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HOMEODOMAIN-LEUCINE ZIPPER)
C3HDZ gen HOMEODOMINO-CIERRE DE LEUCINAS CLASE Il de (del inglés, CLASS 3
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RESUMEN

Los ancestros de las plantas actuales son algas verdes acuaticas que se han adaptado al
ambiente terrestre. Esta transicion ocurrié hace ~450 millones de afnos y representd uno de
los principales eventos evolutivos que dieron forma al mundo en que vivimos. Durante este
periodo, las estreptofitas desarrollaron el cuerpo de la planta, asi como otros rasgos
novedosos de las plantas. Las plantas terrestres tuvieron que lidiar con un ambiente mas
fluctuante y agresivo, ademas de tener que competir con otros organismos. A nivel del
genoma, esta transicion fue acompanada por un incremento del nimero de genes que
codifican para factores de transcripcion (FTs), los cuales son necesarios para regular la
expresion génica durante el desarrollo y las respuestas a los estimulos ambientales. Aqui,
estudiamos la familia de FTs de HOMEODOMAIN LEUCINE ZIPPER (HDZ). Esta familia
desempena varias funciones en las respuestas ambientales y de desarrollo que podrian haber
sido fundamentales para la evolucion de las plantas. La forma precisa en que evolucionaron

y el papel ancestral de esta familia de genes era desconocida.

En primer lugar, realizamos un analisis filogenético y bioinformatico de los genes HDZ
utilizando conjuntos de datos transcriptomicos y genomicos. Incluimos una amplia gama de
especies de plantas verdes (Viridiplantae), incluyendo embriofitas (plantas terrestres),
clorofitas y charofitas (el linaje mas cercano a las plantas terrestres). Encontramos
evidencia de genes HDZ en clorofitas y charofitas que divergieron tempranamente de otras
plantas terrestres. Pudimos establecer que la divergencia entre las cuatro clases de HDZ (I-
IV) se produjo tempranamente en la evolucion de las charofitas y antes de la colonizacion
de la tierra por parte de las plantas. Ademas, inferimos la incorporacion progresiva de
motivos auxiliares. De manera interesante, la mayoria de las caracteristicas estructurales
ya estaban presentes en los linajes antiguos. Nuestro analisis filogenético nos permite inferir
que el origen de las clases I, Ill y IV es monofilético en embriofitas con respecto a las
charofitas. Sin embargo, los genes de la clase Il presentan dos linajes conservados en
charofitas y musgos que difieren en la presencia o ausencia del motivo CPSCE. Nuestros
resultados indican que la familia HDZ ya estaba presente en las algas verdes.
Posteriormente, ocurrioé una expansion de esta familia, acompanando los rasgos criticos de
las plantas. Una vez en tierra, la familia HDZ experimentd multiples eventos de duplicacion
que promovieron neo y subfuncionalizaciones que podrian haber jugado un papel importante

para la vida terrestre. Sorprendentemente, encontramos que se perdieron varios genes HDZ
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de clase | (C1HDZ) en monocotiledoneas de pastos acuaticos (Alismatales), lo que representa

un destino evolutivo opuesto al descripto durante la transicion de las plantas a la tierra.

Ademas, realizamos estudios funcionales del Unico FT de tipo C1HDZ en la planta modelo
Marchantia polymorpha. Las hepaticas pertenecen a las briofitas, se diversificaron de las
plantas vasculares (Traqueofitas) casi inmediatamente después de la transicion de las
plantas a la tierra. Esto nos permite hacer inferencias evolutivas sobre el papel ancestral
de esta subfamilia y compararlo con la literatura conocida en plantas con flores
(angiospermas). Segun estudios funcionales en la planta modelo Arabidopsis thaliana y otras
angiospermas, los FTs pertenecientes a C1HDZ modulan las respuestas moleculares a la
sequia y otras funciones asociadas al desarrollo de la planta. Sin embargo, se sabe poco
sobre su papel en las briofitas. En contraste con angiospermas, el genoma de M. polymorpha
codifica para un Unico ortdlogo de C1HDZ (MpC1HDZ). El FT MpC1HDZ esta altamente
conservado y presenta todas las caracteristicas estructurales descriptas en angiospermas.
Generamos plantas mutantes de pérdida de funcion para este gen utilizando la tecnologia
CRISPR/Cas9 (Mpc7hdz). Sorprendentemente, el mutante no mostré una mejor tolerancia a
los tratamientos de estrés por sequia, estrés osmotico o salino. Ademas, MpC1HDZ no se
indujo por tratamientos de estrés abiotico como sucede en las angiospermas. Estos regulados
sugieren que su papel relacionado con el estrés abidtico no ésta conservado entre las
embriofitas. Curiosamente, el mutante Mpc1hdz presenté una fuerte reduccion en el nUmero
de cuerpos oleosos (oil bodies). Los oil bodies se encuentran en células idioblasticas
dispersas en el gametofito, a su vez, representan un sinapomorfia de las hepaticas. Estas
organelas acumulan metabolitos secundarios como los terpenoides. Aunque la funcion y la
regulacion de los oil bodies aun no estan claras, se ha propuesto que podrian desempenar
un papel tanto en la respuesta de la planta al estrés biotico y abiotico. En este trabajo,
exploramos los posibles roles de los oil bodies bajo diferentes condiciones de estrés. Las
plantas Mpc7hdz fueron mas susceptibles a la herbivoria por insectos, mientras que los
extractos de plantas presentaron una actividad antibacteriana reducida. En contraste, no
detectamos diferencias en el crecimiento de las plantas bajo ninguna de las condiciones de
estrés abiotico probadas. Nuestros resultados apoyan la hipotesis de que los oil bodies de
Marchantia son criticos para las interacciones bidticas pero no para las respuestas de estrés
abiotico. El analisis transcriptomico revelé que la expresion de genes implicados en la
regulacion del metabolismo secundario y su biosintesis esta reducida en plantas mutantes
Mpc1hdz. En este sentido, el perfil metabdlico mostré que estas plantas no acumulan
terpenoides. Consistentemente, utilizando un reportero transcripcional encontramos que

MpC1HDZ se expresa durante el desarrollo temprano de las células de oil bodies. Estos
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resultados sugieren que el gen MpC1HDZ cumple un rol en la diferenciacion de las células

de oil bodies y la biosintesis de terpenoides.

En general, proporcionamos un modelo para la evolucién molecular de los genes CTHDZ.
Proponemos que Marchantia coopto y neofuncionalizo el gen C1HDZ para producir oil bodies,
mientras que su funcidn en las respuestas al estrés hidrico es una innovacion que ocurrio
mas tarde en la evolucion de las plantas vasculares. Ademas, proporcionamos evidencias
novedosas sobre la regulacion del metabolismo secundario y el rol bioldgico de los oil bodies

en hepaticas.
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ABSTRACT

Land plant ancestors are aquatic green algae that have adapted to the land environment.
This transition occurred -450 million years ago and represented one of the major
evolutionary events that shaped the world we live in. During this period, streptophytes
developed plant body as well as novel plant traits. Land plants had to cope with a dryer and
harmful habitat, including competition with other organisms. At the genome level, this
transition was accompanied by an increment of transcription factors (TFs) genes, crucial for
the environmental regulation of the gene response. Here, we studied the HOMEODOMAIN
LEUCINE ZIPPER (HDZ) TF family. This family plays several functions in developmental and
environmental responses that could be instrumental for plant evolution. The precise

evolutionary history and ancestral role of this gene family were still unknown.

First, we performed a phylogenetic and bioinformatics analysis of HDZ genes using
transcriptomic and genomic datasets. We included a wide range of Viridiplantae species,
including embryophytes, chlorophytes, and charophytes, the closest lineage to land plants.
We found evidence for the existence of HDZ genes in chlorophytes and early-divergent
charophytes identifying several HDZ members belonging to the four known classes (I-1V).
Furthermore, we inferred progressive incorporation of auxiliary motifs. Interestingly, most
of the structural features were already present in ancient lineages. Our phylogenetic
analysis inferred that the origin of class I, Ill and IV is monophyletic in land plants in respect
to charophytes. However, class Il genes have two conserved lineages in charophytes and
mosses that differ in the presence or absence of the CPSCE motif. Our results indicate that
the HDZ family was already present in green algae. Later, the HDZ family expanded
accompanying critical plant traits. Once on land, the HDZ family experienced multiple
duplication events that promoted neo- and subfunctionalizations that could be fundamental
for terrestrial life. Surprisingly, we found that several HDZ class | (C1HDZ) genes were lost
in aquatic grasses monocots (Alismatales), an opposite evolutionary fate compared to the

water-land transition.

Moreover, we made functional studies of C1HDZ in the model liverwort Marchantia
polymorpha. Liverworts belong to bryophytes that diverged from tracheophytes (vascular
plants) early after plant transition to land. This allows us to make evolutionary inferences
about the ancestral role of this subfamily and compare it with known literature in flowering

plants. According to functional studies in the model Arabidopsis thaliana and other
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angiosperms, C1HDZ TFs modulate molecular responses to drought and other developmental
functions. However, little is known about their role in bryophytes. M. polymorpha genome
encodes for a single ortholog of C1HDZ (MpC1HDZ). MpC1HDZ is highly conserved and
resembles all structural features and subcellular localization described in angiosperms. We
generated loss-of-function plants using CRISPR/Cas9 technology. Surprisingly, we did not
find a differential growth rate under drought stress, osmotic stress or NaCl treatments.
Moreover, MpC1HDZ was not induced under in abiotic stress as in flowering plants,
suggesting its role related to abiotic stress is not conserved among embryophytes.
Interestingly, the Mpc71hdz mutant presented a strong reduction in the number of oil bodies.
Oil bodies are confined to scattered idioblastic cells, and a synapomorphy to liverworts.
These organelles accumulate secondary metabolites such as terpenoids. Although oil bodies
function and regulation are still not clear, it has been proposed they might play a role in
the plant response to both biotic and abiotic stress. Here, we explored the possible roles of
oil bodies under different stress conditions. Mpc7hdz plants showed to be more susceptible
to herbivory and plant extracts presented a reduced antibacterial activity. In contrast, we
did not detect differences in plant growth under any tested abiotic stress condition. Our
results support the hypothesis that oil bodies are critical for biotic interactions but not for
abiotic stress responses. Transcriptomic analysis revealed that the expression of genes
involved in the regulation and biosynthesis of secondary metabolites is reduced in Mpc71hdz
mutant plants. In addition, metabolic profile showed that terpenoids are depleted in the
Mpc1hdz mutant plants. Consistently, using a transcriptional reporter we found that
MpC1HDZ is highly expressed during early stages of oil body cell development. These results
suggested that MpC1HDZ plays a central role regulating oil body cell differentiation and

terpenoids biosynthesis.

Altogether, we provide a model for C1HDZ genes molecular evolution. We propose that
Marchantia co-opted and neofunctionalized C1HDZ gene for that function, while their
function in water stress responses is an innovation that occurred later in evolution of
vascular plants. Moreover, we provide novel insight on secondary metabolism regulation and

oil bodies physiological role in liverworts.
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INTRODUDCION GENERAL

Bvducion de las plantas y los factores de
transcripcion

A lo largo de este trabajo de tesis abordaremos diferentes tematicas unidas por un problema
bioldgico en comin. La presente tesis se enmarca en los estudios moleculares sobre la
evolucion de las plantas. En particular, el estudio funcional de factores de transcripcion de
la subfamilia HDZ. Esto implica necesariamente un abordaje multidisciplinar, que incluye la
genética, genomica, biologia molecular, paleobiologia, bioquimica, fisiologia, entre otras
disciplinas. En el presente capitulo introduciremos la literatura actual sobre problematicas
centrales que se entrecruzan en el marco de esta tesis, asi como los antecedentes necesarios

para abordar los problemas especificos de los que trata este trabajo.

Origen de las plantas y la transicion a la tierra

Las plantas tienen un interés ecoldgico superlativo para la vida en la Tierra. Estimaciones
recientes contabilizando la biomasa de los organismos sobre el planeta estimaron que las
plantas, representan 450 giga toneladas, aproximadamente el 80% del total [1]. Pero esto
no fue siempre asi durante la historia de la tierra, en la historia evolutiva de las plantas, la
colonizacion del ambiente terrestre es uno de los eventos mas importantes que le dieron

forma a la vida sobre la tierra.

Para entender el éxito de los organismos autétrofos fotosintéticos como las plantas es
necesario volver en el tiempo unos 1800 millones de afos atras (Mya) donde la endosimbiosis
primaria tuvo lugar [2], [3]. Esta endosimbiosis habria ocurrido entre un organismo eucariota
ancestral y un procariota de naturaleza cianobacteriana, dando lugar a los plastidos que se
encuentran en algas rojas, glaucofitas y algas verdes. De estas ultimas se originaron las
plantas verdes (Viridiplantae), grupo al que pertenecen tanto algas como plantas terrestres
[4]. La existencia de estos organismos, de modo de vida originariamente acuatico, y su
capacidad de sintetizar moléculas de carbono a partir de didxido de carbono gaseoso (CO;),

trajo grandes cambios en el ambiente terrestre como la reduccion de la concentracion de
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CO,, el incremento del oxigeno atmosférico (02) y el engrosamiento de la capa de ozono [5],

[6].

A diferencia de los eventos evolutivos que ocurren en una escala temporal relativamente
corta o microevolutiva (<1-10 millones de afos), como puede ser la diferenciacion entre
especies de un mismo género, los eventos necesarios para la transicion de las plantas del
ambiente acuatico al terrestre son de una escala de magnitud macroevolutiva (100-1000
millones de anos). Dicha transicion, entonces, estuvo acompanada de grandes cambios a
nivel morfoldgico, fisiologico y genético, para poder hacer frente a los desafios del nuevo
ambiente: mayor concentracion de CO;, mayor intensidad luminica, desecacion,
disponibilidad de nutrientes, temperatura cambiante, plan corpéreo, competencia con otros
organismos, ataque por diferentes patdgenos y herbivoros, entre otros [7]-[11]. La evolucion
de las plantas al ambiente terrestre estuvo precedida por la diferenciacion de las algas
clorofitas y estreptofitas, hace unos ~700 Mya [2]. Las estreptofitas son un grupo
monofilético que incluye tanto a las plantas terrestres (embriofitas) como a las algas
estreptofitas, también conocidas como charofitas (Figura 1) [12]. Las charofitas son algas
de agua dulce y, apoyados en evidencias bioquimicas y gendmicas son el ancestro acuaticos

mas cercano a las plantas terrestres [13], [14].

Al ser el linaje mas cercano a las plantas terrestres, las charofitas comparten muchas de sus
caracteristicas genéticas y fisiologicas, que posteriormente resultaron esenciales para la
vida sobre la tierra [15], [16]. Las mismas se pueden dividir en dos grados, aquellas mas
basales, o de baja ramificacion, grado KCM, y aquellas mas complejas, o de alta
ramificacion, grado ZCC [12]. El grado KCM esta conformado por: Klebsormidiales,
Chlorokybiales, y Mesostigmatales. Mientras que el grado ZCC esta conformado por
(Zignematales, Coleochaetales, y Charales). Estas especies van desde organismos simples
unicelulares (como Mesostigma), pasando por filamentosos multicelulares (como
Klebsormidium), hasta llegar a organismos mas complejos y multicelulares (como Chara).
De todos modos, estudios filogenéticos recientes muestran que la evolucion de estas
especies hacia las embriofitas no fue tan simple, como el caso de los cambios asociados a
la complejidad del desarrollo corporal, donde las especies todavia existentes mas cercanas
a las plantas terrestres (Zignematales) tienen ancestros unicelulares [17] (Figura 1). Esto
solo resalta la complejidad detras de un proceso evolutivo de esta envergadura, que implica
el desarrollo de multiples adaptaciones que no se limitan solamente al plan corporeo del
organismo. Algunas de estas caracteristicas son anteriores a la transicion a la tierra, y
podrian haber sido fundamentales para la vida en el ambiente terrestre y, ain hoy,

conservarse en las embriofitas. Algunas de estas caracteristicas incluyen: proteccion contra
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radiacion UV, eficiencia fotosintética, comunicacién entre el plastido y el nucleo, el
desarrollo de una pared celular reforzada, la simbiosis con hongos, mecanismos de

tolerancia a estrés bidtico y abidtico, entre otros [7], [9], [10].

El estudio de los mecanismos de tolerancia a la desecacion de algas charofitas sugiere que
su transicion hacia la tierra podria haber ocurrido mas de una vez durante la evolucion,
aunque no tengan peso ecoldgico como las estreptofitas de vida terrestre o semiacuatica.
En cambio, la adaptacion de las embriofitas a la tierra si se trataria de un evento Unico en
la evolucion, que habria ocurrido hace unos ~450-500 Mya segUn los registros fosiles [8], [18]

(Figura 1).

El grupo de plantas que domina el ambiente terrestre en nuestros dias son las angiospermas,
las cuales se diferenciaron mucho mas tarde en la evolucion. La adaptacion de las primeras
embriofitas es solo el principio de una larga historia. A continuacion, repasaremos algunos
de los eventos e innovaciones morfologicas y genéticas mas importantes en la evolucion de

las embriofitas.

En el ancestro comUn a la mayoria de las plantas terrestres (embriofitas) se diferencian dos
grandes grupos, las traqueofitas y las briofitas. Existen tres grandes grupos de briofitas
(Figura 1): los musgos (mosses), las hepaticas (liverworts), y las antocerofitas (hornworts).
Si bien es un asunto todavia en disputa cual de estos grupos divergio primero en la evolucion
de las embriofitas, el modelo mas claro propone que estos tres grupos pertenecen a un
mismo clado denominado setafita o briofita (sensu lato) con un Unico ancestro comun que
divergio de las embriofitas [17]-[22], algo similar a lo que ya habia propuesto Renzaglia y
Garbari (2000) afos atras basados en caracteristicas morfologicas. Dentro de este grupo, las
antocerofitas habrian sido las primeras en divergir respecto a los musgos y las hepaticas
[19]. Estudios recientes, en base a mas de mil transcriptomas de plantas, apoyan esta
hipotesis [23].

La caracteristica principal que comparten estos linajes, es su modo de reproduccion sexual
donde estan involucrados espermatozoides flagelados, algo similar a lo que ocurre en
charofitas. Estos organismos presentan un cuerpo y forma relativamente simple donde su
gametofito haploide domina el ciclo de vida, se reproducen mediante esporas y no presentan
vasculatura. Una caracteristica que no es comun a todas las briofitas pero si al resto de las
embriofitas es la presencia de estomas, presente en los musgos y antocerofitas pero ausente
en hepaticas. Estos podrian haber sido una innovacion fundamental para la vida sobre la
tierra dado que permiten regular el intercambio gaseoso. Originalmente, se creia que las
hepaticas eran un grupo basal porque carecian completamente de estomas. Este es un

concepto en disputa, ya que la funcionalidad de los estomas no esta completamente clara
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en todos estos grupos de organismos [24]-[26]. La hipotesis actual es que esta innovacion
habria aparecido en el ancestro com(n a todas las embriofitas y que algunas especies (como
las hepaticas) lo habrian perdido [21], [24], aunque no puede descartarse la hipotesis de

origenes multiples [27], [28].

Otra de las innovaciones mas importantes en las plantas terrestres es la deposicion de lignina
en la pared celular [29]. Si bien la biosintesis de lignina es previa a la emergencia de las
embriofitas, resultd una adquisicion fundamental para la formacion de tejidos rigidos y el
transporte de larga distancia. La presencia de vasculatura especializada provee grandes
ventajas a las plantas y hoy es un rasgo dominante entre las plantas terrestres dando origen
a las traqueofitas (tracheophytes). A su vez, explica otras innovaciones importantes a nivel
de tejidos y 6rganos como las hojas, las raices y los tallos, y esta asociada a la dominancia
de la generacion esporofitica en su ciclo de vida [30]-[32]. Las primeras plantas en
diferenciarse que poseen vasculatura fueron las licofitas o helechos (lycophytes, Figura 1),

esto habria ocurrido hace unos ~430 Mya [30].

La siguiente caracteristica morfoldgica que vale la pena destacar en las plantas que dominan
la tierra es la presencia de semillas, fundamental para su dispersion y la supervivencia a
largos periodos de condiciones ambientales adversas. La aparicion de las plantas con
semillas fue importante para la colonizacion interna de los continentes y las zonas altas de
la superficie terrestre [33]. Las primeras plantas con semillas surgieron hace ~310 Mya
(espermatofita, Figura 1), siendo las gimnospermas o coniferas (gymnosperms) el primer
grupo en diferenciarse durante el periodo carbonifero [34]-[36]. La aparicion de las semillas
como estructura de propagacion estuvo asociada a cambios en la anatomia de los tejidos

que rodean al gametofito [37], [38].

La ultima gran innovacion, presente en gran parte de las plantas terrestres, es la aparicion
de flores (angiospermas, Figura 1). Estas plantas se diferencian de las gimnospermas, por
producir una doble fertilizacion del o6vulo y la produccion de embriones diploides y
endospermas triploides [39]. La evidencia morfologica comin es la de producir polen
tricolpado (trilobulado). El origen preciso de las plantas con flores es un campo de activa
discusion, pero hubo muchos avances en los ultimos anos [35], [40]-[42], quedando claro
que el origen de las angiospermas fue durante el triasico ~200 Mya. La mayor radiacion de
estas especies se produjo durante el cretacico, hace unos ~130 Mya, alcanzando

practicamente todos los habitats terrestres.

Existen cientos de miles de especies de angiospermas. Las que divergieron mas
tempranamente son las Amborellales, Nymphaeales and Austrobaileyales (grado ANA), le

siguen tres grupos diferenciados en un corto periodo de tiempo durante la radiacion de las
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angiospermas: las magnoliales, monocotiledéneas (monocots) y dicotiledéneas (dicots).
Estos dos ultimos son los clados mas importantes en nimero y los de mayor relevancia
ecologica y econdmica [40]. La evolucion de las angiospermas es extremadamente compleja
y abordarla en mas profundidad merece un nivel de detalle que escapa el interés de esta
tesis doctoral. De todos modos, cabe destacar el orden de los Alismatales, que comprende
un grupo monofilético de monocotiledéneas que llevaron a cabo un proceso contrario a la
adaptacion a la tierra, que es la readaptacion al ambiente acuatico (Figura 1). Si bien
existen otros grupos de angiospermas, incluyendo mono y dicotiledéneas, que pueden
sobrevivir con una alta proporcion del cuerpo bajo el agua y evolucionaron paralelamente,

los Alismatales son el principal y el mas exitoso a nivel evolutivo en poder hacerlo [43], [44].

Todas estas innovaciones requirieron también de cambios a nivel genético, algunas
implicaron el desarrollo de nuevas proteinas con actividad para la biosintesis, mientras que
otras estan involucradas en la sefalizacion. Dada la naturaleza sésil de las plantas
terrestres, la respuesta al ambiente requiere una complejidad dificil de comparar con otros
organismos. Paralelamente a estos procesos, han evolucionado en las plantas, vias de
senalizacion que son fundamentales para la vida sobre la tierra, ya sea gatillar respuestas
mas eficaces para los cambios en las condiciones ambientales, como programas de desarrollo
que sean mas eficientes para la vida sobre la tierra. Muchos de los componentes de estas
vias de sefnalizacion se desarrollaron tempranamente, algunos incluso antes de la adaptacion
a la tierra. En las siguientes secciones repasaremos la sefalizacion asociada a la respuesta

al estrés bidtico y abidtico, y el desarrollo de las plantas en la tierra.
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~150 Mya

Figura 1. Grandes sucesos en la evolucién de las plantas. Diagrama esquematico de la
filogenia de los grupos pertenecientes a Viridiplantae mas aceptada [17], [19], [20] sobre
un fondo representando los diferentes habitats en que cada grupo se desarrollo. De derecha
a izquierda: un ambiente marino, a agua dulce, agua transitoria, tierra, y agua dulce
nuevamente. Se agregan también, flechas sefialando diferentes innovaciones morfologicas
que fueron importantes para la evolucion de las estreptofitas, asi como también los grupos
taxonomicos, que se mencionan en el texto. En amarillo, se detallan las fechas estimadas
de los tiempos en que los diferentes grupos divergieron en base a lo senalado en el texto.
La figura esta adaptada de Delwiche & Cooper (2015) y ampliada a un mayor nimero de
plantas terrestres.

Transduccion de sefiales en plantas

Las innovaciones involucradas en la evolucion de las plantas al ambiente terrestre
funcionaron tanto a nivel de desarrollo como en la capacidad para responder al ambiente.
Las plantas poseen diferentes mecanismos para poder percibir senales ambientales, la
mayoria de los mismos son mediados por hormonas. Las mismas son moléculas pequeias de
bajo peso molecular que regulan las respuestas protectoras y resultan fundamentales para
las vias de transduccion de sefnales. Entre las hormonas vegetales (fitohormonas) se
destacan: auxinas, giberelinas (GA), citoquininas (CK), brasinoesteroides (BR), acido
salicilico (SA), acido jasmoénico (JA), estrigolactonas (SL), etileno (ET), y acido abscisico
(ABA). Dentro de estas, las Ultimas cinco estan mas relacionadas con la respuesta al estrés,

mientras que las primeras cuatro al desarrollo vegetal. Las vias de sefalizacion hormonales

21



funcionan de forma sinérgica, antagonica y cruzada para proveer mecanismos de proteccion
a diferentes niveles [45]-[47].

Las plantas estan continuamente expuestas a estreses bidticos y abidticos en su ambiente
natural. Los estreses abidticos son condiciones ambientales que comprometen la fisiologia
de las plantas, pudiendo ser transitorias o permanentes. Para dar algunos ejemplos de
estreses abidticos podemos mencionar a: frio/calor, salinidad, osmolaridad, intensidad de
luz, calidad de luz, congelamiento, sequia, disponibilidad de nutrientes, compuestos
toxicos. Los estreses bioticos implican la competencia con otros organismos que utilizan a
las plantas para su beneficio y pueden llevarla a la muerte. Algunos ejemplos son: patdgenos
necrotrofos, patogenos biotrofos, insectos o animales herbivoros y también otras plantas

que puedan competir directa o indirectamente.

