


de los IRs, se utilizó la información previamente obtenida para seleccionar genes que podrían 
estar siendo regulados por los IRs y se realizaron diversos ensayos para analizar su 
comportamiento. 

 

OBJETIVOS 
 

Caracterizar repeticiones invertidas de origen transposónico capaces de regular la expresión 
génica mediante la regulación de la estructura tridimensional de la cromatina, utilizando 
diferentes metodologías experimentales y bioinformáticas. 

 

METODOLOGÍA 

Se utilizó el lenguaje de programación R, dentro del entorno Rstudio, para realizar un análisis 
y filtrado de datos sobre los IRs y los genes cercanos. Se consideró la variación de la 
expresión génica, de los niveles de sRNAs, de la metilación del ADN y de conformación 
tridimensional de la cromatina en los loci. Este análisis se hizo comparando la variedad de 
referencia, Col-0, con mutantes de la vía de RdDM, otras variedades de Arabidopsis thaliana, 
y diversas características de genes ubicados cercanos a los IRs. En base a toda esta 
información, se seleccionaron genes de interés para luego analizar su comportamiento 
experimentalmente. Para el análisis y visualización de los datos también se utilizaron 
programas como: Integrative Genomics Viewer (IGV), Integrated Genome Browser (IGB) y 
SnapGene. 
Se seleccionaron y encargaron las variedades naturales de Arabidopsis con variaciones en la 
presencia de IRs y plantas mutantes por T-DNA y sobreexpresantes para el estudio de los 
genes. Las distintas semillas fueron cultivadas en tierra y genotipadas mediante PCR 
utilizando primers específicos. 
Se realizaron análisis de nivel de transcripto mediante RT-qPCR. Se partió de ARN extraído 
de hojas de plantas adultas al cual se le realizó una retrotranscripción utilizando oligos dT y 
retrotranscriptasa reversa. El ADNc obtenido fue el material con el que se realizó la PCR 
cuantitativa (qPCR). Además, en la reacción de qPCR se utilizaron oligonucleótidos que 
hibridan sobre los genes a analizar, los cuales fueron diseñados utilizando el programa 
QuantPrime. Como Housekeeping se utilizó la actina. 
Para uno de los genes seleccionados, ABI4, se realizó un ensayo de floración en el cual se 
monitoreó el número de hojas y la altura del tallo en diferentes tiempos en distintos genotipos 
crecidos en condiciones de crecimiento controladas de día largo. 
Debido al rol preponderante que tiene ABI4 en la germinación, se usó la hormona ABA, que 
actúa inhibiendo la germinación, para evaluar la sensibilidad de las plantas al tratamiento. Se 
evaluó el tiempo de germinación de las distintas variantes que se tienen para analizar el 
comportamiento del gen ABI4. Para ello, se sembraron semillas de cada variante previamente 
esterilizadas, en placas con agar MS suplementado con 0,5% de sacarosa y con distintas 
concentraciones de la hormona ABA. Se incubaron en oscuridad y se comenzó el ensayo al 
transferirlas a cámara de cultivo controlada de día largo. Cada 24 hs se realizó el conteo de 
semillas germinadas. 

 
RESULTADOS Y CONCLUSIONES 

Para el filtrado y selección de genes se tuvieron en cuenta aquellos para los que se observaba 
mayor cambio de expresión, mayor cambio en la estructura de la cromatina y relevancia en 
base a la cantidad de publicaciones asociadas al gen. Finalmente, los genes seleccionados 
para su estudio fueron: AT1G57630 (Toll-Interleukin-Resistance (TIR) domain family protein, 
abreviación: AT1), AT4G19520 (disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family, 
abreviación: AT4) y AT2G40220 (ABI4: ABA insensitive 4). Los dos primeros genes 
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