macrófagos también ha sido modelada con redes boolea-

nas. Siguiendo la expresión temporal de citoquinas producidas en células de ratones 

C57BL/6, se determinaron las reglas lógicas de la red de regulación que origina la 

diferenciación de los tres principales destinos celulares de macrófagos: M1, M2 

tipo A y M2 tipo C. En este estudió se encontró que los factores IFN-γ, IL-1α, Lin-

fotactina, MCP-1, MCP-5 y SCF son fundamentales para la activación de macrófa-

gos tipo M1, mientras que los factores FGF-9, MCP-1, MCP-5, MIP-1β, MIP-2, 

SCF y VEGF-A lo son para la activación de macrófagos M2 tipo A (62).  
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2.7.3. Modelos booleanos de dormancia de MTB 

Las redes booleanas también se han utilizado para modelar el estado de dormancia 

de MTB. El primer modelo booleano de dormancia se construyó utilizando datos 

de expresión genética recopilados durante la hipoxia. Las conexiones entre los no-

dos se derivaron de análisis computacionales de interacciones proteína-proteína que 

se integraron con los datos de expresión genética y las redes de regulación genética 

(63). Esto permitió generar un módulo con dos grupos de proteínas: un primer grupo 

de 172 proteínas que interaccionan con genes regulados al alza y un segundo grupo 

de 632 proteínas que interaccionan con genes regulados a la baja durante la dor-

mancia (ver figura 20).  Mediante el análisis de datos experimentales de expresión 

genética de MTB en distintos modelos de dormancia, se identificaron dos grupos 

de genes según su nivel de expresión durante la hipoxia: 50 con expresión aumen-

tada y 34 genes con expresión disminuida, en todos los datos experimentados ana-

lizados. De este módulo, se seleccionaron 26 genes que aumentaron su expresión y 

13 genes que la disminuyeron para crear el modelo booleano de dormancia. En las 

simulaciones de trayectorias hacia el atractor, se parte de un estado inicial de la red 

en el tiempo t con los nodos a evaluar encendidos y el resto de los nodos apagados. 

Luego, en el tiempo t+1, se evalúan las funciones booleanas Fn para obtener el 

siguiente estado y se continúa hasta llegar a un estado que no cambia en el tiempo, 

lo que representa un atractor de la red. Al realizar las simulaciones de trayectorias 

partiendo de nodos individuales activados, no se obtuvieron estados estables que 
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representaran al sistema. Sin embargo, al iniciar las simulaciones con los factores 

Rv0081, DevR y DevS en estado activo, se llegó a un estado estable que concordaba 

bien con los datos experimentales. Esto respalda la hipótesis de que estos tres fac-

tores son fundamentales para iniciar la respuesta temprana a la hipoxia de MTB 

(63).  

 

 

Fig. 20 Agrupamiento de genes de MTB en base a su nivel de expresión 

durante la hipoxia. En verde se muestran los nodos con expresión aumentada; 

en rojo se muestran los nodos con expresión disminuida; en púrpura, se mues-

tran los primeros vecinos de los nodos con expresión aumentada; en amarillo, 

se muestran los primeros vecinos de los nodos de expresión disminuida; en 

azul, se muestran los nodos que interactúan tanto con nodos de expresión au-

mentada y disminuida. Tomado de: Understanding Communication Signals 

during Mycobacterial Latency through Predicted Genome-Wide Protein Inter-

actions and Boolean Modeling (63).  
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En un segundo modelo de dormancia de MTB, se usaron datos de expresión 

genética obtenidos durante 7 días de hipoxia. En este modelo, las relaciones entre 

los nodos se obtuvieron de experimentos de ChipSeq asociados a expresión 

genética. Al realizar experimentos in silico de mutagénesis puntual se determinó 

que los nodos: CsoR, Rv0081, Rv2034, Lsr2, PhoP, Rv1985c y Rv0324 son los 

más críticos en la red (64). Los resultados del modelo booleano se compararon con 

los datos experimentales de expresión genética durante los siete días de hipoxia 

como se muestra en la figura 21. El modelo pudo predecir el aumento de expresión 

de los nodos de hipoxia temprana devR, devS y Rv0081, que posteriormente 

disminuyen su nivel de expresión durante la hipoxia tardía. De forma similar 

también predice el comportamiento de los nodos hipoxia tardía como Rv0324, 

Rv0348, Rv2034 que tienen un bajo nivel de expresión durante la hipoxia temprana 

y un alto nivel de expresión durante la hipoxia tardía (64).  
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Fig. 21 Comparación de resultados del modelo booleano a los datos expe-

rimentales. Los valores de los nodos se agruparon en 4 niveles de expresión 

genética para 6 estados de hipoxia. Los colores indican los niveles de expre-

sión de los genes de la red, el amarillo indica un bajo nivel de expresión, el 

rojo un alto nivel de expresión, mientras que las tonalidades naranjas repre-

sentan un valor intermedio de expresión. A la izquierda se representan los ni-

veles de expresión experimentales para los 25 nodos de la red durante seis 

estados temporales (4h, 8 h, 12h, 1 día, 4 días y 7 días), mientras que a la 

derecha se muestran los niveles de expresión predichos por el modelo para los 

mismos nodos Tomado de: Understanding the role of interactions between 

host and Mycobacterium tuberculosis under hypoxic condition: an in silico 

approach. Genomics (64). 
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III. JUSTIFICACIÓN 

La capacidad de MTB de causar tuberculosis activa a partir de una reactivación 

desde el estado de latencia mantenido por largo tiempo, incluso décadas, es un serio 

agravante como problema de salud a nivel mundial (4, 8). Los modelos de redes 

booleanas han demostrado ser de gran utilidad para simular procesos de interaccio-

nes complejas en diversos sistemas biológicos, que abarcan a distintos organismos 

como D. melanogaster, A thaliana y bacterias como B subtilis (12, 11, 59). Dada la 

complejidad del estadio de dormancia de MTB, de los procesos de su inicio y la 

reactivación de MTB, se propone un abordaje desde la biología de sistemas para 

integrar los diversos factores del sistema en una red que nos permita una mejor 

compresión de estos procesos (51).  

Estudios previos del proceso de dormancia de MTB usando redes booleanas han 

permitido corroborar la importancia de algunos nodos ‘hub’ importantes como 

Rv0081, DevR y DevS, que forman parte de la respuesta temprana a la hipoxia y 

de otros nodos como Rv0324 y Rv1985c, que forman parte de la respuesta tardía a 

la hipoxia (63, 64). Sin embargo, estos modelos no han demostrado la existencia de 

atractores que se correspondan con el estadio de reactivación. Por lo tanto, un mo-

delo que genere los atractores de hipoxia temprana, tardía y de la reactivación, ba-

sado en datos experimentales de trabajos más recientes como el de Peterson y cola-
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boradores (65), que posee datos de expresión durante las etapas de hipoxia tem-

prana, tardía y de reactivación, sería de mucha utilidad para determinar los nodos 

críticos del sistema y proporcionar candidatos de blancos terapéuticos. 

Por otro lado, los estudios publicados solo contemplan factores del patógeno y no 

tienen algún tipo de vinculación con la respuesta inmune del huésped. Estudios pre-

vios han demostrado como la inmunosupresión que se produce durante la co-infe-

ción con HIV o el tratamiento inmunosupresor pueden favorecer la reactivación 

(66, 67). Un modelo que plantee la influencia de factores del sistema inmune del 

huésped como las citoquinas IFN-γ e IL-10, que han demostrado modificar la ex-

presión del gen HspX de MTB en modelos murinos (68) y que son producto de 

mecanismos como el censado de IFN-γ por parte de la proteína de membrana 

MmpL10  de MTB (69), podría contribuir a una mejor comprensión de las redes de 

interacción entre MTB y su huésped y al estudio de nuevas terapias que integran el 

uso de antimicrobianos junto a inmunomoduladores para tratar esta patología. 
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IV. HIPÓTESIS 

Una red booleana compuesta por los genes reguladores y efectores del proceso de 

dormancia de MTB y sus respectivas conectividades, arrojará atractores que repre-

sentan los estados celulares de hipoxia temprana, hipoxia tardía y reactivación iden-

tificados experimentalmente en estudios previos. 
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V. OBJETIVOS 

5.1. OBJETIVO GENERAL 

Diseñar una red booleana de los genes involucrados en la regulación del 

estado de dormancia de MTB que pueda simular los estados de hipoxia 

temprana, tardía y reactivación previamente caracterizados 

experimentalmente. 

5.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Desarrollar un modelo de redes booleanas para representar el sistema de 

dormancia de MTB.  

• Evaluar la capacidad del modelo de reproducir resultados experimentales en 

hipoxia temprana, tardía y reactivación, mediante el estudio de los atractores 

del modelo.  

• Expandir el modelo booleano de dormancia de MTB introduciendo nodos 

relacionados con la acción de las interleuquinas y evaluar sus resultados.  

• Expandir el modelo booleano de dormancia de MTB introduciendo nodos 

relacionados con la reactivación y evaluar sus resultados. 

• Realizar simulaciones de mutaciones que inactiven nodos específicos para 

identificar los nodos críticos de la red booleana de dormancia. 
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VI. METODOLOGÍA 

6.1. OBTENCIÓN DE DATOS DE EXPRESIÓN DIFERENCIAL DURANTE 

LA HIPOXIA 

Se analizaron los datos crudos de lecturas de RNAseq del trabajo de Peterson y 

colaboradores (65).  En este trabajo se tomaron 81 muestras de RNA total de un 

cultivo de MTB sometido a tres condiciones generales: (1) disminución de oxígeno 

disuelto (OD), desde 81,62 % a 0 % (durante el periodo de 0 a 47 horas); (2) man-

tenimiento en hipoxia (hasta las 114 horas) y (3) re-aireación (desde 114 a 120 ho-

ras). Las muestras son tomadas por triplicado. Las lecturas de las muestras tienen 

el identificador GEO: GSE116353. En el Anexo 2 se detallan las condiciones de 

cada muestra. 

6.1.1. Obtención de las lecturas de RNA seq 

Para todos los análisis computacionales se usó el lenguaje de programación R en la 

versión 3.6.3. El código para la obtención de las lecturas de RNA seq, se muestran 

en el Anexo 6. 

a) Usando la plataforma The European Nucleotide Archive, se procedió a obtener 

los archivos “Fastq1.gz” y “Fastq2.gz”, que contienen las lecturas en dirección 

5’→3’ y 3’→5’, respectivamente, del RNA total de cada una de las 81 muestras.  

https://www.elixir-europe.org/platforms/data/core-data-resources
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b) Se crearon las tablas “allFastq₁” y “allFastq₂”, con las lecturas “fastq1” y 

“fastq2” de las 81 muestras. 

6.1.2. Alineamiento de las lecturas al genoma de MTB 

a) Se descargó y descomprimió el genoma de MTB usando la base de datos del 

NCBI: “GCF_000195955.2_ASM19595v2_genomic.fna.gz”. Se procedió a 

indexar el genoma de MTB. 

b) Se generó un banco de datos (data frame) llamado “PROJECT” con todas las 

lecturas, para poder alinearlas al genoma de MTB. 

c) Se generaron los 81 archivos con formato BAM, que contienen las lecturas 

validadas alineadas a cada región del cromosoma de MTB. 

d) Se descargó de la base de datos de NCBI el archivo “sequence.gff3”, que 

contiene todos los genes de MTB. Luego se generó el archivo “data4”, que contiene 

todas las lecturas válidas para cada gen de MTB. 

Esta tabla "raw_counts.tsv" nos permitió obtener la distribución de lecturas válidas 

de cada gen de MTB, para cada una de las 81 muestras. Como ejemplo, se muestra 

la distribución de lecturas para el gen Rv3133c, que es un nodo fundamental de la 

red de dormancia. Ver figura 22. 
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 Fig. 22. Lecturas válidas del gen Rv3133c para las 81 muestras. En la parte 

inferior se muestras los 81 análisis se conforman las 25 muestras generales.  

En el panel derecho se ubica el nombre del gen evaluado. En el eje Y se en-

cuentra la cantidad de lecturas para cada uno de los 81 análisis realizados. 

 

6.1.3. Verificación del alineamiento de las lecturas al genoma de MTB 

usando el programa de visualización IGV 

Este programa permite cargar todas las lecturas de los 81 archivos BAM, junto con 

el genoma de MTB, y visualizar la ubicación de las lecturas para cada gen de MTB. 

De esta manera, se corroboraron los datos de la tabla "raw_counts.tsv". En la figura 

23, se observa un aumento significativo de lecturas a medida que disminuye el 

porcentaje de oxígeno disuelto para el gen Rv3133c (devR). Estas lecturas alcanzan 

un máximo y luego vuelven a disminuir, lo cual coincide con lo observado en la 

figura 22, donde se muestran las lecturas de la tabla "raw_counts.tsv" para el gen 

Rv3133c. Este proceso de comparación se repitió para otros dos genes más de la 
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red de dormancia: Rv0081y Rv3132c, lo que permitió verificar la correlación entre 

la cantidad de lecturas según la tabla "raw_counts.tsv" y los alineamientos en IGV 

para tres muestras: (1) 17 horas (con un 57.6 % de OD); (2) 50 horas (con un 0.0 % 

de OD) y (3) 112 horas (con un 0.0% de OD). 

 

 

Fig. 23 Comparación de lecturas para las muestras 17h-57.6%, 50h-0.0% 

y 112h-0.0 % de OD. En la parte inferior de la figura se encuentran los genes 

de MTB, como el gen Rv3133c (DevR) y Rv3132c (DevS). En el lado iz-

quierdo se observan tres muestras: la primera tomada a las 17 horas (con un 

57.6 % de OD), la segunda a las 50 horas (con un 0.0 % de OD) y la tercera a 

las 112 horas (con un 0% de OD). Las lecturas alineadas a genes orientados en 

sentido 5' a 3', como PPE50 y Rv3131, se muestran en color azul, mientras que 

las lecturas alineadas a genes en sentido 3' a 5', como DevR, DevS y Rv3134c, 

se representan en color naranja. El programa permite el conteo de lecturas ali-

neadas en cada región de cada gen. En particular, se muestran las lecturas ali-

neadas a la parte central del gen DevR: 24 lecturas en la muestra de 17 horas 

(con un 57.6 % de OD); 1430 lecturas en la muestra de 50 horas (con un 0.0 % 

de OD) y 146 lecturas en la muestra de 112 horas (con un 0.0% de OD). Estos 

valores coinciden con los encontrados en la tabla "raw_counts.tsv", lo que co-

rrobora la precisión del proceso bioinformático de alineamiento de las lecturas 

al genoma. 
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6.1.4. Obtención de la expresión diferencial para todos los genes de MTB, 

respecto de la muestra de completa oxigenación (81.62 % de OD). 

a) Los datos fueron analizados mediante el algoritmo DESeq (70). Este algoritmo 

nos permite obtener los valores de expresión diferencial respecto a la muestra con 

81.62% de OD. Las 81 muestras, en su mayoría, son análisis por triplicado, a ex-

cepción de la muestra de 54 horas que es por sextuplicado, constituyendo en total 

25 condiciones diferentes a la inicial de 81.62% de OD. Ver tabla 2. 
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Tabla 2 Condiciones generales de las muestras. A la derecha se encuentra 

la hora, a la izquierda el porcentaje de oxígeno disuelto para cada condición y 

en la última columna se muestran las etiquetas con las que está rotulada cada 

condición experimental.  

 

El código en R para el análisis de expresión diferencial entre la muestra de 

condición 17 horas (con 57.62 % OD) y la muestra de 0 horas (con 81.6 % OD) se 

muestra en el Anexo 6. 

b) Este código fue utilizado para cada una de las distintas 25 condiciones y se 

obtuvo la expresión diferencial para todos los genes de MTB. Todos los resultados 

se agruparon en una tabla conteniendo los valores de expresión diferencial para 

cada gen en cada una de las 25 condiciones experimentales (estados_hipoxia.csv). 

Estos valores son expresados en unidades de “log2ratio”, es decir, expresan el 

logaritmo en base dos del cociente entre las lecturas a una condición y la condición 

inicial. Ver Anexo 2. 

6.2. BINARIZACIÓN DE LOS NIVELES DE EXPRESIÓN DIFERENCIAL 

Para analizar los cambios de expresión genética mediante el uso de una red 

booleana, es necesario binarizar los datos de expresión diferencial, es decir, asignar 

un valor de 1 cuando exista un aumento de la expresión diferencial y un valor de 0 

cuando exista una disminución. Por lo tanto, debemos agrupar los datos de 

expresión diferencial en dos categorías, de modo que todos los N datos se dividan 

en 2 grupos. En general, dividir un conjunto de N datos en k grupos es un problema 
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complejo, con kN/k! soluciones posibles. Esto constituye un problema 

computacionalmente posible solo para valores pequeños de N. Para abordar este 

problema, se han desarrollados diversas heurísticas. Una de ellas es el algoritmo de 

agrupamiento k-means, también denominado algoritmo de Lloyd. Este algoritmo 

permite agrupar los N datos en k conjuntos. Cada punto se asigna al centro más 

cercano y luego se recalcula cada centro como la media de todos los puntos 

asignados a él. Estos dos pasos se repiten hasta que se cumple un criterio de 

finalización predefinido, que generalmente implica minimizar la suma de las 

distancias de Euclides al centro (71). Para obtener este agrupamiento con k=2, se 

siguió el siguiente procedimiento: 

a)  Se procedió a guardar en un vector, con el nombre de cada gen de interés, todos 

los datos de expresión diferencial sin procesar para cada una de las muestras, 

obtenidos del archivo “estados_hipoxia.csv”.  

En el Anexo 3 se muestra el código en R. 

b) Se generó una matriz “serie_tiempo” con todos los vectores de cada nodo. 

c) Se binarizaron los datos de expresión diferencial y se guardaron en el archivo 

"serie_tiempo_25.tsv". 
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6.3. OBTENCIÓN DEL AGRUPAMIENTO DE LOS ESTADOS DE HIPOXIA. 

Para obtener los estados de hipoxia de MTB, en primer lugar, se cargó el archivo 

estadod_hipoxia.csv, que contiene los valores de expresión diferencial para las 25 

condiciones experimentales y se realizó el agrupamiento mediante un análisis de 

componentes principales (72). En el anexo 6 se muestra código en R. 

6.4. OBTENCIÓN DE LA RED DE DORMANCIA DE MTB 

Para obtener la red de dormancia de MTB, se partió de la red previa inicial del 

trabajo de Bose y colaboradores (64), sin reguladores externos o internos. Esta red 

consta de 24 genes con las siguientes funciones booleanas: 
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Tabla 3 Funciones booleanas de la red de dormancia inicial con 24 nodos. 

En la columna de la izquierda se muestran los nodos de la red y en la columna 

de la derecha sus funciones reguladoras. Los nodos Rv0767c y Rv2324 no son 

regulados por otros nodos de la red, por lo tanto, solo figuran en la columna 

de la izquierda. Tomado de: Understanding the role of interactions between 

host and Mycobacterium tuberculosis under hypoxic condition: an in silico 

approach. Genomics (64).   

 

Para visualizar la red se crea un archivo redmtbe.24.txt con las funciones booleanas 

y se procede a obtener su gráfica. En el anexo 6 se muestra código en R. 
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Fig. 24 Estructura de la red de dormancia de 24 nodos inicial. Las aristas ne-

gras representan las interacciones de activación, mientras que las aristas rojas 

con extremos en forma de “T” indican las interacciones inhibitorias. 

 

6.4.1.  Verificación y corrección de las funciones booleanas de la red previa 

de 24 nodos 

Para la verificación o corrección, según fuera necesario, de las funciones booleanas 

de la red previa inicial del trabajo de Bose y colaboradores (64), se utilizaron los 

resultados experimentales del trabajo de Turkarslan y colaboradores (73), disponi-

bles en la plataforma “MTB Network Portal v2” y los resultados de Galagan y co-

laboradores (34). El primer trabajo contiene una base de datos con la información 

de los genes que son activados o inhibidos por los factores de transcripción de MTB, 

con sus correspondientes valores de p-value. El p-value es un valor estadístico que 

indica la probabilidad de obtener resultados tan extremos o más extremos que los 

observados, si la hipótesis nula (que no hay efecto o diferencia real) es cierta. En 

este contexto, los valores de p-value asociados con la activación o inhibición de 
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genes por factores de transcripción de MTB indican la significancia estadística de 

estas interacciones. 

Se aplicó el criterio de que cada p-value debe ser menor a 0.05 para considerar 

significativo el efecto del FT en cuestión y, en consecuencia, incluir dicho FT como 

parte de la función booleana del gen que regula. 

Al revisar esta base de datos, se encontraron FTs que no cumplían con el criterio de 

tener de p-value < 0.05. A continuación, en la tabla 4 se muestran los nodos y sus 

reguladores con sus valores de p-value que no cumplen con el criterio de inclusión. 
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Tabla 4 Nodos reguladores con un p-value > 0.05. En la columna de la iz-

quierda se muestran los genes de la red previa inicial del trabajo de Bose y 

colaboradores (64), en la columna del centro se muestran sus nodos regulado-

res, que en principio no serían significativos por tener un valor de p-value > 

0.05. Es importante tener en cuenta que un valor de p-value > 0.05 no siempre 

indica que los nodos no sean relevantes, ya que esto depende del contexto y de 

la interpretación específica del análisis estadístico realizado. 
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Una vez verificada la presencia de funciones reguladoras con un p-value mayor a 

0.05 en la base de datos de Turkarslan y colaboradores (73), se procedió a verificar 

todas las funciones booleanas con la segunda base de datos de Galagan y colabora-

dores (34). En el caso de funciones reguladoras con un p-value > 0.05 o que solo se 

encontraron en una de las bases de datos, se procedió a corroborar dichas funciones 

mediante el análisis de expresión diferencial entre el nodo regulador y su nodo re-

gulado, utilizando los datos experimentales obtenidos en la sección 7.1.4. Si se en-

contraba una correlación positiva entre los nodos analizados, se confirmaba una 

función activadora, mientras que una correlación negativa confirmaba una función 

inhibidora tipo “NOT”. Si el análisis de expresión diferencial no confirmaba la fun-

ción reguladora, se procedió a descartar dicha función. Se consideró que una inter-

acción era insignificante si la correlación de expresión entre los dos miembros es-

taba entre −0.3 y +0.3, y significativa en caso contrario (63). 

 Las funciones booleanas corregidas son las siguientes:  
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Tabla 5 Funciones booleanas corregidas de la red de dormancia inicial 

propuesta por Bose y colaboradores con 24 nodos. Después de corregir las 

funciones reguladoras se eliminaron los nodos Rv0767c y Rv2374c debido a 

que son nodos de salida y sus funciones reguladoras tienen un valor de p-va-

lue > 0.05. La función “AND” implica que es necesaria la presencia dos nodos 

reguladores para producir un efecto en el nodo regulado, la función “NOT” 

representa un efecto inhibitorio y la función “OR” indica que basta la presencia 

de uno de los dos reguladores para producir el efecto sobre el nodo regulado. 

 

Se procedió a cargar las nuevas funciones booleanas y a obtener la nueva estructura, 

mediante el uso del mismo código usado para la red inicial del trabajo de Bose y 

colaboradores (64). Ver figura 25. 
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Fig. 25 Estructura de la red de dormancia de 22 nodos corregida. 

 

6.4.2. Reducción del número de nodos de la Red 

Con el objetivo de analizar exhaustivamente el comportamiento de los atractores 

que representan los estados experimentales de MTB, se procede a reducir el tamaño 

de la red sin alterar sus propiedades fundamentales, tomando en cuenta las 

siguientes pautas: 

1) El nodo debe ser un nodo de salida de la red, dado que estos no afectan la diná-

mica de la red, por lo que pueden ser retirados para visualizar claramente los atrac-

tores de la red (74). 
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2) Además, el nodo en cuestión no debe ser parte de las subredes críticas para la 

adaptación a la hipoxia, como la degradación y biosíntesis de lípidos, o la 

degradación de proteínas, tal como se muestra en la figura 8.  

6.4.3. Obtención de los atractores de la red booleana de dormancia 

Se carga el archivo de texto con las funciones booleanas de la red. En el anexo 6 se 

muestra código en R. 

6.4.4. Obtención de funciones reguladoras in silico 

Para verificar las reglas lógicas de las funciones reguladoras de cada nodo en la red, 

se procede a generar funciones reguladoras in silico utilizando los datos binarizados 

de expresión diferencial obtenidos en el punto 7.1.4., mediante el uso del algoritmo 

best-fit. El algoritmo best-fit es un método comúnmente utilizado en bioinformática 

para encontrar el mejor ajuste entre un conjunto de datos y un modelo (24).  

Una vez obtenidos los datos binarizados se procede a obtener las funciones 

reguladoras in silico. En el anexo 6 se muestra código en R. 

Así, se obtuvo un conjunto de funciones reguladoras in silico con un determinado 

error para cada nodo.  

Estas funciones in silico se comparan a las funciones lógicas obtenidas en la sección 

7.4.1 de la red de dormancia. En el caso que la función reguladora in silico 
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corrobore la regla lógica evaluada, reforzaría la elección de dicha función 

reguladora. 

6.5. ANÁLISIS DE MUTACIONES EN LA RED 

6.5.1. Verificación de importancia de los nodos en la estructura general 

Para este análisis se procede a retirar un nodo de la red y luego se evalúan sus 

atractores. Si se mantiene la estructura del atractor en ausencia de un nodo, se 

concluye que ese nodo no es esencial en la estructura general de la red. 

6.5.2. Análisis de la trayectoria hacia el atractor 

Se analiza cuál es la distancia hacia un atractor de hipoxia desde un estado en el que 

solo se encuentra activo un gen en particular. En el anexo 6 se muestra el código en 

R para llegar al atractor desde un estado con solo el gen Rv3133c activo. 

6.5.3. Mutaciones de activación 

Para analizar el efecto de activar un gen durante toda la simulación, se fija en 1 el 

estado del nodo durante toda la simulación y se analiza el cambio en los atractores 

de la red. En el anexo 6 se muestra el código en R para la simulación donde el 

primer gen de red se encuentra activo permanentemente durante la simulación. 
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6.5.4. Verificación de mutaciones de inactivación 

Para analizar el efecto de inactivar un gen durante toda la simulación, se fija en 0 el 

estado del nodo durante toda la simulación y se analiza el cambio en los atractores 

de la red. En el anexo 6 se muestra el código en R para la simulación donde el gen 

Rv0081 se encuentra inactivo. 

6.6. INTRODUCCIÓN DE NODO RELACIONADO CON LAS CITOQUINAS 

6.6.1. Búsqueda de genes de MTB relacionados con las Citoquinas 

Se realizó una búsqueda bibliográfica sistemática de factores de MTB relacionados 

al perfil de citoquinas del huésped. y se encontró que la expresión del gen HspX 

(Rv2031c) está relacionada con la concentración relativa de IFN-γ y la IL 10, que 

son citoquinas con funciones inflamatoria y antiinflamatoria, respectivamente (68) 

6.6.2. Análisis de la interacción del nodo relacionado a citoquinas con la 

red de dormancia 

Se realizó una búsqueda en la bibliografía para encontrar interacciones del gen 

Rv2031c con los genes reguladores de la red de dormancia. Se encontró una rela-

ción de activación por parte del gen Rv3133c en experimentos de microarray y mo-

delos de dormancia inducida por hipoxia (73), (75, 76). 
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6.6.3.  Análisis bioinformático de la relación del nodo relacionado a las 

citoquinas con la red de dormancia 

Se realizó un análisis de componentes principales incluyendo al gen Rv2031c y se 

generó las funciones booleanas in silico del nodo Rv2031c mediante el uso de su 

perfil de expresión diferencial usando el código visto en la sección 7.4.4. 