Para sobrevivir a estos cambios constantes en las condiciones ambientales, las plantas han
desarrollado intrincados mecanismos para percibir las sefales externas del ambiente y
convertirlas en respuestas fisiologicas que permitan responder adecuadamente a esas
condiciones, induciendo defensas, modificando su metabolismo y ajustando su desarrollo

corporal.

Las plantas deben percibir e integrar las sefales del ambiente mediante proteinas que
funcionan como receptores y desencadenan la biosintesis de hormonas. A su vez existen
otras proteinas que pueden interactuar de forma directa o indirecta con estas hormonas y
desencadenar una cascada de sefalizacion, donde estan involucradas: quinasas, fosfatasas,
proteasas, etc. La consecuencia de la transduccidon de sefales se produce a diferentes
niveles, cambiando la composicion de moléculas bioldgicas en la célula [46], [47]. Uno de
los primeros cambios necesarios para la respuesta al estrés se da a nivel transcripcional.
Estos cambios estan mediados por proteinas de union a secuencias especificas de ADN que
modifican la expresion de genes blanco [48]. Estos genes a su vez pueden tener un efecto
directo en la respuesta a los factores ambientales, ya sea cambiando el programa de
desarrollo de la planta, provocando la muerte celular, o desplegando respuestas especificas
(Figura 2). Estas rutas de sefalizacion no son estrictamente lineales y tienen numerosos

bucles que retroalimentan o apagan las sefnales en diferentes tiempos de la respuesta.
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ABA es la fitohormona con un rol central en las respuestas a estrés abiotico en general. Esta
hormona regula a su vez programas de desarrollo como el crecimiento, la dormancia, la
germinacion y el movimiento estomatico. Por otra parte, SA, JAy ET cumplen un rol central
en la sefalizacion de las respuestas de resistencia a patdgenos o estrés bidtico. El JA

participa, junto al ET, fundamentalmente en la respuesta contra insectos pero también
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Figura 2. Representacion esquematica de la transduccion de sehales ambientales de estrés
bidtico y abidtico y su interrelacion. Existen diferentes niveles desde la percepcion de las
sefales ambientales por medio de receptores y hormonas, que a su vez generan la sintesis
de otras moléculas senalizadoras y proteinas especializadas en la transduccion de senales
(ej. quinasas). Es importante destacar que rio abajo de la transduccion de seiales estan los
factores de transcripcion, quienes son los principales encargados de regular a nivel
transcripcional la expresion de genes que inducen las respuestas celulares y fisioldgicas
asociadas a cada estrés. En cada cuadro se agregan ejemplos de cada grupo. Adaptado de
Fujita et al. (2006) y Atkinson et al (2012). ROS, especies reactivas de oxigeno; ABA, acido
abscisico; JA, acido jasmonico; SA, acido salicilico; SL, estrigolactonas; MYC, MYB, NAC,
ERF, HDZ, WRKY and HSF son familias de factores de transcripcion; PR, genes de la familia
Pathogenesis-related; LEA, genes de la familia Late-embryogenic Abundant genes; TPS,
genes de la familia Terpene-synthases; PER, genes de la familia Peroxidase; EXP, genes de
la familia de las Expansinas; LTP; genes de la familia Lipid Transport Protein.

afecta procesos de desarrollo como la maduracion y dehiscencia del polen [49]-[52]. EL ET
a su vez participa también de la maduracion de los frutos y la senescencia. El SA por su
parte es importante en la respuesta contra patdgenos de origen fungico o bacteriano y
también afecta procesos de desarrollo como la floracion y la senescencia [53], [54]. Las

estrigolactonas por su parte, median la interaccion con los hongos y las bacterias del suelo,

23



mientras que en otros tejidos inhiben la ramificacion y la elongacion en forma coordinada
con las auxinas [55], [56]. Estas respuestas se cruzan constantemente, ya sea de forma
directa o indirecta. Las sefiales mediadas por hormonas pueden resultar antagonicas entre
si o pueden converger en otros aspectos como la detoxificacion de especies reactivas del
oxigeno (ROS) [47], [52], [57].

Evolucion de las vias de senalizacion
Como se mencion6 anteriormente, muchos de los componentes fundamentales de las vias

de transduccion de sefnales se encuentran bastante conservados a lo largo de la evolucion
de las plantas terrestres. Ya que muchas estan Unicamente caracterizadas en angiospermas
y se desconoce cdmo funcionan en otras especies de plantas -fundamentalmente en algas y
en briofitas- es un campo de investigacion muy activo. En los ultimos afos, se han realizado
numerosos avances para entender como se originaron las vias de sefalizacion mediadas por

fitohormonas.

Las respuestas fisiologicas asociadas a ciertas vias de sefalizacion de hormonas no
necesariamente estan conservadas de la misma manera. Esta conservacion no ocurre en
todos los componentes y de igual forma, algunos de estos se encuentran ausentes en
briofitas o no funcionan de la misma manera. Durante la evolucion, las plantas han

modificado, complejizado y diversificado las vias de transduccion de senales [58].

Muchos de los componentes de las vias de sefalizacion principales que se conocen de las
plantas no se encuentran conservados durante la evolucion de las estreptofitas, aunque
algunos de ellos son ancestrales. La secuenciacion de genomas representativos de diferentes
linajes de estreptofitas, proveen una importante fuente de informacion para analizar esto
a lo largo de la evolucion [59]-[62]. La hepatica Marchantia polymorpha, junto al musgo
Physcomitrella patens, son genomas de referencia entre las briofitas, asi como Arabidopsis
thaliana lo es para las plantas con flores. La mayoria de los componentes de las rutas de
senalizacidn asociadas a hormonas e identificados en angiospermas se encuentran presentes
también en briofitas (Figura 3). Aunque muchos componentes se encuentran ausentes en el
genoma de la charofita de grado KCM Klebsormidium nitens [61], el genoma de la charofita
de grado ZCC, Chara braunii, muestra que algunos de estos aparecieron durante la evolucion
de las algas mas cercanas a las plantas terrestres [60] (Figura 3). Por el contrario, algunas
vias hormonales estan conservadas también en algas aunque se desconoce su rol fisiologico

a nivel molecular.

EL ET es una de las vias de sefalizacion mas conservadas a lo largo de la evolucion. Aunque
hay algunos reportes dispares acerca de la conservacion de sus componentes, la mayoria se

encuentran presentes en algas charofitas [63]. Mas aln, se ha demostrado que la biosintesis
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y sefalizacion es funcional en el alga Spyrogira [63] y musgos [64], de igual manera que su
transduccion de sanales deriva en respuestas moleculares homadlogas a las de angiospermas
[65].

En cuanto al ABA, se demostro que la via de transduccion de senales es funcional en briofitas
de forma similar a angiospermas [66]-[70], e incluso se encontraron homélogos al médulo
PYL/PYR-PP2C-SnRK en algas charofitas [61], [71]-[73]. Aunque el ABA fue detectado en
diferentes especies de algas charofitas, deben utilizar vias alternativas de biosintesis del
ABA debido a que carecen de las enzimas de la via candnica de plantas terrestres [71]. Por
otro lado, si bien el receptor esta conservado, se mostré recientemente que no une a la
hormona y tiene una actividad basal [74]. Esto sugiere un modelo que puede aplicarse a la
evolucion de otras vias hormonales, donde un receptor puede originarse de forma
independiente a la hormona y posteriormente adquiere la capacidad de unirla y regular su

actividad.

Un ejemplo muy interesante es la via del JA en la hepatica M. polymorpha, donde los
componentes principales como los genes correspondientes al receptor, proteasas,
correpresores y FTs se encuentran conservados, pero las plantas no responden de la misma
manera al JA [75]-[78]. Esto se debe a que carecen de una parte de la via de biosintesis del
JA de forma tal que la hormona biolégicamente activa en Marchantia es un precursor del JA
presente en angiospermas: el acido 12-oxofitodienoico (72-oxophytodienoic acid, OPDA)
[77]. Esto sugiere que las plantas llevaron a cabo un proceso de coevolucion entre las rutas

de biosintesis y los receptores.

El caso de CK, tiene algunas similitudes con JA, ya que la ruta de biosintesis esta casi
completamente conservada s6lo que la isopenteniltransferasa (IPT) que poseen las plantas
sin flores no produce la hormona activa mas importante en angiospermas, trans-zeatina,
sino cis-zeatina [79]. A pesar de eso, la via de sefnalizacion funciona en procesos bioldgicos

similares regulados por la cis-zeatina [79].

Algo similar ocurre para las GA, donde gran parte de la biosintesis y sefnalizacion esta
conservada en plantas terrestres [58], [80]-[82] pero no en algas, aunque las briofitas no
producen la hormona. Sélo en licofitas se ha demostrado que el receptor se encuentra
conservado y la via funciona de forma similar a las plantas con semillas (Figura 3) [80], [83].
Lo que ocurre en la briofita P. patens, es que la hormona activa es un precursor de la
hormona en angiospermas conocido como acido ent-kaurenoico y cumple un rol similar,

aunque el receptor sigue sin ser identificado [84], [85].
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Otro ejemplo interesante es el de la via de auxinas, la cual siempre se creyd exclusiva de
plantas terrestres. En licofitas no esta claro que cumplan la misma funcion que en
angiospermas a pesar de contar con todos los componentes principales de la biosintesis y la
transduccion de sefnales [86]. Mientras, en briofitas se ha mostrado que cumplen funciones
equivalentes con una cantidad minima de componentes [87], [88], se desconoce la via algas
charofitas. En la actualidad, se sabe que el agregado exdgeno de la hormona afecta el
desarrollo de algas, sugiriendo que existe algin tipo de conservacion [89], sin embargo
carece de componentes fundamentales como el receptor y algunas proteinas de biosintesis
[59], [90]-[93]. La hipotesis vigente es que en algas existen otras vias de sefializacion, con
receptores y rutas de biosintesis alternativas, cuyos componentes aun se desconocen. Lo
interesante es que estos componentes podrian estar conservados en angiospermas y ser vias

alternativas aun desconocidas.

Las SL también tienen una historia peculiar. Mientras existen tanto en algunas algas como
en briofitas y angiospermas, no se detectan en licofitas, helechos y gimnospermas. Al mismo
tiempo, algunos componentes de via de sefalizacion no se encuentran conservados en todas
las plantas terrestres [94], [95]. Debido a cierta promiscuidad que podrian tener algunos
receptores y la complejidad de la biosintesis de pequefas moléculas con caracteristicas
similares, si bien debe existir una via de senalizacion ancestral, es todavia materia de

discusion como evolucionaron sus vias hormonales [56].

Para el caso del SA, solo en embriofitas se encontraron homologos al receptor. Sin embargo,
la via de senalizacion y sintesis se encuentran bastante conservadas a lo largo de las
estreptofitas. La respuesta al SA asociada al sistema inmune es similar en briofitas
comparada con lo que sucede en angiospermas [96], [97], aunque no esta claro que el
receptor (NPR1) funcione de la misma manera [98], habiéndose encontrado diferencias en

Marchantia en la percepcion de elicitores como la flagelina [97].

Por su parte, la via de sefalizacion de BR durante la evolucién de las plantas se encuentra
poco estudiada. Aunque se conoce que muchos de sus componentes se encuentran

conservados, no es el caso del receptor (BRI1). No esta claro si existe un homoélogo de BRI1
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Figura 3. Resumen de las principales vias de sehalizacion mediada por hormonas en plantas
y su conservacion en diferentes estreptofitas. Los componentes conservados estan sefalados
como una tilde y aquellos que no se identificaron con alta confianza como una cruz o un
signo de pregunta. Las enzimas de biosintesis son mostradas como hexagonos verdes, los
receptores como pentagonos azules, los componentes de transduccion de sefhales como
ovalos amarillos, y los factores de transcripcion como rectangulos. Basado en Ohta et al.
(2014), Nishiyama et al. (2018) y Bowman et al. (2017) y elaboracion propia.

en briofitas, aunque si se conoce uno en licofitas [99]. Las plantas sin flores no producirian
la hormona activa en forma del brasinolido, aunque si otros intermediarios como la

castasterona que es biolégicamente activa en el caso de licofitas y helechos. Mientras tanto,
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las briofitas, solo producirian el intermediario 22- hidroxicampesterol, lo cual sugeriria que
la ruta de biosintesis esta parcialmente conservada, pero no necesariamente el resto de la
via de sefalizacion [99], [100]. Curiosamente, el factor de transcripcion mas importante

que media esta via, BZR, si esta conservado en el genoma de briofitas [59].

Estos ejemplos muestran que las hormonas y las vias de sefalizacién candnicas que se
caracterizaron exhaustivamente para plantas con flores es producto de un largo proceso de
evolucion y especializacion. En este proceso, algunos componentes fueron adquiridos de
forma secuencial durante la evolucion de las plantas, otros se perdieron en algunos grupos,
otros existian de forma previa y fueron cooptados por exaptacion para cierta via en
particular, mientras que otros podrian poseer vias alternativas de biosintesis y sefalizacion
o mediante intermediarios [58]. En un sentido mas amplio de la evolucion de las vias de
transduccion de senales, hay trabajos donde se ha comparado las respuestas
transcripcionales en diferentes especies para estudiar el grado de conservacion que existe
a lo largo de la evolucion de las plantas [65], [71], [81], [101]-[105]. Lo que se evidencia de
estos trabajos es que existe cierto grado de conservacion en las respuestas rio abajo de los
estimulos, sugiriendo que evolutivamente son ancestrales, pero también existen
importantes diferencias y posibles fenédmenos de coevolucion a lo largo de los cientos de
millones de afos de evolucion de las plantas. Comprender estas historias evolutivas es un
campo de investigacion fascinante y complejo a la vez. Es importante ser conscientes de
esta complejidad a la hora de hacer biologia evolutiva en un rango de evolucion comprensivo

como el que aqui tratamos.

Rol de los factores de transcripcion en la transduccion de senales
La regulacion de la expresion génica se puede dar a diferentes niveles. La misma puede ser

transcripcional si ocurre durante el inicio de la transcripcion del ARN mensajero (ARNm) por
parte de la polimerasa de ARN (PARN); co-transcripcional si ocurre durante la transcripcion;
post-transcripcional si ocurre luego de la sintesis de la molécula de ARN, ya sea regulando
su maduracion o degradacion; traduccional si ocurre durante la sintesis de la proteina; y
post-traduccional si ocurre cuando la proteina ya fue sintetizada y es regulada por distintos
factores que la modifican o la degradan (Figura 4). Todos los factores involucrados son
fundamentales para la correcta expresion de genes en diferentes tipos celulares, durante el
desarrollo o en respuesta a estimulos ambientales. Si bien en el corto plazo la regulacion
traduccional es fundamental por su rapidez, en el mediano y largo plazo, como ya
mencionamos anteriormente, la mayor parte de la regulacion ocurre a nivel transcripcional.
Los principales actores en la regulacion a nivel transcripcional de programas celulares
asociados a la adaptacion ambiental y a programas de desarrollo son los FTs [48], [106],
[107].
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La mayoria de la informacion necesaria para la transcripcion se encuentra codificada en la
region rio arriba de sitio de inicio de la transcripcion (TSS, del inglés Transcription Starting
Site), también conocida como region promotora. En la misma, se encuentran secuencias a
las cuales se unen especificamente los FTs. Existen dos tipos de FTs, los denominados
generales (GTFs), que interactlan directamente con la maquinaria de iniciacién de la
transcripcion (PARN, TF2A/H, TBP, complejo mediador, etc.) [108] y los que se unen a ADN
de forma especifica. Los primeros son fundamentales para el reclutamiento de la ARN
polimerasa I, la principal responsable de la transcripcion de mARN, y cumplen un rol basal
en la actividad de todos los promotores en los genes. Los segundos, cumplen un rol
regulatorio, su expresion y actividad esta altamente regulada, y son especificos de un
numero de genes a los que regulan [109]. De no aclararse, cuando hablemos de FTs nos
referiremos siempre a estos Ultimos. Los FTs generan cambios en la transcripcion de los
diferentes loci a los que se pueden unir en el genoma [109]-[111]. Generalmente se unen
elementos regulatorios en cis dentro de las regiones promotoras, cercanas al inicio de la
transcripcion del gen a regular pero también pueden unirse a un locus mas lejano formando
bucles denominados enhancers (en espanol potenciadores) [112]. A nivel de secuencia
aminoacidica, se definen fundamentalmente por la presencia de un dominio de union a ADN,
los cuales se encuentran muy conservados. Los dominios de unién a ADN tienen una
especificidad que define la afinidad de cada FT o familia de FT por un motivo particular de
5/7 nucledtidos definidos, aunque también pueden ser bastante promiscuos. Adicionalmente
pueden tener otros dominios y motivos proteicos que participen en su actividad reguladora
de la transcripcion, que interactien con otras proteinas, incluyendo dominios de
dimerizaciéon, o que sean importante para su regulacion postraduccional o localizacion
subcelular [111].

En eucariotas, el ADN se encuentra en el nucleo asociado a proteinas formando la cromatina.
Dicha estructura puede estar en diferentes grados de compactacion a lo largo del genoma,
comunmente se conocen a esos estados como “heterocromatina” o “eucromatina”
dependiendo si estan muy compactados o relativamente abiertos. Los FTs, que también se
encuentran en el nlcleo, tienen que competir con las histonas y el alto grado de
compactacion de la cromatina para poder ejercer su funcion. La mayoria de los FTs estan
unidos a las regiones libres de histonas, por lo que hay un gran nimero de FTs para unirse a
una limitada zona del genoma, formando regiones de alta ocupancia (HOT regions) [113],
[114]. A su vez, también compiten con otros FTs que tienen afinidad por loci cercanos o que
interaccionan entre ellos [115]. Muchos FTs se unen al ADN en forma de dimeros, pudiendo
formar tanto homo- como heterodimeros, con distinta afinidad por la uniéon al ADN u otros

dominios importantes para la actividad transcripcional [116], [117].
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Un mismo FT puede unirse a miles de loci en el genoma para regular la transcripcion génica.
La simple unién de los FTs a las regiones promotoras de genes no genera necesariamente
cambios transcripcionales [118]. El mecanismo molecular por el cual ejercen su funcion no
esta del todo bien entendido, particularmente en plantas [119]. Historicamente se creia que
los FTs de eucariotas realizaban su funcion interaccionando con los GTFs [120]. Hoy sabemos
que eso es cierto solamente para algunos casos. La accion de los FTs es sumamente dinamica
y dependiendo del contexto cromatinico del locus al que se unen y pueden interactuar con
diferentes tipos de proteinas. El paso limitante para la transcripcion de un gen es la
formacion del complejo de iniciacion de la transcripcion, para eso el TSS debe estar
accesible para la union de los GTF. Los FTs pueden ayudar a reclutar la maquinaria de
iniciacion de la transcripcidon en algunos casos, o interactuar de forma directa o indirecta
con modificadores de la cromatina que reduzcan la condensacion de la region. Por el
contrario, si el locus ya estuviera descondensado y en activa transcripcion, los FTs pueden
generar un rol opuesto, evitando la formacion del complejo o reclutando modificadores que
condensen la cromatina. Entre los modificadores positivos se pueden destacar las Acetil
Transferasas de Histonas (HAT, del inglés Histone Acetyl Transferase) y las proteinas del
grupo Trithorax que catalizan la demetilacion de la lisina 27 en las histonas H3 trimetilada
(H3K27me3) [120]. Por su parte, los reguladores de la cromatina que tienen efectos
negativos en la transcripcion se destacan las deacetilasas de histonas (HDA, del inglés
Histone Deacetyl Transferase) y las metiltransferasas del grupo Policomb que antagonizan
la accioén de Trithorax [119], [121]. En plantas, es frecuente el uso de correpresores que se
unen a los FTs y median la interaccion con proteinas de tipo HDA [122], [123]. Existen otros
mecanismos como FTs “pioneros” que promueven el reposicionamiento de nucleosomas
[124]. En la Figura 4 se resumen algunos de los mecanismos mas comunes de activacion y

represion.
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Bvalucion de los factares de transcripcion en estreptofitas

Dependiendo la clasificacion que se utilice, existen alrededor de ~50 familias de genes que
codifican para FTs y dan lugar a una diversidad fundamental para la regulacion génica. La
mayoria de los dominios de uniéon a ADN estan conservados a lo largo de la evolucion de los
eucariotas. En el caso de las plantas, el proceso evolutivo de colonizacion y radiacion del
ambiente terrestre estuvo precedida por un aumento de genes que codifican para FTs [125],
[126]. Se cree que este aumento puede haber sido fundamental para la regulacion génica
asociada a cambios en los programas de desarrollo y respuestas al ambiente que requirio la
vida sobre la tierra. Histéricamente se creia que muchas familias de FTs eran especificas de
plantas terrestres y que por tanto serian las mas importantes para entender procesos
especificos de las plantas. Con la secuenciacion de nuevos genomas de briofitas, algas
estreptofitas y otras plantas sin flores [59]-[62], [127], [128], se esta comenzando a dilucidar

como fue la evolucion de estas familias.

Trabajos recientes han demostrado que la gran mayoria de las familias y subfamilias de FTs
se incorporaron antes de la colonizacion de la tierra en algas charofitas [59], [129], [130]
(Figura 5). Estos resultados sugieren que el aumento del nUmero, y no de familias, jugd un
papel fundamental en la adaptacion de las plantas al nuevo entorno, probablemente a través
de neo-funcionalizacion y sub-funcionalizacion de genes homdlogos dentro de una misma
familia o subfamilia [131]-[135].

Para entender en qué consiste este aumento, es importante mencionar que existieron
diferentes mecanismos genomicos por los cuales los genes se duplican. Entre ellos se
destacan el cruzamiento desigual de los cromosomas, la retrotransposicion y las
duplicaciones gendémicas completas (WGD). El aumento de FTs podria haber sido producto
de cualquier de estos mecanismos, y si bien todos contribuyeron en alguna medida a la
evolucion de los FTs, estudios genomicos recientes indican que las WGD fueron las que mas
contribuyeron [59]. Estos fenomenos ocurrieron en diversas oportunidades durante la
evolucion de las plantas dandole forma a los genomas de las plantas que hoy dominan el
ambiente terrestre, cumpliendo un rol fundamental en el desarrollo de innovaciones y
complejidades en las plantas [136], [137]. Si bien todavia no se conocen con precision en
qué momento se produjeron las WGD, hay un evento de WGD que ocurrié en el ancestro
comun de todas las espermatofitas (plantas con semilla) y otro en el ancestro comun de
todas las angiospermas [138]. Estos eventos conservados son los que explican mayormente
el aumento en el nimero de FTs a lo largo de la evolucion de las plantas, mientras que otros

eventos WGD se produjeron en linajes especificos. Por el contrario, hay genomas de plantas
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como las hepaticas entre las que se destaca Marchantia, que nunca se vieron afectados por
WGD. También algunas especies de licofitas y helechos que presentan un nimero reducido

de genes codificando FTs [138].

Las familias de FTs estan relacionadas fundamentalmente con la conservacion de su dominio
de union a ADN, lo que muestra que no existen dominios novedosos que sean especificos de
las plantas terrestres con excepcion de unos pocos casos [59], [129], [130], [135]. A nivel
de subfamilias, es decir, FTs que tengan el dominio de unién a ADN muy conservado pero
presentan otras diferencias sustantivas conservadas, no hay muchos estudios que aborden
en detalle familias y subfamilias incluyendo todas las estreptofitas [107], [129]-[131], [139]-

[141]. Por lo que resulta un campo de investigacion muy atractivo.
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Figura 5. NUmero de genes que codifican para FTs por familia (eje horizontal) en genomas
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los miembros de plantas terrestres mientras que las azules corresponden a algas. *Familias
ausentes en los genomas secuenciados pero detectados en transcriptomas. Adaptado de
Bowman et al. (2017).

Mecanismos de diversificacion funcional de FTs
La aparicion de duplicaciones que generen nuevas copias de genes codificando FTs, no

genera necesariamente ventajas adaptativas. La redundancia funcional es muy comin en
los FTs de plantas [142], [143] y es importante para darle robustez y flexibilidad a las redes
de regulacidon. Sin embargo, es el paso evolutivo previo a cualquier proceso de
diferenciacion a nivel molecular. La existencia de multiples copias permite la

especializacion de uno de los homologos sin que se pierda la funcion del otro [144], [145].

Es interesante discutir los mecanismos evolutivos por los cuales los FTs duplicados adquieren

nuevas funciones y aumenta la diversidad de los mismos a nivel molecular. Si bien la
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literatura al respecto no es tan abundante, fundamentalmente en plantas, existen
conceptos generales que revisamos a continuacion. En primer lugar, las innovaciones
podrian deberse a pequeios cambios en la especificidad de secuencia de ADN a la que se
unen los FTs, creando nuevos sitios blanco, pero sin significar la aparicion de un dominio de
unidén a ADN nuevo. También podria deberse a nuevos dominios auxiliares, distintos al de
unién a ADN, que sean importantes para la regulacion o que modifiquen su actividad
transcripcional o interaccion con otras proteinas. Por otra parte, cambios en la region
promotora de los genes que codifican para FTs, podrian generar cambios en el patron de
expresion que sean relevantes para la funcion. Estos tres tipos de cambios (en el dominio
de unién a ADN, en dominios auxiliares, o en el patron de expresion), podrian haber
generado que los diferentes miembros de una misma familia o subfamilia cambien
radicalmente la funcion en la cual estan involucrados (neo-funcionalizacion) o conserven la
funcion original pero se especializa para diferentes organos, tiempos del desarrollo o

condiciones ambientales (sub-funcionalizacion) [144], [146].

Otro mecanismo importante, es la pérdida o aparicion de nuevos sitios de unién a lo largo
del genoma. De esta forma, genes diferentes podrian pasar a estar regulados y otorgar a los
FTs una funcién novedosa. En este caso, el cambio afectaria a todos los FTs que puedan
unirse a ese sitio y, si bien no esta relacionado con las duplicaciones, podria ser un cuarto

mecanismo relevante en la diversificacion funcional de FTs.

Sin embargo, es importante considerar la frecuencia con la que ocurren los diferentes
mecanismos de diversificacion de los FTs. Como ya mencionamos anteriormente, los
dominios de union a ADN se encuentran mayormente conservados. Por otro lado, se ha
mostrado que la preferencia por motivos de union al ADN de FTs de la misma familia o
subfamilia se encuentra también conservada, incluso si se los compara entre especies
alejadas de organismos eucariotas [147]-[149]. Por tanto, si bien existen casos concretos
donde hay una divergencia en el dominio de union a ADN [150], son mas bien excepciones y
la presion evolutiva por la conservacion del dominio es muy fuerte. Dado que durante la
evolucion de las estreptofitas, existen muy pocos dominios de union a ADN nuevos, no es de
esperar que esto suceda con frecuencia. Esto no quita que la duplicacion genere diferencias
en la afinidad de los FTs por sus secuencias blancos. Este tipo de cambios mas sutiles, puede

cumplir un rol fundamental en la complejidad de la regulacién transcripcional [151], [152].

Los estudios mas recientes senalan que los cambios en el patron de expresion de los FTs son
mas frecuentes en la evolucidon. En genes duplicados, si bien la expresion de pares se
encuentra correlacionada en comparacion con otros genes, el 70% de los casos estudiados

en Arabidopsis presentan diferencias significativas en el nivel de transcriptos [153]. Mas aun,
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los genes que son productos de duplicaciones mas ancestrales generalmente no tienen
patrones de expresion asociado, mas bien suelen diferir con respecto a su homdlogo [146].
Esto se debe a que una vez duplicados, no existe una presion evolutiva fuerte por mantener
el mismo patron en ambas copias, y mientras no entre en conflicto con otros procesos
bioldgicos, la nueva copia tendria margen para especializarse y adquirir nuevas funciones.
Mas aun, se conocen numerosos casos concretos de neo- y sub- funcionalizacion en plantas
y otros eucariotas que se produjeron mediante este tipo de mecanismos [154]-[157]. Por lo
tanto, es de esperar que cambios en la expresion de los FTs duplicados puedan constituir

ser un mecanismo influyente en su diversificacion durante la evolucion de las plantas.

La aparicion de motivos o dominios proteicos conservados que generen la diversificacion de
clados de FTs, si bien no es frecuente, ocurrié numerosas veces en la evolucion de los FTs
de plantas. Un caso comun es el de los que contienen homeodominios, donde ademas del
de union a ADN cada subfamilia o clado contiene dominios auxiliares o particulares [106].
Estos dominios suelen tener un rol regulatorio, cambiando la expresion a nivel
postraduccional o modulando su actividad. Otra forma de regulacion posible importante
para la diversidad funcional es a nivel postranscripcional mediante aparicion de nuevos sitios
blanco para micro ARNs (miARNs), mecanismo regulatorio que es frecuente para genes de
FTs. La conservacion entre un miARNs y sus blancos o targets fue reportada tanto para
angiospermas como para varios modulos regulatorios de briofitas [158]-[164]. Aunque si se
compara con la cantidad de miARNs que existen en cada especie, son una pequeia fraccion
los que estan conservados (<10%) [163]. La regulacion por miRNA puede ser un factor
fundamental para regular la expresion de los FTs en diferentes tejidos y eso se evidencia en

los casos donde este tipo de regulacion esta conservada.

A diferencia de los cambios a nivel de secuencia en los genes de FTs que generalmente
afectan a sélo uno de los paralogos duplicados, los cambios en los genes blanco afectan a
todos los FTs que tengan especificidad por esa secuencia, generalmente los de la misma
familia. Por otra parte, la evolucion de los sitios blanco de los FTs es extremadamente
dinamica. Si bien pequenos cambios en la secuencia de motivos de union a ADN pueden
tener un efecto en el desarrollo de organismos entre individuos de una misma especie, no
es comun que los sitios de union a ADN se encuentren conservados a lo largo de la evolucion
de diferentes especies [165], [166]. Cambios en los elementos regulatorios en cis en genes
duplicados provocan cambios en las redes de regulacion de esos genes son muy frecuentes
[167]. Esto se debe a que los eventos de ganancias y pérdidas de regulacion transcripcional
entre un FT y un locus especifico son comunes durante la evolucion y los cambios que

generan pueden compensarse en otras partes del genoma [168], [169]. Algunos ejemplos
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son ilustrativos de esta dinamica. En vertebrados, solo el 10% de los eventos de union al ADN
estan conservados entre mas de una especie [170], mientras que en plantas solo el 14%
dentro de especies del mismo género [171]. En la escala evolutiva de las estreptofitas, es
dificil esperar que haya una conservacion a nivel de genes blanco (uno a uno), pero esto no
quita que sea posible encontrar elementos conservados [172], o que la funcion esté
conservada pero no los genes blanco. Esto se debe fundamentalmente a que un mismo FT

puede unir y regular miles de loci dentro del genoma [113], [148], [173].
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Figura 6. Representacion esquematica de los principales mecanismos evolutivos de
diversificacion de FTs a nivel molecular. Modificado de Johnson (2017).

Estudios moleculares de FTs con perspectiva evolutiva
Si bien las redes transcripcionales gobernadas por FTs pueden ser dinamicas y evolucionar

rapidamente, existen muchos trabajos que muestran la conservacion a nivel funcional entre
miembros de familias dentro de las plantas con flores, particularmente guiados por el
modelo Arabidopsis pero también por estudios en diferentes cultivos de interés
agronomicos. En los Gltimos anos, se han hecho grandes avances para entender como los FTs
contribuyeron a la evolucion de los programas de desarrollo en las principales divisiones de
plantas, particularmente gracias a la adopcion de nuevos modelos para la biologia molecular
de plantas para los que se desarrollaron herramientas genéticas. Entre estos se destacan los

estudios por knock-out realizados en las briofitas Marchantia y Physcomitrella, pero también
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hay trabajos que utilizan otras aproximaciones en algas y licofitas o herramientas de
expresion heterologa. Las briofitas representan una poderosa herramienta para estudiar la
evolucion de la funcion los FTs de una manera comparativa y, en algunos casos, dilucidar

mecanismos de regulacién en sistemas mas simples de diseccionar a nivel genético.

En numerosos casos, particularmente donde los FTs cumplen un rol vital en la sefalizacion
de procesos como la reproduccion o gametogénesis, se ha mostrado que los genes ortélogos
a los de angiospermas participan de los mismos procesos biologicos, sefialando que su
funcion se podria haber conservado a lo largo de la evolucion de las estreptofitas [174]. Por
ejemplo, la sefalizacion mediada por homeodominios de la subfamilia TALE (KNOX y BELL)
durante la diferenciacion del esporofito esta conservada a lo largo de las plantas terrestres
[175], [176], e incluso en especies de algas [177], [178]. Algo similar sucede con RKD, que
participa de la transicion del gametofito al esporofito en Marchantia [179], [180] y en algas
verdes [177]. Los genes de la subfamilia bHLH Vllla (basic Helix-Loop-Helix subfamilia Vllla)
que participan en la diferenciacion de las células germinales también se encuentran
conservados a nivel funcional tanto en Marchantia como en Arabidopsis [181]. En este caso,
el Unico homologo en Marchantia pudo complementar la doble mutante en Arabidopsis [181].
Otro ejemplo interesante es la historia evolutiva de DUO POLEN1 (DUO1), perteneciente a
la familia de FTs MYB, donde se demostré6 como esta subfamilia muestra una preferencia
por un motivo de ADN diferente a las de sus homologos en otras plantas, asi como un patrén
de expresion particular, pero que su funcion en la diferenciacion del esperma de embriofitas
se encuentra conservada [182], sugiriendo que los cambios producidos durante la evolucion
de las algas fueron sustantivos para adquirir una funcion nueva. No todos los trabajos se han
limitado al estudio de briofitas. Por ejemplo, se ha mostrado los genes AP2 involucrados en
la gametogénesis (AINTEGUMENTA, PLETHORA y BABY BOOM) cumplen una funcion
conservada en la diferenciacion celular del gametofito tanto en musgos como en helechos
[183], [184].

También hay casos de conservacion en procesos bioldgicos distintos a la reproduccion pero
que también son importantes en plantas terrestres. Por ejemplo, los FTs de la familia bHLH
involucrados en el desarrollo de la organogénesis (SPEECHLESS, MUTE, FAMA-like y SCREAM)
de los estomas estan conservados en Physcomitrella [185]. Es importante destacar que los
estomas se encuentran solo en el esporofito, tanto en musgos como en el resto de las plantas
con estomas y la expresion de estos genes también. Resulta interesante que en M.
polymorpha y Zostera Marina (una monocotiledonea acuatica), que no poseen estomas, no
se han identificados ortologos de estos genes. Otro ejemplo bastante distinto que presenta

un patron de conservacion evolutivo durante la organogénesis es el del heterodimero de
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TARGET OF MONOPTEROS 5 (TMO5) y LONESOME HIGHWAY (LHW), también perteneciente a
la familia bHLH. En un trabajo reciente, se demostré que ortologos de TMO5 de diferentes
especies, tanto de traqueofitas como de Marchantia, pueden complementar los defectos en
vasculatura de la mutante en Arabidopsis utilizando el promotor nativo [186]. Mientras
tanto, esto no sucede cuando se intenta complementar con la secuencia codificante de una
charofita. En cambio, los ortélogos de LHW de plantas vasculares pudieron complementar
la mutante pero no asi los de plantas no vasculares [186]. Esta historia, sugiere que, si bien
TMO5 y LHW pueden interaccionar en Marchantia, cumplen funciones independientes en
esta especie y presentan un patréon de expresion completamente distinto. Los autores
proponen que dos innovaciones tuvieron que ocurrir en plantas vasculares para que este
modulo de FTs funcione. Primero una serie de modificaciones puntuales en el dominio bHLH
de TMO5 que no se encuentran en charofitas, y luego la presencia de un dominio ACT-like
en LHW que no se encuentra presente en Marchantia [186]. Este es un caso muy interesante
de especializacion de un par de FTs que coevolucionaron a nivel de secuencia proteica para

llevar a cabo una funcion nueva conservada en todas las traqueofitas.

La logica detras de la mayoria de estos trabajos es poder conocer si los principales genes
que controlan vias de sefalizacién conocidas en angiospermas son también en briofitas.
Aunque es interesante destacar que hay trabajos donde se identifico su funcion por primera
vez en una briofita por genética reversa, y esto motivo estudios posteriores en angiospermas
para develar nuevos reguladores con funcion desconocida. Buenos ejemplos de esta
estrategia son los FTs BONOBO [187] y ALOG [188].

Por otra parte, también se ha probado la conservacion de FTs involucrados en las principales
vias de sefnalizacion mediadas por hormonas y luz. En primer lugar, la regulacion mediada
por luz de los FTs de la familia PIF ocurre tanto en M. polymorpha como en P. patens [189],
[190] de forma similar a angiospermas. Mas aun, la proteina de P. patens fue capaz de
complementar la mutante en Arabidopsis [191]. Los genes ARF tienen origen en algas
charofitas [87], [192], [193] y su funcion en la morfogénesis mediada por auxinas se
encuentra conservada en Marchantia, con un reducido nimero de miembros [194]-[197], vy
lo mismo sucede en Physcomitrella [198] y algas charofitas [193]. En el caso de los ARF,
incluso la interaccion con TOPLESS y AUX/IAA funciona de manera similar a angiospermas
[87], [193]. Algo parecido ocurre con los FTs de la familia de los RESPONSE REGULATORS de
tipo A y B, involucrados en la sefalizacion por CK en Marchantia [79]. Por su parte, ABI3
(ABA-INSENSITIVE 3), uno de los principales FTs involucrados en la sefalizacion por ABA
conserva su funcion en los dos modelos de briofitas [68], [199]. Lo mismo se podria decir de

MpMY(C2 que participa de la via de transduccion de senales mediada por JA/OPDA [78]. En
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todos estos casos hay una conservacion, ademas de la funcion, de su induccion génica por
el agregado exdgeno de la hormona. También varios de los FTs involucrados en ritmos

circadianos mostraron un patron de expresion similar y funcion conservada [200].

Un caso bastante particular es el del mddulo de regulacion de la identidad floral conformado
por LEAFY (LFY) y heterodimeros de la familia MADS. En Physcomitrella y el helecho
Ceratopteris richardii, se encontré que LFY cumple una funcion totalmente diferente en la
regulacion de la division celular [201], [202], sugiriendo que las plantas con flores habria
co-optado LFY para otra funcion. Los MADS por su parte, regulan la division celular del tallo
y la diferenciacion del flagelo en el esperma de Physcomitrella [203]. Entre estas funciones
reproductivas, la division celular podria estar conservada en angiospermas, mientras que la
segunda se habria perdido, asi como desaparecieron los espermas flagelados en plantas con
flores. Mientras tanto la proteina del Unico ortélogo a los MADs en Marchantia pudo
complementar la mutante en Arabidopsis cuando fue dirigida por el promotor de un MADS
enddgeno [204].

La funcion de los FTs involucrados en la biosintesis de metabolismo secundario también se
encuentra conservada en embriofitas [78], [205], [206]. Un ejemplo interesante es el caso
de los R2ZR3-MYB que controla la biosintesis de compuestos flavonoides en angiospermas. En
este caso, Marchantia presenta dos FTs que son ortélogos a los cuatro de Arabidopsis.
MpMYB14, esta involucrado en la biosintesis de aurinidinas, compuestos que presentan
cierta similaridad con las antocianinas [207] y el otro, MpMYBO02, participa en una ruta
metabolica diferente [208]. Lo que podria haber ocurrido en estos casos son neo-
funcionalizaciones que ocurrieron en Marchantia para regular de forma diferente su

metabolismo pero utilizando FTs homologos, probablemente ganando nuevos genes blanco.

Una de las limitaciones principales para comparar la funcion biologica de los genes de
briofitas y angiospermas es que poseen una morfologia muy diferente y, a veces, respuestas
fisiologicas también distintas. Entre ellas, una de las mas importante en lo que
diferenciacion celular respecta, es la dominancia de las generaciones esporofitica vs
gametofitica. Los FTs de la familia WOX que son importantes para la regulacién de los
meristemas de angiospermas, no parecen cumplir una funcion en el meristema del
gametofito de Physcomitrella, aunque si en el esporofito [209]. Mientras tanto en helechos,
WOX es importante en ambas generaciones [210]. En cambio, las TCP de clase Il presentan
una funcion conservada en la misma generacion [211]. Uno de los ejemplos mejor estudiados
en este sentido es el de la subfamilia bHLH Vilic (también conocido como RSL), que regulan
la diferenciacion de pelos radiculares del esporofito en Arabidopsis, y en Marchantia regula

los rizoides, células del gametofito que presentan cierta homologia funcional y estructural
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con los pelos radiculares [212], [213]. En este caso, lo que se produjo es un cambio sustancial
en el patron de expresion de genes que pasaron de cumplir funciones en la generacion del
gametofito al esporofito en estructuras equivalentes [211], [214]. Lo que se propone es que
el ancestro comun a las embriofitas poseia generaciones isomoérficas, y cada linaje coopto
un mecanismo para la generacion de protuberancias de la epidermis en distintas
generaciones [215], aunque esto todavia es materia de debate. Algo similar sucede también
con los bHLH XI (6 LRL) donde tanto el homologo en Physcomitrella como en Arabidopsis
parecen estar involucrados en el desarrollo de células con funciones radiculares del
gametofito [216]. En cambio, el mutante de Marchantia para el Unico gen ortélogo a LRL
mostré defectos de crecimiento en toda la epidermis del gametofito [217]. Por otra parte,
el ortologo de LRL del alga charofita C. braunii (CbLRL) pudo complementar el fenotipo
mutante en Arabidopsis [217], mientras que el de RSL (CbbHLHVIII) no [218]. Esto
probablemente se debe a cambios en la secuencia proteica que habrian ocurrido Unicamente

en embriofitas [218].

En Marchantia, otro R2R3-MYB denominado MpMYB1 o MpGCAM1 regula la formacion de
meristemas secundarios en la copa de gemas. Aunque las copas no existen fuera de las
hepaticas, este gen seria ortdlogo de los RAX en Arabidopsis que regulan la formacion de
meristemas axilares [219]. Curiosamente, otros meristemas secundarios en Marchantia no
son afectados por MpGCAM1 [219]. Otra historia bastante particular es la del R2ZR3-MYB
MpFGMYB (FEMALE GAMETOPHYTE MYB), que es fundamental para la diferenciacion del
gametofito femenino al masculino en Marchantia y cuya funcion se encontraria conservada
en Arabidopsis, pero con un patrén de expresion diferente, ya que Arabidopsis no presenta
dimorfismo sexual [187]. La forma en que este dimorfismo esta regulado en Marchantia es
a través de un ARN largo no codificante que forma un modulo transcripcional bidireccional
actuando en cis para regular la expresion de MpFGMYB y esta codificado solo en el
cromosoma sexual de los femeninos. En todos estos casos, los cambios en el patron de

expresion explican como se neo-funcionalizan los FTs en tejidos diferentes.

Si bien ya discutimos algunos casos donde no se observa una conservacion funcional parcial
o completa entre plantas terrestres y algas, no son abundantes los casos donde la funcién
divergio entre diferentes especies de plantas terrestres, probablemente por un sesgo de
publicacion, pero también debido a la redundancia funcional en familias con mdltiples
copias y sin fenotipo en los alelos mutantes. Ademas de los casos mencionados, como TMO5,
LHW y los MADS, que no funcionan igual en briofitas [186], [203], existen otros casos
interesantes. Otro que ya mencionamos anteriormente es MpMYBO02. Lo interesante de este

ultimo caso es que su neo-funcionalizacion en Marchantia estuvo acompanada de un cambio
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en el patron de expresion respecto a su homologo, ya que el gen se deja de inducir por
radiacion UV-B [208]. Algo similar ocurre con MpMYB12, que no presenta defectos en la
biosintesis de antocianinas como sus ortélogo en Arabidopsis [220] pero si defectos
morfoldgicos en la copa de Marchantia, una funcion distinta y en un tejido que no existe
fuera de las hepaticas. Otro caso es el de los KNOX de clase | de Physcomitrella, que no
cumplen un rol en el desarrollo del tallo como en angiospermas pero si se los sobreexpresa
en Arabidopsis pueden cumplir roles similares, sugiriendo que en el contexto de Arabidopsis
puede vincularse con la misma red de sefalizacion que los FTs de angiospermas [221]. En el
mismo sentido, homologos de MpFGMYB expresados en el esporofito de Arabidopsis cumplen
funciones diferentes, que habrian sido adquiridas por exaptacion mas tarde durante la
evolucion de las angiospermas [187]. Este es un punto interesante, porque en angiospermas
muchos de los FTs que se consideran conservados en su funcion principal, también
adquirieron otras funciones durante su diversificacion que probablemente no estén
conservadas. A su vez, en briofitas, algunos FTs controlan fenotipos que no tienen un
correlato claro en angiospermas. Por ejemplo la pérdida de funcion de MpRSL1 presenta
fenotipos en otras estructuras de la epidermis en Marchantia [213] o MpRKD en la copa
[179], funciones que son dificiles de asociar con una estructura o tejido en angiospermas.
Estos trabajos muestran lo dinamica que es la evolucion en la escala macroevolutiva,
incluyendo muchos eventos de pérdida y ganancia de nuevas funciones. Si bien esta dinamica
de neofuncionalizaciones va de la mano del aumento de genes que codifican para FTs a lo
largo de la evolucion de las plantas con flores, también existen eventos de diversificacion
que solo ocurrieron en otros linajes. Por ejemplo, el homologo de RKD, MID, esta involucrado
en la gametogénesis en algas verdes y angiospermas, pero no en briofitas [182]. Otro
ejemplo puede ser el del STEMINT en Physcomitrella, el cual pertenece a una familia con
un rol en la reprogramacion celular, pero sus homologos en Arabidopsis cumplen funciones

completamente distintas regulando la biosintesis de ceras [222].

Dentro de los mecanismos evolutivos a nivel molecular involucrados en la diversificacion de
los FTs (Figura 6), sin duda, el patréon de expresion es una de las fuentes de diversidad
fundamentales. Las innovaciones asociadas al cambio del patron de expresion estan
generalmente asociadas a la adquisicion de nuevas funciones (ej. MpDUO1, MpFGMYB),
mientras que en algunos casos donde la funcion diverge, el patron de expresion también lo
hace (ej. MpMYB02, CbbHLHVIII). En términos generales, los programas regulatorios que
dependen de vias de sefalizacion hormonales (ABA, auxinas, CK, JA) o por luz (PIF, UVRS)
se encuentran conservados funcionalmente mas alla de ser tejidos de generaciones
diferentes (gametofito vs esporofito). Al mismo tiempo, algunos reguladores que funcionan

de forma especifica en el esporofito (reguladores de la identidad del estoma, TCP de clase
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Il, WOX, KNOX1 y DUO1). Por otro lado, reguladores que funcionan en el gametofito de
briofitas pueden pasar a cumplir funciones en el esporofito por un mecanismo de cooptacion
(RSL, LRL, SPL y AINTEGUMENTA/PLETHORA/BABY BOOM). Es materia de debate cémo se
produjo el fendmeno evolutivo de cooptacidn entre el gametofito y esporofito durante la
evolucion de las plantas, que incluyo el cambio en la expresion de numerosos reguladores
[215].

Los cambios en la secuencia proteica, tanto del dominio de union a ADN (ej. DUO1, FMO5,
LFY) como por fuera (LHW), son una fuente de diversificacion importante para la adquisicion
de nuevas funciones. En general, los ortologos de briofitas pueden complementar las
mutantes en Arabidopsis de forma heterdloga utilizando el promotor del gen endogeno. Esto
se debe a que muchas interacciones con otras proteinas se encuentran conservadas, aunque
también se reportan casos donde la complementacion no es posible debido a que algunas
interacciones no funcionan de la misma manera [78]. En cuanto a cambios en el dominio de
union a ADN que provoquen cambios en la especificidad, en DUO1 y FMO5 se propone que la
preferencia de union cambio a lo largo de la evolucion de las algas y plantas terrestres, pero
se mantiene conservada entre embriofitas. Lo mismo se ha mostrado para el caso de MpMYC2
[78] o MpMADS1 [204]. En el caso de LFY, el motivo de unidn se fue modificando a lo largo
de la evolucion de las estreptofitas, aunque otra vez, esta conservado entre Marchantia y

angiospermas [223], [224].

A pesar de los numerosos antecedentes estudiando la conservacion funcional de diversas
familias de FTs en briofitas y otras plantas sin flores, hay un gran bache en el estudio de la
conservacion de los genes blanco. Sélo en Higo et al. (2018) se muestra por qPCR que algunos
blancos podrian estar conservados entre Arabidopsis y Marchantia [174]. Como discutimos
anteriormente, esto puede deberse a que dificilmente el ortdlogo de un FT tenga como
blanco a dos ortélogos del mismo gen en rangos evolutivos relativamente largos como los
que separan a las embriofitas. El fundamento genético de esto es que la funcion de los FTs
esta asociada a numerosos loci que crean redes de regulacion mas robustas y permiten que
la evolucion de las redes de regulacion siga siendo dinamica sin perder la funcionalidad. Es
decir, una red puede evolucionar, ganando y perdiendo nodos y aristas redundantes sin que
se pierda el proposito por el cual la red funciona [225]. Aun asi, esto no quita que exista
una gran presion evolutiva sobre los FTs y las vias de transduccion de senales. Esta presion
podria ser muy distinta dependiendo de los procesos y respuestas en los que los FTs estan

involucrados.

Para concluir esta seccion, la diversificacion de los mecanismos de regulacion puede tener

diferentes caminos, desde algunos que estan conservados casi en su totalidad, a otros que
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divergieron completamente. Hasta ahora el estudio de los FTs en briofitas estuvo
concentrado fundamentalmente en aquellos reguladores del desarrollo con funciones
conocidas en otras especies de plantas. De todos modos, del estudio de la bibliografia se
desprende que los FTs involucrados en procesos biologicos asociados con la reproduccion y
gametogénesis se encuentran altamente conservados, mientras que otros procesos, como la
respuesta al ambiente, presentan un grado de conservacion dispar dependiendo de cada
caso. Por otra parte, existe algin tipo de vinculo entra la expansion de las familias y
subfamilias de FTs (Figura 5) y su funcion biologica que todavia no esta muy explorada en la
literatura. En términos generales los procesos mas criticos suelen estar regulados por un
numero reducido de homologos, incluso a pesar de los eventos de WGD producidos a lo largo
de la evolucion de las embriofitas (RKD, LFY, etc.), mientras que otros tipos de reguladores
se encuentran mas expandidos. Podemos hipotetizar que esto se debe a que aquellos
procesos donde la funcion no es critica y por tanto la presion evolutiva puede ser menor. En
cambio, en donde participan numerosos reguladores al mismo tiempo, la evolucion de los
FTs es mas rapida (Figura 7). Estudios mas profundos en el rol de FTs asociados a las
respuestas ambientales, podran ayudar a entender las trayectorias evolutivas de los FTs de

plantas en general.

Redundancia

by

r _ Diversidad entre familias r

Regulacion Regulacion de
ambiental procesos criticos

Figura 7. Modelo hipotético de las caracteristicas diferenciales en la evolucion de FTs segin
su rol biologico.
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OBJENVOS

El objetivo general de esta Tesis es comprender el grado de conservacion de los mecanismos
de respuesta al ambiente de las plantas terrestres y determinar el rol que jugaron los genes

C1HDZ durante la evolucion de estas respuestas.

Para ello, nos proponemos usar dos estrategias complementarias. Una filogenética que nos
permita conocer la historia evolutiva de la familia HDZ, de sus dominios proteicos para
asociarlos con sus posibles funciones en las respuestas de las plantas terrestres (Capitulo 1).
Y la otra estrategia basada en la caracterizacion funcional de M. polymorpha, Para ello
usaremos plantas mutantes c7hdz de Marchantia (Mpc7hdz) y plantas con expresion ectopica
y constitutiva del gen MpCTHDZ para identificar los procesos biologicos y mecanismos
moleculares modulados por el este gen y como se relaciona esto con el control de las

respuestas al estrés de la planta (Capitulo 2).