Se cargaron los perfiles de expresión del nodo Rv2031c en la red mínima de 19 

nodos. El algoritmo “bestfit” se usó con K=2 (funciones con un máximo de 2 genes 

reguladores).  

6.6.4.  Análisis de los atractores de la red ampliada con el nodo Rv2031c. 

Para verificar el comportamiento de la red mínima con el nodo Rv2031c, se generan 

los atractores de la red y se verifica si se ajustan a los datos experimentales. 

6.7. COMPARACIÓN DE LA RED DE DORMANCIA CON REDES 

ALEATORIAS DEL MISMO GRADO DE ENTRADA PARA LOS 

NODOS. 

Para verificar que los atractores generados en la red de dormancia se obtienen 

únicamente como producto de la arquitectura de la red, se crearon redes aleatorias 

con el mismo número de nodos y con exactamente el mismo número de nodos de 

entrada (k), para determinar el grado de similitud entre los atractores generados por 

estas redes y la red de dormancia de MTB. 
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Las funciones booleanas de la red mínima de dormancia se muestran en la tabla 6. 

 

Tabla 6 Funciones booleanas corregidas de la red de dormancia con 20 nodos. 

El símbolo “|” representa la función booleana “OR”, el símbolo “&“ representa 

la función booleana “AND”, y el símbolo “!“ representa la función booleana 

“NOT”. 
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Se genera una tabla con el número k de reguladores para cada nodo de la red mínima 

de dormancia. Ver tabla 7.  

 

Tabla 7 Valores de k para cada nodo de la red mínima de dormancia. Se puede 

apreciar que los nodos Rv3597c y Rv1985c son los que tienen la mayor canti-

dad de reguladores, con 6 nodos reguladores para cada uno. 

Se crean redes aleatorias indicando el número de reguladores para cada nodo. En el 

anexo 6 se muestra el código en R. 
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6.8. INTRODUCCIÓN DE NODOS RELACIONADOS AL ESTADO DE 

REACTIVACIÓN. 

6.8.1.  Búsqueda de genes de MTB relacionados con la reactivación. 

Se llevó a cabo una búsqueda bibliográfica sistemática para identificar los genes 

asociados al proceso de reactivación. Esta búsqueda reveló que además de los fac-

tores promotores de resucitación RpfA, RpfB, RpfC, RpfD y RpfE de MTB que 

desempeñan un papel fundamental en dicho proceso otros factores importantes son 

los genes FtsZ y ripA (77, 78, 79, 80).   

6.8.2.  Análisis de las interacciones de los nodos relacionados a la 

reactivación con la red de dormancia de MTB. 

Se determinaron las funciones reguladoras los nodos relacionados a la reactivación 

utilizando las bases de datos de regulación genética de Turkarslan y colaboradores 

(74) y de Galagan y colaboradores (34). Estas funciones fueron verificadas usando 

los datos experimentales obtenidos en la sección 7.1.4, siguiendo el procedimiento 

descrito en la sección 7.4.1. 
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6.8.3.  Análisis de los atractores de la red ampliada con los nodos Rpf 

dormancia 

Para investigar el comportamiento de la red de dormancia tras la incorporación 

de los nodos Rpf, se generaron los atractores de la red ampliada y se verificó su 

correspondencia con los datos obtenidos experimentales en la sección 7.1.4. 
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VII. RESULTADOS 

7.1. EXPRESIÓN DIFERENCIAL DURANTE LA HIPOXIA 

Como se describió en la sección 7.1.4 el algoritmo DESeq permite comparar la 

expresión genética inicial al 81.62 % de oxígeno, respecto de la expresión en las 

otras 25 condiciones experimentales para todos los genes de MTB. Estos resultados 

se encuentran en el Anexo 2. A partir de estos resultados se generan gráficos para 

cada gen en particular que permiten visualizar su perfil de expresión a lo largo de 

las 25 muestras analizadas. En la figura 26 se muestra como ejemplo la expresión 

diferencial para nueve genes centrales de la red genética de dormancia. 

Con el fin de verificar la significancia estadística de las lecturas de RNAseq de las 

25 muestras, se calculó el coeficiente de correlación (COEF.COR) para cada 

triplicado de muestras (M1, M2 y M3). De esta manera, se obtuvieron los valores 

de COEF.COR entre las muestras M1 y M2, entre las muestras M2 y M3, y entre 

las muestras M1 y M3 para los 25 triplicados de muestras. El promedio de todos 

estos valores fue de 0.956179 y su Desviación Estándar fue de 0.087651, lo que 

demuestra una buena reproducibilidad entre las muestras. En el anexo 2 se muestra 

una gráfica con el triplicado de lecturas para la primera muestra y sus valores de los 

coeficientes de correlación. 

Como se puede observar en la figura 26 hay genes como Rv0324 con valores posi-

tivos y negativos de expresión diferencial que intuitivamente se pueden asignar a 
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estados activos e inactivos del gen respectivamente, pero hay otros genes como 

Rv3133c donde casi la totalidad de sus estados de expresión diferencial son positi-

vos, lo que dificulta la asignación de un estado activo e inactivo. Para salvar esta 

dificultad y poder captar la dinámica de activación e inactivación de cada gen de la 

red de dormancia, el valor límite de corte de expresión diferencial (threshold), se 

determinó con el algoritmo de binarización descrito en la sección 7.2. 

 

 

Fig. 26 Comparación de expresión diferencial para nueve genes de dor-

mancia centrales. En la parte superior de la figura se muestran los nombres 

de nueve genes centrales de la red de dormancia de MTB. En el eje X se re-

presentan las 25 condiciones de tiempo y porcentaje de oxígeno disuelto (OD) 

para cada muestra analizada. La flecha azul representa el período de oxigena-

ción normal, la flecha naranja representa la zona de hipoxia temprana, la flecha 

roja indica la zona de hipoxia tardía, mientras que la flecha verde indica la 

zona de reoxigenación. En el eje Y se representa el nivel de expresión diferen-

cial de cada uno de los genes (Rv0967, Rv0081, Rv0324, Rv0494, Rv2011c, 

Rv3132c, Rv3133c, Rv3574, Rv3597c) expresados en valores de “log2ratio”, 

a lo largo de las 25 muestras analizadas. Se pueden evidenciar los diferentes 
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patrones dinámicos de expresión. Por ejemplo, los genes Rv0081, Rv3132c y 

Rv3133c muestran un alto nivel de expresión durante la hipoxia temprana, que 

disminuye durante la hipoxia tardía y vuelve a aumentar durante la reoxigena-

ción. Mientras que, genes como Rv0324, Rv3574 y Rv2011c presentan perfi-

les de expresión opuestos. 

 

Para mayor detalle se muestra el gráfico de expresión diferencial para el gen 

Rv0081 en valores de “log2ratio”, que se calcula como el logaritmo en base dos del 

cociente entre las lecturas de las dos condiciones analizadas y tiene la ventaja de 

uniformizar los valores de expresión diferencial para los distintos genes y de 

permitir una mejor interpretación, dado que un valor de 1 implica  una duplicación 

del nivel de expresión en la segunda condición, mientras que un valor de -0.5 que 

se disminuyó a la mitad la expresión del gen en la segunda condición. Ver figura 

27. 
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Fig. 27 Expresión diferencial para el gen Rv0081. En el eje X se muestran 

las 25 muestras analizadas. En el eje Y se muestra el valor de expresión dife-

rencial expresada en valores de “log2ratio”. La flecha naranja representa la 

zona de hipoxia temprana, la flecha roja indica la zona de hipoxia tardía, mien-

tras que la flecha verde indica la zona de reoxigenación. En la parte inferior 

del eje X se describen las 25 condiciones de tiempo y porcentaje de oxígeno 

disuelto (OD) para cada muestra analizada. 

 

7.2. BINARIZACIÓN DE LOS NIVELES DE EXPRESIÓN DIFERENCIAL 

En la tabla 8 se muestran los resultados binarizados de expresión diferencial para 

todos los nodos de la red inicial. 
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Tabla 8 Binarización de la expresión diferencial de 19 genes de la red de dor-

mancia. En el lado derecho se encuentran los genes de dormancia de MTB. 

Las 25 muestras representan los estados experimentales descritos en la tabla 

2. Los valores de expresión diferencial se binarizaron empleando el algoritmo 

descrito en la sección 7.2. El resultado se representa con un uno si el gen está 

activo o con un cero si está inactivo, conforme a los criterios definidos por el 

algoritmo. Los valores de umbral (thresholds) describen el valor límite de 

“log2ratio” utilizado por el algoritmo para distinguir entre un estado activo y 

uno inactivo. 

7.3. OBTENCIÓN DE AGRUPAMIENTO DE LOS ESTADOS DE 

HIPOXIA 

El resultado del Análisis de Componentes Principales (ACP) para las 25 

condiciones experimentales muestra que los dos primeros componentes principales 

(Dimensión Importante 1 y 2) en la gráfica 27 representan el 92.16 % de la varianza 

de las muestras. Por lo tanto, al estudiar solo estas dos componentes, se puede 

evaluar el grado de correlación entre las 25 condiciones experimentales. Para 

analizar la correlación entre estas 25 condiciones, se grafica el círculo de 

correlaciones. En este tipo de gráficos, si los vectores se ubican a 180°, implica una 

correlación negativa; mientras que si tienen la misma orientación, significa que 

tienen una correlación positiva.  

En la figura 28, se observa una correlación negativa entre dos condiciones del 

estado de normoxia (X23h.42.8 y X17h.57.6) con una condición del estado de 

reactivación (X114h.0.45), y dos condiciones del estado de hipoxia tardía 

(X94h.0.0 y X112h.0.0). Estos tres estados (normoxia, reactivación e hipoxia 

tardía) se diferencian de las condiciones del estado de hipoxia temprana (X47h.0.0 
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a X70h.0.0), que se orientan principalmente hacia la primera componente principal 

(Dim1) y tienen un valor negativo en Dim2. Finalmente, las condiciones del estado 

de disminución de oxígeno (X40h.11.5 a 46h.0.41) también se orientan hacia Dim1, 

con un valor cercano a uno, pero presentan un valor positivo en Dim2. En 

conclusión, los resultados de expresión diferencial binarizados de la tabla 8 se 

pueden dividir en cinco estados experimentales generales de expresión diferencial 

que se utilizarán para evaluar el modelo booleano de dormancia. 

 

Fig. 28 Varianza de los primeros diez componentes principales. En el eje 

Y se muestra la varianza de los componentes principales, mientras que en el 

eje X se presentan los primeros diez componentes principales. 
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Fig. 29 Círculo de correlaciones para las 25 condiciones experimentales. 

En el eje “X” se encuentra la primera componente principal (Dim1) que con-

tiene el 79.48 % de la varianza. En el eje “Y” se ubica la segunda componente 

principal (Dim2) que contiene al 12.68 % de la varianza. Los vectores repre-

sentan a cada una de las condiciones experimentales. En base a la orientación 

de los vectores se pueden distinguir 5 estados generales: 1 (Normoxia), 2 (Dis-

minución de oxígeno), 3 (Hipoxia Temprana), 4 (Hipoxia Tardía) y 5 (Reacti-

vación). 

 

Los estados de hipoxia se binarizados de la tabla 8 se agruparon en estados 

generales en base a los resultados de agrupamiento de la sección anterior. Estos 

estados deben ser reproducidos por el modelo de dormancia. 

Como se muestra en la tabla 9, los diez primeros genes, desde Rv3133c hasta 

Rv3597c, muestran actividad durante la hipoxia temprana e inactividad durante la 
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hipoxia tardía, mientras que los siguientes nueve genes muestran actividad durante 

la hipoxia tardía. Estos estados de activación de los genes en cada estado general 

deben poder ser reproducidos por los atractores del modelo booleano de dormancia. 

 

G
E

N
E

S
   N D    H. TEMP 

H. 

TAR R      

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 Umbrales 

R
v

3
1

3
3

c 

0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1.071882336 

R
v

3
1

3
2

c 

0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 0 1.051298420 

R
v

0
0

8
1 

0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 2.357482073 
R

v
0

4
7

4 

0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0.012028063 

R
v

0
7

5
7 

0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0.178179047 

R
v

1
9

9
0

c 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0.779452129 
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R
v

0
9

6
7 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0.499522860 

R
v

1
9

9
4

c 

0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0.860430349 

R
v

2
0

2
1

c 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1.010718607 

R
v

3
5

9
7

c 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 -0.19584480 

R
v

3
6

8
1

c 

0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0.18160886 

R
v

2
3

2
4 

0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0.00471161 

R
v

0
3

2
4 

1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0.01146945 

R
v

0
4

9
4 

1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0.86713953 
R

v
0

6
5

3
c 

1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 -0.0907155 

R
v

1
9

8
5

c 

1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0.1028588 

R
v

2
0

3
4 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0.6434242 
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R
v

2
0

1
1

c 

1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0.0460901 

R
v

3
5

7
4 

0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0.2879582 

Tabla 9 Agrupamiento en estados generales para las 25 muestras. Como se 

describe en la sección 7.1, el porcentaje de oxígeno disuelto es del 57.6 % en 

la muestra 1 y disminuye hasta el 0.0 % en la muestra 10, para luego volver a 

aumentar a 0.41 % en la muestra 21, hasta llegar al 46.92 % en la muestra 25. 

Teniendo en cuenta esto y los resultados de agrupamiento en la sección ante-

rior, se identificaron cinco estados generales: Normoxia (N), Disminución de 

oxígeno (D), Hipoxia Temprana (H Temprana), Hipoxia Tardía (HT) y Reac-

tivación (R). En las primeras diez filas se ubican los genes que se activan du-

rante la hipoxia temprana y en las siguientes nueve filas los que se activan 

durante la hipoxia tardía. 

 

7.4. OBTENCIÓN DE LA RED DE DORMANCIA DE MTB 

7.4.1. Red de dormancia mínima (RDM) 

En base a los criterios descritos en la sección 7.4.2, se retiraron a los siguientes 

nodos de la red inicial del trabajo de Bose y colaboradores (64): Rv0767c, Rv2374c, 

Rv0348, Rv0827c y Rv1255c. Todos son nodos de salida como se observa en la 

figura 8 y ninguno forma parte de las subredes críticas para la adaptación a la 

hipoxia (34). 

A continuación, se muestra la red de dormancia reducida de 19 nodos con sus 

funciones lógicas optimizadas. Ver figura 30.  
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Fig. 30 Red de dormancia reducida de 19 nodos. En color negro se muestran 

las interacciones dirigidas activadoras y en color rojo las interacciones dirigi-

das inhibidoras entre los nodos. 

 

GEN FUNCIONES BOOLEANAS 

Rv1994c (Rv0081 | Rv1994c) & (! Rv0324) 

Rv3133c 
Rv3132c | (Rv0757 & Rv2034) | (Rv3133c & (Rv3132c | (Rv0757 & 

Rv2034))) 

Rv3132c Rv3133c | Rv2034 

Rv3574 (Rv3574 | Rv0324) & (!(Rv0081| Rv3597c)) 

Rv3597c (Rv1994c | Rv3574 |Rv2034 | Rv0474 | Rv3597c ) & (!(Rv0324) 

Rv0757 (Rv3681c |Rv0081| Rv0757 |Rv3597c) & (! Rv2011c) 
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Rv0081 (!(Rv3574) |Rv3133c)) & (!Rv0081) 

Rv0324 (Rv0324 |(!Rv3597c & Rv1985c)) & (! Rv0081) 

Rv1985c (Rv0081 | Rv1985c | Rv0324) & (! (Rv1994c| Rv3597c| Rv3133c)) 

Rv2011c (Rv2011c | Rv0324) 

Rv2034 Rv0081| Rv2034 | Rv0967 

Rv3681c Rv3597c | (Rv0081& !Rv2011c) 

Rv0967 Rv3133c |  Rv2034 

Rv0474 Rv0081 | Rv0474 & (!Rv1985c) 

Rv0494 (Rv0494) & (! Rv0081) 

Rv0653c ( Rv0653c) & !(Rv3597c|Rv0081 ) 

Rv1990c (Rv3597c | Rv0081 | Rv1990c)  & ! (Rv3574) 

Rv2021c Rv0081|Rv3597c|Rv3133c 

Rv2324 Rv0081 | Rv3597c 

Tabla 10 Funciones booleanas de la red reducida de 19 nodos. El símbolo 

“|” representa la función booleana “OR”, el símbolo “&“ representa la función 

booleana “AND”, y el símbolo “!“ representa la función booleana “NOT”. 

 

7.4.2. Obtención de los atractores de la red de dormancia mínima 

Aplicando el procedimiento descrito en la sección 7.4.3, se encontraron seis 

atractores para la RDM. En la figura 31 se pueden observar los estados de actividad 
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de los genes en cada uno de los seis atractores de la RDM. En el panel izquierdo de 

la figura 31 se muestran los 19 nodos de la RDM.  Los rectángulos verdes y rojos 

representan el estado en el que se encuentran los 19 nodos para cada uno de los seis 

atractores, un rectángulo verde indica que el nodo está activo, mientras que un 

rectángulo rojo representa un estado inactivo del nodo en cuestión. Por ejemplo, El 

nodo Rv3133c se encuentra activo en los atractores uno y dos, mientras que se 

encuentra inactivo en los atractores tres, cuatro, cinco y seis. Por otra parte, el nodo 

Rv0324 presenta un patrón de activación opuesto, es decir, se encuentra inactivo en 

los atractores uno y dos, mientras que se encuentra activo en los atractores tres, 

cuatro, cinco y seis. 

 

Fig. 31 Atractores de la RDM. En el lado izquierdo se observa a los genes de 

la RDM. En cada uno de los seis atractores los rectángulos verdes y rojos re-

presentan el estado de cada gen en el atractor. en color verde se representa un 

estado activo del gen, mientras que en color rojo se representa un estado inac-

tivo. 
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8.4.2.1 Análisis de la reproducción de los estados experimentales por parte de los 

atractores de la RDM. 

Para realizar dicho análisis se procede a comparar los estados de los nodos 

en los atractores de la RDM con sus estados experimentales descritos en la 

tabla 9. 

Al realizar la comparación entre los estados generales y los atractores de la RDM, 

se comprueba que el modelo booleano puede reproducir tres de los estados 

generales. El atractor N°1 reproduce el estado general de Hipoxia Temprana, ver 

figura 31; el atractor N.º 2 reproduce el estado general de Reactivación y el atractor 

N°3 reproduce el estado general de Hipoxia Tardía. 
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 Fig. 32 Comparación entre el primer atractor de la RDM y el estado ge-

neral de Hipoxia Temprana. En el panel izquierdo se muestra el atractor N°1 

de la RDM. En el panel derecho se representan los resultados de binarización 

de la expresión genética diferencial para las 5 muestras (14 a 18) que confor-

man el estado general de Hipoxia Temprana. En esta representación, los rec-

tángulos verdes y el valor “1” indican un estado activo, mientras que los rec-

tángulos rojos y el valor “0” denotan un estado inactivo. 

 

Como se muestra en la figura 32, el primer atractor puede representar la mayoría 

de los estados experimentales de Hipoxia Temprana. En este estado, hay catorce 

genes que mantienen el mismo patrón en las cinco muestras del estado de Hipoxia 

Temprana: activos para los genes Rv3133c, Rv3132c, Rv0081, Rv0474, Rv0757, 

Rv1990c, Rv1994c, Rv2021c, Rv3597c, Rv3681c, Rv1985c y Rv2034, e inactivos 

para los genes Rv0494 y Rv0653c. Además, se observa que cinco genes reproducen 
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principalmente el estado del primer atractor en la mayoría de las muestras:  Rv0967 

y Rv2324 se encuentran principalmente activos, mientras que Rv0324, Rv2011c y 

Rv3574 permanecen en su mayor parte inactivos. Por ejemplo, el gen Rv2011c está 

inactivo en las muestras 14,15,17 y 18, y solo está activo en la muestra 16, lo que 

es coherente con un estado inactivo en el primer atractor.  
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Fig. 33 Comparación entre el segundo atractor de la RDM y el estado ge-

neral de Reactivación. En el panel izquierdo se muestra el atractor N°2 de la 

RDM. En el panel derecho se presentan los resultados de binarización de la 

expresión genética diferencial para la muestra 21 (reoxigenación con 0.45% 

de oxígeno), que conforma el estado general de Reactivación. En esta repre-

sentación, los rectángulos verdes y el valor “1” indican un estado activo, mien-

tras que los rectángulos rojos y el valor “0” denotan un estado inactivo. 

 

La figura 33 muestra que el segundo atractor puede representar de manera 

efectiva el estado general de Reactivación. En este estado, dieciocho genes 

mantienen un patrón similar al observado en la muestra 21 del estado de 

Hipoxia Temprana: activos para los genes Rv3133c, Rv3132c, Rv0081, 

Rv0474, Rv1990c, Rv0967, Rv1994c, Rv2021c, Rv3597c, Rv3681c y 

Rv2324, e inactivos para los genes Rv0757, Rv0494, Rv0653c y Rv3574. 

Sin embargo, existe una discrepancia en el estado de Rv0324 entre el resul-

tado de la binarización y el atractor de Reactivación. Mientras el algoritmo 

de binarización indica que está inactivo, en el atractor de Reactivación se 

muestra activo. No obstante, al analizar la tabla S2 de expresión diferencial 

para dicho gen (ver anexo 2), se evidencia una disminución del nivel de 

expresión genética cercana al 50 % al pasar de la muestra 20 (Hipoxia Tar-

día) a la muestra 21 (Reactivación). Esta discrepancia podría atribuirse a un 

umbral (Threshold) muy bajo que no permite captar toda la dinámica de 

expresión de este gen. 
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Fig. 34 Comparación entre el sexto atractor de la RDM y el estado general 

de Hipoxia Tardía. En el panel izquierdo se muestra el atractor N°6 de la 

RDM. En el panel derecho se presentan los resultados de binarización de la 

expresión genética diferencial para las muestras 19 y 20 (88 y 94 horas con 

0,0% de oxígeno, respectivamente), que conforman el estado general de Hipo-

xia Tardía. En esta representación, los rectángulos verdes y el valor “1” indi-

can un estado activo, mientras que los rectángulos rojos y el valor “0” denotan 

un estado inactivo. 
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La figura 34 muestra que el sexto atractor puede representar de manera efectiva el 

estado general de Hipoxia Tardía. En este estado, dieciséis genes mantienen un pa-

trón similar al observado en las muestras 19 y 20 del estado general de Hipoxia 

Tardía: activos para los genes Rv0324, Rv0494, Rv0653c, Rv1985c, Rv2011c y 

Rv3574, e inactivos para los genes Rv3133c, Rv3132c, Rv0081, Rv0474, Rv0757, 

Rv1990c, Rv0967, Rv1994c, Rv2021c y Rv3597c. Sin embargo, existen discrepan-

cias en los estados de los nodos Rv3681c, Rv2324 y Rv2034 entre el resultado de 

la binarización y el atractor de Hipoxia Tardía. Mientras que el algoritmo de bina-

rización indica que están activos, en el atractor de Hipoxia Tardía se muestran inac-

tivos. Sin embargo, al analizar la gráfica de expresión diferencial para el gen 

Rv3681c (ver tabla S2 del anexo 2), se evidencia una disminución del nivel de ex-

presión genética del orden del 50 % al pasar de la muestra 18 (Hipoxia Temprana) 

a la muestra 19 (Hipoxia Tardía). En el caso de los genes Rv2324 y Rv2034, esta 

disminución es del orden del 10 y 20 % respectivamente. Por lo tanto, esta discre-

pancia, fundamentalmente para el nodo Rv3681c, podría estar relacionada con un 

umbral muy bajo que no permite captar la dinámica de expresión de estos genes. 

Con el objetivo de verificar si estos resultados son congruentes con otros modelos 

experimentales de hipoxia, se analizaron los estados de los nodos en el trabajo de 

Ignatov y colaboradores (81), donde se alcanza el estado de dormancia de MTB en 

un medio deficiente en potasio. En estas condiciones se observa que la expresión 

de los nodos Rv0081, Rv3133c, R0967, Rv3297c, Rv0757 y Rv3681c disminuye 

considerablemente en el estado general de hipoxia tardía, lo que está de acuerdo 



91 

 

con su estado inactivo en el atractor de hipoxia tardía. De forma similar para los 

nodos Rv2011c, Rv0324, Rv1985c, Rv0494 y Rv0653c se observa un aumento en 

sus niveles de expresión en estado general de hipoxia tardía, lo que está de acuerdo 

con su estado activo en el atractor de hipoxia tardía. Por lo tanto, de los tres nodos 

que muestran discrepancia, el nodo Rv3681c si sería congruente con los datos ex-

perimentales. Los atractores 3, 4 y 5 muestran un comportamiento similar al atractor 

de Hipoxia Tardía, con los genes Rv3133c, Rv3132c, Rv0081, Rv0474, Rv0757, 

Rv1990c, Rv1994c, Rv2021c, Rv3597c, Rv3681c, Rv1985c y Rv2034 en estado 

inactivo. Además, todos poseen cuencas de atracción de 512 estados. Las cuencas 

de atracción se definen como el número de estados del sistema que decaen hacia un 

determinado atractor. Por otro lado, el atractor de Reactivación posee la cuenca de 

atracción más grande con 407552 estados, mientras que la cuenca de atracción del 

atractor de Hipoxia Temprana tiene 114688 estados. La relación entre ambas cuen-

cas de atracción es de 3.55. 

7.4.3. Funciones reguladoras in silico 

Con los algoritmos descritos en la sección 7.4.4 se procede a obtener las funciones 

reguladoras in silico a partir de los datos de expresión diferencial del trabajo de 

Peterson y colaboradores (65). Se muestra como ejemplo las funciones reguladoras 

para el nodo Rv1994c: 

Alternative transition functions for gene Rv1994c: 
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Rv1994c = (!Rv1994c & !Rv3574 & Rv0324 & !Rv2034 & Rv2011c) 

| (!Rv1994c & Rv3574 & Rv0324 & !Rv2034 & !Rv2011c) | (Rv3574 

& Rv0324 & Rv2034 & Rv2011c) | (Rv1994c & !Rv0324 & Rv2034 

& !Rv2011c) | (Rv1994c & Rv3574 & !Rv0324 & !Rv2011c) (error: 

2) 

En el Anexo 4 se muestran el resto de funciones reguladoras in silico 

Estas funciones in silico se utilizan para compararlas con las obtenidas experimen-

talmente en los trabajos de Turkarslan y colaboradores (73) y de Galagan y colabo-

radores (34), que como se describe en la sección 7.4.1 se usaron para obtener las 

funciones reguladoras de los nodos de la RDM y se encuentran en la tabla 10. 

 

Al realizar la comparación se verificó que las funciones reguladoras in silico del 

nodo Rv3574 son las que más se ajustan a las funciones reguladoras obtenidas de 

los trabajos experimentales. 

Función predicha in silico:  

Rv3574 = (Rv0757 & Rv0081) | (Rv3574 & !Rv0081) (error: 1) 

Función reguladora experimental: 

Rv3574 = (Rv3574 | Rv0324 & (!(Rv0081| Rv3597c) 

En ambos casos, el nodo Rv3574 actúa como un inductor, mientras que el nodo 
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Rv0081 se comporta como un inhibidor. 