La complementacion de ambos enfoques, junto al estudio comparado con Arabidopsis sera
crucial para comprender la forma en que los genes CTHDZ evolucionaron y como integran la
informacion de diferentes vias de sefalizacion y controlan las respuestas de aclimatacion

en plantas terrestres.
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CARTUO:

Hstoria evolutiva de los factores de transcripcion de
la familia HE en estreptdfitas

Introduccion

Los factores de transcripcion con homeodominios
Dentro de las numerosas familias de FTs, se destacan los que poseen homeodominios (HD).

Los mismos se encuentran conservados en todos los organismos eucariotas, y cumplen
funciones fundamentales en el desarrollo [226], [227]. EL HD consiste en un dominio de unién
a ADN de unos ~60 amino acidos que forman tres hélices. En plantas, estas proteinas
cumplen diversas funciones de desarrollo y respuesta al ambiente. Dentro de esta
superfamilia, se destacan 11 familias que contienen HD: KNOX, BEL, LD, PINTOX, HDZ, WOX,
PLINC, NDX, SAWADEE, PHD, and DDT [106]. Cada una de estas familias contiene diferentes
dominios y motivos caracteristicos conservados por fuera del HD (Figura 8). Hasta el
momento y en base al estudio de genomas, 6 de estas familias habian sido identificadas
como exclusivas de estreptofitas, mientras que las 5 restantes también habian sido
encontradas en algas verdes (clorofitas), de las cuales 2 estan conservadas en todos los
eucariotas [106], [129]. Dentro de estas dos, se destacan los de tipo TALE (three-amino-
acid-loop-extension), que incluyen a la familia KNOTTED-like homeodomain (KNOX) y BEL1-
like homeodomain (BELL), los cuales son fundamentales para programas de desarrollo

presentes en todas las plantas.

La familia HDZ

En este trabajo, centramos nuestro interés en la evolucion de los genes HD que poseen
ademas un cierre de leucinas (LZ) asociado (HDZ) que es necesario para la dimerizacion
entre proteinas de la misma clase [228], aunque la dimerizacion entre clases no se descarta
[229]. El dominio LZ es un arreglo regular de residuos alifaticos (esencialmente leucinas
pero también isoleucinas, metioninas o valinas) en la cuarta posicion de repeticiones en
forma de héptadas [230], [231]. Estructuralmente forma un espiral bobinado (coiled-coil)
que interacciona con el otro LZ del dimero. Por su naturaleza estructural desordenada, no
presenta una gran conservacion por fuera del residuo alifatico. Existen cuatro clases de HDZ
(I-1V), que tienen roles especificos en el desarrollo y la fisiologia de las plantas [232], [233].

Es particularmente interesante que cada clase presenta un nimero distinto de repeticiones
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de héptadas: mientras que las de clase | (C1HDZ) presentan entre cinco y seis repeticiones,
las de clase Il (C2HDZ) poseen cuatro, y la mayoria de las de clase Il (C3HDZ) y IV (C4HDZ)
presentan seis [229].

HD LZ
©O ClHDZ | | |
ZIBEL HD LZ CPSCE
OO C2HDZ
HD LZ START SAD MEKHLA
Q0 C3HDZ | || I |
HD LZ START SAD
3]0 C4HDZ
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Figura 8. Representacion esquematica de la arquitectura de dominios de las 11 familias de
proteinas HD de plantas, mostrando las cuatro clases de HDZ, previo a esta tesis. En circulos
coloreados se muestra la informacion conocida hasta este estudio sobre la conservacion de
las familias en los grandes grupos de plantas. Abreviaturas: Homedomain Leucine-Zipper
(HDZ) Leucine-Zipper (LZ), Zinc-Finger (ZF), Wuschel related homeobox (WOX), Nodulin
Expressed Homeobox (NDX), Pathogenesis-related Homeobox (PHD), Luminidependens (LD),
BEL1-like (BELL), KNOTTED-1-like homeobox (KNOX). Cada clase de HDZ (I-IV) es abreviada
como C1HDZ, C2HDZ, C3HDZ y C4HDZ respectivamente. En las proteinas DDT, s6lo D-TOX A
es indicada con su simbologia completa: D-TOX B, D-TOX C, D-TOX D, D-TOX E, D-TOX F, y
D-TOX G son indicados como B, C, D, E, F o G, respectivamente. Adaptado de Mukherkee et
al.(2009) y actualizado segun Catarino et al. (2016).

Adicionalmente, cada clase posee dominios o motivos auxiliares especificos por fuera del
dominio de unién a ADN. Por ejemplo, la actividad de transactivacion de los C1HDZ reside
en un motivo conservado denominado AHA-like que se encuentra rio abajo del dominio de
uniéon a ADN y cerca del C-terminal [234], [235]. Ademas, las proteinas C2HDZ se
caracterizan por la presencia de dos motivos exclusivos: el motivo CPSCE localizado en el C-
terminal [236], y el motivo ZIBEL-like localizado en el N-terminal [106]. Finalmente, las

proteinas C3HDZ y C4HDZ presentan un dominio conservado de tipo START/SAD requerido
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para su actividad de factor de transcripcion [237], [238], y solo los C3HDZ poseen un dominio
MEKHLA con reminiscencias al dominio PAS de hongos [239]. Estos motivos auxiliares pueden
ser de suma utilidad para trazar la historia evolutiva de esta familia de proteinas. A pesar
de su importancia, no existen estudios abordando sistematicamente su origen y sus roles

evolutivo y funcional.

El dominio HDZ se une a la secuencia pseudo-palindromica cuyos nucledtidos nucleo son
AATNATT [240]. Adicionalmente, presentan distinta preferencia por residuos extra en los
extremos o por algun residuo particular en la posicion central [232]. Estudios recientes
confirmaron que HDZ de distintas clases se unen a motivos de ADN similares usando técnicas
de alto rendimiento [147], [148], [173].

A pesar de unir regiones similares, los estudios fenotipicos en Arabidopsis y otras
angiospermas utilizando expresion heterdloga, knock-out, o knock-down muestran
diferencias, sugiriendo que las proteinas HDZ de cada clase cumplen funciones fisioldgicas
sustancialmente distintas entre si. Las C1HDZ estan mayormente involucradas en respuestas
de estrés bidtico y abidtico, pero también en funciones de desarrollo [241]-[247]. Las C2HDZ
por su parte, son importantes para la respuesta a estrés, particularmente en respuestas de
escape al sombreado [233], [248]. Por otro lado, las proteinas C3HDZ fueron caracterizadas
porque su pérdida funcional provoca problemas relacionados al desarrollo del tallo y la raiz,
incluyendo también la forma de la hoja y la organizacion de la vasculatura [249]-[256]. Los
C4HDZ por su cuenta, son importantes para el desarrollo de estructuras de la epidermis
como los estomas, pelos radiculares y tricomas, asi como también el desarrollo de la

cuticula, la identidad floral y la produccién de antocianinas [257]-[263].

Adicionalmente, la expresion de los genes C3HDZ esta regulada a nivel postranscripcional
por microARNs -miR165/166-, que son importantes para la correcta expresion en el
desarrollo polar del primordio foliar [159], [251], [264]. Por otra parte, su actividad
transcripcional esta también modulada por una familia de genes HDZ degenerados conocidos

como LITTLE ZIPPER que afectan su dimerizacion [265].

La mayoria de estos estudios fueron realizados en angiospermas. Pocos trabajos han
explorado la conservacion funcional de estas proteinas también en briofitas. En
Physcomitrella, se ha mostrado que la funcion de los C3HDZ se encuentra conservada [266],
aunque la sobreexpresion de PpHB10 no logré complementar la mutacion de rev en
Arabidopsis [267]. Mientras tanto, para uno de los homologos de los C1HDZ se encontré una
funcion diferente [268]. Algunas de estas proteinas se originan en algas charofitas,
particularmente las C3HDZ y C4HDZ [129], [131], [141], aunque no se conoce mucho de las

otras dos y la interrelacion temporal en la evolucion de cada clase. Muchos de los procesos
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de desarrollo en donde participan estas proteinas en el contexto de las plantas terrestres
no tienen su correlato en charofitas y podrian haber sido importantes para la colonizacién

de la tierra por las plantas, por lo cual es relevante saber mas sobre su historia evolutiva.

Estado del arte de la filogendmica de plantas
Hasta hace pocos afos, nuestro conocimiento sobre la evolucion de los FTs durante la

radiacion temprana de las plantas (Viridiplantae) estaba limitado a la informacién genémica
y transcriptomica de especies modelo como Chlamydomonas reinhartii (clorofita
unicelular), Selaginella moellendorffii (licofita), y P. patens (musgo) [62], [127], [269],
sumado a un limitado nUmero de transcriptomas de otras especies. En el capitulo anterior,
mencionamos como la secuenciacion del genoma de la charofita de grado KCM
Klebsormidium nitens (antes denominada K. flaccidum) [61], [90], junto con el genoma de
M. polymorpha [59], representaron un avance significativo en este campo. Mas
recientemente, la secuenciacion del genoma de la charofita de grado ZCC C. braunii y otros
genomas de helechos y especies de briofitas también han generado importante informacion
para abordar preguntas de tipo evo-devo (biologia evolutiva del desarrollo) [60], [128]. Con
la mejora constante en los costos y técnicas de secuenciacion, es de esperar que, en los
proximos anos, se agreguen especies de antocerofitas cuyo grupo aln no tiene un genoma
de referencia y su representacion en transcriptomas aun es limitada [270]. Muy
recientemente, se publicaron cuatro genomas de charofitas que ayudaran a abordar de

forma mas completa el abordaje de estos grupos [271]-[273].

En este momento, hay proyectos transcriptomicos con el objetivo de completar el vacio
entre algas clorofitas y charofitas, incluyendo “The green algal tree of life” y “1kp” [17],
[23], [274], [275]. Estos proyectos contribuiran a dilucidar con mayor precision la evolucion

de las algas y los ancestros mas cercanos a las plantas terrestres.

Como ya mencionamos en el capitulo anterior (ver Introduccion general: Evolucion de los
factores de transcripcion en estreptofitas), estudios recientes utilizando genomas
disponibles, han descripto patrones generales de evolucion de los FTs durante la
diversificacion temprana de las plantas. Estos estudios estan centrados mayormente en el
uso de informacion genémica, y la evolucion de familias de FTs, mas que de las subfamilias.
En este trabajo, realizamos un analisis exhaustivo, con la informacion genomica vy
transcriptdmica disponible de la evolucion de los genes de la familia HDZ durante la

adaptacion de las plantas a la tierra.
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Objetivos e hipdtesis

El objetivo general de este capitulo de la tesis es comprender el grado de conservacion de
los genes HDZ durante la adaptacion de las plantas al ambiente terrestre. Para ello, nos
proponemos realizar una filogenia de la familia HDZ que nos permita conocer su historia
evolutiva y, en particular, de sus dominios proteicos para asociarlos con sus posibles
funciones en las respuestas de las plantas terrestres. Partiremos de la identificacion de
todos los genes que poseen dominios HD, para determinar con mayor fidelidad los genes HDZ
y sus clases. Para esto, empleamos técnicas filogenéticas combinadas con otras
aproximaciones bioinformaticas y estructurales. A diferencia de aproximaciones anteriores,
utilizaremos tanto informacion genémica como transcripcional. El objetivo es poder tener
una vision detallada y rigurosa del origen de esta familia génica, los eventos de
duplicaciones genéticas que dieron lugar a los linajes conservados (asi como también los
eventos de pérdida), el origen de dominios y motivos auxiliares, asi como también poder

comprender mejor la relacion entre los diferentes miembros de la familia.

Hipotesis de trabajo
Hipétesis 1: Los genes HDZ se originaron con anterioridad a la diversificacion de las plantas

terrestres (embriofitas) y su secuencia se encuentra conservada a lo largo de la evolucién

de las algas, asi como de todos los grupos de embriofitas.

Hipotesis 2: El origen y la pérdida de las diferentes clases y clados conservados de las
proteinas HDZ podria estar vinculados al desarrollo de funciones biolégicas novedosas
durante la evolucion de las plantas, llevando a cabo procesos de sub-funcionalizacion y neo-
funcionalizacion. De la misma manera, los dominios auxiliares de las proteinas HDZ pueden
dar informacion relevante acerca de como la actividad de las proteinas y su regulacion fue

cambiando a lo largo de la historia evolutiva.

Hipotesis 3: El uso de informacion transcriptomica de especies de algas, asi como un analisis
detallado de cada subfamilia y aproximaciones estructurales, generaran informacion

novedosa acerca de la diversificacion de las proteinas HD y HDZ.

Materiales y metodos
Clasificacion de los HD
Las secuencias de proteinas HD de las especies de algas se obtuvieron de dos bases de datos

de transcriptomas disponibles publicamente: Cooper & Delwiche

(https://figshare.com/articles/Green_algal transcriptomes for phylogenetics and _compa
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rative_genomics/1604778, consultado por ultima el 5 de enero de 2017) [275] y Tkp project

(http://www.cyverse.org/, consultado por ultima vez el 13 de marzo de 2017) [17], [274].

Las especies de algas que provienen de cada base de datos se describen en la Anexo 1. Las
secuencias de HD se obtuvieron en una busqueda tBLASTn utilizando como consulta (query)
la secuencia consenso del HD reportada en plantTFDB 4.0 para HDZ usando un valor de corte
de e.value<0.01 [276], [277]. Las secuencias fueron traducidas a sus seis marcos de lectura
posibles y se buscé un dominio HD conservado utilizando la matriz del modelo HHMER [278]
creada a partir de dominios HD informado anteriormente [129] utilizando un valor de corte
de e.value <0.01. Las secuencias de la proteina HD de referencia de A. thaliana, M.
polymorpha, S. moellendorffii, P. patens, K. nitens, C. reinhardtii, Ostreocuccus tauri y

Volvox carteri, se obtuvieron de plantTFDB 4.0 (http://planttfdb.cbi.pku.edu.cn/, Gltimo

acceso el 9 de agosto de 2016). Las secuencias restantes se obtuvieron de Phytozome [279].
Las secuencias resultantes se alinearon utilizando el método iterativo de MAFFT G-INS-1
[280] y fueron recortadas manualmente usando el software MEGA7 [281] para obtener una
region de ~85 aminoacidos incluyendo un dominio HD expandido. La lista fue curada
manualmente eliminando secuencias redundantes provenientes de empalmes alternativos y
secuencias con mas del 50% espacios en blanco. Los genes paralogos se eliminaron
manualmente de la alineacion para evitar la representacion excesiva de las secuencias de

las plantas terrestres en el analisis filogenético.

El analisis de Maxima Verosimilitud (ML del inglés Maximum Likelihood) se realizé con el
paquete IQTree seleccionando el mejor modelo de sustitucion utilizando los parametros
predeterminados: LG + G4 y las frecuencias de estado determinadas a partir de la matriz de
aminoacidos [282]. El soporte de ramas fue analizado utilizando la prueba de Shimodaira-
Hasegawa-like approximate likelihood ratio (SH-like alLRT). La topologia de arbol de
consenso se visualizd con el software MEGA7. Usando las secuencias de referencia,

clasificamos las familias HD segln la nomenclatura actual [106], [129].

Para realizar una prueba adicional sobre la identidad de las secuencias de clorofitas, que
anteriormente no se clasificaban como miembros de la familia de HD, aplicamos dos pruebas
complementarias. Primero, buscamos la conservacion del HD y los dominios auxiliares
caracteristicos de cada familia de HD. En este caso, utilizamos la secuencia de proteinas
como una consulta en una busqueda BLASTP en la base de datos no redundante (NR) del

NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/, consultado por ultima el 5 de enero de 2017) para

probar si la identidad de las mejores secuencias (best hits) de plantas terrestres, utilizando
la longitud completa de la proteina o el dominio HD, correspondia a la misma familia

obtenida en la clasificacion filogenética. Ademas, utilizamos la secuencia de proteinas de
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longitud completa para buscar dominios conservados ubicados fuera del homeodominio en
InterProScan [283].

Alineamientos multiples de secuencia y prediccion de las estructuras

secundarias
Los posibles dominios HDZ putativos encontrados durante los analisis filogenéticos,

cubriendo desde clorofitas hasta charofitas y plantas terrestres, fueron alineados usando el
método iterativo MAFFT G-INS-1y manualmente recortados con el fin de incluir los dominios

HD y LZ. Los taxones seleccionados fueron visualizados usando Jalview v2 [284].

La prediccion de estructura secundaria y coiled-coils de las secuencias HDZ putativas se
realizaron utilizando jPred4 y MARCOIL disponibles en el kit de herramientas de
Bioinformatica [285] con parametros por defecto. Se consideraron todas las secuencias con
coiled-coils identificados con e.value confiables. También se tuvo en cuenta la posicion del

dominio de coiled-coils en el alineamiento de los HDZ.

Andlisis filogenético de proteinas HDZ
Las secuencias de proteinas completas de HDZ se alinearon utilizando el método iterativo

de MAFFT G-INS-1. Se usd una region de ~100 residuos de aminoacidos que contenian el
dominio HDZ, el cual fue recortado manualmente utilizando MEGA7. Se eliminaron las
secuencias que carecian del dominio LZ. Un total de 158 secuencias fueron incluidas en la
alineacion. La inferencia filogenética bayesiana se llevd a cabo utilizando el software
MrBayes 3.2.6 [286] con los parametros del modelo de variacion de velocidad gamma entre
sitios (gamma among-site rate variation model) con cuatro categorias de frecuencia y el
modelo de prioridad de aminoacidos de LG como se determino previamente en IQTree. En
esta ocasion se calcularon cuatro ejecuciones con cuatro cadenas de 50.000.000
generaciones se calcularon utilizando los recursos de CIPRES, logrando un valor diagnéstico
de convergencia <0.01 [287]. El arbol de consenso se obtuvo con todos los grupos
compatibles y se visualizo utilizando FigTree v1.4.3

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Para las secuencias proteicas de los C1HDZ y C2HDZ se utilizé un protocolo similar para el
analisis filogenético de las secuencias recuperadas de la base de datos plantTFDB 4.0 y
clasificadas en clases utilizando un enfoque ML con MEGA7. Estas secuencias fueron de las
siguientes especies: Amborella trichopoda, A. thaliana, Capsicum annuum, M. polymorpha,
Oryza sativa subs. japonica, Populus trichocarpa, Pseudotsuga menziesii, P. patens y
Sphagnum fallax. Para complementar la cobertura de secuencias de musgos en el arbol de
C1HDZ, se obtuvieron secuencias del ARNm de los HDZ de Bryum argenteum y Pohlia nutans

de la base de datos EST del NCBI. También fueron incluidas secuencias del helecho
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Ceratopteris richardii obtenidas de la base de datos del NCBI. Las secuencias C1HDZ y C2HDZ
de Equisetum giganteum y otras especies de Marchantiophytas fueron recuperadas de una
busqueda BLAST contra los transcriptomas de Equisetum sp. y M. emarginata (Trinity
Assemblies). Las posibles secuencias ortologas fueron traducidas como se describid
anteriormente para complementar la cobertura de las secuencias de briofitas en el arbol
C1HDZ. Cada alineacion se amplié para cubrir 115 posiciones alrededor del dominio HDZ
para C1HDZ y 137 para C2HDZ. En el primer caso, se alcanz6 un valor de diagnostico de
convergencia < 0,01 después de 6.665.000 generaciones y, en el segundo, un valor < 0,005

después de 12.005.000 generaciones.

Las secuencias de monocotiledoneas se obtuvieron de los genomas de EnsemblPlants

(http://plants.ensembl.org/index.html, consultado por Ultima vez el 9 de febrero de 2017)

y se complementaron con las siguientes especies acuaticas: genoma de Zostera marina
disponible en Phytozome [44], Lemna minor [288] y Spirodela polyrhiza [289]. Las
secuencias C1HDZ se recuperaron usando la secuencia de ATHB1 como consulta de BLASTP
usando parametros predeterminados, alineadas con el método iterativo MAFFT G-INS-1'y
clasificadas en clases usando la filogenia de maxima verosimilitud con MEGA7. Con las

secuencias resultantes se realizo un analisis filogenético como se describio anteriormente.

Andlisis de estructura génica en genomas secuenciados
La anotacion gendmica de A. thaliana, P. patens and M. polymorpha fueron descargadas

desde Phytozome (http://phytozome.jgi.doe.gov/, consultada por Ultima vez el 5 de marzo

de 2017) y la anotacion del gen de K. nitens se descargo de la pagina web del genoma de

Klebsormidium (http://www.plantmorphogenesis.bio.titech.ac.jp/, consultada por

altima vez el 5 de marzo de 2017). Se utilizé el programa Gene Structure Display Server

v2.0 (http://gsds.chi.pku.edu.cn/) para mostrar las estructuras genéticas [290]. La

ubicacion del HDZ fue agregada manualmente. Los intrones fueron reescalados a la misma

longitud.

Identificacion de dominios y motivos auxiliares
La identificacion de los motivos y dominios auxiliares ubicados fuera del HDZ usando las

secuencias proteicas completas. Se aplicé una busqueda Pfam utilizando un valor umbral de
1E-4 a todas las secuencias HDZ para identificar los dominios START/SAD y MEKHLA. Para la
identificacion de los motivos CPSCE, ZIBEL y AHA, utilizamos la alineacion de proteinas HDZ
de longitud completa y las identificamos manualmente utilizando secuencias de referencia
con un umbral de similitud del 75% [106], [234]. El origen de estos motivos se infirid
utilizando el principio de maxima parsimonia para ser consistente con la filogenia de las

plantas.
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Para evaluar la conservacion del sitio blanco del miARN165/166 en los C3HDZ, se utilizo la
secuencia del ARNm de los genes clasificados y alineamos utilizando MAFFT con parametros
predeterminados. La secuencia de miARN de A. thaliana y M. polymorpha se obtuvo de

trabajos anteriores [163], y se visualizo y analizé manualmente utilizando Jalview v2.
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Figura 9. Representacion esquematica de la estrategia para la obtencion y clasificacion de
secuencias HD y HDZ.

Resultados y conclusiones

Los genes que codifican para HD estan ampliamente distribuidos en los organismos
eucariotas. Con el fin de realizar un analisis filogenético que comprenda a todos las
proteinas HDZ en plantas, aplicamos la siguiente secuencia analitica. Brevemente,
identificamos todas las posibles proteinas HD en bases de datos transcriptomicas de especies
de clorofitas y charofitas. Para ello, construimos un perfil de HMM usando de referencia el
dominio HD reportado recientemente en un estudio de FTs presentes en genomas de plantas
que cubren un rango evolutivo similar [129]. Posteriormente, usando la secuencia consenso
que se desprendio del HMM, realizamos una busqueda de tBLASTn sobre los ensamblados de
los transcriptomas con un corte de e.value bajo. Finalmente, descartamos manualmente
todas aquellas secuencias que, comparadas con la matriz de HMM de dominios HD no eran

significativamente similares.

Nuestro analisis fue realizado sobre las bases de datos transcriptomicas disponibles, que

incluyen 53 especies de algas diferentes, cubriendo un amplio rango de clorofitas y
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charofitas y otras estreptofitas (Anexo 1). Nuestra hipotesis es que estas bases de datos

podrian ayudarnos a identificar precisamente el origen de las familias de proteinas HD.

Usando esta aproximacion, identificamos 286 proteinas HD putativas de transcriptomas de
clorofitas y charofitas. Esas secuencias fueron usadas para identificar las diferentes familias
de HD realizando un analisis filogenético que incluia secuencias de referencia. Con este
alineamiento se realizd una filogenia por el método de Maxima Similitud (ML, del inglés
Maximum Likelihood) (Figura 10). Las familias HD fueron identificadas en base al
posicionamiento de las secuencias de referencia en la filogenia. Estas familias HD se
muestran en el cladograma circular de la Figura 10 (Anexo 1). En total, se identificaron las

11 familias previamente reportadas de HD [106], [129].

Nuestros resultados indican que 9 de las 11 familias HD estan presentes en transcriptomas
de algas clorofitas (Anexo 1). En cambio, no encontramos miembros de las familias LD y
NDX, lo que sugiere que su aparicion fue posterior en la evolucion o se perdieron durante la
evolucion de clorofitas. En el caso de la familia LD, solo se encuentran en algas charofitas;
en el caso de la familia NDX, sblo esta presente en plantas terrestres (Figura 10). A
diferencia de resultados anteriores, en nuestro estudio, encontramos evidencia de la
presencia de las familias PHD, SAWEDEE, PLINC y HDZ en clorofitas (Figura 10).

Para confirmar la identidad de estos nuevos miembros, realizamos controles mediante
métodos bioinformaticos alternativos. De forma concisa, usando BLASTP buscamos los
dominios HD y auxiliares que contienen para evaluar su conservacion en la base de datos NR
del NCBI. Usando el dominio HD o la secuencia completa de los dominios HD de las proteinas,
recuperamos la mejor proteina encontrada en clorofitas y la utilizamos como consulta para
buscar sobre todo el transcriptoma de la espacie y comprobar que se recuperara la misma
secuencia que encontramos originalmente (mejor resultado bidireccional o best
bidirectional hit). En otras palabras, confirmamos si el mejor resultado direccional de las
secuencias de plantas terrestres era consistente con la familia obtenida en la clasificacion

filogenética.

En el caso de la familia PHD, obtuvimos en la filogenia ML un valor de soporte de Bootstrap
de 81%, incluyendo una secuencia del alga clorofita Ostreococcus tauri (Anexo 1). Esta
secuencia proteica (fgenesh1_pg.C_Chr_18.0001000131) habia sido incluida como “sin
clasificar” en Catarino et al. (2016) y como “otros-HB” en PlantTFdb 4.0 [277]. La busqueda
por BLASTP arrojo como mejor resultado una proteina homéloga a PHD HAT3.1 y viceversa,
apoyando el resultado obtenido en la filogenia. Mas aun, la familia PHD también fue
encontrada en otras especies de clorofitas como Micromonas pusilla y Ostreococcus

lucimarinus [291].
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En cuanto a la familia SAWADEE, identificamos una secuencia proveniente de Nephroselmis
pyriformis con un valor de soporte en la filogenia de 98% (Anexo 1). El BLASTP bidireccional
también fue consistente con esta clasificacion. En la aproximacion filogenética, también
encontramos una secuencia del alga clorofita Hormotilopsis gelatinosa clasificada en la
familia PLINC. De forma similar a las secuencias encontradas de PHD y SAWADEE, el enfoque
por BLASTP apoyé su clasificacion dentro de la familia PLINC. Finalmente, realizamos esta
misma aproximacion sobre las cinco secuencias proteica encontradas de HDZ en clorofitas
con un valor de soporte global de 71%: 1 de Watanabea reniformis, 3 de Prasiolopsis sp.
(ambas pertenecientes a la clase Trebouxiophyceae); 1 de N. pyriformis (de la clase
Nephrophyceae); y finalmente, 1 de Monomastix opisthostigma. En los casos de M.
opisthostigma y W. reniformis, el BLASTP apoyd su clasificacion como HDZ. No ocurrié lo
mismo con las secuencias de Prasiolopsis sp.. Sospechamos que estas secuencias provienen
de una contaminacion ya que tienen una alta identidad con proteinas HD fungicas. Por otra
parte, en ninguna de estas secuencias de clorofitas pudimos encontrar dominios auxiliares
(ademas del HD) mediante InterProScan [283]. Esto puede deberse al hecho de que
InterProScan esta basado en perfiles HMM obtenidos de secuencias de referencia de genomas
de plantas terrestres, haciendo dificil encontrar proteinas tan distantes evolutivamente. De
forma alternativa, las secuencias identificadas podrian ser verdaderos homodlogos que
todavia no incorporaron dominios auxiliares. Esto también resalta que los dominios

auxiliares se pudieron haber adquirido de manera secuencial a lo largo de la evolucion.

En términos generales, encontramos algunas inconsistencias en la conservacion de familias
génicas entre el mismo subfilo (Anexo 1). Es decir, existen familias de proteinas que se
encuentran presentes en algunos transcriptomas, pero ausentes en otras especies
relacionadas. La razon de este fendmeno podria estar asociada a la combinacion de dos
factores: son genes que tienen bajo nivel de expresion en esas especies y figuran como
secuencias fragmentadas que no fueron ensambladas correctamente o que el ancestro
comUn haya poseido esos genes pero que posteriormente se perdieron en algunos de los

linajes de clorofitas.

En cuanto a las HDZ, dado que las que proteinas HDZ presentan sus dominios HD y LZ de
forma adyacente, presentando pocas posiciones conservadas dentro del dominio LZ
(mayormente residuos de leucina), realizamos una aproximacion diferente para estudiar su
origen. Nuestra estrategia de minado (o data mining), mostro ser eficiente para la deteccion
de genes HDZ (no se encontraron falsos positivos, ni verdaderos positivos dentro de las
secuencias de genomas reportadas). Es importante destacar que la estrategia de busqueda

estuvo optimizada para la identificacion de miembros de esta familia, y podrian no ser tan
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adecuada para otras familias. Aun asi, nuestros resultados filogenéticos sugieren
fuertemente que la divergencia de las familias de FTs que contienen dominios HD se produjo
de forma temprana en la evolucion de las Viridiplantae, y antes de la diversificacion de las
charofitas, y por lo tanto también de forma previa a la colonizacion terrestre de las plantas.
En particular, es importante destacar que encontramos miembros putativos de la familia

HDZ en clorofitas (Figura 10).
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Figura 10. Filogenia de los genes HD en las Viridiplantae. El arbol fue construido usando la
secuencia aminoacidica del HD con el método de ML. El arbol fue representado como un
cladograma circular sin enraizar. En colores se indican los clados que corresponden a cada
subfamilia. Los circulos de colores junto a cada subfamilia indican la presencia de dicha
subfamilia en clorofitas (rojo), charofitas (amarillo) y plantas terrestres (verde). Los circulos
con lineas punteadas representan los casos donde la presencia de dicha subfamilia no fue
reportada previamente en clorofitas. En la Anexo 1 figura un link para descargar el arbol
completo.

El dominio LZ de las proteinas HDZ se caracteriza por la presencia de héptadas repetidas
con un residuo de leucina en la posicion central. Este atributo parece estar conservado
incluso en las proteinas HDZ de especies de algas charofitas como K. nitens (Figura 11).
Ademas, cada clase de HDZ muestra un numero especifico de héptadas; la mayoria de las
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proteinas C3HDZ y C4HDZ presentan seis héptadas, mientras que las C2HDZ tienen cuatro,

y las C1HDZ entre cinco y seis [229].
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Figura 11. Alineamiento de secuencias proteicas representativas correspondiente a la
region de los dominios HDZ comparando las cuatro clases presentes en estreptofitas (I-1V) y
aquellas de clorofitas que no corresponden a ninguna clase (?). En rojo el dominio HD y en
azul el LZ. Las leucinas coloreadas son aquellas que se encuentran relativamente
conservadas en cada clase. Abreviaturas de los nombres de las especies: Catm, Chlorokybus
atmophyticus; Mopi, Monomastix opisthostigma; Mpol, M. polymorpha; Pp, P. patens; Pras,
Prasiolopsis sp; NmUP, Nitella mirabilis; Npyr, Nephroselmis pyriformis; Spra, Spirogyra
pratensis; Kfla, K. nitens; Mvir, Mesostigma viride; NmUP, Nitella mirabilis; Wren,
Watanabea reniformis.

Exploramos la conservacion de los dominios HD y LZ entre los diferentes clados proteicos.
De esta manera, construimos un conjunto de datos de 123 secuencias de HDZ, incluyendo
75 secuencias candidatas identificadas previamente y 48 secuencias de referencia. El
alineamiento proteico mostrd una clara conservacion de la repeticion canénica -L(6X)L- en
las secuencias del dominio LZ de estreptofitas. Mas aln, cada clase presento el nimero
esperado de héptadas (Figura 11). Por otro lado, las proteinas HDZ de clorofitas mostraron
una baja conservacion de la region LZ en comparacion con la conservacion observada en el
dominio HD. Sélo el dominio LZ de M. opisthostigma mostrd conservacion en las posiciones
de los residuos de leucinas en concordancia con otras proteinas del alineamiento (Figura

1). Otras clorofitas mostraron muy baja conservacion en esas posiciones. Para verificar que
estas proteinas tienen dominios LZ conservados, se predijo bioinformaticamente la
formacion del coiled-coil. Dicha prediccion solo arrojoé resultados positivos con la secuencia
de M. opisthostigma rio abajo del dominio HD como sucede en los miembros conocidos de
esta familia. Para verificar esto por otro método, construimos un perfil HMM usando las

secuencias HDZ de algas charofitas para probar si las secuencias encontradas en clorofitas
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tienen suficiente similitud. Otra vez, sélo la secuencia encontrada de M. opisthostigma
arrojo un valor por encima del corte establecido (datos no mostrados). Por estas razones,
solo esta Ultima secuencia fue incluida en los analisis posteriores y el resto fueron
descartadas. El descubrimiento de estas secuencias candidatas podria deberse a que son
genes huérfanos que divergieron en las especies de clorofitas, que perdieron el dominio LZ
0 que nunca lo formaron. Esto podria estar sugiriendo que el dominio LZ evolucioné de
manera secuencial y no por la fusién de dos dominios. Mas informacion transcriptomica y
genomica, proveniente de otras especies de clorofitas, nos ayudaran a resolver con mayor

precision el origen del dominio LZ en esta familia.

Las cuatro clases de factores de transcripcion HDZ se encuentran

presentes en estreptofitas tempranas
Para entender la relacion evolutiva entre las proteinas HDZ en estreptofitas, esta vez

utilizamos la secuencia completa HD-LZ para construir un nuevo arbol filogenético utilizando
el método bayesiano. Para ello, utilizamos como raiz del arbol a la Unica secuencia que
pudimos confirmar su identidad en clorofitas correspondiente a M. opisthostigma. Usando
esta aproximacion, identificamos las cuatro clases de HDZ (I-1V), en base a la topologia del
arbol, valores de Bootstrap, y secuencias de referencia (Figura 12). Posteriormente, usamos
la estructura de intrones-exones de las especies con genomas completamente secuenciados
como un criterio adicional que apoye la clasificacion filogenética obtenida (Figura 13).
Alternativamente, también enraizamos el arbol usando una secuencia outgroup (PHD) o con
una secuencia C3HDZ (no mostrado). En todos los casos, los resultados fueron similares a los

reportados en la Figura 12.

En base al arbol obtenido, inferimos que clases I, lll y IV de HDZ son monofiléticas en plantas
terrestres, con un alto valor de soporte para las clases lll y IV (> 79%, Figura 12). Esto quiere
decir que sélo un miembro de cada clase habria sido heredado por parte de los ancestros
charofitas mas cercanos a las plantas terrestres, con la excepcion de la clase Il (Figura 12).
Como ya se conocia previamente, las clases Il y IV tienen un ancestro en comdn [106], con
un valor de soporte de 100%, siendo ambas también monofiléticas [131], [141]. Los sub
arboles derivados de cada clase coinciden con la filogenia de las plantas, siendo las
secuencias provenientes de charofitas, basales a todas las demas (Figura 12). Resulta
interesante notar que la estructura de intrones-exones de las clases Ill y IV es
sustancialmente diferente. Mientras que los intrones de los genes C4HDZ estan
relativamente conservados entre especies lejanas como Klebsormidium sp. y Arabidopsis
(con ~10 exones), en cambio los C3HDZ pasan de ser 13 en Klebsormidium sp. a unos ~18 en

Marchantia y Arabidopsis (Figura 13). La Unica secuencia que no logramos clasificar se trata

58



de kfl00466_0010. Esta secuencia presenta una estructura Unica de intrones-exones, que es

similar a las C4HDZ, pero carece de muchos intrones y dominios especificos de la clase.

Aunque no hay dudas de que los genes CTHDZ son monofiléticos en plantas terrestres, los
valores de soporte no son claros para definir un Unico grupo que incluya a todas las
secuencias de charofitas, siendo solo aceptables para algunas charofitas cercanas a las
plantas terrestres (65%). En este sentido, encontramos un clado de secuencias de HDZ
divergentes entre las C1HDZ y C2HDZ, dificiles de clasificar en alguna de las dos. Estas
secuencias fueron denominadas como clase I-like en el arbol de la Figura 12. Dado que
nuestro estudio abarca un amplio rango evolutivo, creemos que estas secuencias divergentes
son las que podrian estar afectando los valores de soporte encontrados en los brazos
principales que definen cada clase. En la mayoria de los casos, estas secuencias pertenecen
a especies de Zygnematales, presentando un dominio HDZ completo con un coiled-coil
predicho. Adicionalmente, realizamos aproximaciones filogenéticas complementarias
utilizando el método de ML, cambiando la frecuencia de variacion entre sitios, el modelo
de sustitucion de aminoacidos, y reduciendo el nUmero de especies de cada clase. Estos
analisis no mejoraron los analisis que presentamos anteriormente y generando resultados
similares (no mostrado). Entre estas secuencias, algunas presentan una importante
homologia con las proteinas C1HDZ de plantas terrestres, mientras que otras tienen
substituciones en residuos claves. También presentan una estructura de intrones-exones
diferente a los genes C1HDZ, incluyendo un intréon nuevo que no esta conservado en las
plantas terrestres (Figura 13). Este grupo podria tratarse de una nueva clase de proteinas
HDZ que evolucion6 de forma posterior a la divergencia de las plantas terrestres,
Unicamente en algunas especies de algas charofitas. Una hipotesis alternativa podria ser
que estas secuencias son productos de un evento de duplicacion previo pero que se perdio
en el linaje que dio lugar a las plantas terrestres. Aunque estos eventos no cumplirian un
rol relevante para la transicion de las plantas hacia la tierra, se necesita mas evidencia para

poder confirmar algunas de estas hipétesis.
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Figura 12. Filogenia de las proteinas HDZ identificadas en estreptofitas. El arbol fue
construido por el método bayesiano utilizando a la secuencia de M. opisthostigma como
raiz. Las probabilidades bayesianas son mostradas en cada nodo. La barra de escala indica
el nimero de sustituciones por sitio. Las cuatro clases de HDZ estan indicadas. La figura
esta acompanada de una tabla que resume la presencia (X) o ausencia de cada clase en cada
division de plantas. Los colores indican la clasificacion taxonomica para cada especie:
clorofitas (gris); mesostigmatales y clorokibiales (violeta), klebsormidiales (azul oscuro),
charales (azul), coleochaetales (azul claro), zignematales (verde) y embriofitas (verde
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oscuro). Abreviaturas para las especies: Aulsp, Spirogyra sp.; Catm, Chlorokybus
atmophyticus; Cbre, Cylindrocystis brebissonii; Ccus, Cylindrocystis cushleckae; Cglo,
Chaetosphaeridium globosum; Cirr, Coleochaete irregularis; Coch, Cosmarium octhodes;
Corb, Coleochaete orbicularis; Cvar, Chlorella variabilis; Efim, Entransia fimbriata; Entr,
Entransia sp.; Kfla, K. nitens; Ksub, K. subtile; Mopi, M. opisthostigma; Moug, Mougetia sp;
Msca, Mougeotia scalaris; Ndig, Netrium digitus; Nmir, Nitella mirabilis; Pmar, Penium
margaritaceum; Robt, Roya obtusa; Spir, Spirogyra sp.; Spra, Spirogyra pratensis.

Es importante resaltar que el sub-arbol correspondiente a las secuencias C2HDZ no es
completamente consistente con la filogenia de las plantas. Encontramos que existen dos
clados bien diferenciados presentes en P. patens, sugiriendo que alguno de los eventos de
duplicacion ocurridos en la evolucion de las algas charofitas es anterior a la divergencia de

las plantas terrestres y se encuentra conservado en briofitas.

Uno de los puntos mas interesantes es que identificamos secuencias de HDZ en las especies
basales de algas charofitas: M. viride and C. atmophyticus (Figura 12). En base a las
inferencias filogenéticas, estas proteinas pertenecerian a diferentes clases de HDZ. Mientras
que en la proteina identificada en M. viride seria de clase IV, las tres proteinas identificadas
en C. atmophyticus serian HDZ de clase Il y Ill (Figura 12). La explicacién mas parsimoniosa
seria que una secuencia ancestral similar a las de clase II, evoluciond en las algas clorofitas
y fue posteriormente heredada por las estreptofitas. Esta hipotesis es consistente con la
conservacion de una proteina C2HDZ en C. atmophyticus. Durante la evolucion de las
estreptofitas, otras clases divergieron, probablemente primero en el ancestro comdn a las
secuencias de clase Il y IV durante la evolucién de las charofitas, y finalmente surgieron las
secuencias C1HDZ durante la evolucion de los Klebsormidiophyceae. Este patron evolutivo

es coherente con el modelo propuesto para la evolucion de los HD previamente [106].

Para finalizar, las inferencias filogenéticas sugieren que las cuatro clases de HDZ ya se
encontraban presentes en los Klebsormidiales (Figura 12), mostrando que la divergencia
entre las clases se produjo tempranamente en la evolucion de las charofitas y antes de la
colonizacion de la tierra por parte de las plantas. Adicionalmente, al menos un miembro de

cada clase se encuentra presente en los Charales y Coleochatales.

Origen y evolucion de los dominios auxiliares en los HDZ
También buscamos identificar la presencia de motivos y dominios auxiliares localizados

fuera del dominio HDZ para deducir su evolucion usando el criterio de maxima parsimonia.
En primer lugar, buscamos el dominio START/SAD presente solo en las proteinas C3HDZ y
C4HDZ [237]. En las proteinas identificadas en este trabajo, el dominio START/SAD se origind

en Klebsormidiales y esta conservado en todas las secuencias identificadas como C3HDZ y
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Figura 13. Estructura de intrones y exones de los genes HDZ de cada clase en genomas
secuenciados de estreptofitas. Las regiones 5’UTR y 3’UTR se encuentran en azul. Los exones
son representados como barras anchas amarillas y los intrones como una linea en forma de
sombrero. Los exones codificantes para el dominio HDZ se muestran en magenta. El largo
de los intrones fue unificado para facilitar la visualizacion. La barra de escala corresponde

a 1kb.

C4HDZ que divergieron posteriormente (Figura 14). Podemos inferir que la incorporacion de
este dominio a la region C-terminal de estas proteinas ocurrié tempranamente en la

evolucion de las estreptofitas y antes de la divergencia de los Klebsormidiales. De forma
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similar, encontramos el dominio MEKHLA, exclusivo de los C3HDZ [239], en las especies de
Klebsormidium y conservado en todas las especies que son posteriores en la evolucion
(Figura 14).

Por su parte, los C2HDZ estan caracterizados por la presencia de un motivo denominado
CPSCE [232]. Nuestros analisis filogenéticos mostraron la existencia de dos clados de C2HDZ,
que difieren en la presencia o no de dicho motivo (ver mas adelante). El motivo CPSCE, se
encuentra presente en el linaje que luego dio lugar a los C2HDZ de plantas vasculares, desde

Klebsormidiales en adelante.

Los C2HDZ también presentan un motivo ZIBEL-like, una secuencia de unos 10 aminoacidos
que se encuentran en el N-terminal de estas proteinas [106]. En este caso, el motivo se
habria originado durante la evolucion de las algas charofitas Klebsormidiales y se encuentra

conservado en todas los C2HDZ (Figura 14).

Clorofitas
éorigen? — Mesostigmatales
L 2 4
LZ — Clorokibiales
Klebsormidiales
START/SAD
MEKHLA = Charales

CPSCE AHAL

ZIBEL Plantas
mirl66 terrestres

Figura 14. Modelo hipotético para la evolucion de dominios y motivos auxiliares localizados
por fuera del HDZ. Los circulos en negro representan los eventos de incorporacion. En el
texto se indica a qué clases corresponde cada motivo o dominio. El codigo de colores es el
mismo utilizado para la Figura 12.

Recientemente se ha mostrado que la actividad de transactivacion de los C1HDZ depende
de un motivo conservado en el C-terminal de tipo AHA-like [234], [235]. De acuerdo a
nuestra inferencia filogenética y la presencia de estos motivos en las secuencias
encontradas, este motivo se habria originado antes de la divergencia de las algas charofitas
Charales, y se encuentra bien conservado en los linajes de charofitas mas cercanos a las
plantas terrestres. En las plantas terrestres, este motivo AHA esta bien conservado en
briofitas, pero se encuentra degenerado en algunos linajes exclusivos de angiospermas,
probablemente como parte de un fendmeno evolutivo asociado a las duplicaciones en

angiospermas y su diversificacion funcional (Figura 15).
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Figura 15. (A) Alineamiento del motivo proteico AHA presente en las HDZ de estreptofitas.
Solo se visualizan algunas especies representativas. Los residuos son coloreados usando
Clustalx. (B) Secuencia consenso del motive consenso correspondiente al alineamiento
completo. Abreviaturas: Mp, M. polymorpha; Pp, P. patens; Nm, Nitella mirabilis; Os, Oryza
sativa; At, A. thaliana; Am, Amborella trichoda; Sf, Sphagnum fallax; Ba, Bryum
argenteum; Pn, Penia nutans.

Adicionalmente a las caracteristicas estructurales, se conoce que los genes C3HDZ se
encuentran finamente regulados por microARNs [141]. Los ARNm de los C3HDZ contienen
una secuencia blanco del miRNA165/166 dentro del dominio SAD, cuya funcionalidad ha sido
mostrada tanto en Arabidopsis como en briofitas como P. patens y M. polymorpha [159],
[266]. En este contexto, nos preguntamos si el sitio esta conservado en charofitas y plantas
terrestres tempranas. Encontramos que esta secuencia nucleotidica se encuentra muy poco
conservada en algas charofitas (Figura 16). Existen mas de 6 bases desapareadas si se lo

compara con el miARN de Marchantia o Arabidopsis, algo que no sucede en especies donde
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funciona este nivel adicional de regulacion. Lo mismo ya habia sido mostrado previamente
para el caso de Chara corallina [141]. Esto sugiere que la regulacion por miARN de los
C3HDZ, tal cual la conocemos, no estd conservada en especies de algas charofitas y
probablemente haya aparecido recién en el ancestro comun a las plantas terrestres. En la
Figura 14 se presenta un resumen del modelo de evolucion de los dominios auxiliares

inferido.

At_mirl66
Mp_mirl166
Pp3ci6_ 15450
Pp3cl0_19630
Pp3c3_30010
Pp3ci2 14370
Pp3c4 5300
Mpol C3HDZ
Kfla_comp3088
Spra_compS220
Ausp _compl10314 CAARICCCCAAAAGC

Msca compl2097 A CA‘
Corb_comp25236 TIRCCCACCCETICATICCElcanABc

PP r>rrr

CTGGTATGAAGCCTGGTCCGGA

Figura 16. Alineamiento de las secuencias nucleotidicas del miR166 y los mARNs de los
C3HDZ. Abreviaturas: Mp, M. polymorpha; Pp, P. patens; NmUP, N. mirabilis; Spra, S.
pratensis; Aulsp, Spirogyra sp.; Kfa, K. nitens; Corb, C. orbicularis; Msca, M. scalaris.

Evolucion de los genes C1HDZ en plantas terrestres
El incremento en el nimero de FTs en la evolucion de las plantas terrestres estuvo

acompanado por la sofisticacion de las respuestas adaptativas a los cambios ambientales.
Este proceso ya fue descripto de forma bastante acabada para los C3HDZ y C4HDZ, donde
se mostro que la expansion de estas subfamilias de genes acompano la radiacion de las
plantas vasculares [131], [141], [267]. Por esta razon, en esta tesis nos centramos en el
estudio en detalle de los eventos de duplicacion y pérdida de genes C1HDZ y C2HDZ. Dado
que los CTHDZ son un grupo monofilético en las plantas terrestres (Figura 12) [231], [292],
realizamos un nuevo analisis filogenético utilizando Unicamente secuencias de plantas
terrestres y aumentando el nimero de taxones. En este nuevo analisis, incluimos especies
modelo cuyo genoma esta completamente secuenciado e incluimos adicionalmente dos
transcriptomas de especies de briofitas con el fin de equilibrar su representacion en la

filogenia (Figura 17).

El arbol resultante de la filogenia resulté ampliamente consistente con la filogenia de las
plantas terrestres cuando fue enraizado usando la Unica secuencia de M. polymorpha

(MpC1HDZ). Este analisis permite identificar siete clados, uno mas de los identificados
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previamente por Arce et al. (2011). Comparado con reportes anteriores de Henrikson et al.
(2005) los resultados son bastante consistentes aunque mas completos ya que incluyen mas
especies: el clado 1 equivale al clado vy, el clado 2 al B, el clado 4 al §, el clado 5 al a, el

clado 6 al g, el clado 7 al o, y el clado 3 incluye miembros del clado B y el «.

Los resultados indican que el ancestro comun entre las briofitas y las plantas vasculares
hered6 a estas Ultimas un Unico gen CTHDZ (Figura 17). Esto implica que los eventos de
duplicacion en musgos son posteriores a la diversificacion de las plantas vasculares. Por otra
parte, identificamos que existio un evento de duplicacion durante la evolucion de las
licofitas que se conservo posteriormente en plantas con semillas (Figura 17). También
encontramos otros dos eventos de duplicacion en el transcriptoma de Equisetum sp. (Figura
17). Equisetum sp. también presenta un clado que es exclusivo de la especie y varias
secuencias divergentes, todos eventos que serian posteriores a la evolucion de las plantas
con semillas. Por otra parte, también inferimos dos duplicaciones conservadas anteriores a
la diversificacion de las gimnospermas, dado que cuatro de las siete clases de C1HDZ tienen
homologos en Pseudotsuga menziesii. Mientras tanto, otros dos eventos de duplicacion
conservados habrian ocurrido durante la evolucion de las plantas con flores, dado que la
mayoria de los clados de angiospermas ya se encuentran presentes en el genoma de
Amborella trichopoda, una especie representativa de las angiospermas que divergieron

tempranamente del resto de las mismas (Figura 17).

El analisis de las secuencias de C1HDZ en monocotileddneas presento algunas singularidades
interesantes, incluyendo la ausencia de miembros de los clados 6 y 7 en dicho linaje (Figura
17). Para chequear esto, realizamos una nueva filogenia incluyendo un nimero mayor de
especies de monocotiledoneas que confirmaron esta observacion (Figura 18). Una mirada
mas detallada a las especies acuaticas de monocotiledoneas, como Lemna minor, Spirodella
polyrhiza, y la recientemente secuenciada Zostera marina, sugieren que estas también
perdieron todos miembros de los C1HDZ pertenecientes al clado 1 (Figura 18). Para
confirmar esto hicimos una blUsqueda por BLAST en otras especies de monocotiledoneas
acuaticas en las bases de datos de NCBI. Solo encontramos un Unico gen que perteneceria a
este clado en la orquidea acuatica Dendribium nobile, sugiriendo que la pérdida de los genes
de este clado podria haber ocurrido durante la re-adaptacion de las monocotiledéneas al
ambiente acuatico. De alguna manera, un fenomeno opuesto a la diversificacion observada
durante la adaptacion de las algas al ambiente terrestre. Por su parte, Lemna sp. parece

haber perdido también los genes del clado 4 de los CTHDZ.
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La barra de escala indica el nUmero de sustituciones por sitio. Siete clados conservados son
identificados (1-7). Las especies son coloreadas como se indica en la leyenda. Abreviaturas:
AT: A. thaliana (red, rosaceas); Atri, A. trichopoda (fucsia, angiospermas basales); Barg,
Bryum argenteum (verde, briotifas); Cann, Capsicum annuum (rosa, asteracea); Cric,
Ceratopteris richardii; Equi, Equisetum sp. (azul oscuro, helechos); Mpol, M. polymorpha
(negro, liverwort); Os, O. sativa (amarillo, monocotiledonea) Pmen, Pseudotsuga menziesii
(naranja, gimnospermas); Ppat, P. patens (verde, briofitas); Ptri, Populus trichocarpa (rojo,
rosaceas); Smoe, Selaginella moellendorffii (verde oscuro, licofitas); Sfal, S. fallax (verde,
briofitas).
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Figura 18. Filogenia bayesiana de los C1HDZ de monocotiledoneas. Se muestra un arbol
radial realizado en base a un alineamiento de los dominios HDZ. Se indican los clados
identificados en la Figura 17. Se incluyeron secuencias de otras angiospermas como
referencias. Abreviaturas: A. thaliana (rojo), O. sativa (amarillo oscuro), A. tricopoda
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(magenta), Zostera marina (azul), Spirodela polyrhiza (cian), Lemna minor (azul claro). Se
muestran las estadisticas bayesianas de aquellos nodos que determinan clados. La barra de
escala corresponde al nimero de sustituciones por sitio.