Como se puede observar en la tabla 11, la cantidad de funciones generadas in silico 

para cada uno de los 19 nodos varían dentro de un amplio rango, desde una sola 

función para el nodo Rv0324 hasta 69 para el nodo Rv2011c. Además, las funciones 

in silico también tienen una amplia variabilidad en la predicción de las funciones 

experimentales de la red. En el caso de los nodos Rv0081, Rv2011c, Rv3597c y 

Rv3132c las funciones in silico contienen todos los nodos presentes en sus 

correspondientes funciones experimentales. Mientras que para los nodos Rv0324, 

Rv2034, Rv3681c, Rv0653c, Rv0967, Rv2021c y Rv2034 sus funciones in silico 

no contienen ningún nodo presente en su función experimental. El resto de los 8 

nodos presentan funciones in silico con al menos un nodo presente en sus funciones 

experimentales.      

 

Nodo Nodos de funciones in si-

lico presentes en la corres-

pondiente función experi-

mental 

Cantidad 

de funcio-

nes in si-

lico gene-

radas  

Función experimental 

Rv0081 Rv0081, Rv3574,Rv3133c 32 (!(Rv3574) | Rv3133c)) & (!Rv0081) 

Rv3133c  Rv0757 2  Rv3132c | (Rv0757 & Rv2034) | 

(Rv3133c & (Rv3132c | (Rv0757 & 

Rv2034))) 
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Rv3132c Rv2034, Rv3133c 21 Rv3133c | Rv2034 

Rv3574 RV3574, Rv0081 3 (Rv3574 | Rv0324) & (!(Rv0081| 

Rv3597c)) 

Rv3597c Rv3574, Rv2034, Rv1994c, 

Rv3597c, Rv0474. 

50 (Rv3574 |Rv2034 | Rv1994c 

|Rv3597c|Rv0474) & (!( Rv0324)) 

Rv0757 Rv3681c, Rv0757. 2 (Rv3681c |Rv0081 

|Rv0757|Rv3597c) & (! Rv2011c) 

Rv0324 0 1 (Rv0324|(!Rv3597c & Rv1985c)) & 

(! Rv0081) 

Rv1985c Rv1985c, Rv3133c. 2 Rv0324 |Rv0081 | (Rv1985c) & (! 

(Rv1994c| Rv3133c|Rv3597c)) 

Rv2034 0 9 Rv0081 | Rv2034 | Rv0967 

Rv3681c 0 4 Rv3597c | (Rv0081& !Rv2011c) 

Rv2011c Rv0324, Rv2011c 69 (Rv2011c | Rv0324) 

Rv0474 Rv0474, Rv1985c. 29 Rv0081 | Rv0474 & (!Rv1985c) 

Rv0494 Rv0494,  1 (Rv0494 ) & (! Rv0081) 

Rv0653c 0 2 Rv0653c & !(Rv3597c|Rv0081 ) 

Rv0967 0 5 Rv3133c |  Rv2034 

Rv1990c Rv1990c, Rv3574 20 (Rv3597c | Rv0081 | Rv1990c)  & ! 

(Rv3574) 

Rv1994c Rv0081 8 (Rv0081 | Rv1994c) & (!Rv0324) 

Rv2021c 0 4 Rv0081|Rv3597c|Rv3133c 
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Rv2324 0 10 Rv3597c | Rv0081 

 Tabla 11 Nodos de funciones in silico presentes en las funciones experi-

mentales de la red reducida de 19 nodos. En la columna de la izquierda se 

encuentran los 19 nodos de la red. Se observa una gran variabilidad en la can-

tidad de funciones in silico generadas para cada nodo. En la primera fila de la 

tabla se puede apreciar que los nodos de las funciones in silico del nodo 

Rv0081: Rv0081, Rv3574, Rv3133c se encuentran presentes en su función 

experimental: (!(Rv3574) | Rv3133c)) & (!Rv0081). 

 

7.5. ANÁLISIS DE MUTACIONES EN LA RED 

7.5.1. Verificación de importancia de los nodos en la estructura general 

Siguiendo el procedimiento descrito en la sección 7.5.1, se eliminó un nodo de la 

red y se procedió a obtener los atractores correspondientes sin el nodo en cuestión. 

Este proceso se repitió para los dieciocho nodos restantes. Los resultados obtenidos 

se resumen en la tabla 12.  

 

GEN 

ELIMINAD

O 

 

VARIACIÓN EN LOS ATRACTORES 
Cantidad de 

Atractores 

Hipoxia 

Temprana 

Hipoxia 

Tardía 
Reactivación  

Rv1994c 0 0 0 6 

Rv3133c 3 0 3 11 * 

Rv3132c 0 0 1 10 



96 

 

Rv3574 0 2 0 50 

Rv3597c 0 2 1 54 

Rv0757 0 0 0 6 

Rv0081 2 4 3 56 

Rv0324 0 AUSENTE 0 2 

Rv1985c 0 0 0 10 

Rv2011c 0 1 AUSENTE 9 

Rv2034 0 0 0 8** 

Rv3681c 0 0 0 6 

Rv0967 0 0 0 6 

Rv0474 0 0 0 6 

Rv0494 0 0 0 4 

Rv0653c 0 0 0 4 

Rv1990c 0 0 0 6 

Rv2021c 0 0 0 6 

Rv2324 0 0 0 6 

* 8 atractores de un estado y 3 atractores de dos estados. 

** 7 atractores de un estado y 1 atractor de dos estados. 
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Tabla 12 Variación de los atractores al eliminar un nodo. La tabla muestra 

la cantidad de nodos que cambian su estado en cada atractor particular al eli-

minar un nodo en comparación con los atractores de la RDM original. En el 

caso de los genes Rv0324 y Rv2011c, el término “AUSENTE” representa la 

ausencia del atractor de Hipoxia Tardía y de Reactivación, respectivamente, 

cuando se elimina el nodo en cuestión. Los valores numéricos representan la 

cantidad de nodos que cambian de estado respecto al atractor de la RDM ori-

ginal, por ejemplo, para el caso de la eliminación del nodo Rv2324, todos los 

atractores del sistema se mantienen sin variaciones. 

 

El análisis de la RDM luego de la eliminación de nodos específicos sugiere que los 

nodos Rv0081, Rv0324, Rv3574, Rv2011c, Rv3597c, Rv3132c y Rv3133c son los 

más críticos para mantener los atractores de la RDM. Se observa que Rv0324 y 

Rv2011c son fundamentales para alcanzar los atractores de Hipoxia Tardía y de 

Reactivación, respectivamente. Además, se evidencia que Rv0081 y Rv3133c son 

nodos críticos para alcanzar el estado de Hipoxia Temprana, lo que concuerda con 

la evidencia experimental (5), (6). Los nodos Rv3574, Rv3597c también son im-

portantes para alcanzar el estado de Hipoxia Tardía, que es el de mayor resistencia 

de MTB. 

7.5.2. Análisis de la trayectoria hacia el atractor 

Siguiendo el procedimiento descrito en la sección 7.5.2, se encienden genes 

particulares de la RDM, lo que constituye un estado inicial y se analiza la trayectoria 

desde ese estado inicial hasta el atractor. Este análisis se realizó para los nodos 

críticos encontrados en la sección anterior. A continuación, se muestran los 

resultados de estas simulaciones. 
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1) Partiendo de los nodos Rv3133c y Rv3132c activados y con todos los demás 

nodos apagados se llega al atractor de Hipoxia Temprana en tres pasos como se 

muestra en la figura 35. En el panel izquierdo se muestran los genes de la RDM. En 

la parte superior se indican los pasos de tiempo. Como se observa en la figura, en 

el estado de tiempo “0”, la red tiene activos a los genes Rv3133c y Rv3132c, 

mientras que el resto de diecisiete genes se encuentran inactivos. El siguiente estado 

se obtiene evaluando las funciones booleanas para cada gen que se muestran en la 

tabla 10, con lo que obtienen los estados de cada gen al tiempo “1”. En este siguiente 

estado se observa que se encuentran activos los genes Rv3133c, Rv3132c, Rv0081, 

Rv0967c y Rv2021c, mientras que el resto de catorce genes se encuentran inactivos. 

Este proceso se repite dos veces más hasta que se alcanza el estado de tiempo “3” 

donde se alcanza al atractor de Hipoxia Temprana y los estados de los genes ya no 

cambian al evaluar sus funciones reguladoras. 
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Fig. 35 Estados hasta el atractor partiendo de los nodos Rv3133c y Rv3132c 

activados. En el panel izquierdo se muestran los genes de la RDM. En la parte 

superior se indican los pasos de tiempo. El sistema parte de los genes Rv3133c 

y Rv3132c activos y después de tres pasos de tiempo el sistema alcanza el 

atractor de Hipoxia Temprana. 

 

2) Partiendo del nodo Rv0081 activo, se llega al atractor de Hipoxia Temprana en 

dos pasos de tiempo como se muestra en la figura 36. 

 

Fig. 36 Estados hasta el atractor partiendo del nodo Rv0081 activo. 

 

3) Partiendo del nodo Rv3133c activo, se puede llegar al atractor de Hipoxia 

Temprana en tres pasos de tiempo como se muestra en la figura 37. 
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Fig. 37 Estados hasta el atractor partiendo del nodo Rv3133c activo. 

 

4) Partiendo del nodo Rv3132c activo, se puede llegar al atractor de Hipoxia 

Temprana en tres pasos de tiempo como se muestra en la figura 38. 

 

Fig. 38 Estados hasta el atractor partiendo del nodo Rv3132c activo. 

 

5) Partiendo de Rv3133c, Rv3132c, y Rv0081 activos, se puede llegar al atractor 

de Hipoxia Temprana en dos pasos de tiempo como se muestra en la figura 39. 
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Fig. 39 Estados hasta el atractor partiendo de los nodos Rv3132c, Rv3133c y 

Rv0081 activos. 

 

La evidencia experimental ha demostrado que el sistema de dos componentes 

DevR/DevS (Rv3132c/Rv3133c) es el primero en activarse. Luego se activan los 

genes de respuesta temprana a la hipoxia, como el gen Rv0081, que le permiten a 

MTB alcanzar el estado de Hipoxia Temprana (5, 6).  

Los análisis de trayectorias hacia el atractor demuestran que, partiendo de un estado 

inicial con alguno de los nodos Rv0081, Rv3133c y Rv3132c activos, se alcanza el 

atractor de Hipoxia Temprana. Además, cuando se parte de un estado inicial donde 

solo el nodo Rv0081 se encuentra activo (figura 36), el tiempo para alcanzar el 

atractor de Hipoxia Temprana es menor respecto del estado inicial en el que se en-

cuentran activos los nodos Rv3132c y Rv3133c (figuras 37 y 38). Por lo tanto, el 
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modelo reproduce la trayectoria de activación hacia el estado de Hipoxia Temprana, 

que inicia con la activación del sistema de dos componentes DevR/DevS 

(Rv3132c/Rv3133c), seguido de la activación del nodo Rv0081 para que se puedan 

activar los genes de la Hipoxia Temprana. 

6) Partiendo del nodo Rv0324 activo, se puede llegar al atractor de Reactivación en 

seis pasos de tiempo como se observa en la figura 40. 

 

 

Fig. 40 Estados hasta el atractor partiendo del nodo Rv0324 activo. 

 

7) Partiendo del nodo Rv3574 activo, se puede llegar al atractor de Hipoxia 

Temprana en cinco pasos de tiempo como se observa en la figura 41. 
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Fig. 41 Estados hasta el atractor partiendo del nodo Rv3574 activo. 

 

8) Partiendo del nodo Rv3597c activo, se puede llegar al atractor de Hipoxia 

Temprana en tres pasos de tiempo como se observa en la figura 42. 

 

 

Fig. 42 Estados hasta el atractor partiendo del nodo Rv3597c activo. 
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9) Partiendo del nodo Rv2011c activo, se puede llegar al atractor de Reactivación 

en cuatro pasos de tiempo como se observa en la figura 43. 

 

Fig. 43 Estados hasta el atractor partiendo del nodo Rv2011c activo. 

 

10) Solo partiendo de los nodos Rv0324 y Rv3574 activos, se puede llegar a un 

atractor similar al atractor de Hipoxia Tardía en solo un paso de tiempo como se 

observa en la figura 44. 
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Fig. 44 Estados hasta el atractor partiendo de los nodos Rv0324 y Rv3574 

activos. 

 

En la tabla 13 se muestran los resultados del análisis de trayectorias para todos los 

pares genes posibles. 

NODOS 

NODOS 

Rv0081 

Rv3133 

Rv3132 

Rv3574 

Rv3597c 

Rv0757 

Rv0324 

Rv1985c 

Rv2034 

Rv3681c 

Rv2011c 

Rv0474 

Rv0494 

Rv0653c 

Rv0967 

Rv1990c 

Rv1994c 

Rv2021c 

Rv2324 

Rv0081 

HT (2) 

HT (2) 

HT (2) 

HT (2) 

HT (2) 

HT (2) 

R (3) 

HT (2) 

HT (2) 

HT (2) 

R (3) 

HT (2) 

HT (2) 

HT (2) 

HT (2) 

HT (2) 

HT (2) 

HT (2) 
HT (2) 

Rv3133c  

  HT (3) 

HT (3) 

HT (4) 

HT (3) 

HT (3) 

R (6) 

R (4) 

HT (2) 

HT (3) 

R (4) 

HT (3) 

HT (3) 

HT (3) 

HT (2) 

HT (3) 

HT (3) 

HT (3) 
HT (3) 

Rv3132c 

   HT (3) 

HT (4) 

HT (3) 

HT (3) 

R (4) 

R (4) 

HT (2) 

HT (3) 

R (4) 

HT (3) 

HT (3) 

HT (3) 

HT (3) 

HT (3) 

HT (3) 

HT (3) 
HT (3) 

Rv3574 

    HT (5) 

HT (4) 

HT (5) 

TA (1) 

R (8) 

HT (4) 

HT (5) 

R (6) 

HT (5) 

HT (5) 

HT (5) 

HT (4) 

HT (5) 

HT (5) 

HT (5) 
HT (5) 

Rv3597c 

     HT (3) 

HT (3) 

R (4) 

HT (3) 

HT (2) 

HT (3) 

R (4) 

HT (3) 

HT (3) 

HT (3) 

HT (2) 

HT (3) 

HT (3) 

HT (3) 
HT (3) 

Rv0757 

      HT (3) 

R (6) 

R (4) 

HT (2) 

HT (3) 

R (4) 

HT (3) 

HT (3) 

HT (3) 

HT (2) 

HT (3) 

HT (3) 

HT (3) 
HT (3) 
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Rv0324 

       R (6) 

R (6) 

R (6) 

R (6) 

R (6) 

R (6) 

R (6) 

R (6) 

R (6) 

R (6) 

R (6) 

R (6) 
R (6) 

Rv1985c 

        R (4) 

R (4) 

R (4) 

R (4) 

R (4) 

R (4) 

R (4) 

R (4) 

R (4) 

R (4) 

R (4) 
R (4) 

Rv2034 

         HT (2) 

HT (2) 

R (2) 

HT (2) 

HT (2) 

HT (2) 

HT (2) 

HT (2) 

HT (2) 

HT (2) 
HT (2) 

Rv3681c 

          HT (3) 

R (4) 

HT (3) 

HT (3) 

HT (3) 

HT (2) 

HT (3) 

HT (3) 

HT (3) 
HT (3) 

Rv2011c 

           R (4) 

R (4) 

R (4) 

R (4) 

R (3) 

R (4) 

R (4) 

R (4) 
R (4) 

Rv0474 

            HT (3) 

HT (3) 

HT (3) 

HT (3) 

HT (3) 

HT (3) 

HT (3) 
HT (3) 

Rv0494 

             HT (3) 

HT (3) 

HT (3) 

HT (3) 

HT (3) 

HT (3) 
HT (3) 

Rv0653c 

              HT (3) 

HT (3) 

HT (3) 

HT (3) 

HT (3) 
HT (3) 

Rv0967 

               HT (3) 

HT (3) 

HT (3) 

HT (3) 
HT (3) 

Rv1990c 

                HT (3) 

HT (3) 

HT (3) 
HT (3) 

Rv1994c 

                 HT (3) 

HT (3) 
HT (3) 

Rv2021c 

                  HT (3) 
HT (3) 

Rv2324 

                   HT (3) 

Tabla 13 Análisis de trayectorias hacia el atractor para todos los pares de 

nodos posibles. La tabla de doble entrada representa los atractores del análisis 

de trayectorias para cada par ordenado de nodos. El número entre paréntesis 

representa los pasos de tiempo hacia el atractor. Se observa que solo cuando 

se parte de los nodos Rv0324 y Rv3574 activos, se puede alcanzar un atractor 

similar al de Hipoxia Tardía. Además, todo par de nodos que contiene el nodo 

Rv2011c se dirige al atractor de Reactivación.  HT: atractor de Hipoxia Tem-

prana, R: atractor de Reactivación, TA: Atractor similar al de Hipoxia Tardía 
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11) Partiendo de los nodos Rv0324, Rv3574, Rv0494 y Rv0653c activos, se puede 

llegar al atractor de Hipoxia Tardía en solo un paso de tiempo como se observa en 

la figura 45. 

 

Fig. 45 Estados hasta el atractor partiendo de los nodos Rv0324, Rv3574, 

Rv0494 y Rv0653c activos. 

 

Estos resultados sugieren que tanto Rv3574 y Rv0324 son críticos para alcanzar el 

estado de hipoxia tardía y que el nodo Rv2011c es esencial para alcanzar el atractor 

de Reactivación, como se mostró en la sección anterior.  

Estos resultados están de acuerdo con la evidencia experimental que demuestra que 

el nodo Rv0324 es fundamental para generar la respuesta tardía a la hipoxia (34). 

También, el nodo Rv3574, que está implicado en la adaptación al metabolismo li-

pídico, es fundamental para que MTB se adapte energéticamente al estado de hipo-

xia prolongado (82). 
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7.5.3. Mutaciones de activación 

Siguiendo el procedimiento descrito en la sección 7.5.3 se realizaron las mutaciones 

de activación. Los resultados se muestran en la tabla 14.  

 

GEN 

FIJADO EN 

ESTADO 

ACTIVO 

 

NODOS DE VARIACIÓN EN LOS 

ATRACTORES 
Cantidad de  

 atractores Hipoxia 

Temprana 

Hipoxia 

Tardía 
Reactivación 

Rv3133c 0 AUSENTE 0 2 

Rv3132c 0 AUSENTE 0 2 

Rv0081 0 AUSENTE 0 2 

Rv0474 0 1 0 6 

Rv0757 0 1 0 6 

Rv1990c 0 1 0 6 

Rv0967 0 AUSENTE 0 2 

Rv1994c 0 1 0 6 

Rv1985c 0 0 0 6 

Rv2021c 0 1 0 6 

Rv3597c 0 AUSENTE 0 2 
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Rv3681c 0 1 0 6 

Rv2324 0 1 0 6 

Rv0324 AUSENTE 0 4 5 

Rv0494 1 0 1 5 

Rv0653c 1 0 1 5 

Rv2034 0 AUSENTE 0 2 

Rv2011c AUSENTE 0 0 5 

Rv3574 2 0 2 22 

Tabla 14 Variación de los atractores al fijar en estado activo un nodo. La 

tabla muestra la cantidad de nodos que cambian su estado en cada atractor 

particular al ejecutar la mutación de activación respecto de los atractores de la 

RDM sin mutaciones. El término “AUSENTE” representa la ausencia del 

atractor. El valor numérico hace referencia a la cantidad de nodos que varían 

en el atractor, por ejemplo, para la mutación de activación del gen Rv3574, se 

verifica que hay dos nodos que cambian de estado tanto para el atractor de 

Hipoxia Temprana como para el atractor de Reactivación, mientras que el 

atractor de Hipoxia Tardía se mantiene sin variaciones. 

 

1) La mutación de activación de los nodos Rv0081, Rv3133c y Rv3132c, la red 

mantiene el atractor de Hipoxia Temprana como era de esperarse por el hecho de 

que estos nodos son los responsables de la respuesta temprana a la hipoxia. También 

se observa que se mantiene el atractor de Reactivación y desaparece el atractor de 

Hipoxia Tardía. Ver figura 46. Por lo tanto, esta mutación de activación no permite 

alcanzar el atractor de Hipoxia Tardía al sistema. 
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Fig. 46 Atractores del sistema para las mutaciones de activación de los nodos 

Rv0081, Rv3133c y Rv3132c. 

 

2) La mutación de activación de los genes Rv0967, Rv3597c y Rv2034 presentan 

el mismo comportamiento anterior, como se observa en la tabla 14. 

3) La mutación de activación del gen Rv0324 mantiene el atractor de Hipoxia 

Tardía. Además, se observa un atractor similar al de Reactivación y desaparece el 

atractor de Hipoxia Temprana, como se observa en la figura 47. 
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Fig. 47 Atractores del sistema con la mutación de activación del nodo Rv0324. 

Se observa la conservación del atractor de Hipoxia Tardía y un atractor similar 

al de Reactivación, con la diferencia en los nodos: Rv1994c, Rv3597c y 

Rv3681c, que se encuentran activos. 

 

4) La mutación de activación del gen Rv3574 mantiene el atractor de Hipoxia 

Tardía y se observa una distorsión de los atractores de Reactivación y de Hipoxia 

Temprana (el nodo Rv1990c se encuentra inactivo en ambos atractores). También 

se evidencia una disminución en sus cuencas de atracción, de 407552 a 198144 para 

el atractor de Reactivación y de 114168 a 55808 para el atractor de Hipoxia Tardía, 

mientras que las cuencas de atracción de dos atractores similares al de Reactivación 

aumentan de 512 a 2048. Además, la cantidad de atractores del sistema aumenta 

hasta 22, como se observa en la figura 48. 

 

 

Fig. 48 Atractores del sistema con la mutación de activación del nodo Rv3574. 
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5) La mutación de activación del gen Rv2011c mantiene inalterados los atractores 

de Hipoxia Tardía y de Reactivación, mientras que desaparece el atractor de 

Hipoxia Temprana, como se observa en la figura 49. 

 

 

Fig. 49 Atractores del sistema con la mutación de activación del nodo 

Rv2011c. 

 

Como se observa en la tabla 14, la evaluación de mutación de activación de los 

nodos Rv0474, Rv0757, Rv1990c, Rv1994c, Rv1985c, Rv2021c, Rv3681c, 

Rv2324, Rv0494 y Rv0653c no genera cambios significativos en los atractores del 

sistema. Esto está en concordancia con el hecho de que tienen un menor grado de 

conectividad de salida, por lo que regulan a pocos nodos, como se observa en la 

tabla 15. 
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GENE Kout Función Booleana 

Rv3133c 6 Rv3132c | (Rv0757 & Rv2034) | (Rv3133c & (Rv3132c | (Rv0757 & 

Rv2034))) 

Rv3132c 1 Rv3133c | Rv2034 

Rv3574 4 (Rv3574 | Rv0324) & (!(Rv0081| Rv3597c)) 

Rv3597c 10 (Rv1994c | Rv3574 |Rv2034 | Rv0474 | Rv3597c ) & (!(Rv0324) 

Rv0757 2 (Rv3681c |Rv0081| Rv0757 |Rv3597c) & (! Rv2011c) 

Rv0081 14 (!(Rv3574) |Rv3133c)) & (!Rv0081) 

Rv0324 6 (Rv0324 |(!Rv3597c & Rv1985c)) & (! Rv0081) 

Rv2034 5 Rv0081| Rv2034 | Rv0967 

Rv0474 2 Rv0081 | Rv0474 & (!Rv1985c) 

Rv1990c 1 (Rv3597c | Rv0081 | Rv1990c)  & ! (Rv3574) 

Rv0967 1 Rv3133c |  Rv2034 

Rv1994c 3 (Rv0081 | Rv1994c) & (! Rv0324) 

Rv2021c 0 Rv0081|Rv3597c|Rv3133c 

Rv3681c 1 Rv3597c | (Rv0081& !Rv2011c) 

Rv2324 0 Rv0081 | Rv3597c 

Rv0494 1 (Rv0494) & (! Rv0081) 

Rv0653c 1 ( Rv0653c) & !(Rv3597c|Rv0081 ) 
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Rv1985c 3 (Rv0081 | Rv1985c | Rv0324) & (! (Rv1994c| Rv3597c| Rv3133c)) 

Rv2011c 3 (Rv2011c | Rv0324) 

Tabla 15 Valores de conectividad de salida (Kout) para los 19 nodos de la 

red. La tabla muestra la cantidad la cantidad de regulaciones para cada nodo. 

Por ejemplo, el nodo Rv3681c solo regula al nodo Rv0757, por lo tanto, tiene 

un Kout de 1. En verde se muestran los nodos que no presentan cambios sig-

nificativos en sus atractores luego de una mutación de activación. En la co-

lumna de la izquierda se visualizan las funciones reguladoras para cada nodo. 

 

7.5.4. Verificación de mutaciones de inactivación 

Siguiendo el procedimiento descrito en la sección 7.5.4 se realizaron las mutaciones 

de inactivación, que a diferencia del análisis de la sección 8.5.1, donde se eliminaba 

un nodo de la red, en este caso se lo mantiene, pero en estado inactivo. 

1) La mutación de inactivación del nodo Rv0081 distorsiona la red y no se pueden 

alcanzar los atractores de Hipoxia Temprana y de Reactivación, pero se mantiene 

el atractor de Hipoxia Tardía. Además, se observa un aumento considerable en el 

número de atractores que llegan a ser 64. Ver figura 50. 
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Fig. 50 Atractores de la red con mutación de inactivación del nodo Rv0081. 

 

2) La mutación de inactivación de los nodos Rv3133c y Rv3132c mantiene el 

atractor de Hipoxia Tardía sin cambios y los atractores de Hipoxia Temprana y 

Reactivación con solo la variación del nodo mutado. Además, se observa un 

aumento del número de atractores que llegan a ser 10. Ver figura 51. 

 

Fig. 51 Atractores de la red con mutación de inactivación del nodo Rv3133c. 

 

3) La mutación de inactivación de los nodos Rv0474, Rv0757, Rv1990c, Rv0967, 

Rv1994c, Rv1985c, Rv2021c, Rv3597c, Rv3681c, Rv2324, Rv0494, Rv0653c y 

Rv2034 no afecta significativamente a los atractores del sistema como se evidencia 

en la tabla 13. Una particularidad de la mutación de los nodos Rv3597c y Rv2034 

es que se elevan el número de atractores, a 54 y 10 respectivamente, ambos tienen 

un alto grado de conectividad de salida igual a cinco en la RDM.  
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4) La mutación de inactivación de los genes Rv0324 y Rv3574 conserva intactos la 

estructura de los atractores de Hipoxia Temprana y Reactivación, pero se pierde el 

atractor de Hipoxia Tardía, lo que refleja el hecho de que estos nodos son esenciales 

para alcanzar el estado general de Hipoxia Tardía. Ver figura 52.  

 

 

Fig. 52 Atractores de la red con mutación de inactivación de los nodos Rv0324 

y Rv3574. 