Para concluir, podemos decir que la historia evolutiva de los CTHDZ resulto ser bastante
compleja, con numerosos eventos de duplicacion y pérdida de genes especificos de familias

de especies que podrian haber sido relevantes para su evolucion (Figura 19).

Marchantia polymorpha

Selaginefia moeliendorffii

Equisetum giganteum®

Pseudotsiga menziesi

Amborella trichopoda

Arabidopsis thaliana

Populus trichocarpa

Capsiclm annuum

X-®

Figura 19. Modelo hipotético para la evolucion de los C1HDZ de las plantas terrestres. Los
circulos negros representan los eventos de duplicacion conservados y las cruces los eventos
de pérdida inferidos a partir de la filogenia. Los nUmeros en los nodos indican el niUmero
hipotético en el ancestro comdn. Se muestran especies representativas de los grandes
grupos taxonomicos. El codigo de colores es el mismo de la Figura 17. Los asteriscos denotan
secuencias obtenidas de transcriptomas.

Evolucion de los genes C2HDZ en estreptofitas
De forma diferentes a las otras clases de HDZ, los C2HDZ no tienen un origen monofilético

en plantas terrestres, indicando que mas de un miembro fue heredado de las algas charofitas
(Figura 12). Para entender mejor este proceso evolutivo, realizamos un analisis filogenético
por el método bayesiano ampliando el alineamiento a toda la regién HDZ y el motivo CPSCE,
incluyendo a los C2HDZ que identificamos en charofitas, y sumando mas taxones de plantas
terrestres como se hizo para los CTHDZ. Dado el alto nimero de especies, se omitieron

aquellas secuencias de algas charofitas que fueran redundantes.

Para el analisis filogenético se utilizo la secuencia de Kfla_comp11954 como raiz para el
arbol obtenido debido a que generaba menos inconsistencias que otras secuencias de

charofitas. Si bien logramos correr el analisis filogenético hasta convergencia con un valor
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menor a 0.005, se encontraron algunas inconsistencias con la filogenia de las plantas y
brazos con bajos valor de soporte. Para reducir estas inconsistencias se eliminaros dos
secuencias divergentes de Coleochaetales y Charales y se obtuvo un arbol bastante robusto

sin tener que realizar mayores restricciones al analisis (Figura 20).

Como mencionamos anteriormente y de forma consistente con la filogenia de la Figura 12,
nuestro analisis sugiere la existencia de dos linajes de genes C2HDZ que difieren
principalmente en la presencia del motivo CPSCE. Estos dos clados se encuentran
representados en el genoma de K. nitens y conservados en especies de algas Zygnematales
y musgos. Tanto en Marchantiales como en plantas vasculares, este linaje que denominamos
CPSCE-less parece haberse perdido (Figura 20). Confirmamos esto consultando también
transcriptomas adicionales disponibles de otras especies de hepaticas como: Ricciocarpus
natans, Marchantia emarginata, Sphaerocarpos texanus, y Metzgeria crassipilis, y también
en la antocerofita Nothoceros sp. (datos no mostrados). La estructura de intrones-exones
de los C2HDZ también apoya la hipdtesis evolutiva que planteamos, dado que el linaje

CPSCE-less muestra una distribucion diferente al otro linaje (Figura 13).

Otra observacion interesante de la estructura de intrones-exones, es que todos los C2HDZ
en P. patens carecen completamente de intrones. Algo similar fue reportado para los C4HDZ
[131], donde se propone que el mecanismo que podria haber dado lugar a este evento es
por la retrotransposicion de estas secuencias y la pérdida del locus original. Esto podria

tener consecuencias funcionales importantes para los genes de esta subfamilia en musgos.

Por otra parte, de forma similar a los CTHDZ, muchos eventos de duplicacion parecen ser
especificos de musgos, mientras que una Unica duplicacion parece estar conservada en la
licofita S. moellendorffii (Figura 20). En plantas con semillas, detectamos un evento de
duplicacion adicional conservado que se produce en el ancestro comun anterior a la
divergencia de las gimnospermas, y uno posterior en las angiospermas. En total, estos
eventos de duplicacion dan lugar a cuatro clados conservados en angiospermas. Para
verificar esta clasificacion, realizamos una filogenia adicional eliminando todas las
secuencias correspondientes al linaje CPSCE-less (no mostrado), e incluyendo mas especies
de angiospermas y helechos. En ambas aproximaciones filogenéticas encontramos resultados

similares, sin identificar nuevas duplicaciones conservadas.

También comparamos los resultados obtenidos con trabajos previos [248], [293]. En nuestro
analisis, los clados 1-4 corresponden a los a-3 en Ciarbelli et al. (2008). En nuestro trabajo,
identificamos adicionalmente un clado 5, que incluye secuencias homodlogas a AtHAT14
conservado en rosaceas y asteraceas. Las secuencias correspondientes a este clado no fueron

clasificadas en trabajos anteriores. Por otro lado, muchas secuencias correspondientes a
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especies de gimnospermas no pudieron ser clasificadas (Figura 20). Esto podria deberse a
eventos de duplicacion que ocurrieron Unicamente en especies de esta familia y no se
encuentran presentes en angiospermas (Figura 21).
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Figura 20. Filograma bayesiano de los C2HDZ de las estreptofitas. El arbol fue construido
usando las secuencias aminocidicas del dominio HDZ enraizado en una secuencias de C2HDZ
de K. nitens. Los nUmeros en los nodos corresponden a las probabilidades bayesianas. La
barra de escala indica el nimero de sustituciones por sitio. Cinco clados conservados son
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identificados (1-5). Los asteriscos rojos indican el evento de pérdida del dominio CPSCE en
charofitas. Las especies son coloreadas como se indica en la leyenda. Abreviaturas: AT: A.
thaliana; Atri, A. trichopoda; Aulsp, Spirogyra sp.; Catm, Chlorokybus atmophyticus; Entr,
Entransia sp.; Kfla, K. nitens; Mpol, M. polymorpha; Msca, M. scalaris; Os, O. sativa; Pmar,
Penium margaritaceum; Pmen, P. menziesii; Ppat, P. patens; Sfal, S. fallax; Smoe, S.
moellendorffii; Spra, S. pratensis.
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Figura 21. Modelo hipotético para la evolucion de los C2HDZ de las estreptofitas. Los
circulos negros representan los eventos de duplicacion conservados y las cruces los de
pérdida inferidos a partir de la filogenia. Los nimeros en los nodos indican el nimero
hipotético en el ancestro comdn. Se muestran especies representativas de los grandes
grupos taxonomico. El codigo de colores es el mismo de la Figura 92. Los asteriscos denotan
secuencias obtenidas de transcriptomas.

Discusion

Historicamente existe un desbalance en el avance de la secuenciacion genética de especies
de plantas ya que, por razones economicas y ecoldgicas, las plantas con flores y
particularmente los cultivos, resultan mas atractivos para secuenciar. En los Ultimos afos,
la aplicacién de técnicas de secuenciacion gendmica y transcriptébmica para estudiar
charofitas y briofitas esta generando informacion valiosa para entender la evolucién de las
plantas y, en particular, la historia evolutiva de familias génicas. Entre estas nuevas
especies secuenciadas disponibles publicamente se destacan las algas verdes y charofitas.
A diferencia de la secuenciacion de genomas, los transcriptomas proveen una valiosa fuente
de informacion mas efectiva a nivel de costos, que puede resultar fundamental para
complementar las primeras y abarcar un rango mas representativo de la evolucion de las
especies [23], [274], [275]. Estos esfuerzos, estan generando un volumen de informacion
suficientemente grande para resolver preguntas evolutivas complejas, que incluyen el
origen de familias génicas, eventos de duplicaciones y pérdidas génicas, aparicion y

conservacion de nuevos motivos y dominios [8]. Esto resulta sumamente importante para
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entender la relevancia evolutiva de los descubrimientos que se van realizando a nivel

funcional mediante técnicas de biologia molecular.

En este trabajo, utilizamos bases de datos transcriptomicas de los proyectos “The green
algal tree of life” y “1kp” para realizar mineria de datos para la identificacion de genes
HDZ en algas clorofitas y charofitas. En primer lugar, para entender la relacion entre todas
familias pertenecientes a los HD, realizamos una filogenia de toda la superfamilia.
Encontramos que 9 de las 11 familias de HD ya estaban en el genoma de algas clorofitas, 4
mas que en estudios previos. Utilizando métodos alternativos confirmamos que al menos 3
de estas 4 familias estaban conservadas en transcriptomas de clorofitas [129]. Nuestro
enfoque basado en el uso de datos transcriptomicos amplid significativamente la presencia
de familias de factores de transcripcion HD en clorofitas, incluyendo las familias PHD,
SAWEDEE, PLINC y HDZ. Aunque inferimos una alta tasa de pérdida de genes en las clorofitas,
es posible que la pérdida de genes en las clorofitas y la retencion de genes en las
estreptofitas hayan jugado un papel tanto en la divergencia de linajes como en la
colonizacion del medio terrestre, respectivamente. Anteriores trabajos utilizando
solamente genomas, habian reportado que 5 de las 11 familias se encontraban en clorofitas
[129]. Nuestros resultados apoyan la idea de que el origen de la mayoria de las familias de
genes HD tuvo lugar en las Viridiplantae, mas especificamente en las clorofitas. De forma
mas general, esto refuerza la idea de que la mayor diversificacion de las familias de FTs
tuvo lugar en la era Precambrica, mucho antes de la radiacion de las plantas terrestres [59],
[129]. Aun asi, el genoma de Marchantia presenta algunas excepciones a este patron
general, incluyendo algunas familias de FTs que se expandieron de forma temprana,
incluyendo: bHLH, NAC, GRAS, ASL/LBD, and AP2/ERF y el caso singular de los HD-BELL que

presenta un numero reducido de miembros en musgos y antocerofitas.

En el caso que aqui presentamos se destaca la presencia de secuencias correspondientes a
homologos a la familia HDZ en algas clorofitas. Todavia es materia de discusion si el origen
de la familia HDZ esta dado por la aparicién de un linaje especializado dentro de una
subfamilia o por la fusion de dominios de dos familias distintas [294]. Nuestras evidencias
sugieren que el dominio LZ de los HDZ habria aparecido de forma secuencial, dado a su
naturaleza semi-desordenada, conservando un mayor nimero de residuos de leucinas en

posiciones alineadas a medida que transcurrio el tiempo.

De forma interesante, el dominio HD del gen HDZ encontrado en M. opisthostigma es
homologo a los HD de los C2HDZ, aunque no presenta otros motivos o dominios auxiliares a
los HD y LZ. La mayoria de estos dominios auxiliares parecen haberse incorporado antes de

la divergencia de los Klebsormidiales, con la excepcion de los motivos ZIBEL y AHA de los
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C1HDZ y C2HDZ, respectivamente. Si bien todavia la filogenia de las algas charofitas es
controvertida, identificamos proteinas HDZ en practicamente todas las especies de
charofitas secuenciadas. El ancestro comin entre C. atmophyticus y M. viride y el resto de
las charofitas es de los mas antiguos. Mientras que en el transcriptoma de M. viridae pudimos
encontrar una Unica secuencia que corresponde a un C4HDZ, en C. atmophyticus
encontramos cuatro copias correspondientes a posibles homologos de las clases Il y lll. Por
su parte, el genoma de K. nitens codifica para genes de las cuatro clases de HDZ. La
interpretacion mas parsimoniosa de estos resultados es que los genes C2HDZ se originaron
primero en clorofitas. Esta familia fue heredada a las estreptofitas donde divergieron,
primero los C3HDZ y C4HDZ, y finalmente en los C1HDZ.

Este estudio también reveld un interesante proceso de pérdida de genes y eventos de
duplicacion que no habian sido descriptos anteriormente. La historia evolutiva de C1HDZ en
las plantas terrestres incluyd cuatro eventos de duplicacion importantes que ocurrieron
antes de la divergencia entre gimnospermas y angiospermas. La evolucion de la C1HDZ en
monocotiledoneas esta marcada por eventos de pérdida de genes y pocos eventos de
duplicacion. Hasta ahora, los clados 6 y 7 se han perdido en los genomas de las
monocotiledoneas y, en el caso particular de las monocotiledoneas secundariamente
acuaticas, han perdido adicionalmente miembros génicos del clado 1. Aln no esta clara la
contribucion funcional de estos clados al proceso evolutivo de las monocotileddneas.
Considerando que varios miembros del clado estan involucrados en las respuestas al estrés
abiotico [244], [295] , es tentador pensar que estos genes ya no son necesarios en un medio

acuatico [43].

Por su parte, los C2HDZ no tienen un origen monofilético en plantas terrestres. Nuestro
analisis muestra por primera vez que existen dos linajes de estos genes en estas plantas.
Entre estos, uno es el que ya se conocia y esta presente en practicamente todas las especies
de plantas terrestres, mientras que el otro sélo se encuentra conservado en algunas briofitas
como los musgos. A su vez, estos dos linajes se diferencian por la presencia y ausencia del
motivo CPSCE, mostrando que éste solo se incorporo al que posteriormente se conservo en

el resto de las plantas terrestres.

Basado en nuestro estudio filogenético, el linaje C2HDZ no mostrd un origen monofilético
en plantas terrestres. Nuestro analisis mostrd que al menos dos miembros de C2HDZ fueron
heredados por las plantas terrestres y conservados en los musgos. Estos dos sub-clados se
diferencian por la presencia o ausencia del motivo CPSCE. Nuestros resultados filogenéticos

son consistentes para inferir que el clado CPSCE-less se perdi6 en plantas vasculares.
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Nuestros resultados demuestran que la familia HDZ ya estaba presente en las algas verdes.
Sin embargo, su expansion acompan6 importantes modificaciones en los programas de
crecimiento y desarrollo, incluyendo la multicelularidad, el crecimiento polar y la forma.
Una vez en tierra, la familia HDZ experimentd multiples eventos de duplicacion que, basados
en la redundancia génica de Arabidopsis y otras plantas modelo, probablemente sufrieron
neo y subfuncionalizaciones (Ver Introduccion General). Los proyectos de secuenciacion en
curso de genomas de algas verdes nos permitiran comprender su evolucion y la evolucién

funcional de estos factores de transcripcion durante la evolucion de las plantas.
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CARTUD 2
Estudios funcionales del gen homologo CIHIZ en
Marchantia paymorpha

Introduccion
HDZ de clase |

En este capitulo nos enfocaremos en el rol biologico del Unico homélogo a los genes C1HDZ
en Marchantia. Como ya mencionamos anteriormente, los genes C1HDZ fueron estudiados
principalmente por su rol en respuestas de aclimatacion en angiospermas [245]. En
particular, numerosos estudios los vinculan con las respuestas al estrés hidrico, salino,
osmotico, al frio y a la inundacion [296]-[310]. Estos trabajos no sélo se han realizado en
Arabidopsis estudiando genes endogenos, sino también genes heterdlogos en Arabidopsis o
directamente otras especies, sobre todo cultivos de interés agronomico. Con solo algunas
excepciones, en la mayoria de los casos estos genes mejoran la tolerancia al estrés. Si bien
se han propuesto diferentes mecanismos por los cuales estos genes regulan las respuestas al
ambiente, las evidencias mas concretas sugieren que estos genes regulan de forma directa
algunos de los principales componentes de la via de sefalizacion del ABA, incluyendo NCED,
PP2C y PYL [246], [311]. Entre los diferentes mecanismos, varios trabajos también sefalan
cambios en la vasculatura de las plantas que sobreexpresan FTs de esta familia [312], [313].
Incluso, algunos de estos genes forman parte de patentes y estan siendo usados en
programas de mejoramiento genético de cultivos aumentando el rendimiento y la tolerancia
al estrés abiotico [314]-[318].

Los genes de esta familia también fueron involucradas en procesos bioldgicos de
morfogénesis. En Arabidopsis, las plantas deficientes en AtHB13 presentan tallos mas largos
y menor hidratacion del polen [247], mientras que el paralogo AtHB23 participa también de
la elongacion y la formacion de raices secundarias y terciarias [319]. La sobreexpresion de
AtHB52 en cambio, genera una raiz principal mas larga [320]. Por otra parte, AtHB1y AtHB5
participan también de la elongacion del hipocotilo [321][322]. Un caso muy distinto son los
de VRS1 en cebada y GT1 en maiz, los cuales regulan las bifurcaciones de las inflorescencias
y los tallos laterales respectivamente [323], [324]. Entre otros roles, también se sugiere que

AtHB12 regula la expansion celular [325].
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Una de las funciones en desarrollo mas estudiadas de los C1HDZ, es la regulacion de la forma
de las hojas. Trabajos de 2001 y 2003, mencionan que la sobreexpresion de AtHB13y AtHB16
genera alteraciones en el desarrollo de las hojas [326], [327]. Unos afos mas tarde, se
publicé que la mutacion en otro HDZ, LMI1 (Late Meristem Identity 1, también conocido
como AtHB51), genera hojas menos aserradas pero con lobulos ectopicos en la base de la
hoja, algo que no es habitual en hojas de Arabidopsis [243]. En otras especies de brasicas,
la presencia de un paralogo de LMI/1 denominado RCO (Reduced Complexity) genera hojas
complejas [241], [328]. En algoddn, cambios en LMI1 es responsable de la tipica hoja de
grandes lobulos de cultivares comerciales [329]. En Cardamine hirsuta, una brasica, se
mostrd que esta funcion esta asociada a la activacion directa de la expresion del bloqueador
de la mitosis WEE1 [242]. La sobreexpresion ectopica de genes CTHDZ en Arabidopsis
también genera hojas mas aserradas, aunque no esta claro si es una consecuencia
artefactual de la expresion ectopica o parte de su rol biolégico [244], [330], [331]. Un caso
particular es el mutante Imi1 de Arabidopsis, que presenta una hoja con bordes totalmente
lisos [242]. En este sentido, sacando los casos de sobreexpresion, la mayoria de los trabajos
con pérdida de funcion asociados a genes C1HDZ que presentan algun fenotipo en desarrollo

estan limitados al clado 6 al que pertenece LMI1 (Figura 22).

Las vias de sefalizacion involucradas en los diferentes tipos de procesos bioldgicos son
variadas. Ademas de ABA como dijimos anteriormente, otros trabajos sefalan también al ET
[296], [320], [332], [333]. Se ha visto que en Nicotiana benthamiana, el silenciamiento de
NaHD20 afecta las emisiones de bencil-acetona de forma dependiente de ABA [334]. Por
otra parte, se ha mostrado que un gen de esta familia regula negativamente la sintesis de
antocianinas en manzanas [335]. Hay trabajos donde también se asocia a estos genes a la
defensa contra patogenos [297], [331], [336].

Es muy poco lo que se sabe en otros linajes de plantas por fuera de las angiospermas. El
Unico estudio que hay se realizé en Physcomitrella, sugiriendo que esta involucrado en el
desarrollo de rizoides. En el mismo se muestra que PpHB7 se expresa en los rizoides y se
induce por auxinas. La pérdida de funcion de este gen genera rizoides hialinos con menor
numero de cloroplastos [268]. Si bien hay algunos otros trabajos que sefalan que los C1HDZ
podrian estar involucrados de forma directa o indirecta en la via de senalizacion mediada
por auxinas [320], [337], este fenotipo no tendria relacidon con la mayoria de trabajos al
respecto que hay en angiospermas. De todos modos, en Physcomitrella, existen numerosas
copias de genes CTHDZ (ver Capitulo 1) producto de duplicaciones que solo existen en
musgos, por lo que la funcion de los mismos podria haber divergido y la pregunta sobre

alguna funcion ancestral compartida por todos los genes C1HDZ esta lejos de ser contestada.
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Redundancia funcional en los C1HDZ
Como ya discutimos anteriormente, las funciones descriptas para los genes C1HDZ en plantas

con flores son muy variadas y van desde la respuesta al estrés hasta la morfogénesis, pasando
por distintos procesos biologicos. De estos estudios, no se desprende una asociacion clara
entre los diferentes clados de genes CTHDZ y sus funciones propuestas. En cambio, si hay
un amplio consenso que los CTHDZ unen secuencias muy similares de ADN, y que sus patrones
de expresion se solapan en numerosos tejidos y estadios de desarrollo. Esto explica por qué
en muchas ocasiones se observa redundancia funcional. Un ejemplo ilustrativo de la
redundancia funcional entre genes CTHDZ es que so6lo el triple mutante para los genes
AtHB21, AtHB40 y AtHB53 del clado 4 de Arabidopsis mostré un fenotipo de ramificacion del
tallo y no los mutantes simples o dobles [246]. Por el contrario, muchos fenotipos reportados
para un gen, no se encontraron en sus homologos y en algunos casos ni siquiera su paralogo

mostré el mismo fenotipo [247].

La sobreexpresion ectopica es una herramienta largamente utilizada para el estudio de FTs
y, en particular, de los de esta subfamilia. Una caracteristica comin que suele aparecer
como producto de la sobreexpresion ectopica de estos genes es una morfologia anormal de
la hoja. Esto puede deberse a la interferencia generada en las vias de sefalizacion
controladas por los FTs de esta subfamilia, mediante dimerizacion o titulacion con otros
C1HDZ endogenos, o incluso de la interacciéon con otros FTs. En un trabajo anterior,
discutimos las caracteristicas fenotipicas en comln que genera la sobreexpresion de estos
genes, algunas de las cuales podrian ser artefactuales con respecto al rol que cumplirian a
nivel fisioldgico [244]. Esto se observa particularmente en lo que respecta a los fenotipos
de tolerancia a la sequia, que son los mas ampliamente reportados en numerosas especies.
Algo que es notable es que muchos genes de esta subfamilia son inducidos como respuesta
a diferentes tipos estrés, edades o tejidos (Figura 22A). El patron de expresion de estos
genes es un aspecto importante en Arabidopsis. Los pertenecientes a los clados 1y 4 son los
que se inducen mas claramente en respuesta al estrés por la sequia. Aunque, los casos
reportados de miembros de esta subfamilia que regulan la tolerancia a la sequia, no estan

circunscriptos a ningn clado en particular (Figura 22B).

La redundancia funcional de estos genes puede darse a nivel de los blancos rio abajo como
sugieren diferentes estudios transcripcionales hechos sobre plantas que expresan
ectopicamente estos genes en Arabidopsis [244]. Estudios recientes han evaluado a nivel
genomico por inmunoprecipitacion de la cromatina seguida de secuenciacion (ChiP-seq) los
sitios a los que se unen diferentes miembros de esta subfamilia en Arabidopsis durante la
respuesta a ABA [148]. En la Figura 23 se muestra el resultado del solapamiento entre genes
blanco para los C1THDZ AtHB5, AtHB6 y AtHB7 y el C2HDZ AtHAT22. Si se consideran todos
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Figura 22. Adaptado de Romani et al. (2016). (A) Patrén de expresion de los genes C1HDZ
de Arabidopsis en base a analisis de microarreglos disponibles en GENEVESTIGATOR [413]
representado en forma de mapa de calor (rojo mayor expresion y verde menor expresion).
En la izquierda se indican el periodo y el tipo de estrés aplicado, asi como el tejido u 6rganos,
edad y sustrato (subs) que se utilizaron. Abreviaturas: WD: deprivacion de agua; D:
desecacion; PEG: polietilenglicol; Mild WD: limitacion de riego moderado. (B) Filogenia de
los genes C1HDZ de A. thaliana, O. sativay aquellos para los cuales se reportaron funciones
asociadas al estrés en otras especies (los mismos se indican con un circulo negro. Los clados

coinciden con los de la Figura 17.

los picos estadisticamente significativos, la cantidad de genes compartidos por todos es
mucho mayor a los conjuntos que estan compartidos en uno o pocos (Figura 23). Si se
considera solo el primer decil en términos de la sefal obtenida por ChiP-seq, el solapamiento
sigue siendo muy grande (Figura 23 derecha). Esto ocurre tanto entre miembros C1HDZ que
son paralogos (como AtHB5 y AtHB6), como entre aquellos que divergieron de forma
temprana en la evolucion (como AtHB7 con respecto a -5y -6), e incluso con respecto a uno
de otra clase (AtHAT22). Esto de alguna forma indica que la redundancia funcional es
inevitable por el alto solapamiento de genes blancos. También indica lo que habiamos

observado en estudios transcripcionales previos [244].

Este fenomeno no es algo exclusivo de los genes CTHDZ, también se ha visto para otras
familias de FTs en plantas [148]. La razon detras es que los miembros de una misma familia
o subfamilia unen secuencias de ADN similares y dentro de una misma especie en cierto
punto compiten por los mismos sitios de union al genoma. Algunos han dado a llamar este

fenomeno como la “paradoja de la especificidad los FTs” [151]. Esto no descarta que dicha
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competencia tenga sentido bioldgico y por tanto no sean completamente redundantes, pero
claramente es un aspecto a tener en cuenta al momento de las caracterizaciones funcionales
y tiene consecuencias sobre la comprension de los mecanismos que modularon la evolucion
de la subfamilia. Sugiere a su vez que el patron de expresion de cada miembro es entonces
un aspecto importante que podria haber afectado la diversificacion mas que cambios en la
afinidad que les permitan a los diferentes miembros especializarse en diferentes blancos,

lo que sigue la logica discutida en la Introduccion General.

TOP10
AtHB6 AtHB5 AtHB6 AtHBS

AtHB7 AtHAT22 AtHB7

AtHAT22

Figura 23. Diagrama de Venn del solapamiento entre los grupos genes con picos
significativos de ChiP-seq para genes C1HDZ. En base a un reanalisis de los experimentos
publicados en Song et al. (2016) se tomaron todos los picos estadisticamente significativos
(ALL) o solo el primer decil en cuanto a la cantidad de lecturas que tienen los picos (TOP10).

Volviendo a los aspectos funcionales, lo que conocemos de estos genes hasta el momento,
hace muy dificil poder predecir si existe alguna funcion ancestral conservada en algunos de
los miembros, que pueda ayudar a entender el patron de diversificacion (neo- y sub-
funcionalizaciones) a lo largo de la evolucion de las plantas. La funcion asociada al estrés
es quizas la mejor descripta hasta el momento y existen razones para pensar que podria
estar compartida de alguna forma por los diferentes genes de esta subfamilia. De todos
modos y en contraste con la estrategia de sobreexpresion ectdpica, los fenotipos asociados
no siempre son evidentes a nivel de mutantes simples. Para poder abordar esta
problematica, se requeriria construir mutantes de alto orden para poder hacer evidente el
rol que cumplen a nivel fenotipico. Por esta razon, y dado que es muy poco lo que se conoce
de estos genes en plantas no vasculares, hemos decido estudiar esta subfamilia en
Marchantia. Dado que su genoma codifica para un Unico miembro de los CTHDZ, es un

modelo que podria ayudar a dilucidar esta pregunta evolutiva.
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Marchantia polymorpha como modelo para la biologia molecular de

plantas
Marchantia es una hepatica que pertenece al grupo de las briofitas. Existen mas de 23000

especies de briofitas identificadas, de las cuales aproximadamente 6000 corresponden a
hepaticas [338]. Seglun los modelos evolutivos actuales, las briofitas son un grupo
monofilético de plantas no vasculares que se diferenciaron del resto de las embriofitas hace
450 Mya. Su utilizacion se potencio a partir de la publicacion de su genoma [59] y el
desarrollo de técnicas moleculares que pueden ser aplicadas a esta planta, incluyendo
diferentes métodos de transformacion mediada por Agrobacterium, miRNA artificiales,
CRISPR-Cas, asi como también una coleccion de plasmidos para clonado y expresion de
fusiones de genes [192], [195], [339], [340].

Si bien no existen antecedentes de estudios cientificos utilizando este modelo para la
biologia molecular en Argentina, numerosos trabajos realizados por una creciente
comunidad de cientificos en el resto del mundo han demostrado su versatilidad (Ver
Introducciéon General: estudios moleculares de FTs con perspectiva evolutiva) y se esta
consolidando como modelo de estudio para evo-devo. Su genoma esta compuesto por 8
autosomas y un cromosoma sexual, que incluyen unos ~19.100 genes que codifican para
proteinas y otros ~1300 asignados a ARN no codificantes [59]. Ademas del genoma, hay
disponibles numerosos transcriptomas de Marchantia en diferentes tejidos y condiciones que
derivan del proyecto del genoma y otros estudios [105]. Muy recientemente, se publicaron
ademas nuevos ensamblajes del genoma de Marchantia a escala cromosémica, que permitira
mejorar la calidad de la informacion gendmica disponible [341], [342]. Una diferencia
central con el genoma de P. patens, otra briofita que sirve como modelo y ocupa una
posicion filogenética similar en la evolucion de las plantas, es que el genoma de Marchantia
no presenta WGD en toda su historia evolutiva [138]. Esto impacta particularmente en el
numero de genes que codifican para FTs, mientras que en Marchantia son unos ~400 genes,
en Arabidopsis son ~1700. Como sucede para los CTHDZ, un gran numero de familias y

subfamilias de FTs tienen un Unico miembro en Marchantia [59].

A nivel ecologico, las hepaticas pueden encontrarse en cualquier lugar del planeta,
ocupando diversos nichos, sobre todo en zonas de alta humedad y cerca de cursos de agua.
Es importante destacar algunas caracteristicas de M. polymorpha y su ciclo de vida [59],
[343]. En la Figura 24 realizamos una representacion esquematica del mismo. Como otras
briofitas, el gametofito (gametophyte) haploide es el tejido vegetativo dominante de
Marchantia. El esporofito en cambio (sporophyte) diploide esta limitado a la etapa
reproductiva sexual. Presenta dimorfismo sexual que puede evidenciarse en la formacion de

estructuras reproductivas denominadas gametangioforos (gametangiophores) que incluye al
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arquegonioforo para el gametofito femenino (archegoniophore) y anteridiéforo
(antheridiophore) para el gametofito masculino. En los anteridios se produce el esperma
(sperm) flagelado que fecundara los ovulos que se desarrollan en el interior de sacos del
arquegonioforo. Alli transcurrira la efimera fase del esporofito que culminara con la
produccion de esporas haploides, completando asi el ciclo de vida sexual. Las esporas
(spores) unicelulares se pueden dispersar facilmente por el aire. Las esporas de Marchantia
son muy resistentes y pueden viajar miles de kilbmetros [343]. Las esporas son haploides, la
mitad de las esporas van a ser masculinas y la otra mitad femeninas. Cuando encuentran
condiciones adecuadas, esas esporas se empiezan a dividir y generar cloroplastos. Luego de
una serie de divisiones, se empieza a notar que el gametofito se polariza y la division celular
se concentra en el meristema y forma el pro-talo (pro-thallus). A medida que se produce el
crecimiento, se generan meristemas secundarios y asi el talo (thallus) gametofitico puede
seguir creciendo. La transicion reproductiva y la produccion de gametangiéforos esta
regulada por el ambiente luminico y mediada por el fotoreceptor fitocromo [344]. En la
naturaleza esto ocurre aproximadamente en primavera, mientras que en condiciones de
laboratorio la transicién puede inducirse con la suplementacion de rojo lejano (far-red,
~730nm). En condiciones de laboratorio la produccion de gametangioforos toma unas cuatro
semanas, producir espermas maduros que puedan realizar la fecundacién toma una o dos
semanas mas y la maduracion del esporofito otras tres semanas mas. En total, toma cerca

de dos meses completar todo el ciclo de vida sexual [339].

Marchantia tiene también la capacidad de reproducirse de forma asexual. Este proceso
implica la formacion de propagulos que se diferencian y acumulan en una estructura
denominada copa (gemmae cup) localizada en la parte dorsal del gametofito (Figura 24). La
produccion de copas y gemas esta regulada por las condiciones nutricionales del ambiente.
Las copas cumplen también el rol de mantener las gemas en estado de dormancia [68]. Las
gemas son altamente uniformes en su desarrollo y derivan de una Unica célula del
gametofito, que forma dos meristemas (notch) hacia los costados y mantiene un sitio de
anclaje (stalk). Una misma copa puede contener cientos de gemas. En la naturaleza, el agua
remueve las gemas acumuladas en la copa y asi son dispersadas para generar una nueva
planta, que es un clon genético de la planta madre. En condiciones normales de laboratorio,
es muy sencillo cultivar Marchantia en forma de gemas en un ciclo que toma unas 3 semanas
[339].

A diferencia de otras plantas terrestres, Marchantia carece de estomas. De todos modos, en
el talo de Marchantia existen tejidos especializados que forman una camara de aire (air

chamber) que se encuentra por debajo de la epidermis y donde se encuentran numerosos
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filamentos de células fotosintéticas [343]. Estas camaras estan conectadas al exterior
mediante un poro (air pore) que no tiene la capacidad de abrirse y cerrarse como los

estomas y tiene origenes evolutivos divergentes [24].

En la Figura 24 también destacamos algunas células y tejidos especializados en Marchantia.
En particular los rizoides (rhizoids) son células ubicadas en la zona central del talo, tienen
una funcion similar a los pelos radiculares en plantas vasculares y sirven para el anclaje y la
adquisicion de nutrientes [216]. A diferencia de otras briofitas, los rizoides son unicelulares
y se pueden elongar de forma polar por varios centimetros. Otros tejidos especializados que
vale la pena destacar son las escamas (scales) que son extensiones multicelulares de la parte
ventral del talo y también son importantes para el anclaje al sustrato. Las papilas
mucilaginosas (mucilage papillae) y papilas de limo (slime papillae) son tejidos
multicelulares y se encuentran cerca del notch otorgando proteccion mediante la secrecion
de mucilago [345], [346]. Existen también papilas de superficie (surface papillae) que se
producen en el borde de la lamina del talo y en otras regiones de la zona dorsal [347]. Se
tratan de extensiones de la epidermis que pueden estar separadas por una pared celular de
las células [347], [348]. Por ultimo, los cuerpos oleosos (oil bodies) son otras células
dispersas especializadas del gametofito, que se encuentran en la mayoria de los tejidos de

la planta [349]. En otro apartado nos dedicaremos mas en profundidad a los oil bodies.
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Figura 24. Representacion esquematica del ciclo de vida de Marchantia diferenciando entre
el ciclo reproductivo y vegetativo. Los tejidos y érganos representativos se sefialan en cada
caso. En los recuadros se muestran cortes trasversales de diferentes 6rganos. Los dibujos
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son de elaboracion propia, basados en fotos propias y dibujos previamente publicados [343],
[348].

Metabolismo secundario en Marchantia
Asi como la transicion a la tierra de las plantas estuvo acompafnada por un incremento en la

complejidad de la regulacion transcripcional, también hubo un aumento en la diversidad de
su metabolismo secundario. Las briofitas, y las hepaticas en particular, poseen un
metabolismo secundario complejo. Es por esta razon que las hepaticas tienen un lugar en la
medicina tradicional china y griega desde la Edad Antigua [338], [350], [351]. De las mismas
se han aislado cientos de compuestos novedosos y mas de 40 esqueletos carbonados que no
se encuentran en otros grupos de especies [338]. Los mayores constituyentes del
metabolismo secundario de las hepaticas son los diterpenos, sesquiterpenos, compuestos

fendlicos y poliquétidos.

El grupo de los fenilpropanoides es uno de los componentes principales del metabolismo
secundario. Esta ruta se inicia con la biosintesis de acido cinamico (cinamic acid) a partir
de L-fenilalanina (L-phenylanaline) catalizado por la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL).
La funcionalidad de esta via central fue probada en Marchantia mediante el estudio
funcional de cinamato-4-hidroxilasa [352]. Esta enzima produce el acido p-cumarico que
sirve de precursor para la sintesis flavonoides, lignina, otros compuestos fendlicos, y acidos

bis(bibenzilicos) en hepaticas (Figura 25A).

En angiospermas, la sintesis de flavonoides (flavonoids) implica la conversion de acido p-
cumarico en chalcona catalizada por la chalcona sintasa (CHS). La chalcona es convertida a
flavonoides mediante la chalcona isomerasa (CHI) y otras enzimas que contintan la ruta de
biosintesis. La ausencia de CHI y su homologo (CHI-like) produce que el contenido de
flavonoides caiga drasticamente en Marchantia [205]. En plantas superiores, esta misma via
esta involucrada en la biosintesis de antocianinas. Originalmente, y debido a su regulacion
y rol en la coloracién rojiza de Marchantia y la defensa contra patogenos [104], [207], se
pensaba que la riccionidinas, compuestos que solo se encuentra en hepaticas, se trataban
de un tipo particular de antocianinas. Estudios recientes han mostrado que se trata de
compuestos con diferentes propiedades bioquimicas y que no son sintetizados por la via de
la CHI y por tanto no son antocianinas. Esta via seria completamente novedosa para las
plantas, y depende de la actividad de una polifenol oxidasa (PPO, del inglés polyphenol
oxidase) que fue identificada recientemente [353]. Para poder diferenciarlos se decidio

denominar a estos compuestos auronidinas [353].
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Los acidos bis(bibenzilicos) (bisbibenzyl acids) son bibencilos macrociclicos que si bien se
encuentran en otras especies de plantas, son particularmente abundantes y caracteristicos
de las hepaticas [354]. La via propuesta para su sintesis se inicia con una citocromo P450
oxidasa (P450) que convierte el acido p-cumarico (p-coumaric acid), en dihidro-p-cumarico.
Este compuesto es convertido por la 4-cumaroil:CoA ligase (4CL) en dihidro-p-cumaoril CoA
y luego en acido lunularico (lunularic acid) por accion de una estilbeno carboxilato sintasa
(STCS) [355]-[357] (Figura 25A). Los pasos subsiguientes de conversion entre dos acido
lunularico y los bis(bibenzilos) se desconocen, pero se presume que implica la actividad de
otras P450 que generan una serie de conversiones que dan lugar a la gran diversidad de estos
compuestos en briofitas. La marchantina A (Marchantin A) es uno de los mas caracterizados
(Figura 25B) [356], [358]. Estos compuestos presentan un amplio espectro de actividades
bioldgicas, particularmente debido a su toxicidad contra bacterias y hongos [206], [338]
pero también ejercen un efecto citotoxico en células humanas [359]. A su vez, estos
compuestos tienen interés farmacoldgico como miorrelajantes, anticancerigenos,

antivirales y antioxidantes [338].

La biosintesis de terpenoides es una de las caracteristicas mas destacable en las hepaticas
por su abundante diversidad. Su ruta de biosintesis es una de las mas ancestrales, siendo
que todos los organismos vivos producen algun tipo de terpenoide. Los terpenoides cumplen
roles importantes en las interacciones de las plantas con el ambiente y con otros organismos
[338]. En plantas, la ruta del mevalonato (MVA pathway, del inglés mevalonic-acid) y la del
2-C-metileritritol 4-fosfato (MEP, del inglés 2-C-methylerythritol 4-phosphate) convergen
en la biosintesis de IPP (del inglés isopentyl diphosphate) y DMAPP (del inglés dimethylallyl
diphosphate), los dos precursores universales para la sintesis de terpenoides. Cada uno
proviene del citoplasma o del cloroplasto respectivamente. Una vez producidos los
precursores, la biosintesis de terpenos puede seguir tanto en el citosol como en la
mitocondria y el cloroplasto [360]. El IPP y el DMAPP se pueden interconvertir mediante la
IDI (del inglés isoprenyl diphosphate isomerase). Una molécula de DMAPP y una de IPP son
sustrato de las GPPS (del inglés geranyl diphosphate synthase) dando GPP (del inglés genanyl
diphosphate), una molécula de 10 carbonos. Alternativamente, una molécula de DMAPP y
dos de IPP, pueden ser condensadas por la FPPS (del inglés farnesyl diphosphate synthase),
formando una molécula de 15 carbonos (FPP, del inglés farnesyl diphosphate). En plantas,
también se ha demostrado que también se puede condensar una tercera molécula de IPP y
formar una molécula de 20 carbonos denominada GGPP (del inglés genanylgenanyl
diphosphate). La diversidad de terpenos producida esta dada mayormente por las terpeno
sintasas (TPS del inglés terpene synthases). FPP es precursor para los sesquiterpenos, GPP

para los monoterpenos y GGPP para los diterpenos. Algunos de los precursores de esta misma
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ruta son también responsables de la biosintesis de fitoesteroles, carotenoides y
fitohormonas (incluyendo ABA, BR, CK, SL y GA) [361] (Figura 25C). La biosintesis de
fitohormonas y su importancia ya la discutimos ampliamente en la Introduccion General. En
cuanto a la biosintesis de fitoesteroles, los mas abundantes en Marchantia son campesterol,

estigmasterol y sitoesterol, algo similar a lo que sucede en otras plantas.

Otra caracteristica destacable del genoma de las hepaticas es la existencia de TPS que
provienen de bacterias y no estan presentes en otras especies de plantas con semilla [362],
[363]. Algunas de estas TPS de Marchantia fueron caracterizadas en bacterias y levaduras,
pero aun se desconoce la especificidad de producto de cada una de ellas [362]. Los terpenos
son moléculas volatiles o volatilizables por su naturaleza hidrofébica. Estudios en plantas
vasculares han mostrado que los terpenoides han sido asociados a muchos procesos
bioldgicos que incluyen la defensa contra hongos y herbivoros, pero también la proteccion
contra la radiacion UV y la tolerancia a la desecacion [361]. También es posible que los
terpenoides cumplen funcion inhibiendo el crecimiento de otras plantas o que actlUen en
forma de hormona, aunque la literatura en este sentido no es tan abundante. Las moléculas
en si mismas pueden tener actividad citotoxica contra células humanas, hongos y nematodos
e insectos. Pueden tener interés industrial como moléculas anticancerigenas, insecticidas o

antifingicas [338].

Los sesquiterpenos son por lejos el grupo mas diverso de terpenoides en hepaticas y varian
mucho entre especies y subespecies [338]. En Marchantia los sesquiterpenos mas abundantes
son el cupareno (cuparene), el b-himachaleno y tujopseno (thujopsene) [78], [362], [364]
aunque otros han sido detectados también en menor abundancia. También existe una
importante diversidad de mono- y diterpenos [338], pero M. polymorpha, el limoneno
(limonene) es el Unico monoterpeno dominante y fitol (phytol) el Unico diterpeno detectable
[362] (Figura 25D).

La sintesis de metabolitos secundarios o especializados esta fuertemente modulada por las
condiciones ambientales [365], [366]. FTs que responden a las vias de sefalizacion
hormonales y de luz son esenciales para esta regulacion, algunos de los cuales ya fueron
identificados y caracterizados. Como discutimos previamente, algunos incluso presentan
cierto grado de conservacion funcional entre las hepaticas y las angiospermas. Por ejemplo,
el aumento en la biosintesis de flavonoides como respuesta a la radiacion UV esta regulado
positivamente por MpHY5 [205]. Mientras tanto, MpMYB14 es fundamental para la biosintesis
de auronidinas, regulacion que parece ser bastante especifica ya que la biosintesis de otros
flavonoides no se encuentra afectada [207]. MpMYB2 en cambio regulan la biosintesis de

bis(bibenzilos) [208]. Un bHLH de P. appendiculatum, que seria ortélogo de MYC1 en
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Arabidopsis, también regula la biosintesis de bis(bibenzilos) y es inducido por SA'y JA [206].
Para la biosintesis de terpenoides, se encontré que MpMYC2X y MpMYC2Y regulan el aumento
de terpenoides de forma dependiente de la via del JA en el contexto de la herbivora [78].
También se observo que se acumula mayor cantidad de terpenoides como respuesta a ABA
[70].
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Figura 25. Representacion esquematica de las rutas de biosintesis de fenilpropanoides (A)
y terpenoides (C). En diferentes colores se indican los espacios subcelulares donde ocurririan
dichas reacciones. Las enzimas estan en italica. (B, D) Ejemplos de las estructuras quimicas
de marchantina A (Marchantin A), su precursor acido lunularico (lunularic acid, B),
campesterol (un fitoesterol), y mono- (limonene) di- (phytol) y sesquiterpenos (thujopsene,
B-himachalene y cuparene) abundantes en Marchantia. Abreviaturas: C3H, 4-coumarato 3-
hidroxilasa; C4H; cinamato 4-hidroxilasa; CCOAOMT, cafeoil-CoA O-metiltransferasa; CHI,
Chalcona isomerasa; CHS, Chalcona sintasa; COMT, acido cafeico O-metil transferasa;
DMAPP, dimetilalil difosfato; 1-deoxi-D-xilulosa 5-phosphate reductoisomerase; F5H,
ferulate 5-hidroxilasa; FPPS, farnesil difosfato sitasa; FPP, farnesil difosfato; GA-3P,
gliceraldehido-3 fosfato; GPPS, geranil difosfato sintasa; GGPPS, geranil geranil difosfato
sintasa; GGPP, geranil geranil difosfato; GPP, geranil difosfato; HCT, p-hidroxi cinamoil
transferasa; IDI, isoprenil difosfato isomerasa; IPP, isopentenil difosfato; MVD, mevalonato
difosfato decarboxilasa; P450, citocromo P450; PAL, fenilalanina amonio liasa; PPO,
polifenol oxidasa; STCS, estilbeno carboxilasa sintasa; TPS, terpeno sintasa.
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Oil bodies

Los oil bodies son organelas especializadas para la acumulacion y la biosintesis de
compuestos lipofilicos. La presencia de los mismos es una caracteristica sinapomorfica de
las hepaticas. En algunas especies se encuentran dispuestos en forma de numerosos oil
bodies pequefos en practicamente todas las células tanto del gametofito como del
esporofito. Al mismo tiempo, en otras como M. polymorpha, los oil bodies aparecen solo en
algunas células dispersas a lo largo del gametofito y en forma de un Unico oil body de color
marréon que ocupa casi todo el espacio celular [349]. Dichas células especializadas son
denominadas idioblastos y estan confinadas por una membrana simple [367] en la que se
localizan enzimas asociadas a la biosintesis de terpenoides [368]. Algunos de los
constituyentes quimicos de los oil bodies identificados en hepaticas son mono-, sesqui-, y
diterpenos y bis(bibencilos) [338], [361], [368]. Estudios posteriores confirmaron de forma
directa que los sesquiterpenos y bis(bibencilos) estan localizados en los oil bodies [364],
[369]. La composicion de los mismos puede variar fuertemente entre especies o subespecies

e incluso la coloracion y apariencia puede cambiar radicalmente [349], [361].

Desde hace mucho tiempo se conoce que la fragancia de las hepaticas esta asociada a la
presencia de oil bodies [370], ademas, la diferencia entre el sabor de las diferentes especies
se correlaciona con la composicion de los oil bodies [371]. La funcidn bioldgica que cumplen
los oil bodies es todavia materia de disputa en la literatura cientifica y la mayoria de los
trabajos al respecto son relativamente viejos. Los roles propuestos incluyen la defensa
contra una variedad de estreses abidticos, incluyendo el frio y el estrés osmotico [372], la
desecacion [373]-[375], la alta irradiancia de luz [376], la radiacion UV [374], [377], el estrés
metabolico [349], [367] y la defensa contra herbivoros [11], [378] y patogenos [379], [380]
(Figura 26). De todos modos, la mayoria de los roles bioldgicos propuestos se basan en la
actividad de los compuestos purificados que se acumulan en el oil body o en observaciones
ecologicas. Experimentos con caracoles mostraron que los mismos prefieren alimentarse de
hepaticas a las que se le removieron los compuestos no polares utilizando alcohol [378]. Un
rol en el mismo sentido esta también apoyado por la evidencia fésil de herbivoros en
hepaticas del periodo Devoniano [11]. Al dia de hoy, no existen herramientas genéticas que

provean evidencias directas para estudiar la funcion de los oil bodies.

Debido a la naturaleza quimica de estos compuestos, los oil bodies son importantes para la
acumulacion de los mismos, ya sea porque se pueden evaporar o porque podrian ser toxicos
para la misma planta [364], [381]. Presentan cierto paralelismo con otras estructuras
diferenciadas como las glandulas y tricomas que se encuentran en otras plantas terrestres,
pero por su naturaleza quimica y las caracteristicas de su membrana, habrian evolucionado

de forma independiente [382].
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Estudios pioneros en la biologia de hepaticas sugieren que la mayoria de las condiciones
ambientales no modifica el nUmero de oil bodies que se producen en la planta [383]-[385].
De todos modos, en Marchantia, se conoce que las plantas en su ambiente natural o en
condiciones no axénicas de crecimiento, producen un mayor numero de oil bodies en
comparacion con las condiciones tipicas de laboratorio [364]. Algo similar sucede si se
crecen las plantas bajo condiciones de hambreado o escasez de nutrientes. Todavia no se
conoce como es la regulacion que lleva a la diferenciacion de estas células.
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Labande%ra etal., 2014) Komala et al., 2010)

Figura 26. (A) Esquema de una planta de Marchantia indicando las referencias a posibles

funciones fisio-ecologicas de los oil bodies en hepaticas. (B) Foto de una gema de M.
polymorpha donde se muestra una amplificacion y se sefalan los oil bodies (flechas blancas).

Objetivos e hipotesis
El objetivo general de este capitulo es comprender el grado de conservacion de los

mecanismos de respuesta al ambiente de las plantas terrestres y determinar el rol los genes

C1HDZ durante la evolucion de estas respuestas en diferentes especies de plantas terrestre.

Para ello, proponemos una estrategia basada en la caracterizacion funcional del Unico
homologo de los genes CTHDZ en M. polymorpha. Para ello caracterizaremos las respuestas
fenotipicas de plantas mutantes de este gen (Mpc7hdz) y plantas que lo sobreexpresan de
forma ectopica y constitutiva en Marchantia. También se estudiara el patron de expresion

de MpC1HDZ y lo compararemos con lo que sucede en Arabidopsis.
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Hipotesis de trabajo
Hipétesis 1: El gen homodlogo C1HDZ de Marchantia cumple una funcion fisiologica similar o

conservada a las que ya se conocen en Arabidopsis. Esperamos que la expresion diferencial
en Marchantia para el gen C1HDZ genere fenotipos similares a los que ocurren en Arabidopsis

(ej. sea mas tolerante al estrés abidtico).

Hipétesis 2: El gen homodlogo CTHDZ de Marchantia controla respuestas similares porque

regula cascadas de sefalizacion funcionalmente conservadas en Marchantia y Arabidopsis.

Materiales y metodos
Cultivo y obtencion de plantas
Se utilizaron plantas de M. polymorpha sp. ruderalis colectadas en Australia (Melbourne)

[87]. Para el mantenimiento y subcultivo, las plantas fueron cultivadas en placas Petri de 9
X 2,5 cm ventiladas medio 0.5x Gamborg B5 (pH 5,5) con agar al 1% (p/v), en camaras de
crecimiento con fotoperiodo de 16/8 h, luces blancas de 60-70 umol m2s™, a 22°C. De no
indicarse lo contrario, las plantas fueron manipuladas en condiciones de esterilidad en flujo
laminar. Para evaluar el impacto de diferentes tratamientos, este medio es considerado
como “normal” y estas condiciones como “control”. La induccidn a la fase reproductiva se
realizo utilizando luz blanca suplementada con luces de rojo lejano (730 nm, Cree Inc. LEDs)

segun lo descripto anteriormente [190].