 

5) La mutación de inactivación del gen Rv2011c conserva en general la estructura 

de los atractores de Hipoxia Tardía y de Hipoxia Temprana, pero se pierde el 

atractor de Reactivación. Lo que sugiere que este nodo es esencial para alcanzar el 

estado general de Reactivación. Ver figura 53.  
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Fig. 53 Atractores de la red con mutación de inactivación del nodo Rv2011c. 

 

Todos los resultados de las mutaciones de inactivación se resumen en la tabla 

16. 

 

GEN 

FIJADO EN 

ESTADO 

INACTIVO 

 

NODOS DE VARIACIÓN EN LOS 

ATRACTORES 

Cantidad de 

Atractores 
Hipoxia 

Temprana 

Hipoxia 

Tardía 
Reactivación 

Rv3133c 1 0 1 10 

Rv3132c 1 0 2 10 

Rv0081 AUSENTE 0 AUSENTE 64 

Rv0474 1 0 1 6 

Rv0757 1 0 0 6 
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Rv1990c 1 0 1 6 

Rv0967 1 0 1 6 

Rv1994c 1 0 1 6 

Rv1985c 1 1 1 10 

Rv2021c 1 0 1 6 

Rv3597c 1 0 2 54 

Rv3681c 1 0 1 6 

Rv2324 1 0 1 6 

Rv0324 0 AUSENTE 0 2 

Rv0494 0 1 0 4 

Rv0653c 0 1 0 4 

Rv2034 1 0 1 10* 

Rv2011c 0 1 AUSENTE 5 

Rv3574 0 AUSENTE 0 22 

* 8 atractores de un estado y 2 atractores de dos estados. 

Tabla 16 Variación de los atractores al fijar en estado inactivo un nodo. 

La tabla muestra la cantidad de nodos que cambian su estado en cada atractor 

particular al ejecutar la mutación de inactivación respecto de los atractores de 

la RDM sin mutaciones. 
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7.6. INTRODUCCIÓN DE UN NODO RELACIONADO CON LAS 

CITOQUINAS 

7.6.1. Nodo relacionado a las citoquinas 

Se realizó una búsqueda sistemática de los genes de MTB relacionados a las cito-

quinas del huésped y se encontró que la expresión del gen HspX (Rv2031c) está 

relacionada con la concentración relativa de IFN-γ y la IL 10, que son citoquinas 

con funciones inflamatoria y antiinflamatoria, respectivamente (68). 

7.6.2.  Análisis de las integración del nodo Rv2031c con la red dormancia 

De la búsqueda bibliográfica se verifica que el gen Rv3133c se comporta como un 

activador del gen Rv2031c, por lo que constituye una función booleana activadora. 

Además, según la base de datos de Turkarslan y colaboradores (73), que contiene 

información de los genes que son activados o inhibidos por los factores de trans-

cripción de MTB, con sus correspondientes valores de p-value, esta función activa-

dora tiene un alto valor de inducción, mayor a cinco veces y un p-value de 2.93 x 

10-26 , por lo tanto, es estadísticamente representativa. 

7.6.3.  Análisis bioinformático de la relación de Rv2031c con la red de 

dormancia. 

 

Análisis de Componentes Principales:  
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Mediante este algoritmo de agrupamiento en Componentes Principales (CP), se 

puede determinar qué genes están más relacionados entre sí según sus perfiles de 

expresión genética. Para este análisis se usaron los datos experimentales descritos 

en la sección 8.1, tomados del trabajo de Peterson y Colaboradores (65). La cercanía 

en una posición particular del plano de componentes determina el grado de similitud 

entre los genes para las componentes principales analizadas. Como se observa en la 

figura 54, los genes Rv3133c y Rv2031c se encuentran muy cercanos entre sí, tanto 

en las componentes CP1 y CP2 como en las componentes CP1 y CP3. Esta 

proximidad sugiere una alta correlación entre estos genes, respaldando así la 

elección de Rv3133c como nodo regulador de Rv2031c. 
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Fig. 54 Análisis de agrupamiento de los genes en componentes principales. 

Se observa la proximidad de los genes Rv2031c y Rv3133c, con valores cer-

canos a cero en CP1 y valores positivos en CP3 en el panel superior, así como 

valores positivos en CP2 en el panel inferior. La flecha indica la posición de 

las coordenadas de los genes Rv2031c y Rv3133c en el plano definido por las 

componentes principales CP1 y CP3 (panel superior) y CP1 y CP2 (panel in-

ferior). 

 

Análisis de funciones in silico del nodo Rv2031c: 

Se cargaron los perfiles de expresión de Rv2031c en la red mínima de 19 nodos. El 

algoritmo “bestfit” se usó con K=2 (funciones con un máximo de 2 genes 

reguladores). Encontrándose al gen Rv3133c como su regulador en la segunda 

función reguladora generada por el algoritmo. 

Transition functions: 

Alternative transition functions for gene Rv2031c: 

Rv2031c = (Rv3574) | (Rv2031c) (error: 1) 

Rv2031c = (Rv3574) | (Rv3133c) (error: 1) 

 

En base a estos resultados, la función de regulación propuesta para el gen Rv2031c 

es: 

Rv2031c, Rv3133c 

Tanto el análisis de componentes principales, como el análisis de funciones in 

silico, corroboran el dato experimental encontrado en la base de datos de Turkarslan 

y colaboradores (73), que asigna a Rv3133c como un regulador de Rv3031c. 
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Por lo tanto, la red de dormancia mínima, ampliada con este nodo, sería la siguiente: 

 

GEN FUNCIONES BOOLEANAS 

Rv1994c (Rv0081 | Rv1994c) & (! Rv0324) 

Rv3133c 
Rv3132c | (Rv0757 & Rv2034) | (Rv3133c & (Rv3132c | (Rv0757 & 

Rv2034))) 

Rv3132c Rv3133c | Rv2034 

Rv3574 (Rv3574 | Rv0324 & (!(Rv0081| Rv3597c)) 

Rv3597c (Rv1994c | Rv3574 Rv2034 | Rv0474 | Rv3597c ) & (!(Rv0324) 

Rv0757 (Rv3681c |Rv0081| Rv0757 |Rv3597c) & (! Rv2011c) 

Rv0081 (!(Rv3574) |Rv3133c)) & (!(Rv0081|Rv1033c)) 

Rv0324 (Rv0324 |(!Rv3597c & Rv1985c)) & (! Rv0081) 

Rv1985c (Rv0081 | Rv1985c | Rv0324) & (! (Rv1994c| Rv3597c| Rv3133c)) 

Rv2011c (Rv2011c | Rv0324) 

Rv2034 Rv0081| Rv2034 | Rv0967  

Rv3681c Rv3597c | (Rv0081& !Rv2011c) 

Rv0967 Rv3133c |  Rv2034 

Rv0474 Rv0081 | Rv0474 & (!Rv1985c) 
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Rv0494 (Rv0494) & (! Rv0081) 

Rv0653c (Rv0653c |Rv1033c) & !(Rv3597c|Rv0081 ) 

Rv1990c (Rv3597c | Rv0081 | Rv1990c) & ! (Rv3574) 

Rv2021c Rv0081|Rv3597c|Rv3133c 

Rv2324 Rv3597c | Rv0081 

Rv2031c Rv3133c 

 

Tabla 17 Funciones booleanas de la RMD ampliada con el nodo Rv2031c. 

 

7.6.4.  Análisis de los atractores de la red de dormancia ampliada con el 

nodo Rv2031c 

1) Binarización de los estados de expresión diferencial del nodo Rv2031c. 

Para poder obtener el estado experimental del gen Rv2031c en los estados generales 

de Hipoxia Temprana, Hipoxia Tardía y Reactivación, se binarizaron sus estados 

de expresión diferencial que se muestran en la figura 55. 
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Fig. 55 Expresión diferencial del gen Rv2031c en las 25 muestras analiza-

das. En la parte inferior del eje X se describen las 25 condiciones de tiempo y 

porcentaje de oxígeno disuelto (OD) para cada muestra analizada. 

 

Usando los algoritmos descritos en la sección 7.2 se realizó la binarización de la 

expresión diferencial del gen Rv2031c, como se muestra en la tabla 18, se observa 

un estado activo tanto en los estados generales de Hipoxia Temprana y Reactivación 

y un estado inactivo en el estado general de Hipoxia Tardía. El modelo booleano de 

dormancia ampliado debería reproducir estos datos experimentales. 

 

              H TEMP H TAR R      
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G
en

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 
th

resh
o

ld
 

R
v

2
0

3
1

c 

0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 

3
.1

8
6 

Tabla 18 Binarización de la expresión diferencial del gen Rv2031c. 

 

2) Análisis de la Reproducción de los estados experimentales por parte de los atrac-

tores del modelo booleano de dormancia ampliado con el nodo Rv2031c. 

Al obtenerse los atractores se la red de dormancia ampliada se generan los mismos 

seis atractores que los de la RMD. Al analizar los estados del nodo Rv2031c en la 

figura 56, se verifica que se encuentra activo en los estados generales de Hipoxia 

Temprana y Reactivación e inactivo en el estado de Hipoxia Tardía, reproduciendo 

sus estados experimentales descritos en la tabla 18 y en la figura 55. Además, se 

mantienen las mismas proporciones entre las cuencas de atracción de los atractores 

de Reactivación (815104 estados), Hipoxia Temprana (229376 estados) e Hipoxia 

Tardía (1024 estados), que las obtenidas en la red antes de la adición del nodo 

Rv2031c.  
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Fig. 56 Atractores de la red mínima de dormancia ampliada con el nodo 

Rv2031c. 

 

La estructura de la RMD ampliada con el nodo Rv2031c se muestra en la figura 57. 

 

Fig. 57 red mínima de dormancia ampliada con el nodo Rv2031c. 
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7.7. COMPARACIÓN DE LA RED MÍNIMA DE DORMANCIA CON REDES 

ALEATORIAS DEL MISMO GRADO DE ENTRADA PARA LOS 

NODOS. 

Con el algoritmo descrito en la sección 7.7 se procede a generar dos redes aleatorias 

de 20 nodos que tengan la misma conectividad de entrada que la RDM y se obtienen 

sus atractores. 

Atractores de la Red Aleatoria 1: 

 

Fig. 58 Atractor de 14 estados de la red aleatoria 1.  
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Fig. 59 Atractor de 4 estados de la red aleatoria 1: 

 

 

Fig. 60 Atractor de 7 estados de la red aleatoria 1 

 

Atractores de la Red Aleatoria 2: 
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Fig. 61 Atractores de 8 estados de la red aleatoria 2 

 

 

Fig. 62 Atractor de 13 estados de la red aleatoria 2 
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Fig. 63 Atractor de 26 estados de la red aleatoria 2 

 

Al comparar los atractores de las dos redes aleatorias con los atractores del modelo 

de dormancia, en ningún caso obtenemos alguno de los atractores de Hipoxia 

Temprana, Reactivación o de Hipoxia Tardía de la red de dormancia mínima. 

Además, los atractores de estas redes aleatorias tienen estructuras muy diversas, 

algunas de los cuales son muy complejas a pesar de contar con el mismo número 

de nodos y de reguladores. En la tabla 19 se muestran la cantidad de atractores 

obtenidos para 15 redes aleatorias. Se observan atractores con una gran variedad de 

estados: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 11, 13, 14, 18, 21, 22, 23, 26, 30, 46, 48, 55, 62, 93, 

105, 131 y 139 estados, que no tienen ningún tipo de similitud con algunos de los 

atractores de la red mínima de dormancia, que consta de 6 atractores de un solo 

estado 

N° DE RED      

ALEATORIA 

CANTIDAD DE 

ATRACTORES 

ESTADOS DEL ATRAC-

TOR 

1 1 14 

1 4 

1 7 

2 2 8 

1 13 

1 26 

3 3 4 

2 6 

1 8 
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4 1 1 

1 2 

1 46 

5 1 2 

1 11 

1 23 

6 1 2 

1 8 

1 7 

1 30 

7 1 1 

1 8 

1 21 

8 2 6 

1 12 

9 2 3 

1 8 

1 13 

1 17 

1 26 

1 131 

1 139 

10 2 4 

1 55 

11 3 2 

2 3 

1 8 

1 18 

1 30 

1 93 

12 7 1 

2 2 

2 4 

1 5 
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1 7 

13 1 4 

1 7 

14 3 2 

1 4 

1 48 

1 55 

1 62 

15 1 4 

1 22 

1 105 

 

Tabla 19 Atractores de 15 redes aleatorias. En la primera columna se mues-

tra el número de la red aleatoria. En la columna central figuran la cantidad de 

atractores con una cantidad particular de estados. Por ejemplo, la red aleatoria 

N°13 posee un atractor de 4 estados y un atractor de 7 estados. 

 

7.8. INTRODUCCIÓN DE NODOS RELACIONADOS  AL ESTADO DE 

REACTIVACIÓN. 

7.8.1.  Nodos relacionados al estado de reactivación 

 

Luego de una búsqueda bibliográfica se determinó que los genes RpfA (Rv0867c), 

RpfB (Rv1009), RpfC (Rv1884c), RpfD (Rv2389c), RpfE (Rv2450c), FtsZ 

(Rv2150c) y ripA (Rv1477) están relacionados al proceso de reactivación (77, 78, 

79, 80).   
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7.8.2.  Análisis de la interacción de los nodos relacionados a la reactivación 

con la red de dormancia de MTB 

Se realizó la búsqueda de las funciones reguladoras de los nodos RpfA (Rv0867c), 

RpfB (Rv1009), RpfC (Rv1884c), RpfD (Rv2389c), RpfE (Rv2450c), FtsZ 

(Rv2150c) y ripA (Rv1477) en las bases de datos de Turkarslan y colaboradores 

(73), disponibles en la plataforma “MTB Network Portal v2” y de Galagan y cola-

boradores (34) y solo se obtuvieron interacciones significativas para los nodos  

Rv1884c, Rv2389c, Rv2450c y Rv2150c, sin embargo, fue necesario introducir a 

los nodos Rv1033c y Rv1353c dado que estos nodos regulan a los nodos relaciona-

dos a la reactivación y además son nodos que regulan a muchos otros factores de 

transcripción 607 y 1284 respectivamente según el trabajo de Galagan y colabora-

dores (34). 

De igual forma que en la sección 7.4.1, sus perfiles de expresión diferencial se 

usaron para verificar sus funciones reguladoras. 

En el anexo 5 se muestran sus perfiles de expresión diferencial. 

Del análisis anterior se encontraron las funciones reguladoras para los nodos 

relacionados a la reactivación que se muestran en la tabla 20. 
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GEN FUNCIONES BOOLEANAS 

Rv1994c (Rv0081 | Rv1994c) & (! Rv0324) 

Rv3133c 
Rv3132c | (Rv0757 & Rv2034) | (Rv3133c & (Rv3132c | (Rv0757 & 

Rv2034))) 

Rv3132c Rv3133c | Rv2034 

Rv3574 (Rv3574 | Rv0324 & (!(Rv0081| Rv3597c)) 

Rv3597c (Rv1994c | Rv3574 Rv2034 | Rv0474 | Rv3597c ) & (!(Rv0324) 

Rv0757 (Rv3681c |Rv0081| Rv0757 |Rv3597c) & (! Rv2011c) 

Rv0081 (!(Rv3574) |Rv3133c)) & (!(Rv0081|Rv1033c)) 

Rv0324 (Rv0324 |(!Rv3597c & Rv1985c)) & (! Rv0081) 

Rv1985c (Rv0081 | Rv1985c | Rv0324) & (! (Rv1994c| Rv3597c| Rv3133c)) 

Rv2011c (Rv2011c | Rv0324) 

Rv2034 Rv0081| Rv2034 | Rv0967  

Rv3681c Rv3597c | (Rv0081& !Rv2011c) 

Rv0967 Rv3133c |  Rv2034 

Rv0474 Rv0081 | Rv0474 & (!Rv1985c) 

Rv0494 (Rv0494) & (! Rv0081) 

Rv0653c (Rv0653c |Rv1033c) & !(Rv3597c|Rv0081 ) 

Rv1990c (Rv3597c | Rv0081 | Rv1990c)  & ! (Rv3574) 
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Rv2021c Rv0081|Rv3597c|Rv3133c 

Rv2324 Rv3597c | Rv0081 

Rv2031c Rv3133c 

Rv1033c Rv1033c | (Rv1353c & !( Rv0081 | Rv1994c| Rv0324 | Rv3597c)) 

Rv2389c ( Rv0757 |Rv0324|Rv1033c) & (!Rv0081) 

Rv2450c Rv0081 |Rv0967 |Rv2021c 

Rv1884c (Rv1353c | Rv0967 |Rv3597c)  & !(Rv2011c) 

Rv1353c Rv1353c | ((Rv0324|Rv0757) & ! Rv3574)) 

Rv2150c Rv0967 | (Rv1033c & !(Rv0081|Rv2011c)) 

 

Tabla 20 Funciones booleanas de la RMD ampliada con los nodos relacio-

nados a la reactivación. Esta red de 26 nodos contiene el nodo relacionado a 

las citoquinas Rv2031c y los 6 nodos adicionales relacionados a la reactiva-

ción. 

 

7.8.3.  Análisis de los atractores de la red ampliada con los nodos 

relacionados a la reactivación 

 

1) Binarización de los estados de expresión diferencial de los nodos 

relacionados a la Reactivación. 
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Usando los algoritmos descritos en la sección 7.2 se realizó la binarización de la 

expresión diferencial para los genes Rv1884c, Rv2389c, Rv2450c, Rv2150c, 

Rv1033c y Rv1353c como se muestra en la tabla 21. Estos estados experimentales 

deberían poder ser reproducidos por el modelo booleano de dormancia. 

 

 

GENES 

 H. TEMP H. TAR R     
 

thresholds 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 

Rv1033c 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0.16275 

Rv2389c 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0.238557692307692 

Rv2450c 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 0.118298611111111 

Rv1884c 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0.142875 

Rv1353c 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0.338933823529412 

Rv2150c 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0.431349206349206 

Tabla 21 Binarización de la expresión diferencial de los genes relaciona-

dos al estado general de Reactivación. Se muestran los estados binarizados 

de los nodos relacionados a la reactivación para las muestras que comprenden 

los estados generales de Hipoxia Temprana, Hipoxia Tardía y Reactivación. 

 

2) Análisis de la Reproducción de los estados experimentales binarizados por 

parte de los atractores del modelo booleano de dormancia ampliado con los 

nodos relacionados a la Reactivación. 
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Una vez cargadas los nodos adicionales se procede a obtener los atractores de la red 

ampliada. Se obtuvieron 18 atractores, tres de los cuales representan a los estados 

generales de Hipoxia Temprana, Reactivación y de Hipoxia Tardía. Estos atractores 

son a su vez los que tienen las cuencas de atracción más grandes (cantidad de 

estados del sistema que se dirigen hacia el atractor). El atractor de Hipoxia 

Temprana tiene una cuenca de atracción que consta de 3538944 estados que 

representan al 10,55% del total de estados, el atractor de Reactivación posee una 

cuenca de atracción que consta de 12730368 estados que representan al 37,97% del 

total de estados y el atractor de Hipoxia Tardía tiene una cuenca de atracción que 

consta de 16384 estados que representan al 0.05 % de estados del sistema. En la 

figura 64 se muestran estos tres atractores. 

 

 

Fig. 64 Atractores de la red de dormancia ampliada con los nodos relacio-

nados a la Reactivación. En el panel izquierdo se muestran todos los nodos 
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de la red. Se muestra a los tres atractores identificados con los estados genera-

les de Hipoxia Temprana (H. TEMP), Reactivación (R) e Hipoxia Tardía (H. 

TAR). 

Al analizar sus estados en los atractores y compararlos con sus estados 

experimentales binarizados de la tabla 17 se verifica los siguiente: 

El atractor de Reactivación reproduce los estados experimentales binarizados de los 

nodos Rv1033c, Rv2389c, Rv2450c, Rv1884c, Rv1353c y Rv2150c. 

El atractor de Hipoxia Temprana reproduce los estados experimentales binarizados 

de los nodos Rv1033c, Rv2389c y Rv2150c. 

El atractor de Hipoxia Tardía reproduce los estados experimentales binarizados de 

los nodos Rv1033c, Rv2389c, Rv2450c, Rv1884c, Rv1353c y Rv2150c. 

Por lo tanto, el modelo booleano de dormancia puede reproducir el 100 % de los 

estados de experimentales binarizados de los seis nodos adicionales con los atrac-

tores de Reactivación e Hipoxia Tardía y el 50% de los estados experimentales bi-

narizados de dichos nodos con el atractor de Hipoxia Temprana.  

7.8.4.  Análisis de trayectorias hacia el atractor de reactivación 

 

Con el objetivo de determinar los principales genes asociados al proceso de 

Reactivación, se realizó un análisis de las trayectorias hacia dicho atractor. Se 

evaluaron los nodos Rv2011c, Rv0324 y Rv1985c que en la sección 8.5 mostraron 
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ser importantes para el estado de Reactivación, junto con los nodos adicionales: 

Rv1884c, Rv2389c, Rv2450c, Rv2150c, Rv1033c y Rv1353c, encontrándose que 

los nodos Rv2011c, Rv1033c, Rv1353c y Rv2389c son suficientes para alcanzar el 

atractor de Reactivación en solo cuatro pasos de tiempo como se muestra en las 

figuras 65 y 65. 

 

 

Fig. 65 Estados hasta el atractor partiendo de los nodos Rv2011c y Rv1353c 

activos. 
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Fig. 66 Estados hasta el atractor partiendo de los nodos Rv2011c, Rv1033c y 

Rv2389c activos 

En la figura 67 se muestra la red de dormancia ampliada con la introducción de los 

nodos relacionados a la Reactivación, ubicados en el lado derecho de la red, 

mientras que los nodos con mayor conectividad como Rv0081, Rv3597c y Rv0324 

se ubican en el centro de la gráfica. 
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Fig. 67 Red de dormancia ampliada con los nodos relacionados a la Reactiva-

ción y el nodo relacionado a las citoquinas Rv2031c. 

 

Estos resultados muestran que la red RDM de 19 nodos posee tres atractores rela-

cionados a los estados experimentales binarizados de Hipoxia Temprana, Hipoxia 

Tardía y Reactivación. Al realizarse simulaciones de mutaciones y de trayectorias 

hacia el atractor, se ha podido determinar la importancia de nodos particulares para 

cada atractor, por ejemplo, el nodo Rv2011c es importante para alcanzar el atractor 

de Reactivación. Luego de introducirse el nodo Rv2031c, relacionado a las citoqui-

nas, se observa que los atractores de la red RDM se mantienen. Finalmente, luego 

de introducirse los nodos relacionados a la Reactivación, la red se expande hasta 
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los 26 nodos. En esta red ampliada también se conservan dichos atractores y se 

verifica que los atractores de Hipoxia Tardía y de Reactivación son los que más se 

ajustan a los datos experimentales binarizados. Por lo tanto, esta red de 26 nodos, 

al contener los nodos implicados al proceso de reactivación, es la más adecuada 

para simular este proceso complejo, que le permite al patógeno volver a producir 

una enfermedad activa. 
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VIII. DISCUSIÓN 

Partiendo de una red booleana previa, del trabajo de Bose y colaboradores (64), se 

modificaron las funciones reguladoras de los nodos con el fin de adecuarlos más 

cercanamente a los datos experimentales de estudios más recientes de expresión 

genética.  Para hacer un análisis exhaustivo del comportamiento de esta red de dor-

mancia mediante mutaciones de sus nodos y evaluación de las trayectorias desde 

un estado inicial, se procedió a reducir la red, retirando los nodos de salida y man-

teniendo los nodos hub; además, se realizó una corrección de las funciones regula-

doras en base a los perfiles de expresión genética de los genes reguladores. Con 

estas correcciones y la reducción de nodos se obtuvo una red de dormancia mínima 

de MTB con seis atractores, tres de los cuales reflejan el comportamiento experi-

mental de Hipoxia Temprana, Hipoxia Tardía y Reactivación.  

Se utilizaron datos experimentales de expresión diferencial del trabajo de Peterson 

y colaboradores (65), para obtener de novo funciones reguladoras in silico. Estas 

funciones reguladoras in silico se compararon con las funciones reguladoras de los 

nodos que se derivaron de los trabajos de Galagan y colaboradores (34) y 

Turkarslan y colaboradores (73). Se observó que las funciones reguladoras in silico 

del gen Rv3574 son las que más se ajustan a las funciones derivadas de los datos 

experimentales. Por otro lado, mediante un análisis de componentes principales 

sobre los datos experimentales de expresión genética (65), se pudo evidenciar la 
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existencia de al menos tres estados generales que se corresponden con un estado 

general de Hipoxia temprana, otro de Hipoxia Tardía y uno de Reactivación. Estos 

datos luego fueron usados para comprobar la eficacia de la red de dormancia para 

reproducir estos estados experimentales, mediante el análisis de sus atractores. 

Al realizar la comparación entre los estados de los 19 nodos de la RDM en los 

atractores con sus estados de expresión binarizados, se observó una alta 

concordancia. El atractor de Hipoxia temprana reproduce el estado experimental 

binarizado de 18 de los 19 nodos. El atractor de Hipoxia Tardía reproduce el estado 

binarizado de 16 de los 19 nodos, solo los genes Rv3681c, Rv2324 y Rv2034 tienen 

un estado opuesto al predicho por el atractor. Mientras que el atractor de 

Reactivación reproduce el estado experimental binarizado para 18 de los 19 nodos 

de la RDM, solo el gen Rv0324 muestra un estado opuesto al predicho por el 

atractor. Al analizar el perfil de expresión de este último, se observa una 

disminución del 50 % en su actividad lo que estaría de acuerdo con el estado 

inactivo que predice el atractor de Reactivación, por lo tanto, la discrepancia se 

podría atribuir a un valor alto del umbral asignado por el algoritmo de binarización.  

Los análisis de eliminación de los nodos Rv0081 y Rv3133c mostraron una 

alteración en los atractores de Hipoxia Temprana y de Reactivación, pero solo en 

el caso de la eliminación del gen Rv0081 se evidenció una gran alteración del 

atractor de Hipoxia Tardía, esto está de acuerdo a la evidencia experimental que 
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sugiere que el gen Rv0081 es esencial para la transición entre el estado general de 

Hipoxia Temprana al de Hipoxia Tardía (35).    

Los análisis de mutaciones de activación para los genes Rv0081, Rv3133c, 

Rv3132c y Rv0967 mostraron la conservación de los atractores de Hipoxia Tem-

prana y de Reactivación, pero, a la vez, mostraron la pérdida del atractor de Hipoxia 

Tardía. Esto último está de acuerdo con la evidencia experimental que sugiere que 

estos nodos son importantes solo para la respuesta temprana a la hipoxia (5), (6). 

Las mutaciones de activación de los genes Rv0324 y Rv2011c mostraron la conser-

vación del atractor de Hipoxia Tardía y la pérdida del atractor de Hipoxia Tem-

prana, mientras que solo para el gen Rv2011c se mostró la conservación del atractor 

de Reactivación, estos resultados están de acuerdo con la evidencia experimental 

que sugiere que estos genes son fundamentales para la respuesta tardía a la hipoxia 

(34). Además, sugieren un papel preponderante del gen Rv2011c para la reactiva-

ción. 

Los análisis de mutaciones de inactivación revelaron la importancia del nodo 

Rv0081 para obtener los atractores de Hipoxia Temprana, que se pierde al inactivar 

dicho nodo. Además, Rv0324 resultó ser fundamental para obtener el atractor de 

Hipoxia Tardía, que es el estado de mayor resistencia de MTB, mientras que el gen 

Rv2011c resultó esencial para obtener el atractor de Reactivación que se pierde al 

inactivar dicho gen. 
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El análisis de trayectorias desde un estado inicial se alinea con la evidencia 

experimental, que demuestra que los nodos Rv3133c y Rv0081 deben ser los 

primeros en activarse para poder alcanzar el atractor de Hipoxia Temprana (5, 6, 

35). Este análisis también reveló la importancia de los genes Rv0324 y Rv3574 para 

poder alcanzar el atractor de Hipoxia Tardía, esto está de acuerdo con la evidencia 

experimental que asigna un rol central al gen Rv0324 en la respuesta tardía a la 

hipoxia (34), y al hecho de que el gen Rv3574 es fundamental para la adaptación 

del metabolismo lipídico, el cual es necesario para que MTB se adapte 

energéticamente al estado de hipoxia prolongado (82). 

Los resultados del análisis de dos redes aleatorias de igual número de nodos y de 

reguladores que la RMD mostraron que en ningún caso se obtuvo alguno de los 

atractores característicos de Hipoxia Temprana, Hipoxia Tardía o Reactivación. 

Esto demuestra que los atractores característicos del modelo de dormancia son un 

producto específico de las regulaciones identificadas en el organismo MTB. 

Uno de los nodos de la RDM es el factor HspX. Dicho factor está sobreexpresado 

durante la dormancia. En estudios previos, se ha demostrado que su expresión está 

regulada por la relación de concentración IL10/ IFN-γ (68). Del análisis de este 

nodo en la RDM se ha encontrado que este nodo crítico está directamente 

relacionado al sistema de dos componentes DosR/DevS (que es fundamental para 

el ingreso a la dormancia) mediante el nodo Rv3133c. Por lo tanto, estos resultados 

sugieren que HspX forma parte de un sistema de interacción entre la RDM y la red 
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de factores del sistema inmunológico, que en última instancia media la resucitación 

de MTB, conduciendo a la reactivación de la tuberculosis.  

La ampliación de la RDM con los genes relacionados a la reactivación: RpfD 

(Rv2389c), RpfC (Rv1884c), RpfE (Rv2450c) y FtsZ (Rv2150c), se logró mediante 

la introducción de dos nodos adicionales: Rv1033c y Rv1353c. El análisis de los 

atractores de esta red de dormancia ampliada mostró una reproducción del 100 % 

de los estados experimentales binarizados de estos seis nodos para los atractores de 

Hipoxia Tardía y Reactivación. Sin embargo, el atractor de Hipoxia Temprana solo 

pudo reproducir los estados experimentales binarizados de los nodos Rv1033c, 

Rv1353c y Rv2150c.  

Al analizarse las trayectorias hacia el atractor de Reactivación de la RDM ampliada, 

se encontró que los nodos Rv1033c, Rv1353c, Rv2011c y Rv2389c son esenciales 

para alcanzar dicho atractor. 

Los resultados sugieren que la inactivación de Rv0324 le impediría al patógeno 

alcanzar el estado de Hipoxia Tardía. Además, trabajos previos han demostrado que 

este gen es fundamental en la resistencia a antibióticos (83). Por lo tanto, surge 

Rv0324 como un buen candidato de blanco terapéutico para evitar el estado de dor-

mancia. El papel fundamental de los genes Rv1033c, Rv1353c, Rv2011c y 

Rv2389c en el establecimiento del atractor de Reactivación sugiere que estos nodos 
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podrían ser buenos candidatos como blancos terapéuticos durante la tuberculosis en 

estado de latencia, con el fin de evitar la reactivación.  

El gen Rv1033c es parte de un sistema de transducción de señales de dos compo-

nentes similar al sistema DosR/DevS. Debido a su importancia en el estableci-

miento del atractor de Reactivación, podría estar implicado en las vías de señaliza-

ción que permiten a MTB alcanzar este estado, constituyéndose así en otro candi-

dato importante para ser un blanco terapéutico en la fase de latencia de la tubercu-

losis. 

El hecho de que el gen RpfD (Rv2389c) sea el único factor promotor de resucitación 

activo durante el estado general de Hipoxia Tardía sugiere un mecanismo de 

reactivación que involucra su activación por parte de Rv1033c y que finalmente 

conduzca a la activación del gen RpfE (Rv2450c) y FtsZ (Rv2150c), este último es 

un factor implicado en la duplicación celular (78). 
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IX. CONCLUSIONES 

• La red de dormancia mínima de MTB de 19 nodos posees tres atractores que 

reproducirían el comportamiento experimental de los estados binarizados de 

Hipoxia Temprana, Hipoxia Tardía y Reactivación.  

• Del análisis de las trayectorias hacia un atractor, se sugiere la importancia 

de los nodos Rv0081 y DevR/S como iniciadores del estado general de 

Hipoxia Temprana. 

• Del análisis de las mutaciones de los nodos se ha podido evidenciar la 

importancia de los genes Rv0324 y Rv3574 para alcanzar el estado 

binarizado de Hipoxia Tardía, por lo que serían posibles candidatos de 

blancos terapéuticos. Además, sugieren un papel preponderante del gen 

Rv2011c para alcanzar el estado general de Reactivación. 

• Al introducir el nodo HspX, que está modulado por la relación de las 

concentraciones de interleuquinas provenientes del huésped, IL10/IFN-γ, se 

comprobó que la red reflejaría el comportamiento experimental para los 

estados de Hipoxia Temprana, Hipoxia Tardía y de Reactivación de este 

nodo. 

• La incorporación de los nodos relacionados con la resucitación (RpfD, RpfC 

y RpfE), así como de los genes FtsZ, Rv1033c y Rv1353c, a la red de 



150 

 

dormancia ha demostrado que los atractores correspondientes a la Hipoxia 

Tardía y la Reactivación reproducirían el comportamiento experimental 

observado para estos seis nodos. 

• A partir del análisis de las trayectorias de la red de dormancia ampliada con 

los genes asociados a la reactivación, se verifica la importancia de los genes 

Rv1033c y Rv2389c para alcanzar el estado general de Reactivación, lo que 

los convierte en posibles blancos terapéuticos para el tratamiento de la 

tuberculosis en estado de latencia, con el potencial de prevenir su 

reactivación. 
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X. DIRECCIONES A FUTURO 

• Para mejorar el modelo se puede introducir niveles de expresión genética 

para los nodos de la red, en lugar de estados binarios. 

• Se puede evaluar si la red de dormancia de MTB se encuentra operando en 

punto crítico. Para esto, se generarían mutaciones en la red con el objetivo 

de determinar los nodos esenciales para mantener el estado crítico de la red. 

• Se podría ampliar la red, y así generar un modelo booleano multinivel que 

incluya nodos de las células inmunitarias del huésped, nodos mediadores 

como las citoquinas y nodos de la red de dormancia de MTB. 
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XI. LIMITACIONES 

• La binarización de los estados de expresión genética no tiene en cuenta el 

espectro de modulaciones en los niveles de expresión genética. 

• El modelado sincrónico no toma en cuenta algún tipo de retardo en la 

interacción entre los nodos de la red. Además, es determinista y no 

contempla la variabilidad natural en las poblaciones bacterianas. 

• El modelo se basa en datos de expresión genética in vitro, sin tomar en 

cuenta algún factor del huésped que pueda alterar la expresión genética de 

MTB. 

• El modelo de dormancia se basa en resultados experimentales de expresión 

genética en estado de dormancia inducido por hipoxia y solo en el estado de 

Hipoxia Tardía se considera adicionalmente los resultados de un modelo de 

dormancia por falta de potasio. 

• El modelo no incluye interacciones de modificación post traduccional como 

fosforilación, metilación, entre los nodos.  
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XIII. ANEXOS  

ANEXO 1. DISTRIBUCIONES DE POISSON Y BINOMIAL 

Distribución de Poisson 

Sea μ el número promedio de eventos que ocurre en un estado de tiempo, la 

probabilidad de que ocurran k eventos está dada por:  

P (x=k )=μk e−μ /k!  

para valores de k = 0, 1, 2, 3, . . .  

La media y la desviación estándar de la variable aleatoria de Poisson son: 

Media: μ=m  

Desviación estándar: μ=σ  

Calculando los valores de p(x), se pueden usar para construir un histograma de 

probabilidad para la variable aleatoria x. Ver figura S1 



 

 

Fig.S1 Distribución de Poisson.  Se muestra la distribución para μ = 0.5, 1 y 

4. Tomado de Introduction to Probability and Statistics (61).  

 

Distribución Binomial:  

Un experimento binomial consta de n intentos idénticos con probabilidad p de éxito 

en cada intento. La probabilidad de k éxitos en n intentos es:  

P (x=k )=(pkqn− k)n !/(n−k ) !k !  

Dado que q = 1-p, se puede demostrar que el promedio μ está dado por μ = np.  

Al graficar estas distribuciones se comprueba que los valores promedios μ de estas 

distribuciones son representativas de la distribución. Ver figura S2.  



 

 

Fig.S2 Distribución Binomial. (a) El gráfico está sesgado a la derecha; es 

decir, la mayor parte del tiempo observará valores pequeños de x. La media o 

“punto de equilibrio” está alrededor de x = 1;(b) y (c) muestran otras dos dis-

tribuciones binomiales con n = 10, pero con diferentes valores de P. Cuando p 

= 0.5 la distribución es exactamente simétrica con respecto a la media, m = np 

= 10(0.5) = 5. Cuando p= 0.9, la distribución es la “imagen especular” de la 

distribución para p= 0.1 y es sesgado a la izquierda. Tomado de Introduction 

to Probability and Statistics (61).  

ANEXO 2. VALORES DE EXPRESIÓN DIFERENCIAL 

Las tablas que se presentan a continuación contienen los datos de expresión dife-

rencial expresados en “log2ratio”, obtenidos como se indica la sección 7.1.4 con el 

algoritmo DESeq aplicado a las lecturas de RNAseq de 25 muestras tomadas de un 

cultivo de MTB sometido a las condiciones experimentales descritas en la tabla 2, 

como se describe en el trabajo de Peterson y colaboradores (65) 

 MUESTRAS  



 

GENES 17h.- 
57.6 
% OD 

23h.- 
42.8 
% OD 

40h.- 
11.5 
% OD 

41h.- 
8.8 % 
OD 

42h.- 
7.49 
% OD 

43h.- 
6.16 
% OD 

44h.- 
4.31 
% OD 

45h.- 
2.93 
% OD 

46h.- 
0.41 
% OD 

47h.- 
0.0 % 
OD 

48.- 
0.0 % 
OD 

49h.- 
0.0 % 
OD 

50h.- 
0.0 % 
OD 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

Rv0081 0.72 -0.26 1.64 2.33 2.35 3.12 3.34 2.96 3.38 3.92 2.93 4.28 4.18 

Rv0324 0.13 -0.79 -0.65 -1.51 -0.53 -0.41 -0.58 0.95 0.38 -1.08 1.07 -0.29 -0.82 

Rv0348 0.09 0.34 0.21 0.22 0.16 -0.12 0.33 0.11 0.17 0.55 0.61 0.80 0.82 

Rv0474 -1.75 -1.01 -0.28 -0.08 0.35 0.75 0.27 -0.18 0.16 0.71 0.21 1.14 1.10 

Rv0494 -0.01 -2.43 -2.90 -2.96 -1.25 -3.10 -2.94 0.88 0.34 -2.72 0.93 -2.06 -2.95 

Rv0653c -0.08 -0.85 -1.23 -0.86 -0.74 -1.35 -1.76 -0.32 -0.25 -1.15 0.05 -0.75 -0.68 

Rv0757 0.11 0.42 0.57 0.44 0.31 0.35 0.36 0.24 0.03 0.55 0.22 0.51 0.69 

Rv0767c -1.04 -0.89 -1.20 -1.36 -0.67 -0.82 -1.03 1.27 0.92 -1.20 1.16 -1.46 -0.56 

Rv0827c -0.23 0.20 -0.42 -0.31 0.24 -0.19 0.71 0.44 0.71 1.20 0.84 0.68 1.01 

Rv0967 -0.87 -0.76 -0.64 -0.66 -0.28 -0.52 -0.44 -0.58 -0.69 -0.10 -1.10 -0.18 -0.11 

Rv1255c -0.58 -0.85 -0.89 -1.06 -1.15 -1.27 -1.08 -0.66 -1.07 -1.29 -1.05 -1.21 -1.19 

Rv1985c 0.18 -0.13 -0.36 -0.14 -0.23 -0.70 -0.46 0.70 0.21 -0.30 0.96 -0.32 -0.17 

Rv1990c -0.67 -0.01 0.12 -0.30 0.18 -0.02 0.07 0.42 0.41 0.22 0.48 0.65 0.75 

Rv1994c 0.65 1.84 1.27 0.79 0.93 0.94 1.00 0.65 0.90 1.55 0.53 1.44 1.42 

Rv2011c 0.17 -0.64 -1.36 -1.65 -0.62 -1.32 -1.45 0.30 -0.14 -1.10 1.08 -1.01 -1.20 

Rv2021c -0.16 0.28 0.10 0.02 0.14 -0.02 0.02 0.34 -0.21 -0.07 -0.03 0.58 0.89 

Rv2034 -0.74 -0.69 -0.63 -0.78 -0.12 -1.46 -0.73 0.60 0.48 -0.29 1.04 0.52 0.32 



 

Rv2324 -0.84 -0.63 -0.98 -0.82 -0.52 -0.83 -0.61 0.03 -0.13 -0.89 0.22 -0.45 -0.18 

Rv2374c  -0.16 0.20 0.24 0.30 0.12 0.39 0.40 -0.09 -0.17 0.20 -0.41 0.13 0.11 

Rv3132c -0.09 -0.11 0.27 0.69 0.89 1.42 2.17 2.32 3.29 3.86 3.33 4.36 4.34 

Rv3133c -0.10 0.20 0.27 0.99 1.43 2.06 2.88 2.90 4.13 4.68 4.51 5.41 5.35 

Rv3574 -0.41 -0.59 -0.67 -0.34 -0.10 0.00 0.48 0.49 0.33 -0.43 0.74 -0.16 -0.19 

Rv3597c 0.44 0.89 1.06 1.06 0.96 1.22 1.30 0.56 0.70 1.18 0.12 1.66 1.80 

Rv3681c -0.30 -0.28 -0.08 -0.28 -0.20 -0.13 -0.07 0.69 0.10 -0.05 0.66 -0.06 -0.04 

 

Tabla S1 Resultados de expresión diferencial para las primeras 13 mues-

tras. En el panel derecho se encuentran los genes de la red de dormancia de 

MTB. Los valores están expresados como “log2ratio”. 

 

GENES 

MUESTRAS  

52h.- 
0.0 % 
OD 

54h.- 
0.0 % 
OD 

64h.- 
0.0 % 
OD 

70h.- 
0.0 % 
OD 

88h.- 
0.0 % 
OD 

94h.- 
0.0 % 
OD 

112h
0.0 % 
OD 

114h
0.45 
% OD 

114.5
h.3.8
%OD 

115h
6.0 % 
OD 

116h
10.89 
% OD 

120h- 
46.92 
% OD 

14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 

Rv0081 3.82 3.35 2.98 2.90 3.58 1.94 2.09 2.68 3.56 3.35 3.52 2.82 

Rv0324 -0.61 -0.24 0.65 0.21 -0.60 1.61 1.67 0.87 -1.12 -1.31 -1.39 -1.09 

Rv0348 0.50 0.44 0.25 0.39 -0.03 -0.08 -0.04 0.30 0.48 0.62 0.40 0.18 

Rv0474 1.69 1.46 1.07 1.08 1.53 -1.51 -1.97 0.60 1.36 0.58 -0.16 -0.75 

Rv0494 -2.39 -0.87 0.59 -0.30 -1.50 1.70 1.74 0.74 -2.18 -2.70 -2.39 -2.28 

Rv0653c -0.51 -0.54 -0.32 -0.42 -0.77 0.45 0.99 -0.16 -1.30 -1.34 -0.90 -1.46 



 

Rv0757 0.67 0.49 0.50 0.57 0.40 -0.32 -0.35 -0.09 0.11 0.10 -0.09 -0.38 

Rv0767c -0.48 0.09 1.26 0.58 0.78 2.14 1.72 1.63 0.34 -0.29 -0.51 -0.75 

Rv0827c 1.36 1.08 1.57 1.93 2.15 1.05 1.16 1.09 1.11 0.70 0.61 0.36 

Rv0967 0.66 0.09 0.44 0.86 1.81 -0.20 -0.23 1.12 2.21 2.01 1.70 0.84 

Rv1255c -0.91 -0.64 -0.87 -0.87 -0.55 -0.48 0.05 -0.12 0.35 0.34 0.09 -0.26 

Rv1985c 0.27 0.34 0.65 0.44 0.65 1.47 1.36 1.06 -0.44 -0.89 -1.03 -1.15 

Rv1990c 1.38 1.05 1.23 1.42 1.29 0.85 0.83 1.27 1.18 0.84 0.54 -0.17 

Rv1994c 1.70 1.73 1.90 2.56 2.77 0.82 0.35 1.36 2.10 2.23 1.82 1.22 

Rv2011c -0.67 -0.27 0.56 0.00 -0.32 1.41 1.55 1.23 -0.36 -0.80 -0.71 -0.93 

Rv2021c 1.62 1.39 1.92 2.23 2.24 0.37 0.21 1.43 2.09 1.91 1.55 0.76 

Rv2034 1.38 1.25 1.74 1.89 1.90 1.48 1.54 1.75 2.06 1.67 0.93 0.07 

Rv2324 0.47 -0.10 0.88 0.69 0.67 0.59 0.60 0.76 0.80 0.15 -0.06 -0.27 

Rv2374c  0.08 -0.15 -0.21 -0.03 0.37 -0.58 -0.76 -0.43 -0.05 0.05 0.20 0.36 

Rv3132c 4.05 3.81 3.54 3.64 3.86 1.02 0.58 1.46 2.16 2.23 2.12 1.17 

Rv3133c 4.87 4.55 4.23 4.44 4.72 2.23 1.47 2.30 3.17 3.26 3.16 2.02 

Rv3574 -0.18 -0.21 0.29 0.13 0.00 0.63 0.82 0.26 -0.63 -1.18 -1.16 -1.65 

Rv3597c 2.20 1.72 0.48 0.63 0.72 -1.07 -1.58 -0.12 0.86 0.61 0.49 0.51 

Rv3681c 0.44 0.29 0.57 0.68 0.86 0.47 0.50 0.53 0.35 0.31 0.32 0.20 

 



 

Tabla S2 Resultados de expresión diferencial para las muestras 14 a 25. 

En el panel izquierdo se encuentran los genes de la red de dormancia de MTB. 

Los valores están expresados como “log2ratio”. 

 

Resultados del análisis del coeficiente de variación entre muestras 

 

Fig.S3 Lecturas de RNAseq para la muestra 0 horas y 81.6 % de Oxígeno 

Disuelto.  En el eje Y se muestran las lecturas de RNAseq, en el eje X se 

muestran los genes de la red de dormancia de MTB. En color rojo se muestran 

las lecturas de la muestra M3, en color azul las lecturas de la muestra M2 y en 

color verde las lecturas de la muestra M1. 

 

 

M1 

0horas.81.6 % OD 

M2 

0horas.81.6 % OD 

M3 

0horas.81.6 % OD 

gene-Rv0081  8 5 5 

gene-Rv0324  35 26 26 

gene-Rv0474  214 289 303 

gene-Rv0494  41 38 40 

gene-Rv0653c  39 46 42 

gene-Rv0757  164 196 211 

gene-Rv0967  122 198 272 



 

gene-Rv1985c  36 23 46 

gene-Rv1990c  23 24 27 

gene-Rv1994c  38 50 41 

gene-Rv2011c  22 14 14 

gene-Rv2021c  47 39 62 

gene-Rv2024c  118 139 165 

gene-Rv2324  41 47 40 

gene-Rv3132c  109 183 173 

gene-Rv3133c  52 67 60 

gene-Rv3574  36 49 64 

gene-Rv3597c  239 328 396 

gene-Rv3681c  83 112 108 

 

COEF.COR. 
M1:M2 

COEF.COR. 
M2:M3 

COEF.COR. 
M1:M3 

 0.993575283 0.992840604 0.986552489 

 

Tabla S3 Coeficientes de correlación entre muestras. En el panel derecho 

se encuentran los genes de la red de dormancia de MTB. COEF.COR. M1:M2 

representa el valor del coeficiente de correlación entra la muestra M1 y M2; 

COEF.COR. M2:M3 representa el valor del coeficiente de correlación entra la 

muestra M2 y M3; COEF.COR. M1:M3 representa el valor del coeficiente de 

correlación entra la muestra M1 y M3.  

  



 

ANEXO 3. CÓDIGO PARA GENERAR LA MATRIZ “serie_tiempo” 

Como se describe en la sección 7.2, la binarización de los valores de expresión 

genética, requiere crear como primer paso una matriz, las siguientes líneas de 

código en R crean la matriz” serie_tiempo”. Esta matriz está compuesta por los 

genes de la red de dormancia, organizados en vectores que contienen los valores de 

expresión diferencial expresados como “log2ratio” para cada una de las muestras 

analizadas.  

CÓDIGO EN R PARA CARGAR LA MATRIZ “serie_tiempo” PARA 12 

GENES DE LA RED DE DORMANCIA DE MTB 

Rv1994c <- c(valores de expresión); Rv3133c <- c(valores de expression); Rv3132c <- 

c(valores de expression); Rv3574 <- c(valores de expression); Rv3597c) <- c(valores de 

expression); Rv0757 <- c(valores de expression); Rv0081 <- c(valores de expression); 

Rv0324 <- c(valores de expression); Rv1985c <- c(valores de expression); Rv2034 <- 

c(valores de expression); Rv3681c <- c(valores de expression); Rv2011c <- c(valores de 

expression)  

Serie_tiempo <- rbind(Rv1994c ,Rv3133c, Rv3132c, Rv3574,Rv3597c , Rv0757, Rv0081, 

Rv0324, Rv1985c, Rv2034, Rv3681c, Rv2011c) 

  



 

ANEXO 4. FUCIONES REGULADORAS 

Las siguientes funciones reguladoras fueron obtenidas de siguiendo el algoritmo 

best-fit (24) descrito en la sección 7.4.4, usando un valor de K máximo de cuatro, a 

partir de los datos de expresión genética del trabajo de Peterson y colaboradores 

(65).  

FUNCIONES PROBABILÍSTICAS PARA LOS 19 GENES: Rv0081 Rv0324 Rv0474 Rv0494 Rv0653c Rv0757 Rv0967 Rv1985c Rv1990c Rv1994c 
Rv2011c Rv2021c Rv2034 Rv2324 Rv3132c Rv3133c Rv3574 Rv3597c Rv3681c. 

Funciones in silico para el gen Rv0081: 

Rv0081 = (!Rv0653c & Rv3574 & !Rv3681c) | (!Rv0653c & Rv3133c & !Rv3681c) | (!Rv0653c & Rv3133c & !Rv3574) | (Rv0653c & Rv357 4 & 
Rv3681c) | (Rv3133c & Rv3574 & !Rv3681c) (error: 1)Rv0081 = (!Rv0653c & !Rv3132c & !Rv3574 & Rv3681c) | (!Rv0653c & Rv3574 
& !Rv3681c) | (!Rv0653c & Rv3132c & !Rv3681c) | (Rv0653c & Rv3574 & Rv3681c) | (Rv3132c & Rv3574 & !Rv3681c) (error: 1)Rv0081 = 
(!Rv0653c & !Rv2324 & Rv3574) | (!Rv0653c & Rv3133c & !Rv3574) | (!Rv2324 & Rv3133c & Rv3574) | (Rv0653c & Rv2324 & Rv3574) (error: 
1)Rv0081 = (!Rv0653c & !Rv2034 & Rv3574) | (!Rv0653c & Rv3133c & !Rv3574) | (!Rv2034 & Rv3133c & Rv3574) | (Rv0653c & Rv2034 & 
Rv3574) (error: 1)Rv0081 = (!Rv2034 & Rv3574) | (!Rv0653c & !Rv2034 & Rv3132c) | (!Rv0653c & Rv2034 & !Rv3132c & !Rv3574) | (Rv0653c 
& Rv3574) (error: 1)Rv0081 = (!Rv0653c & !Rv2021c & Rv3574) | (!Rv0653c & Rv3133c & !Rv3574) | (!Rv2021c & Rv3133c & Rv3574) | 
(Rv0653c & Rv2021c & Rv3574) (error: 1)Rv0081 = (!Rv2021c & Rv3574) | (!Rv0653c & !Rv2021c & Rv3132c) | (!Rv0653c & Rv2021c 
& !Rv3132c & !Rv3574) | (Rv0653c & Rv3574) (error: 1)Rv0081 = (!Rv1994c & Rv3574) | (!Rv0653c & Rv1994c & Rv3133c & !Rv3574) | 
(Rv0653c & Rv3133c & Rv3574) (error: 1)Rv0081 = (!Rv0653c & !Rv1985c & Rv3574) | (!Rv0653c & !Rv1985c & Rv3133c) | (Rv0653c &  
Rv1985c & Rv3574) (error: 1)Rv0081 = (!Rv0653c & !Rv0967 & Rv3574) | (!Rv0653c & Rv3133c & !Rv3574) | (!Rv0967 & Rv3133c & Rv3574) 
| (Rv0653c & Rv0967 & Rv3574) (error: 1)Rv0081 = (!Rv0967 & Rv3574) | (!Rv0653c & !Rv0967 & Rv3132c) | (!Rv0653c & Rv0967 & !Rv3132c 
& !Rv3574) | (Rv0653c & Rv3574) (error: 1)Rv0081 = (!Rv0653c & !Rv3574 & Rv3681c) | (Rv0653c & Rv3574 & Rv3681c) | (Rv0474 & !Rv0653c 
& !Rv3681c) | (Rv0474 & Rv3574 & !Rv3681c) (error: 1)Rv0081 = (!Rv3132c & Rv3681c) | (Rv0474 & !Rv0653c & !Rv3681c) | (Rv0474 & 
Rv3132c & !Rv3681c) | (Rv0474 & Rv0653c & Rv3681c) (error: 1)Rv0081 = (!Rv0653c & Rv2034 & !Rv3574) | (Rv0653c & !Rv2034 & Rv3574) 
| (Rv0474 & !Rv0653c & !Rv3574) | (Rv0474 & !Rv2034 & Rv3574) | (Rv0474 & Rv0653c & Rv3574) (error: 1)Rv0081 = (!Rv0653c & Rv2021c 
& !Rv3574) | (Rv0653c & !Rv2021c & Rv3574) | (Rv0474 & !Rv0653c & !Rv3574) | (Rv0474 & !Rv2021c & Rv3574) | (Rv0474 & Rv0653c & 
Rv3574) (error: 1)Rv0081 = (!Rv0653c & !Rv1985c & Rv3681c) | (Rv0653c & Rv1985c & Rv3681c) | (Rv0474 & !Rv0653c & !Rv1985c) | (Rv0474 
& Rv0653c & Rv1985c) (error: 1)Rv0081 = (!Rv0653c & !Rv1985c & Rv3133c) | (Rv0653c & Rv1985c & Rv3133c) | (Rv0474 & !Rv0653c 
& !Rv1985c) | (Rv0474 & Rv0653c & Rv1985c) (error: 1)Rv0081 = (!Rv0653c & Rv0967 & !Rv3574) | (Rv0653c & !Rv0967 & Rv3574) | (Rv0474 
& !Rv0653c & !Rv3574) | (Rv0474 & !Rv0967 & Rv3574) | (Rv0474 & Rv0653c & Rv3574) (error: 1)Rv0081 = (!Rv0653c & !Rv0757 & Rv3681c) 
| (Rv0653c & Rv0757 & Rv3681c) | (Rv0474 & !Rv0653c & Rv0757 & !Rv3681c) | (Rv0474 & Rv0653c & !Rv0757) (error: 1)Rv0081 = (!Rv0474 
& !Rv0653c & !Rv0757 & !Rv2324) | (Rv0653c & Rv0757 & Rv2324) | (Rv0474 & !Rv0757 & Rv2324) | (Rv0474 & Rv0757 & !Rv2324) | (Rv0474 
& Rv0653c) (error: 1)Rv0081 = (!Rv0653c & !Rv0757 & Rv2034) | (!Rv0474 & Rv0653c & Rv0757 & !Rv2034) | (Rv0474 & !Rv0653c & Rv0757 
& !Rv2034) | (Rv0474 & Rv0653c & !Rv0757) | (Rv0474 & Rv0653c & Rv2034) (error: 1)Rv0081 = (!Rv0653c & !Rv0757 & Rv2021c) | (Rv0653c 
& Rv0757 & !Rv2021c) | (Rv0474 & Rv0757 & !Rv2021c) | (Rv0474 & Rv0653c) (error: 1)Rv0081 = (!Rv0653c & !Rv0757 & !Rv1985c) | 
(Rv0653c & Rv0757 & Rv1985c) | (Rv0474 & !Rv0653c & !Rv1985c) | (Rv0474 & Rv0653c & Rv1985c) (error: 1)Rv0081 = (!Rv0653c & !Rv0757 
& Rv0967) | (Rv0653c & Rv0757 & !Rv0967) | (Rv0474 & Rv0757 & !Rv0967) | (Rv0474 & Rv0653c) (error: 1)Rv0081 = (!Rv0653c & Rv3574 
& !Rv3681c) | (Rv0081 & !Rv0653c & !Rv3681c) | (Rv0081 & !Rv0653c & !Rv3574) | (Rv0081 & Rv3574 & !Rv3681c) | (Rv0081 & Rv0653c & 
Rv3574) (error: 1)Rv0081 = (!Rv0653c & !Rv2324 & Rv3574) | (Rv0081 & !Rv0653c & !Rv3574) | (Rv0081 & !Rv2324 & Rv3574) | (Rv0081 & 
Rv0653c & Rv3574) (error: 1)Rv0081 = (!Rv0653c & !Rv2034 & Rv3574) | (Rv0081 & !Rv0653c & !Rv3574) | (Rv0081 & !Rv2034 & Rv3574) | 
(Rv0081 & Rv0653c & Rv3574) (error: 1)Rv0081 = (!Rv0653c & !Rv2021c & Rv3574) | (Rv0081 & !Rv0653c & !Rv3574) | (Rv0081 & !Rv2021c 
& Rv3574) | (Rv0081 & Rv0653c & Rv3574) (error: 1)Rv0081 = (!Rv0653c & !Rv1994c & Rv3574) | (Rv0081 & !Rv0653c & Rv1994c & !Rv3574) 
| (Rv0081 & !Rv1994c & Rv3574) | (Rv0081 & Rv0653c & Rv3574) (error: 1)Rv0081 = (!Rv0653c & !Rv1985c & Rv3574) | (Rv0081 & !Rv0653c 
& !Rv1985c) | (Rv0081 & Rv0653c & Rv1985c & Rv3574) (error: 1)Rv0081 = (!Rv0653c & !Rv0967 & Rv3574) | (Rv0081 & !Rv0653c & !Rv3574) 
| (Rv0081 & !Rv0967 & Rv3574) | (Rv0081 & Rv0653c & Rv3574) (error: 1)Rv0081 = (Rv0474 & !Rv0653c & !Rv1985c) | (Rv0081 & !Rv0653c 
& !Rv1985c) | (Rv0081 & Rv0653c & Rv1985c) (error: 1) 

Funciones in silico para el gen Rv0324: 

Rv0324 = (!Rv0967 & !Rv1990c & !Rv3132c & Rv3133c) | (!Rv0653c & !Rv0967 & !Rv1990c & Rv3133c) | (!Rv0653c & Rv0967 & Rv1990c  & 
Rv3132c & Rv3133c) | (Rv0653c & !Rv0967 & Rv1990c & !Rv3132c & !Rv3133c) | (Rv0653c & !Rv0967 & Rv1990c & Rv3132c & Rv3133c) 

(error: 0) 

 



 

Funciones in silico para el gen Rv0474: 

Rv0474 = (!Rv0653c & !Rv3132c & !Rv3133c & Rv3574 & !Rv3681c) | (!Rv0653c & Rv3132c & Rv3133c & !Rv3681c) | (Rv0653c & !Rv3132c 
& Rv3574 & Rv3681c) | (Rv3132c & Rv3133c & Rv3574 & !Rv3681c) | (Rv0653c & Rv3133c & Rv3574 & Rv3681c) (error: 3)Rv0474 = (!Rv0653c 
& !Rv2324 & !Rv3132c & !Rv3133c & Rv3574) | (!Rv0653c & !Rv2324 & Rv3132c & Rv3133c) | (!Rv2324 & Rv3132c & Rv3133c & Rv3574)  | 
(Rv0653c & Rv2324 & !Rv3132c & Rv3574) | (Rv0653c & Rv3132c & Rv3133c & Rv3574) (error: 3)Rv0474 = (!Rv0653c & !Rv2034 & !Rv3132c 
& !Rv3133c & Rv3574) | (!Rv0653c & !Rv2034 & Rv3132c & Rv3133c) | (Rv0653c & !Rv2034 & Rv3133c & Rv3574) | (Rv0653c & Rv2034 
& !Rv3132c & !Rv3133c & Rv3574) | (Rv0653c & Rv3132c & Rv3133c & Rv3574) (error: 3)Rv0474 = (!Rv0653c & !Rv2021c & !Rv3132c 
& !Rv3133c & Rv3574) | (!Rv0653c & !Rv2021c & Rv3132c & Rv3133c) | (Rv0653c & !Rv2021c & Rv3133c & Rv3574) | (Rv0653c & Rv2021c  
& !Rv3132c & !Rv3133c & Rv3574) | (Rv0653c & Rv3132c & Rv3133c & Rv3574) (error: 3)Rv0474 = (!Rv0653c & !Rv1994c & !Rv3132c 
& !Rv3133c & !Rv3681c) | (!Rv1994c & Rv3132c & Rv3133c & !Rv3681c) | (!Rv0653c & Rv3132c & Rv3133c & !Rv3681c) | (Rv0653c 
& !Rv1994c & !Rv3132c & Rv3681c) | (Rv0653c & Rv3132c & Rv3133c & Rv3681c) (error: 3)Rv0474 = (!Rv1994c & !Rv3132c & !Rv3133c & 
Rv3574) | (!Rv1994c & Rv3132c & Rv3133c & Rv3574) | (!Rv0653c & Rv1994c & Rv3132c & Rv3133c & !Rv3574) | (Rv0653c & !Rv1994c & 
Rv3133c & Rv3574) | (Rv0653c & Rv3132c & Rv3133c & Rv3574) (error: 3)Rv0474 = (!Rv0653c & !Rv1994c & !Rv2324 & !Rv3132c & !Rv3133c) 
| (!Rv2324 & Rv3132c & Rv3133c) | (Rv0653c & !Rv1994c & Rv2324 & !Rv3132c) | (Rv0653c & Rv3132c & Rv3133c) (error: 3)Rv0474 = 
(!Rv0653c & !Rv1994c & !Rv2034 & !Rv3132c & !Rv3133c) | (!Rv1994c & !Rv2034 & Rv3132c & Rv3133c) | (!Rv0653c & !Rv2034 & Rv3132c 
& Rv3133c) | (Rv0653c & !Rv1994c & !Rv2034 & Rv3133c) | (Rv0653c & !Rv1994c & Rv2034 & !Rv3132c & !Rv3133c) | (Rv0653c & Rv2034 
& Rv3132c & Rv3133c) (error: 3)Rv0474 = (!Rv0653c & !Rv1994c & !Rv2021c & !Rv3132c & !Rv3133c) | (!Rv1994c & !Rv2021c & Rv3132c & 
Rv3133c) | (!Rv0653c & !Rv2021c & Rv3132c & Rv3133c) | (Rv0653c & !Rv1994c & !Rv2021c & Rv3133c) | (Rv0653c & !Rv1994c & Rv2021c 
& !Rv3132c & !Rv3133c) | (Rv0653c & Rv1994c & Rv2021c & Rv3132c & Rv3133c) (error: 3)Rv0474 = (!Rv0653c & !Rv1990c & !Rv3133c & 
Rv3574 & !Rv3681c) | (!Rv0653c & !Rv1990c & Rv3133c & !Rv3574 & !Rv3681c) | (!Rv0653c & Rv1990c & Rv3133c & Rv3574 & !Rv3681c) | 
(Rv0653c & !Rv1990c & Rv3133c & Rv3574) | (Rv0653c & Rv1990c & Rv3574 & Rv3681c) (error: 3)Rv0474 = (!Rv0653c & !Rv1990c & !Rv2034 
& !Rv3133c & Rv3574) | (!Rv0653c & !Rv1990c & !Rv2034 & Rv3133c & !Rv3574) | (!Rv0653c & Rv1990c & !Rv2034 & Rv3133c & Rv3574) | 
(Rv0653c & !Rv1990c & Rv3133c & Rv3574) | (Rv0653c & Rv1990c & Rv2034 & Rv3574) (error: 3)Rv0474 = (!Rv0653c & !Rv1990c & !Rv2021c 
& !Rv3133c & Rv3574) | (!Rv0653c & !Rv1990c & !Rv2021c & Rv3133c & !Rv3574) | (!Rv0653c & Rv1990c & !Rv2021c & Rv3133c & Rv3574) 
| (Rv0653c & !Rv1990c & !Rv2021c & Rv3133c & Rv3574) | (Rv0653c & Rv1990c & Rv2021c & Rv3574) (error: 3)Rv0474 = (!Rv0653c 
& !Rv1990c & !Rv1994c & !Rv3133c & !Rv3681c) | (!Rv0653c & !Rv1990c & Rv1994c & Rv3133c & !Rv3681c) | (!Rv0653c & Rv1990c 
& !Rv1994c & Rv3133c & !Rv3681c) | (Rv0653c & !Rv1990c & !Rv1994c & Rv3133c) | (Rv0653c & Rv1990c & !Rv1994c & !Rv3133c & Rv3681c) 
| (Rv0653c & Rv1990c & Rv1994c & Rv3133c & Rv3681c) (error: 3)Rv0474 = (!Rv0653c & !Rv1990c & !Rv1994c & !Rv3132c & !Rv3133c) | 
(!Rv0653c & !Rv1990c & Rv1994c & Rv3132c & Rv3133c) | (!Rv0653c & Rv1990c & !Rv1994c & Rv3132c & Rv3133c) | (Rv0653c & !Rv1990c 
& !Rv1994c & Rv3133c) | (Rv0653c & Rv1990c & !Rv1994c & !Rv3132c & !Rv3133c) | (Rv0653c & Rv1990c & Rv1994c & Rv3132c & Rv3133c) 
(error: 3)Rv0474 = (!Rv0653c & !Rv1990c & !Rv1994c & !Rv2034 & !Rv3133c) | (!Rv0653c & !Rv1990c & Rv1994c & !Rv2034 & Rv3133c) | 
(!Rv0653c & Rv1990c & !Rv1994c & !Rv2034 & Rv3133c) | (Rv0653c & !Rv1990c & !Rv1994c & Rv3133c) | (Rv0653c & Rv1990c & !Rv1994c 
& Rv2034 & !Rv3133c) | (Rv0653c & Rv1990c & Rv1994c & Rv2034 & Rv3133c) (error: 3)Rv0474 = (!Rv0653c & !Rv1990c & !Rv1994c 
& !Rv2021c & !Rv3133c) | (!Rv0653c & !Rv1990c & Rv1994c & !Rv2021c & Rv3133c) | (!Rv0653c & Rv1990c & !Rv1994c & !Rv2021c & 
Rv3133c) | (Rv0653c & !Rv1990c & !Rv1994c & !Rv2021c & Rv3133c) | (Rv0653c & Rv1990c & !Rv1994c & Rv2021c & !Rv3133c) | (Rv0653c 
& Rv1990c & Rv1994c & Rv2021c & Rv3133c) (error: 3)Rv0474 = (!Rv0653c & !Rv1985c & !Rv3132c & !Rv3133c & Rv3574) | (!Rv0653c 
& !Rv1985c & Rv3132c & Rv3133c) | (Rv0653c & Rv1985c & !Rv3132c & Rv3574) | (Rv0653c & Rv1985c & Rv3133c & Rv3574) (error: 3)Rv0474 
= (!Rv0653c & !Rv0967 & !Rv3132c & !Rv3133c & Rv3574) | (!Rv0653c & !Rv0967 & Rv3132c & Rv3133c) | (Rv0653c & !Rv0967 & Rv3133c 
& Rv3574) | (Rv0653c & Rv0967 & !Rv3132c & !Rv3133c & Rv3574) | (Rv0653c & Rv3132c & Rv3133c & Rv3574) (error: 3)Rv0474 = (!Rv0653c 
& !Rv0967 & !Rv1994c & !Rv3132c & !Rv3133c) | (!Rv0967 & Rv3132c & Rv3133c) | (Rv0653c & !Rv0967 & !Rv1994c & Rv3133c) | (Rv0653c 
& Rv0967 & !Rv1994c & !Rv3132c & !Rv3133c) | (Rv0653c & Rv1994c & Rv3132c & Rv3133c) (error: 3)Rv0474 = (!Rv0653c & !Rv0967 
& !Rv1990c & !Rv3133c & Rv3574) | (!Rv0653c & !Rv0967 & !Rv1990c & Rv3133c & !Rv3574) | (!Rv0967 & Rv1990c & Rv3133c & Rv3574) | 
(Rv0653c & !Rv0967 & Rv3133c & Rv3574) | (Rv0653c & Rv0967 & Rv1990c & Rv3574) (error: 3)Rv0474 = (!Rv0653c & !Rv0967 & !Rv1990c 
& !Rv1994c & !Rv3133c) | (!Rv0653c & !Rv0967 & !Rv1990c & Rv1994c & Rv3133c) | (!Rv0653c & !Rv0967 & Rv1990c & !Rv1994c & Rv3133c) 
| (Rv0653c & !Rv0967 & !Rv1990c & !Rv1994c & Rv3133c) | (Rv0653c & Rv1990c & Rv1994c & Rv3133c) | (Rv0653c & Rv0967 & Rv1990c  
& !Rv1994c & !Rv3133c) (error: 3)Rv0474 = (!Rv0653c & Rv0757 & !Rv1990c & !Rv1994c & !Rv3133c) | (!Rv0653c & Rv0757 & !Rv1990c & 
Rv1994c & Rv3133c) | (!Rv0653c & Rv0757 & Rv1990c & !Rv1994c & Rv3133c) | (Rv0653c & !Rv1990c & !Rv1994c & Rv3133c) | (Rv0653c 
& !Rv0757 & Rv1990c & !Rv1994c & !Rv3133c) | (Rv0653c & Rv0757 & Rv1990c & Rv1994c & Rv3133c) (error: 3)Rv0474 = (!Rv0474 & Rv0653c 
& !Rv3132c & Rv3133c & Rv3681c) | (Rv0474 & !Rv0653c & !Rv3132c & !Rv3133c & !Rv3681c) | (Rv0474 & Rv3132c & Rv3133c & !Rv3681c) 
| (Rv0474 & Rv0653c & !Rv3132c & !Rv3133c & Rv3681c) | (Rv0474 & Rv0653c & Rv3132c & Rv3133c) (error: 3)Rv0474 = (!Rv0474 & Rv0653c 
& Rv2324 & !Rv3132c & Rv3133c) | (Rv0474 & !Rv0653c & !Rv2324 & !Rv3132c & !Rv3133c) | (Rv0474 & !Rv2324 & Rv3132c & Rv3133c) | 
(Rv0474 & Rv0653c & Rv2324 & !Rv3132c & !Rv3133c) | (Rv0474 & Rv0653c & Rv3132c & Rv3133c) (error: 3)Rv0474 = (!Rv0474 & Rv0653c 
& !Rv2034 & !Rv3132c & Rv3133c) | (Rv0474 & !Rv0653c & !Rv2034 & !Rv3132c & !Rv3133c) | (Rv0474 & !Rv2034 & Rv3132c & Rv3133c) | 
(Rv0474 & Rv0653c & Rv2034 & !Rv3132c & !Rv3133c) | (Rv0474 & Rv0653c & Rv3132c & Rv3133c) (error: 3)Rv0474 = (!Rv0474 & Rv0653c 
& !Rv2021c & !Rv3132c & Rv3133c) | (Rv0474 & !Rv0653c & !Rv2021c & !Rv3132c & !Rv3133c) | (Rv0474 & !Rv2021c & Rv3132c & Rv3133c) 
| (Rv0474 & Rv0653c & Rv2021c & !Rv3132c & !Rv3133c) | (Rv0474 & Rv0653c & Rv3132c & Rv3133c) (error: 3)Rv0474 = (Rv0653c 
& !Rv1990c & !Rv1994c & Rv3133c) | (Rv0474 & !Rv0653c & !Rv1990c & !Rv1994c & !Rv3133c) | (Rv0474 & !Rv0653c & !Rv1990c & Rv1994c 
& Rv3133c) | (Rv0474 & !Rv0653c & Rv1990c & !Rv1994c & Rv3133c) | (Rv0474 & Rv0653c & Rv1990c & !Rv1994c & !Rv3133c) | (Rv0474 & 
Rv0653c & Rv1990c & Rv1994c & Rv3133c) (error: 3)Rv0474 = (!Rv0474 & Rv0653c & Rv1985c & !Rv3132c & Rv3133c) | (Rv0474 & !Rv0653c 
& !Rv1985c & !Rv3132c & !Rv3133c) | (Rv0474 & !Rv0653c & !Rv1985c & Rv3132c & Rv3133c) | (Rv0474 & Rv0653c & Rv1985c & !Rv3132c 
& !Rv3133c) | (Rv0474 & Rv0653c & Rv1985c & Rv3132c & Rv3133c) (error: 3)Rv0474 = (!Rv0474 & Rv0653c & !Rv0967 & !Rv3132c & 
Rv3133c) | (Rv0474 & !Rv0653c & !Rv0967 & !Rv3132c & !Rv3133c) | (Rv0474 & !Rv0967 & Rv3132c & Rv3133c) | (Rv0474 & Rv0653c & 
Rv0967 & !Rv3132c & !Rv3133c) | (Rv0474 & Rv0653c & Rv3132c & Rv3133c) (error: 3) 

Funciones in silico para el gen Rv0494: 

Rv0494 = (!Rv0967 & !Rv1990c & !Rv3132c & Rv3133c) | (!Rv0494 & !Rv0967 & !Rv1990c & Rv3133c) | (!Rv0494 & Rv0967 & Rv1990c & 
Rv3132c & Rv3133c) | (Rv0494 & !Rv0967 & Rv1990c & !Rv3132c & !Rv3133c) | (Rv0494 & !Rv0967 & Rv1990c & Rv3132c & Rv3133c) (error: 
0) 

Funciones in silico para el gen Rv0653c: 



 

Rv0653c = (!Rv0967 & !Rv1990c & !Rv3132c & Rv3133c) | (!Rv0494 & !Rv0967 & !Rv1990c & Rv3133c) | (!Rv0494 & Rv0967 & Rv1990c & 
Rv3132c & Rv3133c) | (Rv0494 & !Rv0967 & Rv1990c & !Rv3132c & !Rv3133c) | (Rv0494 & !Rv0967 & Rv1990c & Rv3132c & Rv3133c) (error: 
1)Rv0653c = (!Rv0967 & !Rv1990c & !Rv3132c & Rv3133c) | (!Rv0324 & !Rv0967 & Rv3132c & Rv3133c) | (!Rv0324 & Rv1990c & Rv3132c & 
Rv3133c) | (Rv0324 & !Rv0967 & Rv1990c & !Rv3132c & !Rv3133c) | (!Rv0967 & Rv1990c & Rv3132c & Rv3133c) (error: 1)  

Funciones in silico para el gen Rv0757: 

Rv0757 = (!Rv3681c) | (Rv0653c & Rv3132c) (error: 0)Rv0757 = (!Rv0653c & Rv0757 & !Rv2034) | (Rv0653c & !Rv0757 & !Rv2034) | (Rv0653c 
& Rv0757 & Rv2034) (error: 0) 

Funciones in silico para el gen Rv0967: 

Rv0967 = (!Rv0324 & Rv2021c & !Rv3574) | (Rv0324 & Rv2021c & Rv3574) (error: 2)Rv0967 = (Rv2021c & !Rv3132c) | (Rv0324 & Rv2021c) 
(error: 2)Rv0967 = (!Rv0324 & !Rv1985c & Rv2021c) | (Rv0324 & Rv1985c & Rv2021c) (error: 2)Rv0967 = (!Rv0757 & Rv2021c) | (Rv0324 & 
Rv2021c) (error: 2)Rv0967 = (!Rv0324 & !Rv0757) | (!Rv0757 & Rv1990c) | (Rv0324 & Rv1990c) (error: 2) 

Funciones in silico para el gen Rv1985c: 

Rv1985c = (!Rv0757 & !Rv2021c & Rv2034 & !Rv3133c) | (Rv0757 & !Rv2021c & !Rv2034 & Rv3133c) | (Rv0757 & Rv2021c & Rv2034 & 
Rv3133c) (error: 1)Rv1985c = (!Rv0474 & Rv1985c & !Rv1990c & Rv3133c) | (!Rv0474 & Rv1985c & Rv1990c & !Rv3133c) | (Rv0474 

& !Rv1985c & !Rv1990c & Rv3133c) | (Rv0474 & Rv1985c & Rv1990c & Rv3133c) (error: 1) 

Funciones in silico para el gen Rv1990c: 

Rv1990c = (Rv3132c & Rv3681c) | (Rv1990c & Rv3681c) | (Rv1990c & Rv3132c) (error: 1)Rv1990c = (Rv2324 & Rv3132c) | (Rv1990c &  
Rv3132c) | (Rv1990c & Rv2324) (error: 1)Rv1990c = (Rv2034 & Rv3574) | (Rv1990c & Rv3574) (error: 1)Rv1990c = (Rv2034 & Rv3132c) | 
(Rv1990c & Rv3132c) | (Rv1990c & Rv2034) (error: 1)Rv1990c = (Rv2034 & Rv2324) | (Rv1990c & !Rv2324) (error: 1)Rv1990c = (!Rv2021c & 
Rv2034) | (Rv1990c & !Rv2021c) | (Rv1990c & Rv2034) (error: 1)Rv1990c = (Rv2011c & Rv3132c) | (Rv1990c & Rv3132c) | (Rv1990c & 
Rv2011c) (error: 1)Rv1990c = (Rv2011c & Rv2034) | (Rv1990c & !Rv2011c) (error: 1)Rv1990c = (!Rv1994c & Rv2034) | (Rv1990c & !Rv1994c) 
| (Rv1990c & Rv2034) (error: 1)Rv1990c = (!Rv1985c & Rv1990c & !Rv2034) | (Rv1985c & Rv2034) (error: 1)Rv1990c = (!Rv0967 & Rv2034) | 
(!Rv0967 & Rv1990c) | (Rv1990c & Rv2034) (error: 1)Rv1990c = (!Rv0757 & !Rv3132c & Rv3574) | (Rv0757 & Rv3132c & Rv3574) (error: 
1)Rv1990c = (Rv1990c & Rv2034) | (Rv0757 & Rv2034) | (Rv0757 & Rv1990c) (error: 1)Rv1990c = (!Rv0653c & Rv1990c) | (Rv0653c & Rv2034) 
(error: 1)Rv1990c = (!Rv0494 & Rv1990c) | (Rv0494 & Rv2034) (error: 1)Rv1990c = (Rv1990c & Rv3681c) | (Rv0474 & Rv3681c) | (Rv0474 & 
Rv1990c) (error: 1)Rv1990c = (Rv1990c & Rv2324) | (Rv0474 & Rv2324) | (Rv0474 & Rv1990c) (error: 1)Rv1990c = (Rv1990c & Rv2034) | 
(Rv0474 & Rv2034) | (Rv0474 & Rv1990c) (error: 1)Rv1990c = (Rv1990c & Rv2011c) | (Rv0474 & Rv2011c) | (Rv0474 & Rv1990c) (error: 

1)Rv1990c = (!Rv0324 & Rv1990c) | (Rv0324 & Rv2034) (error: 1) 

Funciones in silico para el gen Rv1994c: 

Rv1994c = (!Rv0653c & Rv2021c & Rv2324 & !Rv3574) | (Rv0653c & !Rv2021c & !Rv2324) | (Rv0653c & !Rv2324 & Rv3574) | (Rv0653c & 
Rv2021c & Rv3574) (error: 1)Rv1994c = (Rv2021c & Rv2324 & !Rv3132c) | (Rv0653c & !Rv2021c & !Rv2324) | (Rv0653c & !Rv2324 & Rv3132c) 
| (Rv0653c & Rv2021c & Rv3132c) (error: 1)Rv1994c = (!Rv0653c & !Rv1985c & Rv2021c & Rv2324) | (Rv0653c & Rv1985c & !Rv2324) | 
(Rv0653c & Rv1985c & Rv2021c) (error: 1)Rv1994c = (!Rv0757 & Rv2021c & Rv2324) | (Rv0653c & !Rv0757 & !Rv2021c & !Rv2324) | (Rv0653c 
& Rv0757 & Rv2021c) (error: 1)Rv1994c = (!Rv0757 & Rv1990c & Rv2021c) | (Rv0653c & !Rv0757 & !Rv1990c & !Rv2021c) | (Rv0653c & 
Rv1990c & Rv2021c) (error: 1)Rv1994c = (!Rv0757 & Rv0967 & Rv1990c) | (Rv0653c & !Rv0757 & !Rv0967 & !Rv1990c) | (Rv0653c & Rv0757 
& Rv1990c) (error: 1)Rv1994c = (Rv0653c & !Rv0757 & !Rv1990c) | (Rv0474 & !Rv0757 & Rv1990c) | (Rv0474 & Rv0653c & Rv1990c) (error: 
1)Rv1994c = (Rv0653c & !Rv0757 & !Rv1990c) | (Rv0081 & !Rv0757 & Rv1990c) | (Rv0081 & Rv0653c & Rv1990c) (error: 1) 

Funciones in silico para el gen Rv2011c: 

Rv2011c = (!Rv2021c & !Rv2324 & !Rv3132c & Rv3133c & Rv3574) | (!Rv2021c & !Rv2324 & Rv3132c & Rv3133c & !Rv3574) | (!Rv2021c  & 
Rv2324 & !Rv3132c & !Rv3133c & Rv3574) | (Rv2021c & !Rv2324 & Rv3132c & Rv3133c & Rv3574) (error: 1)Rv2011c = (!Rv1994c & !Rv2021c 
& !Rv2324 & !Rv3132c & Rv3133c) | (!Rv1994c & !Rv2021c & Rv2324 & !Rv3132c & !Rv3133c) | (Rv1994c & !Rv2324 & Rv3132c & Rv3133c) 
(error: 1)Rv2011c = (!Rv1985c & !Rv1990c & !Rv2021c & !Rv2324 & Rv3133c) | (Rv1985c & Rv1990c & !Rv2021c & Rv2324 & !Rv3133c) | 
(Rv1985c & Rv1990c & Rv2021c & !Rv2324 & Rv3133c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0967 & !Rv1994c & !Rv2324 & !Rv3132c & Rv3133c) | 
(!Rv0967 & !Rv1994c & Rv2324 & !Rv3132c & !Rv3133c) | (!Rv0967 & Rv1994c & !Rv2324 & Rv3132c & Rv3133c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0967 
& !Rv1985c & !Rv1990c & !Rv2324 & Rv3133c) | (!Rv0967 & Rv1985c & Rv1990c & !Rv2324 & Rv3133c) | (!Rv0967 & Rv1985c & Rv1990c & 
Rv2324 & !Rv3133c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0967 & !Rv1985c & !Rv1990c & !Rv2011c & Rv3133c) | (!Rv0967 & Rv1985c & Rv1990c 
& !Rv2011c & Rv3133c) | (!Rv0967 & Rv1985c & Rv1990c & Rv2011c & !Rv3133c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0757 & Rv1990c & !Rv2021c & 
Rv2324 & !Rv3133c) | (Rv0757 & !Rv1990c & !Rv2021c & !Rv2324 & Rv3133c) | (Rv0757 & Rv1990c & Rv2021c & !Rv2324 & Rv3133c) (error: 
1)Rv2011c = (!Rv0653c & !Rv2021c & !Rv3132c & Rv3133c & Rv3574) | (!Rv0653c & !Rv2021c & Rv3132c & Rv3133c & !Rv3574) | (!Rv0653c 
& Rv2021c & Rv3132c & Rv3133c & Rv3574) | (Rv0653c & !Rv2021c & !Rv3132c & !Rv3133c & Rv3574) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0653c 
& !Rv2021c & !Rv2324 & Rv3133c & !Rv3574) | (!Rv0653c & Rv2021c & Rv2324 & Rv3133c & Rv3574) | (Rv0653c & !Rv2021c & Rv2324 
& !Rv3133c & Rv3574) | (Rv0653c & Rv2021c & !Rv2324 & Rv3133c & Rv3574) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0653c & !Rv2021c & !Rv2324 
& !Rv3132c & Rv3133c) | (!Rv0653c & Rv2021c & Rv2324 & Rv3132c & Rv3133c) | (Rv0653c & !Rv2021c & Rv2324 & !Rv3132c & !Rv3133c) 
| (Rv0653c & Rv2021c & !Rv2324 & Rv3132c & Rv3133c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0653c & !Rv1994c & !Rv2324 & !Rv3132c & Rv3133c) | 



 

(Rv1994c & !Rv2324 & Rv3132c & Rv3133c) | (!Rv0653c & Rv1994c & Rv3132c & Rv3133c) | (Rv0653c & !Rv1994c & Rv2324 & !Rv3132c 
& !Rv3133c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0653c & !Rv1990c & !Rv2021c & Rv3133c) | (!Rv0653c & Rv1990c & Rv2021c & Rv3133c & Rv3574) | 
(Rv0653c & Rv1990c & !Rv2021c & !Rv3133c & Rv3574) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0653c & !Rv1990c & !Rv2021c & Rv3133c) | (!Rv0653c & 
Rv1990c & Rv2021c & Rv3132c & Rv3133c) | (Rv0653c & Rv1990c & !Rv2021c & !Rv3132c & !Rv3133c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0653c 
& !Rv1990c & !Rv2021c & !Rv2324 & Rv3133c) | (Rv0653c & Rv1990c & !Rv2021c & Rv2324 & !Rv3133c) | (Rv0653c & Rv1990c & Rv2021c 
& !Rv2324 & Rv3133c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0653c & !Rv1990c & !Rv2021c & !Rv2324 & Rv3132c) | (!Rv0653c & Rv1990c & Rv2021c & 
Rv2324 & Rv3132c) | (Rv0653c & Rv1990c & !Rv2021c & Rv2324 & !Rv3132c) | (Rv0653c & Rv1990c & Rv2021c & !Rv2324 & Rv3132c) (error: 
1)Rv2011c = (!Rv0653c & !Rv1985c & !Rv1990c & !Rv2021c & Rv3133c) | (!Rv0653c & Rv1985c & Rv1990c & Rv2021c & Rv3133c) | (Rv0653c 
& Rv1985c & Rv1990c & !Rv2021c & !Rv3133c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0653c & !Rv0967 & !Rv3132c & Rv3133c & Rv3574) | (!Rv0653c 
& !Rv0967 & Rv3132c & Rv3133c & !Rv3574) | (!Rv0653c & Rv0967 & Rv3132c & Rv3133c & Rv3574) | (Rv0653c & !Rv0967 & !Rv3132c 
& !Rv3133c & Rv3574) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0653c & !Rv0967 & !Rv1990c & Rv3133c) | (!Rv0653c & Rv0967 & Rv1990c & Rv3133c & 
Rv3574) | (Rv0653c & !Rv0967 & Rv1990c & !Rv3133c & Rv3574) (error: 1) Rv2011c = (!Rv0653c & !Rv0967 & !Rv1990c & !Rv2324 & Rv3132c) 
| (!Rv0653c & Rv0967 & Rv1990c & Rv2324 & Rv3132c) | (Rv0653c & !Rv0967 & Rv1990c & !Rv2324 & Rv3132c) | (Rv0653c & !Rv0967 & 
Rv1990c & Rv2324 & !Rv3132c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0653c & !Rv0967 & !Rv1990c & !Rv2011c & Rv3133c) | (Rv0653c & !Rv0967 & 
Rv1990c & !Rv2011c & Rv3133c) | (Rv0653c & !Rv0967 & Rv1990c & Rv2011c & !Rv3133c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0653c & !Rv0967 
& !Rv1990c & !Rv2011c & Rv3132c) | (!Rv0653c & Rv0967 & Rv1990c & !Rv2011c & Rv3132c) | (Rv0653c & !Rv0967 & Rv1990c & !Rv2011c 
& Rv3132c) | (Rv0653c & !Rv0967 & Rv1990c & Rv2011c & !Rv3132c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0653c & !Rv0967 & !Rv1985c & !Rv1990c & 
Rv3133c) | (!Rv0653c & Rv0967 & Rv1985c & Rv1990c & Rv3133c) | (Rv0653c & !Rv0967 & Rv1985c & Rv1990c & !Rv3133c) (error: 1)Rv2011c 
= (!Rv0653c & Rv0757 & !Rv1990c & !Rv2324 & Rv3133c) | (!Rv0653c & Rv0757 & Rv1990c & Rv2324 & Rv3133c) | (Rv0653c & !Rv0757 & 
Rv1990c & Rv2324 & !Rv3133c) | (Rv0653c & Rv0757 & Rv1990c & !Rv2324 & Rv3133c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0653c & Rv0757 & !Rv1990c 
& !Rv2021c & Rv3133c) | (!Rv0653c & Rv0757 & Rv1990c & Rv2021c & Rv3133c) | (Rv0653c & !Rv0757 & Rv1990c & !Rv2021c & !Rv3133c) 
(error: 1)Rv2011c = (!Rv0653c & Rv0757 & !Rv0967 & !Rv1990c & Rv3133c) | (!Rv0653c & Rv0757 & Rv0967 & Rv1990c & Rv3133c) | (Rv0653c 
& !Rv0757 & !Rv0967 & Rv1990c & !Rv3133c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0494 & !Rv1990c & !Rv2021c & !Rv2324 & Rv3133c) | (Rv0494 & 
Rv1990c & !Rv2021c & Rv2324 & !Rv3133c) | (Rv0494 & Rv1990c & Rv2021c & !Rv2324 & Rv3133c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0494 & !Rv0967 
& !Rv1990c & !Rv2324 & Rv3133c) | (Rv0494 & !Rv0967 & Rv1990c & !Rv2324 & Rv3133c) | (Rv0494 & !Rv0967 & Rv1990c & Rv2324 
& !Rv3133c) (error: 1) Rv2011c = (!Rv0474 & Rv1985c & Rv1990c & Rv2324 & !Rv3133c) | (Rv0474 & !Rv1985c & !Rv1990c & !Rv2324 & 
Rv3133c) | (Rv0474 & Rv1985c & Rv1990c & !Rv2324 & Rv3133c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0474 & Rv0653c & Rv2034 & Rv2324 & Rv3574) | 
(Rv0474 & !Rv0653c & !Rv2034 & !Rv2324 & !Rv3574) | (Rv0474 & !Rv0653c & Rv2034 & Rv2324 & Rv3574) | (Rv0474 & Rv0653c & Rv2034 
& !Rv2324 & Rv3574) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0474 & Rv0653c & Rv1990c & Rv2324 & Rv3574) | (Rv0474 & !Rv0653c & !Rv1990c & !Rv2324 
& !Rv3574) | (Rv0474 & !Rv0653c & Rv1990c & Rv2324 & Rv3574) | (Rv0474 & Rv0653c & Rv1990c & !Rv2324 & Rv3574) (error: 1)Rv2011c 
= (!Rv0474 & Rv0653c & Rv1990c & Rv2324 & !Rv3133c) | (Rv0474 & !Rv0653c & !Rv1990c & !Rv2324 & Rv3133c) | (Rv0474 & Rv0653c & 
Rv1990c & !Rv2324 & Rv3133c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0474 & Rv0653c & Rv1990c & Rv2324 & !Rv3132c) | (Rv0474 & !Rv0653c & !Rv1990c 
& !Rv2324 & Rv3132c) | (Rv0474 & !Rv0653c & Rv1990c & Rv2324 & Rv3132c) | (Rv0474 & Rv0653c & Rv1990c & !Rv2324 & Rv3132c) (error: 
1)Rv2011c = (!Rv0474 & Rv0653c & Rv1985c & Rv1990c & !Rv3133c) | (Rv0474 & !Rv0653c & !Rv1985c & !Rv1990c & Rv3133c) | (Rv0474 
& !Rv0653c & Rv1985c & Rv1990c & Rv3133c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0474 & Rv0653c & !Rv0757 & Rv2324 & Rv3574) | (Rv0474 & !Rv0653c 
& Rv0757 & !Rv2324 & !Rv3574) | (Rv0474 & !Rv0653c & Rv0757 & Rv2324 & Rv3574) | (Rv0474 & Rv0653c & Rv0757 & !Rv2324 & Rv3574) 
(error: 1)Rv2011c = (!Rv0474 & Rv0653c & !Rv0757 & !Rv1994c & Rv2324) | (Rv0474 & Rv0757 & Rv1994c & !Rv2324) | (Rv0474 & !Rv0653c 
& Rv0757 & Rv1994c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0474 & Rv0494 & Rv1990c & Rv2324 & !Rv3133c) | (Rv0474 & !Rv0494 & !Rv1990c & !Rv2324 
& Rv3133c) | (Rv0474 & Rv0494 & Rv1990c & !Rv2324 & Rv3133c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0324 & !Rv2021c & !Rv3132c & Rv3133c & Rv3574) 
| (!Rv0324 & !Rv2021c & Rv3132c & Rv3133c & !Rv3574) | (!Rv0324 & Rv2021c & Rv3132c & Rv3133c & Rv3574) | (Rv0324 & !Rv2021c 
& !Rv3132c & !Rv3133c & Rv3574) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0324 & !Rv1990c & !Rv2021c & Rv3133c) | (!Rv0324 & Rv1990c & Rv2021c & 
Rv3133c & Rv3574) | (Rv0324 & Rv1990c & !Rv2021c & !Rv3133c & Rv3574) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0324 & !Rv1990c & !Rv2021c & Rv3133c) 
| (!Rv0324 & Rv1990c & Rv2021c & Rv3132c & Rv3133c) | (Rv0324 & Rv1990c & !Rv2021c & !Rv3132c & !Rv3133c) (error: 1)Rv2011c =  
(!Rv0324 & !Rv1990c & !Rv2021c & !Rv2324 & Rv3133c) | (!Rv0324 & Rv1990c & Rv2021c & !Rv2324 & Rv3133c) | (Rv0324 & Rv1990c 
& !Rv2021c & Rv2324 & !Rv3133c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0324 & !Rv1985c & !Rv1990c & !Rv2021c & Rv3133c) | (!Rv0324 & Rv1985c & 
Rv1990c & Rv2021c & Rv3133c) | (Rv0324 & Rv1985c & Rv1990c & !Rv2021c & !Rv3133c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0324 & !Rv0967 & !Rv1990c 
& Rv3133c & !Rv3681c) | (!Rv0324 & !Rv0967 & Rv1990c & Rv3133c & Rv3681c) | (Rv0324 & !Rv0967 & Rv1990c & !Rv3133c & Rv3681c)  
(error: 1)Rv2011c = (!Rv0324 & !Rv0967 & !Rv1990c & !Rv2034 & Rv3133c) | (!Rv0324 & !Rv0967 & Rv1990c & Rv2034 & Rv3133c) | (Rv0324 
& !Rv0967 & Rv1990c & Rv2034 & !Rv3133c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0324 & !Rv0967 & !Rv1990c & !Rv2021c & Rv3133c) | (!Rv0324 
& !Rv0967 & Rv1990c & Rv2021c & Rv3133c) | (Rv0324 & !Rv0967 & Rv1990c & !Rv2021c & !Rv3133c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0324 
& !Rv0967 & !Rv1990c & Rv3133c) | (!Rv0324 & !Rv0967 & Rv1994c & Rv3133c) | (Rv0324 & !Rv0967 & Rv1990c & !Rv1994c & !Rv3133c) 
(error: 1)Rv2011c = (!Rv0324 & !Rv0967 & !Rv1985c & !Rv1990c & Rv3133c) | (!Rv0324 & !Rv0967 & Rv1985c & Rv1990c & Rv3133c) |  
(Rv0324 & !Rv0967 & Rv1985c & Rv1990c & !Rv3133c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0324 & Rv0757 & !Rv1990c & !Rv2021c & Rv3133c) | (!Rv0324 
& Rv0757 & Rv1990c & Rv2021c & Rv3133c) | (Rv0324 & !Rv0757 & Rv1990c & !Rv2021c & !Rv3133c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0324 
& !Rv0653c & !Rv0967 & Rv3133c & !Rv3574) | (!Rv0324 & !Rv0653c & Rv0967 & Rv3133c & Rv3574) | (!Rv0324 & Rv0653c & !Rv0967 & 
Rv3133c & Rv3574) | (Rv0324 & Rv0653c & !Rv0967 & !Rv3133c & Rv3574) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0324 & !Rv0653c & !Rv0967 & !Rv1990c 
& Rv3133c) | (!Rv0324 & Rv0653c & !Rv0967 & Rv1990c & Rv3133c) | (Rv0324 & Rv0653c & !Rv0967 & Rv1990c & !Rv3133c) (error: 
1)Rv2011c = (!Rv0324 & !Rv0653c & !Rv0967 & !Rv1990c & Rv3132c) | (!Rv0324 & !Rv0653c & Rv0967 & Rv1990c & Rv3132c) | (!Rv0324 & 
Rv0653c & !Rv0967 & Rv1990c & Rv3132c) | (Rv0324 & Rv0653c & !Rv0967 & Rv1990c & !Rv3132c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0324 & !Rv0494 
& !Rv1990c & !Rv2021c & Rv3133c) | (!Rv0324 & Rv0494 & Rv1990c & Rv2021c & Rv3133c) | (Rv0324 & Rv0494 & Rv1990c & !Rv2021c 
& !Rv3133c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0324 & !Rv0494 & !Rv0967 & !Rv1990c & Rv3133c) | (!Rv0324 & Rv0494 & !Rv0967 & Rv1990c & 
Rv3133c) | (Rv0324 & Rv0494 & !Rv0967 & Rv1990c & !Rv3133c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0324 & Rv0474 & !Rv1985c & !Rv1990c & Rv3133c) 
| (!Rv0324 & Rv0474 & Rv1985c & Rv1990c & Rv3133c) | (Rv0324 & !Rv0474 & Rv1985c & Rv1990c & !Rv3133c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0324 
& Rv0474 & !Rv0494 & !Rv1990c & Rv3133c) | (!Rv0324 & Rv0474 & Rv0494 & Rv1990c & Rv3133c) | (Rv0324 & !Rv0474 & Rv0494 & 
Rv1990c & !Rv3133c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0081 & !Rv1994c & Rv2324 & !Rv3132c & !Rv3133c) | (Rv0081 & !Rv1994c & !Rv2324 
& !Rv3132c & Rv3133c) | (Rv0081 & Rv1994c & !Rv2324 & Rv3132c & Rv3133c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0081 & Rv0653c & Rv2324 & Rv3574 
& Rv3681c) | (Rv0081 & !Rv0653c & !Rv2324 & !Rv3574 & !Rv3681c) | (Rv0081 & !Rv0653c & Rv2324 & Rv3574 & Rv3681c) | (Rv0081 & 
Rv0653c & !Rv2324 & Rv3574 & Rv3681c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0081 & Rv0653c & Rv2034 & Rv2324 & Rv3574) | (Rv0081 & !Rv0653c  
& !Rv2034 & !Rv2324 & !Rv3574) | (Rv0081 & !Rv0653c & Rv2034 & Rv2324 & Rv3574) | (Rv0081 & Rv0653c & Rv2034 & !Rv2324 & Rv3574) 
(error: 1)Rv2011c = (!Rv0081 & Rv0653c & !Rv2021c & Rv2324 & Rv3574) | (Rv0081 & !Rv0653c & !Rv2021c & !Rv2324 & !Rv3574) | (Rv0081 
& !Rv0653c & Rv2021c & Rv2324 & Rv3574) | (Rv0081 & Rv0653c & Rv2021c & !Rv2324 & Rv3574) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0081 & Rv0653c 
& !Rv1994c & Rv2324 & !Rv3132c) | (Rv0081 & Rv1994c & !Rv2324 & Rv3132c) | (Rv0081 & !Rv0653c & Rv1994c & Rv3132c) (error: 
1)Rv2011c = (!Rv0081 & Rv0653c & Rv1990c & Rv2324 & !Rv3132c) | (Rv0081 & !Rv0653c & !Rv1990c & !Rv2324 & Rv3132c) | (Rv0081 
& !Rv0653c & Rv1990c & Rv2324 & Rv3132c) | (Rv0081 & Rv0653c & Rv1990c & !Rv2324 & Rv3132c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0081 & Rv0653c 



 

& !Rv0757 & Rv2324 & Rv3574) | (Rv0081 & !Rv0653c & Rv0757 & !Rv2324 & !Rv3574) | (Rv0081 & !Rv0653c & Rv0757 & Rv2324 & Rv3574) 
| (Rv0081 & Rv0653c & Rv0757 & !Rv2324 & Rv3574) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0081 & Rv0653c & !Rv0757 & !Rv1994c & Rv2324) | (Rv0081 
& Rv0757 & Rv1994c & !Rv2324) | (Rv0081 & !Rv0653c & Rv0757 & Rv1994c) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0081 & Rv0653c & !Rv0757 & Rv1990c 
& Rv2324) | (Rv0081 & !Rv0653c & Rv0757 & !Rv1990c & !Rv2324) | (Rv0081 & !Rv0653c & Rv0757 & Rv1990c & Rv2324) | (Rv0081 & 
Rv0653c & Rv0757 & Rv1990c & !Rv2324) (error: 1)Rv2011c = (!Rv0081 & Rv0324 & Rv0653c & !Rv0967 & Rv3574) | (Rv0081 & !Rv0324 
& !Rv0653c & !Rv0967 & !Rv3574) | (Rv0081 & !Rv0324 & !Rv0653c & Rv0967 & Rv3574) | (Rv0081 & !Rv0324 & Rv0653c & !Rv0967 & 
Rv3574) (error: 1) 

Funciones in silico para el gen Rv2021c: 

Rv2021c = (!Rv0653c & Rv1990c & !Rv3574) | (Rv0653c & Rv1990c & Rv3574) (error: 2)Rv2021c = (Rv1990c & !Rv3132c) | (Rv0653c &  
Rv1990c) (error: 2)Rv2021c = (!Rv0653c & !Rv1985c & Rv1990c) | (Rv0653c & Rv1985c & Rv1990c) (error: 2)Rv2021c = (!Rv0757 & Rv1990c) 
| (Rv0653c & Rv1990c) (error: 2) 

Funciones in silico para el gen Rv2034: 

Rv2034 = (!Rv1990c & Rv3132c & !Rv3574) | (Rv1990c & !Rv3132c) | (Rv1990c & Rv3574) (error: 1)Rv2034 = (Rv1994c & Rv3132c) | (Rv1990c 
& !Rv3132c) (error: 1)Rv2034 = (!Rv1985c & !Rv1990c & Rv3132c) | (Rv1990c & !Rv3132c) | (Rv1985c & Rv1990c) (error: 1)Rv2034 = 
(!Rv0653c & Rv3132c) | (Rv1990c) (error: 1)Rv2034 = (!Rv0494 & Rv3132c) | (Rv1990c) (error: 1)Rv2034 = (!Rv1994c & !Rv3597c) | (Rv0474 
& Rv1994c & Rv3597c) (error: 1)Rv2034 = (Rv1990c & Rv3574) | (Rv0474 & !Rv3574) (error: 1)Rv2034 = (Rv1990c & !Rv1994c) | (Rv0474 & 
Rv1994c) (error: 1)Rv2034 = (!Rv0324 & Rv3132c) | (Rv1990c) (error: 1) 

Funciones in silico para el gen Rv2324: 

Rv2324 = (!Rv0494 & !Rv0653c & !Rv2021c & Rv3133c) | (!Rv0494 & !Rv0653c & Rv3133c & Rv3574) | (Rv0494 & Rv0653c & !Rv3133c &  
Rv3574) | (Rv0494 & Rv0653c & Rv2021c & Rv3574) (error: 2)Rv2324 = (!Rv0494 & !Rv0653c & !Rv2021c & !Rv2324 & Rv3133c) | (!Rv0494 
& !Rv0653c & Rv2021c & Rv2324 & Rv3133c) | (Rv0494 & Rv0653c & Rv2324 & !Rv3133c) | (Rv0494 & Rv0653c & Rv2021c & Rv3133c) (error: 
2)Rv2324 = (!Rv0494 & !Rv0653c & !Rv1990c & Rv3133c & !Rv3681c) | (!Rv0494 & !Rv0653c & Rv1990c & Rv3133c & Rv3681c) | (Rv0494 & 
Rv0653c & Rv1990c & Rv3681c) (error: 2)Rv2324 = (!Rv0494 & !Rv0653c & !Rv1990c & !Rv2034 & Rv3133c) | (!Rv0494 & !Rv0653c & Rv1990c 
& Rv2034 & Rv3133c) | (Rv0494 & Rv0653c & Rv1990c & Rv2034) (error: 2)Rv2324 = (!Rv0494 & !Rv0653c & !Rv1990c & !Rv2021c & Rv3133c) 
| (!Rv0494 & !Rv0653c & Rv1990c & Rv2021c & Rv3133c) | (Rv0494 & Rv0653c & Rv1990c & !Rv3133c) | (Rv0494 & Rv0653c & Rv1990c & 
Rv2021c) (error: 2)Rv2324 = (!Rv0494 & !Rv0653c & !Rv0967 & !Rv1990c & Rv3133c) | (!Rv0494 & !Rv0653c & Rv0967 & Rv1990c & Rv3133c) 
| (Rv0494 & Rv0653c & Rv1990c) (error: 2)Rv2324 = (!Rv0494 & !Rv0653c & Rv0757 & Rv3133c) | (Rv0494 & Rv0653c & !Rv0757 & Rv1990c 
& !Rv3133c) | (Rv0494 & Rv0653c & Rv0757 & Rv1990c & Rv3133c) (error: 2)Rv2324 = (Rv0494 & Rv0653c & Rv1990c & !Rv3133c) | (Rv0474 
& !Rv0494 & !Rv0653c & Rv3133c) | (Rv0474 & Rv0494 & Rv0653c & Rv1990c) (error: 2)Rv2324 = (!Rv0324 & !Rv0653c & !Rv2021c & !Rv2324 
& Rv3133c) | (!Rv0324 & !Rv0653c & Rv2021c & Rv2324 & Rv3133c) | (!Rv0324 & Rv0653c & Rv2021c & !Rv2324 & Rv3133c) | (Rv0324 & 
Rv0653c & Rv2324 & !Rv3133c) | (Rv0324 & Rv0653c & Rv2021c & Rv2324) (error: 2)Rv2324 = (!Rv0324 & !Rv0653c & !Rv0967 & !Rv1990c 
& Rv3133c) | (!Rv0324 & !Rv0653c & Rv0967 & Rv1990c & Rv3133c) | (Rv0653c & !Rv0967 & Rv1990c & Rv3133c) | (Rv0324 & Rv0653c & 
Rv1990c) (error: 2) 

Funciones in silico para el gen Rv3132c: 

Rv3132c = (Rv3132c & Rv3597c & !Rv3681c) | (Rv0653c & Rv3597c & Rv3681c) (error: 0)Rv3132c = (Rv3132c & Rv3133c & !Rv3681c) |  
(Rv0653c & Rv3133c & Rv3681c) (error: 0)Rv3132c = (!Rv2324 & Rv3132c & Rv3597c) | (Rv0653c & Rv2324 & Rv3597c) (error: 0)Rv3132c = 
(!Rv2324 & Rv3132c & Rv3133c) | (Rv0653c & Rv2324 & Rv3133c) (error: 0)Rv3132c = (!Rv2034 & Rv3132c & !Rv3681c) | (Rv0653c & !Rv2034 
& !Rv3132c & Rv3681c) | (Rv0653c & Rv2034 & Rv3132c & Rv3681c) (error: 0)Rv3132c = (!Rv0653c & !Rv2034 & Rv3132c) | (Rv0653c 
& !Rv2034 & Rv3574) | (Rv0653c & Rv3132c & Rv3574) (error: 0)Rv3132c = (!Rv2034 & Rv3132c & Rv3133c) | (Rv0653c & !Rv2034 & Rv3133c) 
| (Rv0653c & Rv3132c & Rv3133c) (error: 0)Rv3132c = (!Rv2034 & !Rv2324 & Rv3132c) | (Rv0653c & !Rv2034 & Rv2324 & !Rv3132c) | 
(Rv0653c & !Rv2324 & Rv3132c) | (Rv0653c & Rv2034 & Rv3132c) (error: 0)Rv3132c = (!Rv2021c & Rv3132c & Rv3133c) | (Rv0653c 
& !Rv2021c & Rv3133c) | (Rv0653c & Rv3132c & Rv3133c) (error: 0)Rv3132c = (!Rv1990c & Rv3132c & !Rv3681c) | (!Rv0653c & Rv3132c 
& !Rv3681c) | (Rv0653c & !Rv1990c & Rv3681c) | (Rv0653c & Rv3132c & Rv3681c) (error: 0)Rv3132c = (!Rv2324 & Rv3132c) | (Rv0653c 
& !Rv1990c & Rv2324) | (Rv0653c & Rv3132c) (error: 0)Rv3132c = (!Rv0653c & !Rv1985c & Rv3132c & Rv3133c) | (Rv0653c & Rv1985c & 
Rv3133c) (error: 0)Rv3132c = (!Rv0967 & Rv3132c & Rv3133c) | (Rv0653c & !Rv0967 & Rv3133c) | (Rv0653c & Rv3132c & Rv3133c) (error: 
0)Rv3132c = (!Rv0653c & Rv0757 & Rv3132c & !Rv3681c) | (Rv0653c & !Rv0757 & Rv3132c & !Rv3681c) | (Rv0653c & Rv0757 & Rv3681c) 
(error: 0)Rv3132c = (Rv0757 & !Rv2324 & Rv3132c) | (Rv0653c & !Rv2324 & Rv3132c) | (Rv0653c & Rv0757 & Rv2324) (error: 0)Rv31 32c = 
(!Rv0653c & Rv0757 & !Rv2034 & Rv3132c) | (Rv0653c & !Rv0757 & !Rv2034 & Rv3132c) | (Rv0653c & Rv0757 & !Rv2034 & !Rv3132c) | 
(Rv0653c & Rv0757 & Rv2034 & Rv3132c) (error: 0)Rv3132c = (Rv0757 & !Rv2021c & Rv3132c) | (Rv0653c & !Rv2021c & Rv3132c) | (Rv0653c 
& Rv0757 & !Rv2021c) | (Rv0653c & Rv0757 & Rv3132c) (error: 0)Rv3132c = (!Rv0653c & Rv0757 & !Rv1985c & Rv3132c) | (Rv0653c & 
Rv1985c & Rv3132c) | (Rv0653c & Rv0757 & Rv1985c) (error: 0)Rv3132c = (Rv0757 & !Rv0967 & Rv3132c) | (Rv0653c & !Rv0967 & Rv3132c) 
| (Rv0653c & Rv0757 & !Rv0967) | (Rv0653c & Rv0757 & Rv3132c) (error: 0)Rv3132c = (Rv0081 & !Rv2034 & Rv3132c) | (Rv0081 & Rv0653c 
& !Rv2034) | (Rv0081 & Rv0653c & Rv3132c) (error: 0)Rv3132c = (Rv0081 & !Rv2021c & Rv3132c) | (Rv0081 & Rv0653c & !Rv2021c) |  
(Rv0081 & Rv0653c & Rv3132c) (error: 0)Rv3132c = (Rv0081 & !Rv0967 & Rv3132c) | (Rv0081 & Rv0653c & !Rv0967) | (Rv0081  & Rv0653c 
& Rv3132c) (error: 0) 

Funciones in silico para el gen Rv3133c: 

Rv3133c = (Rv0081 & !Rv0757 & Rv2324) | (Rv0081 & Rv0757 & !Rv2324) | (Rv0081 & Rv0653c) (error: 0)Rv3133c = (Rv0081 & Rv0653c & 
Rv1985c) | (Rv0081 & Rv0474 & !Rv0653c & !Rv1985c) (error: 0) 



 

Funciones in silico para el gen Rv3574: 

Rv3574 = (!Rv0474 & Rv3574) | (Rv0474 & Rv0757) (error: 1)Rv3574 = (!Rv0474 & Rv2324) | (Rv0474 & Rv0757) (error: 1)Rv3574 = (!Rv0081 
& Rv3574) | (Rv0081 & Rv0757) (error: 1) 

Funciones in silico para el gen Rv3597c: 

Rv3597c = (!Rv2021c & Rv3597c) | (!Rv0653c & !Rv3574 & Rv3597c) | (Rv0653c & Rv2021c & Rv3574) (error: 0)Rv3597c = (!Rv2021c 
& !Rv3133c & !Rv3574) | (!Rv0653c & !Rv2021c) | (!Rv0653c & Rv3133c & !Rv3574) | (!Rv2021c & Rv3133c & Rv3574) | (Rv0653c & Rv2021c 
& Rv3574) (error: 0)Rv3597c = (!Rv2021c & Rv3597c) | (!Rv0653c & !Rv3132c & Rv3597c) | (Rv0653c & Rv2021c & !Rv3132c & !Rv359 7c) | 
(Rv0653c & Rv3132c & Rv3597c) (error: 0)Rv3597c = (!Rv2021c & !Rv2034) | (Rv2021c & Rv2034 & !Rv3132c) | (Rv0653c & Rv2034 & 
Rv3132c) (error: 0)Rv3597c = (!Rv1990c & !Rv2021c) | (!Rv0653c & Rv2021c & !Rv3574) | (!Rv0653c & !Rv2021c & Rv3574) | (Rv0653c & 
Rv1990c & Rv2021c & Rv3574) (error: 0)Rv3597c = (!Rv1990c & !Rv2021c) | (!Rv0653c & Rv2021c & !Rv3132c) | (!Rv0653c & !Rv2021c & 
Rv3132c) | (Rv1990c & Rv2021c & !Rv3132c) | (Rv0653c & Rv1990c & Rv2021c) (error: 0)Rv3597c = (!Rv0653c & !Rv1985c & Rv3597c)  | 
(Rv0653c & Rv1985c & Rv3597c) | (Rv0653c & Rv1985c & Rv2021c) (error: 0)Rv3597c = (!Rv0653c & !Rv1985c) | (Rv0653c & Rv1985c  
& !Rv1990c & !Rv2021c) | (Rv0653c & Rv1985c & Rv1990c & Rv2021c) (error: 0)Rv3597c = (!Rv0967 & Rv3597c) | (!Rv0653c & !Rv3574 & 
Rv3597c) | (Rv0653c & Rv0967 & Rv3574) (error: 0)Rv3597c = (!Rv0967 & !Rv3133c & !Rv3574) | (!Rv0653c & !Rv0967) | (!Rv0653c & 
Rv3133c & !Rv3574) | (!Rv0967 & Rv3133c & Rv3574) | (Rv0653c & Rv0967 & Rv3574) (error: 0)Rv3597c = (!Rv0967 & Rv3597c) | (!Rv0653c 
& !Rv3132c & Rv3597c) | (Rv0653c & Rv0967 & !Rv3132c & !Rv3597c) | (Rv0653c & Rv3132c & Rv3597c) (error: 0)Rv3597c = (!Rv0967 
& !Rv2034) | (Rv0967 & Rv2034 & !Rv3132c) | (Rv0653c & Rv2034 & Rv3132c) (error: 0)Rv3597c = (!Rv0967 & !Rv1990c) | (!Rv0967 & 
Rv3132c) | (!Rv0653c & !Rv1990c & !Rv3132c) | (Rv0967 & Rv1990c & !Rv3132c) | (Rv0653c & Rv1990c & Rv3132c) (error: 0)Rv3597c  = 
(!Rv0653c & !Rv1985c & Rv3597c) | (Rv0653c & Rv1985c & Rv3597c) | (Rv0653c & Rv0967 & Rv1985c) (error: 0)Rv3597c = (!Rv0757 &  
Rv2021c & Rv3681c) | (!Rv0653c & Rv0757 & !Rv2021c & !Rv3681c) | (Rv0653c & !Rv0757 & !Rv2021c & !Rv3681c) | (Rv0653c & Rv0757 & 
Rv3681c) (error: 0)Rv3597c = (!Rv0653c & !Rv0757 & Rv2021c & Rv3597c) | (Rv0757 & !Rv2021c & Rv3597c) | (Rv0653c & !Rv2021c & 
Rv3597c) | (Rv0653c & !Rv0757 & Rv2021c & !Rv3597c) | (Rv0653c & Rv0757 & Rv3597c) (error: 0)Rv3597c = (!Rv0653c & !Rv0757 & 
Rv2021c) | (!Rv0653c & Rv0757 & !Rv2021c & !Rv2324) | (Rv0653c & !Rv0757 & !Rv2021c & !Rv2324) | (!Rv0757 & Rv2021c & Rv2324) | 
(Rv0653c & Rv0757 & Rv2324) | (Rv0653c & Rv0757 & Rv2021c) (error: 0) Rv3597c = (!Rv0653c & !Rv0757 & Rv0967 & Rv3597c) | (Rv0757 
& !Rv0967 & Rv3597c) | (Rv0653c & !Rv0967 & Rv3597c) | (Rv0653c & !Rv0757 & Rv0967 & !Rv3597c) | (Rv0653c & Rv0757 & Rv3597c) 
(error: 0)Rv3597c = (!Rv0653c & !Rv0757 & Rv0967) | (Rv0757 & !Rv0967 & !Rv2324) | (Rv0653c & !Rv0967 & !Rv2324) | (!Rv0757 & Rv0967 
& Rv2324) | (Rv0653c & Rv0757 & Rv2324) (error: 0)Rv3597c = (!Rv0757 & Rv0967 & Rv2034) | (Rv0757 & !Rv0967 & !Rv2034) | (Rv0653c 
& !Rv0967 & !Rv2034) | (Rv0653c & Rv0757 & Rv2034) (error: 0)Rv3597c = (!Rv0653c & !Rv0757 & Rv0967) | (Rv0757 & !Rv0967) | (Rv0653c 
& !Rv0967 & !Rv1990c) | (!Rv0757 & Rv0967 & Rv1990c) | (Rv0653c & Rv0967 & Rv1990c) (error: 0)Rv3597c = (!Rv0653c & !Rv3574) | 
(!Rv0474 & !Rv2034 & !Rv3574) | (Rv0653c & !Rv2034 & Rv3574) | (Rv0474 & !Rv2034 & Rv3574) | (Rv0474 & Rv0653c & Rv3574) (error: 
0)Rv3597c = (!Rv0653c & !Rv3132c) | (!Rv0474 & !Rv2034 & !Rv3132c) | (Rv0474 & !Rv2034 & Rv3132c) | (Rv0474 & Rv2034 & !Rv3132c) | 
(Rv0474 & Rv0653c & Rv3132c) (error: 0)Rv3597c = (!Rv0653c & !Rv1985c & Rv3597c) | (Rv0653c & Rv1985c & Rv3597c) | (Rv0474 & Rv0653c 
& Rv1985c) (error: 0)Rv3597c = (!Rv0653c & !Rv1985c) | (Rv0653c & Rv1985c & !Rv2034) | (Rv0474 & Rv0653c & Rv1985c) (error: 0)Rv3597c 
= (!Rv0653c & !Rv1985c & !Rv1990c) | (Rv0653c & Rv1985c & !Rv1990c) | (Rv0474 & !Rv0653c & !Rv1985c) | (Rv0474 & Rv0653c & Rv1985c) 
(error: 0)Rv3597c = (!Rv0653c & !Rv0757 & Rv3681c) | (!Rv0653c & Rv0757 & !Rv3681c) | (Rv0653c & !Rv0757 & !Rv3681c) | (Rv0653c & 
Rv0757 & Rv3681c) | (Rv0474 & !Rv0757 & Rv3681c) (error: 0)Rv3597c = (!Rv0474 & !Rv0757 & !Rv2324) | (!Rv0653c & Rv0757 & !Rv2324) 
| (Rv0653c & Rv0757 & Rv2324) | (Rv0474 & !Rv0757 & Rv2324) | (Rv0653c & !Rv0757 & !Rv2324) | (Rv0474 & Rv0757 & !Rv2324) (er ror: 
0)Rv3597c = (!Rv0653c & !Rv0757 & Rv2034) | (!Rv0653c & Rv0757 & !Rv2034) | (Rv0653c & !Rv0757 & !Rv2034) | (!Rv0474 & Rv0757 
& !Rv2034) | (Rv0474 & !Rv0757 & Rv2034) | (Rv0474 & Rv0653c & Rv2034) (error: 0)Rv3597c = (!Rv0653c & !Rv3681c) | (!Rv0081 & !Rv3574 
& !Rv3681c) | (Rv0081 & !Rv0653c & !Rv3574) | (Rv0081 & Rv3574 & !Rv3681c) | (Rv0081 & Rv0653c & Rv3574) (error: 0)Rv3597c = 
(!Rv0653c & !Rv3132c & !Rv3681c) | (!Rv0081 & !Rv3132c & !Rv3681c) | (Rv0081 & !Rv3132c & Rv3681c) | (Rv0081 & Rv3132c & !Rv3681c) 
| (Rv0081 & Rv0653c & Rv3681c) (error: 0)Rv3597c = (!Rv0653c & !Rv2324) | (!Rv0081 & !Rv2324 & !Rv3574) | (Rv0081 & !Rv0653c 
& !Rv3574) | (Rv0081 & !Rv2324 & Rv3574) | (Rv0081 & Rv0653c & Rv3574) (error: 0)Rv3597c = (!Rv0653c & !Rv2324 & !Rv3132c) | (!Rv0081 
& !Rv2324 & !Rv3132c) | (Rv0081 & !Rv2324 & Rv3132c) | (Rv0081 & Rv2324 & !Rv3132c) | (Rv0081 & Rv0653c & Rv3132c) (error: 0)Rv3597c 
= (!Rv0653c & !Rv2034) | (!Rv0081 & !Rv2034 & !Rv3574) | (Rv0081 & !Rv0653c & !Rv3574) | (Rv0081 & !Rv2034 & Rv3574) | (Rv0081 & 
Rv0653c & Rv3574) (error: 0)Rv3597c = (!Rv2034 & !Rv3132c) | (Rv0081 & !Rv2034) | (Rv0081 & !Rv3132c) | (Rv0081 & Rv0653c) (error: 
0)Rv3597c = (!Rv0653c & !Rv2021c) | (!Rv0081 & !Rv2021c & !Rv3574) | (Rv0081 & !Rv0653c & !Rv3574) | (Rv0081 & !Rv2021c & Rv3574) 
| (Rv0081 & Rv0653c & Rv3574) (error: 0)Rv3597c = (!Rv0081 & !Rv1994c & !Rv3574) | (!Rv0653c & !Rv1994c & Rv3574) | (!Rv0653c & 
Rv1994c & !Rv3574) | (Rv0081 & !Rv1994c & Rv3574) | (Rv0081 & Rv0653c & Rv3574) (error: 0)Rv3597c = (!Rv0653c & !Rv1985c & !Rv3681c) 
| (Rv0653c & Rv1985c & !Rv3681c) | (Rv0081 & !Rv0653c & !Rv1985c) | (Rv0081 & Rv0653c & Rv1985c) (error: 0)Rv3597c = (!Rv0653c 
& !Rv1985c & Rv3597c) | (Rv0653c & Rv1985c & Rv3597c) | (Rv0081 & Rv0653c & Rv1985c) (error: 0)Rv3597c = (!Rv0653c & !Rv1985c) | 
(!Rv0081 & Rv0653c & Rv1985c & !Rv3574) | (Rv0081 & Rv0653c & Rv1985c & Rv3574) (error: 0)Rv3597c = (!Rv0653c & !Rv1985c & !Rv2324) 
| (Rv0653c & Rv1985c & !Rv2324) | (Rv0081 & !Rv0653c & !Rv1985c) | (Rv0081 & Rv0653c & Rv1985c) (error: 0)Rv3597c = (!Rv0653c 
& !Rv1985c & !Rv2034) | (Rv0653c & Rv1985c & !Rv2034) | (Rv0081 & !Rv0653c & !Rv1985c) | (Rv0081 & Rv0653c & Rv1985c) (error: 
0)Rv3597c = (!Rv0653c & !Rv1985c & !Rv1990c) | (Rv0653c & Rv1985c & !Rv1990c) | (Rv0081 & !Rv0653c & !Rv1985c) | (Rv0081 & Rv0653c 
& Rv1985c) (error: 0)Rv3597c = (!Rv0653c & !Rv0967) | (!Rv0081 & !Rv0967 & !Rv3574) | (Rv0081 & !Rv0653c & !Rv3574) | (Rv0081 
& !Rv0967 & Rv3574) | (Rv0081 & Rv0653c & Rv3574) (error: 0)Rv3597c = (!Rv0653c & Rv0757 & !Rv3681c) | (Rv0653c & !Rv0757 
& !Rv3681c) | (Rv0081 & !Rv0757 & Rv3681c) | (Rv0081 & Rv0653c & Rv3681c) (error: 0)Rv3597c = (!Rv0653c & Rv0757 & !Rv2324) | 
(Rv0653c & !Rv0757 & !Rv2324) | (Rv0081 & !Rv2324) | (Rv0081 & !Rv0757) | (Rv0081 & Rv0653c) (error: 0)Rv3597c = (!Rv0653c & Rv0757 
& !Rv2034) | (Rv0653c & !Rv0757 & !Rv2034) | (Rv0081 & !Rv0757 & Rv2034) | (Rv0081 & Rv0757 & !Rv2034) | (Rv0081 & Rv0653c) (error: 
0) 

Funciones in silico para el gen Rv3681c: 

Rv3681c = (!Rv1985c & Rv3133c) | (Rv1985c & Rv1990c) (error: 1)Rv3681c = (!Rv0653c & Rv3133c) | (Rv0653c & Rv1990c) (error: 1)Rv3681c 
= (!Rv0494 & Rv3133c) | (Rv0494 & Rv1990c) (error: 1)Rv3681c = (!Rv0324 & Rv3133c) | (Rv0324 & Rv1990c) (error: 1)  



 

ANEXO 5   

Las tablas que se presentan a continuación contienen los datos de expresión dife-

rencial expresados en “log2ratio”, obtenidos como se indica en la sección 7.1.4 con 

el algoritmo DESeq aplicado a las lecturas de RNAseq de 25 muestras para los 

genes asociados a la Reactivación. 

 

GENES 

MUESTRAS  

17h.- 
57.6 
% OD 

23h.- 
42.8 
% OD 

40h.- 
11.5 
% OD 

41h.- 
8.8 % 
OD 

42h.- 
7.49 
% OD 

43h.- 
6.16 
% OD 

44h.- 
4.31 
% OD 

45h.- 
2.9% 
OD 

46h.- 
0.41 
% OD 

47h.- 
0.0 % 
OD 

48.- 
0.0 % 
OD 

49h.- 
0.0 % 
OD 

50h.- 
0.0 % 
OD 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

Rv1353

c 0.00 -0.85 -0.75 -0.90 -0.38 -0.36 -0.70 1.25 0.60 -0.67 1.28 -0.49 -0.76 

Rv1884

c 0.30 1.03 1.07 1.33 1.21 1.41 1.57 0.40 0.79 1.30 0.21 1.05 1.05 

Rv2150

c 0.96 1.13 1.37 1.22 1.02 1.27 1.36 0.38 0.65 1.27 0.21 1.37 1.48 

Rv2389

c -0.40 -0.05 -0.54 -0.61 -0.36 -0.31 -0.14 0.22 -0.17 -0.57 -1.05 -0.47 -0.34 

Rv2450

c 0.81 0.44 0.67 1.01 0.84 1.33 0.76 0.33 0.33 0.46 -0.39 -0.59 -0.69 

Rv1033

c -0.19 -0.09 -0.31 -0.23 -0.33 -0.85 -0.33 0.30 -0.05 -0.45 0.73 -0.27 -0.58 

Tabla S4 Resultados de expresión diferencial para las primeras 13 mues-

tras. En el panel derecho se encuentran los genes de la red de dormancia de 

MTB. Los valores están expresados como “log2ratio”. 

 



 

 

GENES 

MUESTRAS  

52h.- 
0.0 % 
OD 

54h.- 
0.0 % 
OD 

64h.- 
0.0 % 
OD 

70h.- 
0.0 % 
OD 

88h.- 
0.0 % 
OD 

94h.- 
0.0 % 
OD 

112h0
.0 % 
OD 

114h0
.45 % 
OD 

114.5
h.3.8
%OD 

115h6
.0 % 
OD 

116h1
0.89 
% OD 

120h- 
46.92 
% OD 

14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 

Rv1353c -0.36 0.14 0.86 0.38 -0.18 1.79 1.94 1.29 -0.36 -0.40 -0.54 -0.87 

Rv1884c 0.93 0.64 -0.60 -0.94 1.78 -2.91 -2.75 0.25 -2.43 -1.93 -1.70 -1.28 

Rv2150c 1.45 1.23 1.09 1.07 -0.13 -0.76 -1.13 0.45 1.11 0.99 0.76 -0.09 

Rv2389c 0.22 0.09 0.08 -0.09 0.21 0.58 0.50 -0.77 -0.06 -0.31 -0.02 -0.30 

Rv2450c -1.21 -1.39 -1.13 -0.69 0.72 -0.87 -1.03 1.02 1.34 2.35 2.81 2.77 

Rv1033c -0.20 -0.04 0.08 0.04 -0.38 0.81 0.90 0.73 -0.75 -0.67 -0.72 -1.05 

Tabla S5 Resultados de expresión diferencial para las muestras 14 a 25. 

En el panel derecho se encuentran los genes de la red de dormancia de MTB. 

Los valores están expresados como “log2ratio”. 

  



 

ANEXO 6 

Código para la obtención de lecturas de RNA seq: 

compressedFastq <- list.files(path="fastq/", pattern="*.fastq.gz$", 

full.names=TRUE) 

for (t in 1:NROW (compressedFastq)) 

{ 

       gunzip ((compressedFastq[t]), remove=FALSE) 

} 

allFastq_1 <- list.files(path="fastq/" , pattern="*._1.fastq$", full.names=TRUE) 

allFastq_2 <- list.files(path="fastq/" , pattern="*._2.fastq$", full.names=TRUE) 

gunzip("cromosoma/GCF_000195955.2_ASM19595v2_genomic.fna.gz") 

 

Código para el alineamiento de las lecturas al genoma de MTB: 

bowtie2_build("cromosoma1/GCF_000195955.2_ASM19595v2_genomic.fna" , 

bt2Index = "cromosoma1/mtbee" ) 

PROJECT <- data.frame(fastq_1 = allFastq_1 , fastq_2 = allFastq_2) 

write.table(PROJECT, file="myproject.tsv", sep="\t", row.names=FALSE) 

PROJECT  <- read.table("myproject.tsv" , header=TRUE, sep="\t") 

dir.create("aligned") 

for(t in 1:NROW(PROJECT)) 

{ 

   myfq1 <- PROJECT$fastq_1[t] 

   myfq2 <- PROJECT$fastq_2[t] 

   mysam <- paste0("aligned/" , PROJECT1$conditions[t], "-", 

PROJECT1$replicate[t], ".sam") 

   bowtie2(bt2Index = "cromosoma/mtbee",samOutput = mysam, seq1 = myfq1, 

seq2=myfq2,  "--threads 3") 

   asBam(mysam) 

} 

data4 <- featureCounts( 

                                files = bamFiles, 

                            annot.ext = "genes/sequence.gff3",              

                      isGTFAnnotation = TRUE, 

                      GTF.featureType = "gene", 

                         GTF.attrType = "ID", 

                          isPairedEnd = TRUE, 



 

                requireBothEndsMapped = TRUE, 

                               minMQS = 20, 

                       strandSpecific = 2, 

                                                       nthreads = 3 

                       ) 

write.table(data4$counts, file = "raw_counts.tsv", sep =" \t") 

Código para el análisis de expresión diferencial entre la muestra de condición 17 

horas (con 57.62 % OD) y la muestra de 0 horas (con 81.6 % OD): 

dds <- DESeqDataSetFromMatrix(data4$counts, colData=PROJECT1, design = 

~ conditions) 

dds <- DESeq(dds) 

 

res17h.57.62vs0h.81.6 <- results(dds, contrast=c("conditions", 

"17h.57.6","0h.81.6")) 

final_17h.57.62vs0h.81.6 <- data.frame( 

                                                         GENEID = 

row.names(res17h.57.62vs0h.81.6), 

                                 log2BaseMean17h.57.62vs0h.81.6 = 

log2(res17h.57.62vs0h.81.6$baseMean), 

                                    los2Ratio17h.57.62vs0h.81.6 = 

res17h.57.62vs0h.81.6$log2FoldChange,  

                             STDERR_log2Ratio17h.57.62vs0h.81.6 = 

res17h.57.62vs0h.81.6$lfcSE,  

                                                         pvalue = res17h.57.62vs0h.81.6$pvalue,  

                                                        padjust = res17h.57.62vs0h.81.6$padj, 

                                                        assays(dds)$counts 

                                                                        ) 

write.table(final_17h.57.62vs0h.81.6, file="final2_17h.57.62vs0h.81.6.tsv", 

sep="\t", row.names=FALSE) 

Código para binarización de los niveles de expresión: 

Rv0081 <- c (0.719928385558296,-0.26114378301079,,,,) 

Rv0324 <- c (0.131328725085413,-0.78866772832949,,,) 

 



 

serie_tiempo ←rbind(Rv0081,Rv0324,Rv0348,Rv0474,Rv0494,Rv0653c, 

Rv0757,Rv0767c,Rv0827c,Rv0967,Rv1255c,Rv1985c,Rv1990c,Rv1994c 

,Rv2011c,Rv2021c,Rv2031c,Rv2034,Rv2324,Rv2374c,Rv3132c,Rv3133c,Rv357

4,Rv3597c,Rv3681c). 

binSeries <- binarizeTimeSeries(serie_tiempo) 

write.table(binSeries, file="serie_tiempo_25.tsv", sep="\t", row.names=TRUE) 

Código para realizar el agrupamiento de los estados: 

library(FactoMiner) 

estados_hipoxia    read.csv (file =’estados_hipoxia.csv’ , header= TRUE, sep=",", 

row.names=1) 

acp_estados_hipoxia <-  PCA (data, graph = FALSE) 

plot (  acp_estados_hipoxia, choix = "ind") 

plot (  acp_estados_hipoxia, choix = "var") 

Código para obtener la gráfica de la red: 

library(BoolNet)  

library(downloader)  

getwd()  

net <- loadNetwork("redmtbe.24.txt")  

plotNetworkWiring(net)  

Código para obtener los atractores de la red: 

net <- loadNetwork("redmtbereducida.txt")  

attr <- getAttractors(net) 

plotAttractors(attr) 

Código para obtener las funciones reguladoras in silico: 

net.data <- binSeries$binarizedMeasurements 

network.size<- 12 

booleannet <- reconstructNetwork(net.data,  method = "bestfit",  maxK = 4, 

                           readableFunctions=T, 

                           returnPBN = F) 

print (booleannet) 



 

Código para el análisis de trayectorias hacia el atractor: 

startState <- generateState(net, 

specs=c("Rv3133c"=1,"Rv3132c"=1,"Rv3574"=0,"Rv3597c"=0,"Rv0757"=0,"Rv

0081"=0, "Rv0324"=0, "Rv2034"=0, "Rv0474"=0, "Rv1990c"=0, "Rv0967"=0, 

"Rv1994c"=0, "Rv2021c"=0, "Rv3681c"=0, "Rv2324 "=0, "Rv0494"=0, 

"Rv0653c"=0, "Rv1985c"=0, "Rv2011c"=0,"Rv2031c"=0 )) 

stateTransition(net,startState) 

path <- getPathToAttractor(network=net3, state=startState) 

plotSequence(sequence=path) 

Código para la mutación de activación: 

overExpressed <- fixGenes(net, "Rv3133c", 1)attr <- attr <- 

getAttractors(overExpressed) 

plotAttractors(attr) 

Código para la mutación de inactivación: 

knockedOut <- fixGenes(net3, "Rv0081", 0) 

knockedOut 

Código para generar funciones aleatorias: 

net_random <- generateRandomNKNetwork(n=20, 

k=c(4,2,4,6,5,3,4,3,3,4,2,3,3,3,2,2,3,6,2,1)) 

net_random 

 