Transformacion de Marchantia
Las esporas de Marchantia fueron transformadas utilizando una técnica descripta

previamente [386]. Brevemente, las esporas fueron germinadas y crecidas en 25 ml de medio
liquido 0.5x Gamborg B5 suplementado con sacarosa (2% p/v), casaminoacidos (0.1% p/v) y
L-Glutamina (0.03% p/v) por 10 dias de manera previa a la co-inoculacion con 1 ml de
suspension saturada de Agrobacterium (GV3001) conteniendo plasmidos binarios y
agregando acetosiringona (100 pM). Los esporangios fueron plaqueados en medio selectivo
(10 pg/ml de higromicina B 0 2.5 G418 pg/ml con 200 mg/ml de timentina). Después de dos
semanas, varias lineas independientes T1 fueron seleccionadas por una semana mas en
placas con antibiotico antes de ser transferidas a placas sin antibiotico para la obtencién de
gemas. Gemas de muchos eventos primarios de transformacion fueron analizadas por PCR

y/0 secuenciacion para verificar la presencia del transgén.

Construcciones genéticas
La secuencia de todos los oligonucledtidos (primers) estan disponibles en la Anexo 2.
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Disefio del ARNg y clonado para CRISPR/Cas9
Las plantas de Marchantia knock-out para el gen MpC1HDZ fueron obtenidas por el método

de CRISPR/Cas9 siguiendo protocolos descriptos previamente [192], [387]. El disefio de ARNg
(ARN guia) especificos se realizd de tal manera que los posibles off-targets (genoma de

Marchantia v3.1, marchantia.info) carezcan de un sitio de motivo adyacente al protospacer

(PAM) asociado. Los ARNg (Anexo 2) se clonaron en plasmido MpU6-1_sgRNA_pENTR rio abajo
del promotor ,r,oMpU6, excluyendo los sitios PAM, y se coexpresaron con Cas9 en el vector
binario pGE010 [192] o de forma independiente en un vector pGWB301 [340]. Para generar
plantas mutantes en el gen MpCTHDZ se generaron dos guias (MpC1HDZ_gRNAT1,
MpC1HDZ_gRNA2) distintas que tenian como blanco la region codificante del HD que se
utilizaron en conjunto y por separado. Solo una de ellas (MpCTHDZ_gRNAT) por separado
(clonada en pGE0O10 con resistencia a higromicina) funcioné como se esperaba.
Subsiguientemente se seleccionaron y secuenciaron dos lineas independientes que
generaban un cambio de fase que genere una proteina hipotética no funcional. Se
denominaron como Mpc1hdz-1%¢ y Mpc1hdz-2%¢, las cuales resultaron ser masculina y

femenina respectivamente.

Las plantas mutantes en MpC2HDZ (Mpc2hdz-1%¢ y Mpc2hdz-25%¢) fueron donadas por el Dr.
Magnus Eklund (Uppsala University, Suecia) y corresponden a resultados sin publicar. Por
otra parte, los plasmidos Gateway fueron donados generosamente por el Dr. Kimitsuke
Ishizaki (Kobe University, Japan).

Clonado de MpC1HDZ y construcciones genéticas para su sobreexpresion

La secuencia codificante (ADNc) de MpC1HDZ (Mapoly0007s0221, genoma de M. polymorpha
v3.1) se sintetiz6 utilizando un servicio (Integrated DNA Technologies, Coralville, IA,
EE.UU.). Utilizando los primers MpCTHDZ_CACC-fw y MpCT1HDZ_rv se subcloné en pENTR-
DTOPO (Thermo Fisher, Waltham, MA, EE. UU. pENTR:MpC1HDZ) y posteriormente se
recombiné usando la mezcla de enzima Gateway LR Clonase Il (Thermo Fisher, Waltham,
MA, EE. UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante en diferentes vectores de destino.
Para la expresion transitoria en plantas de N. benthamiana, ,r,355:GFP-MpC1HDZ, se utilizd
el vector pFK247 (donado por el Dr. D. Weigel, Instituto Max Planck, Tubingen-Alemania)

derivado de la serie de vectores pGreen [388].

Para la sobreexpresion en Marchantia, se construyd una version del ADNc con mutaciones
silenciosas disrumpiendo el sitio PAM de forma tal que el MpC1HDZ_gRNA1 no sea mas
funcional. Para la mutagénesis se amplifico en dos partes desde pENTR:MpC1HDZ usando los
pares de primers MpC1HDZ_gibson_fw y MpC1HDZ_mut_rv, y MpC1HDZ_mut_fw vy
MpC1HDZ_gibson_rv. Dicho fragmento fue purificado y clonado en un pENTR2B (Thermo
Fisher, Waltham, MA, EE. UU.) usando NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix (New
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England BioLabs Inc., UK, pE2B-MpC1HDZn.). Posteriormente, se recombinaron en los
vectores binarios pMpGWB403 (proEF 1:MpC1HDZ mut) y pMpGWB406
(pro355:MpC1HDZpm¢:Citrine) [340] como se describid anteriormente. Como control de la
sobreexpresion, se amplifico la region promotora de MpC1HDZ (ver mas adelante) utilizando
los primers proMpC1HDZ_gibson_fw y proMpC1HDZ_gibson_fw y el ADNc de MpC1HDZ con
los primers MpC1HDZ_gibson2_fw y MpC1HDZ_gibson_rv desde pE2B:MpC1HDZ,,:. Utilizando
ambos fragmentos se clonaron en un pENTR2B por el método NEBuilder HiFi DNA Assembly
Master Mix (New England BioLabs Inc., UK, pE2B-,roMpC1HDZ:MpC1HDZ ). Dicho plasmido
fue recombinado en el plasmido binario pGWB401 [340].

Reporteros transcripcionales de MpC1HDZ
Un fragmento de 4.6Kb, correspondientes a la region promotora de MpC 1HDZ incluyendo su

region 5’UTR (proMpC1HDZ), fue amplificado usando los primers proMpC1HDZ-Ndel-fw y
proMpC1HDZ-Sall-rv y clonado en pCRII-TOPO (nombrada pME48). Posteriormente fue
subclonado en pBJ36 usando las enzimas de restriccion Ndel y Sall de forma tal de quedar
en marco con 3XVENUS-N7, una proteina fluorescente fusionada a la sefal de localizacion
nuclear [249]. ,roMpC1HDZ:3xVENUS-N7 fue finalmente clonada en el vector binario pSKF-
HART usando Notl [87]. Para las lineas reporteras fusionadas a la proteina reportera B-
Glucuronidasa (GUS), pME48 fue subclonado en el vector pRITA, que contiene un sitio
mutiple de clonado rio arriba del gen GUS/UidA y un terminador nos [389], usando las
enzimas Ndel y Kpnl. Finalmente, ,,o;MpC1HDZ:GUS fue clonado en pSKF-HART usando Not/
[87].

Histologia y microscopia
Gemas frescas de Marchantia fueron resuspendidas en Triton-X100 (0,1% v/v) y observadas

al microscopio o6ptico compuesto (Nikon Eclipse E200, Melville, NY, EE.UU.) o al
estereomicroscopio Leica MZ10F (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania). Las secciones
transversales de talo y copas fueron realizadas manualmente sobre tejidos frescos usando
cuchillas de afeitar para obtener secciones de 0,5-0,8 mm de espesor. La tincion del oil
bodies se realizd usando un Rojo Nilo (10 mg ml™ disuelto en buffer fosfato salino) justo
antes de su uso. Esta solucion se infiltré al vacio durante 1min e incubada 10min a
temperatura ambiente y luego se lavdo con Triton-X100 (0,1% p/v). Las muestras se
observaron bajo un microscopio confocal (Leica TCS SP8 Compact, Leica Microsystems,
Wetzlar, Alemania). Las cuantificaciones de areas de talo fueron realizadas a partir de
imagenes fotograficas a diferentes intervalos de tiempo con el software ImageJ (Version
1.50i, NIH, Bethesda, MS, EE. UU.). La tasa de crecimiento del talo es la proporcion entre

el area final e inicial del talo.
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Transformacion transitoria de hojas de N. benthamiana
Hojas de N. benthamiana se infiltraron utilizando una jeringa con una suspension bacteriana

de Agrobacterium (LBA4404) conteniendo la construccion p355:GFP-MpC1HDZ o agua
(mock) siguiendo protocolos previamente implementados en el laboratorio [390].
Alternativamente, se utilizd también una construccion que expresa el inhibidor del
silenciamiento p79. Se observo y fotografio la epidermis abaxial de las hojas de roseta
mediante microscopia confocal (Leica TCS SP8 Compact, Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemania). Para el canal de GFP, usamos una longitud de onda de excitacion de 488 nm y
de emision a 498-510 nm; mientras que para el canal de autofluorescencia de cloroplasto se

uso la misma longitud de excitacion y emision se utilizé 595-669 nm.

Microscopia confocal del reportero fluorescente de MpC1HDZ.
Gemas de un dia o talos de 1 semana de edad de diferentes lineas independientes de plantas

transgénicas expresando ,,C71HDZ:3xVENUS-N7 fueron observadas y fotografiadas con el
microscopio confocal Leica TCS SP8 utilizando los parametros de excitacion y emision antes
mencionados. Las imagenes se adquirieron y procesaron usando Leica Application Suite (LAS-

AF, v.2.7.3) y se uso imageJ para obtener imagenes fusionadas por proyeccion Z.

Tincion de GUS del reportero de MpC1HDZ

Los ensayos de GUS se realizaron como se describié anteriormente [87]. Las plantas se
incubaron al vacio con solucién de tincion GUS (acido 5-bromo-4-chloro-3-indolil-glucuronico
1mM en buffer fosfato de sodio 100 mM pH 7.0, Triton X-100 0.1%, ferrocianuro de potasio
100 mM, ferricianuro de potasio 100 mM) durante 2 min y luego incubadas durante 16 h a
37°C. Se decoloraron con etanol y se observaron al microscopio 6ptico compuesto Nikon
Eclipse E200 o esteromicroscopio Leica MZ10F. La edad y los tratamientos de las plantas son

explicados en cada figura.

Tratamientos de estrés abiotico en Marchantia
En todos los experimentos, las gemas mutantes (Mpc1hdz) y salvajes (WT) fueron germinadas

en placas con medio normal como se describié previamente. Después de 1 semana de
crecimiento, y trabajando en esterilidad, cada planta se transfirié con pinzas a una nueva
placa bajo diferentes tratamientos. Las placas del control fueron transferidas a placas en
las mismas condiciones. El impacto del tratamiento fue evaluado como una tasa de
inhibicion del crecimiento del talo donde el area final era dividida por el area al comenzar
el tratamiento. Para tratamientos en frio y alta intensidad de luz (HLI) se transfirieron a
placas que contenian el medio control. El tratamiento en frio se realizé a 4°C en una camara
con condiciones similares de luz y fotoperiodo y el crecimiento del talo se registré después
de 1 semana. El tratamiento HLI se realizé en la misma camara de cultivo, pero con luces

LED de 1000 pmol ms™ de intensidad con el mismo fotoperiodo y el crecimiento del talo se
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registro después de 1 semana. Para el tratamiento con UV, las plantas se transfirieron a
medios normales y se expusieron a la luz UV-C de un flujo laminar durante 1 h con la tapa
abierta (UV +) o cerrada (UV-), luego se recuperaron en condiciones control y se midio el
area del talo después de 1 semana. Para el estrés osmotico, los medios normales se
complementaron con NaCl, manitol (concentracion final de 50 mM) o agua (mock). Las
plantas se cultivaron en condiciones control durante 18 dias hasta medir el area. El
tratamiento de hambreado consistié en cultivar plantas en nuevas placas con medio 1/100
de Gamborg B5 (agar 1% (p/v), pH 5,5), en condiciones ambientales control durante 2
semanas hasta realizar las mediciones. Para evaluar el crecimiento en condiciones no
axénicas, las plantas fueron transferidas a macetas utilizando lana de roca (rockwool) como
sustrato en una camara de crecimiento a temperatura y fotoperiodo similares a las
condiciones control. En general, se utilizaron 3 placas/macetas control y 3 para cada

tratamiento conteniendo cada placa entre 4 plantas por genotipo (n=12).

El experimento de pérdida de agua se realizé6 como en Re et al. (2014). Brevemente, plantas
WT y Mpc7hdz de 15 dias de edad cultivadas en condiciones control fueron separadas del
agar, y colocadas en una toalla de papel a temperatura ambiente (23°C) para ser pesadas
cada 30 minutos durante 2 h. El porcentaje (%) de agua perdida se expresé como la relacion:
[peso inicial - peso final] / [peso inicial] x 100. El experimento de germinacién en ABA se

realizo6 siguiendo el protocolo de Eklund et al. (2018).

Analisis de expresion por gPCR
Se purifico ARN total de plantas de Marchantia de 3 semanas de edad cultivadas en distintos

tratamientos explicados en el texto. Las extracciones de ARN total fueron realizadas con el
reactivo Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Se transcribié inversamente 1 g de ARN usando oligo (dT) 18 y transcriptasa
reversa MMLV Il (Promega, Madison, WA, USA). La PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR)
se realizo con el sistema StepOnePlus (Applied Biosystems). Cada reaccidén contenia un
volumen final de 20 pl incluyendo 2 pl de SYBR Green (4x), 8 pmol de cada cebador, MgCl2
2 mM, 10 pl de una dilucion 1/15 de la reaccion RT y 0.1 pl de Taq Polimerasa (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). Los parametros del termociclador fueron los siguientes: 94°C 12 seg,
60°C 12 seg, 72°C 12 seg. La fluorescencia se cuantificé durante 40 ciclos a 72°C. Los primers
especificos para cada gen detallados en la Anexo 2. Los niveles de ARNm se cuantificaron
normalizando sus niveles a los niveles de ACTIN 7 [391] utilizando el método Ct. Todas las

reacciones se realizaron con tres repeticiones bioldgicas.

94



Ensayo de herbivoria
Las gemas de Marchantia fueron cultivadas en medio normal suplementado con sacarosa (1%

p/v) durante 5 dias en condiciones control. Posteriormente, esos talos fueron transferidos
a medio normal y se cultivaron durante otros 5 dias en las condiciones anteriores. Los bichos
bolita (Armadillidium vulgare) se recolectaron en el area de Myodaiji del Instituto Nacional
de Biologia Basica (Nishigonaka 38, Myodaiji, Okazaki 444-8585 Aichi, Japon). Antes del
ensayo, los bichos bolita se mantuvieron en toallas de papel humedecidas con agua
esterilizada durante 48 h a 22°C en oscuridad para hambrearlos. Se introdujeron seis bichos
en cada placa mediana que contenia talos de 10 dias y se mantuvieron durante 24 h en la
oscuridad a 22°C. Las areas de los talos de Marchantia se calcularon utilizando ImageJ
(Instituto Nacional de Salud, https://imagej.nih.gov/ij/), y las cifras se procesaron con el
software Photoshop (Adobe Systems, EE. UU.).

Preparacion de extractos de etanol y ensayo de superposicion
Las gemas WT y Mpc7hdz se cultivaron en placas de agar con medio control. Luego se

transfirieron a macetas con tierra y vermiculita (partes 1: 1) y se cultivaron en condiciones
de riego normales durante un mes hasta su cosecha. El material vegetal se congel6é usando
N; liquido y se molié a mano con mortero (~5 g de peso fresco). Los compuestos de interés
fueron extraidos usando EtOH (70% v/v) durante 24 h en agitacion a temperatura ambiente.
El debris celular se elimind por filtracion y la eliminacion del solvente se realizo usando un
SpeedVac. La solucién madre de extractos crudos se prepardé como 10 mg mL™ en DMSO. EL
ensayo de superposicion de Bacillus subtilis se realizé siguiendo un protocolo previamente
establecido [392] agregando 4pl de diluciones seriadas del extracto al medio con la bacteria
plaqueada en la superficie. Para fines de cuantificacion, se tomaron imagenes de la
inhibicion del crecimiento bacteriano utilizando un microscopio estereoscopico Leica MZ10F

y se calcularon como densidad de colonias por area.

Andlisis de expresion por RNA-seq
EL ARN total de plantas WT y Mpc1hdz fue aislado de talos de 3 semanas cultivadas en placas

creciendo en medio normal y condiciones control (QIAGEN RNAeasy Plant Kit 5). Se tomaron
dos muestras WT correspondientes a una planta masculina y otra femenina y dos muestras
Mpc1hdz correspondientes a los dos alelos descriptos en este trabajo. La calidad fue medida
utilizando un espectrofotometro (Nanodrop, Thermo Scientific) y un sistema de
microfluidicos (Bioanalyzer 2100, Agilent 6). Las bibliotecas fueron enriquecidas en ARNm
(lllumina TruSeq Stranded mRNA technology). Para la secuenciacion se utilizd el equipo
Illumina NextSeq500 7 en modo HighOutput (40 millones de lecturas de 75 b de extremos
simples por muestra). Las lecturas se mapearon en el ensamblaje Marchantia v3.1 usando

TopHat v2.1.0 para Galaxy [393]. Se cre6 una matriz de recuento de lecturas usando HTseq
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disponible en Galaxy [394]. El paquete edgeR fue utilizado para el analisis de expresion
génica diferencial también disponible en Galaxy [395] comparando plantas WT contra
Mpc1hdz. El mismo procedimiento fue aplicado a un segundo experimento de RNA-seq
usando plantas crecidas por una semana en medio normal y condiciones control y luego
transferidas por otras dos semanas a condiciones no axénicas usando rockwool como
sustrato. En este caso, se usaron tres réplicas bioldgicas de plantas WT (femeninas) y tres
de Mpc1hdz-2%¢ y, a diferencia del experimento anterior, se utilizaron extremos pareados.

En el Anexo 3 se encuentran las estadisticas de ambos alineamientos.

La identificacion de elementos regulatorios en cis fueron realizadas extrayendo las
secuencias de las regiones promotoras (1000 pb aguas arriba del TSS) de todos los genes del
genoma anotado de M. polymorpha (v3.1) mediante un algoritmo desarrollado en R
utilizando paquetes de Bioconductor. El analisis de enriquecimiento términos GO se realizd
utilizando el algoritmo y anotacion descripto en Flores-Sandoval et al. (2018). Para el
analisis de ortologia con genes de Arabidopsis la informacion y algoritmos usamos la
informacion disponible en Phytozome [279] comparando con los genes diferencialmente

expresados en el transcriptoma de athb7 [396].

Extracciones en hexano y cromatografia de gases
Se recogieron muestras de plantas WT y Mpc1hdz (3-4 muestras por genotipo) de plantas de

3 semanas de edad en diferentes tratamientos como se describe en el texto y se congelaron
rapidamente en N; liquido. Cada muestra se molid a mano con mortero conteniendo N;
liquido. A ~400 mg de tejido molido se anadieron 300 pl de n-hexano, se centrifugd y se
extrajo durante la noche en agitacion a 100 rpm. Para muestras del tratamiento de
hambreado, la extraccion se redujo a 50 pl de disolvente y ~50 mg de tejido molido. Cada
extracto se sometio a vortex, se centrifugo, y se transfirid el sobrenadante a viales de vidrio

para analisis de cromatografia de gases.

Los constituyentes en los extractos de hexano se identificaron por GC-MS y se cuantificaron
por GC-FID. El sistema GC-MS comprendia un inyector automatico Gerstel 2.5.2, un
cromatografo de gases 7890A y una MS cuadrupolo 5975C (Agilent Technologies, Santa Clara,
EE. UU.). Se inyectaron alicuotas de extractos (1 pL) en modo sin division y la MS se ajusto
a las recomendaciones del fabricante utilizando tris-(perfluorobutil)-amina (FC-43, Merck).
Se usaron las siguientes condiciones para la MS: temperatura de inyeccién 250°C, linea de
transferencia 280°C, fuente de iones 230°C, cuadrupolo 150°C, 70 eV (modo El), 2.66
escaneos por segundo y rango de escaneo m/z 50-600. La columna GC-MS utilizada fue una
VF-5MS (30 m x 250 pm i.d. con un espesor de pelicula de 0.25 pm) equipada con una

columna EZ-Guard de 10 m (Agilent J & W). Se us6 helio (He) como gas portador a un caudal
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de 1 ml min'. La temperatura de la columna se mantuvo a 70°C durante 6 minutos después
de la inyeccion, luego aumentd a 10°C min" a 320°C y se mantuvo a esa temperatura
durante 5 min. Los espectros de masas se evaluaron utilizando Agilent MSD ChemStation
(E.02.02.1431) y los sesquiterpenos se identificaron utilizando la biblioteca de espectros de
masas de Adams (2012) [397]. Se identificaron otros componentes utilizando la base de datos
NIST 11. La identidad del constituyente se confirmé por sus tiempos de retencion relativos
y en comparacion con los estandares auténticos cuando estaban disponibles, incluida la
mezcla FAME (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE. UU.).

La cuantificacidn de los constituyentes en los extractos se realizé usando un sistema GC-FID
que comprende un sistema Perkin Elmer Autosystem XC (Perkin Elmer, Melbourne, Australia)
equipado con una columna Zebron ZB-5 de baja polaridad (30 m x 250 ymi.d., Phenomenex).
Se inyectaron alicuotas de 2 pl de extractos bajo un flujo dividido de 7,5 ml de He min™.
Las temperaturas del inyector y del detector fueron de 275 y 320°C, respectivamente. El
programa de temperatura fue el mismo que para los analisis GC-MS. La cuantificacion de los
constituyentes en cada clase se baso en series de calibracion de estandares comerciales de
d-limoneno (monoterpenos y volatiles C8), aromadendreno (hidrocarburos sesquiterpeno
aromadendranicos), valenciano (otros hidrocarburos sesquiterpénicos biciclicos), dxido de
cariofileno (sesquiterpenos oxigenados), hecardecano (hidroxicarbonato), acido palmitico

(acidos grasos y aldehidos), fitol (diterpenos) y estigmasterol (fitosteroles; Sigma-Aldrich).

Andlisis estadisticos
La significancia estadistica se calculo usando ANOVA y la prueba t (t.test) usando el paquete

agricolae [398] del software Rstudio (https://www.rstudio.com). En otros casos se utilizo

el t.test de a pares o la prueba binomial exacta utilizado R. Para analizar el enriquecimiento
entre grupos de genes se utilizo la prueba exacta de Fisher. En el caso de ANOVA, Tukey
HSD corrigié la comparacion multiple (alfa = 0.05) para los calculos de niveles. En cada

figura se explicita qué prueba fue utilizada.

Resultados y conclusiones

Plantas mutantes Mpc1hdz responden normalmente al estrés hidrico
Como ya discutimos previamente, el genoma de M. polymoprha presenta un Unico gen

ortologo a los CTHDZ. Del analisis de su secuencia proteica surge que contiene todos los
dominios y motivos conocidos para esta subfamilia. También realizamos una simulacion de
su dominio de unién a ADN interaccionando con la secuencia de union de los C1HDZ conocida
(CAATCATTG) [232]. Este analisis sugirio que la proteina tiene propiedades bioquimicas

similares a las de sus homologos (Figura 27B). En paralelo, mediante experimentos de
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expresion transitoria en N. benthamiana, pudimos observar que la proteina de fusion
localiza de forma especifica en el nucleo celular al igual que otras proteinas C1HDZ de

angiospermas. Esto condice con su funcién como un posible FT.

Para estudiar la funcién del FT MpC1HDZ en Marchantia, generamos alelos mutantes knock-
out (Mpc71hdz) mediante la tecnologia CRISPR/Cas9 [192]. Entre las numerosas lineas
obtenidas, se seleccionaron dos lineas independientes a las que se le identificaron
deleciones que generaron cambios de marco de lectura con codones STOP prematuros
(Figura 28A). Cada alelo fue nombrado de acuerdo a los lineamientos previamente
publicados [399] y corresponden a un masculino (Mpc71hdz-1%¢) y una femenino (Mpc1hdz-
2%).

En condiciones control, las plantas mutantes no presentaron grandes diferencias
morfologicas con respecto a plantas WT. Debido que existe un gran cuerpo bibliografico
afirmando que los genes CTHDZ cumplen funciones asociadas a la tolerancia al estrés
hidrico, disefhamos diferentes experimentos para evaluar si esta funcion esta conservada
también en el ortélogo de Marchantia. Utilizando protocolos puestos a punto para la especie
y vya establecidos para manipular las condiciones de estrés, aplicamos diferentes
tratamientos que incluyen la limitacion del riego, el estrés osmoético y salino, para
cuantificar el impacto sobre el crecimiento de las plantas. Si bien las plantas mutantes
fueron ligeramente mas pequenas que las plantas WT cuando son transferidas a un medio

control, nuestros resultados no mostraron respuestas de crecimiento alteradas del mutante
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Figura 27. (A) Para estudiar la localizacion subcelular de MpC1HDZ en hojas de N.
benthamiana se utilizd la construccion pr,355:GFP-MpC1HDZ, con y sin el inhibidor del
silenciamiento p19, o agua (mock). La parte abaxial de las hojas de roseta fueron
fotografiadas por microscopia confocal. Se muestra el campo claro, el canal de GFP y un
solapamiento de ambos. La localizacion coincide con la ubicacion de los nlcleos.

(B) Representacion en forma de ribetes del modelado 3D del dos dominios de union a ADN
de MpC1HDZ interaccionando con la secuencia CAATCATTG (ver leyenda para los colores).
La estructura fue determinada utilizando Phyre2 [414] y en base a un HD de Drosophila (PDB:
1JGG).

en comparacion con el genotipo salvaje en las diferentes condiciones estresantes probadas
(Figura 28B-C). También realizamos un experimento de pérdida de agua de talos y un ensayo
de germinacion en experimentos dosis-respuesta de ABA [68]. Nuestros resultados mostraron
que las respuestas del mutante son similares a las del salvaje en todos los casos (Figura 28D-
E). Estos resultados apoyan la idea de que el gen MpC71HDZ no modula las respuestas de

tolerancia estrés hidrico.
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Figura 28. (A) Representacion esquematica de los dominios y motivos presentes en el gen
MpC1HDZ y localizacion de los ARNg que tienen como blanco su locus (rayo negro). La parte
superior del panel muestra la secuencia de aminoacidos hipotética de la proteina WT y los
alelos mutantes. (B) Imagenes representativas de plantas de dos semanas WT y Mpc1hdz
sometidas a condiciones control y de estrés con manitol y NaCl (50mM). La barra de escala
(2mm) esta indicada en la figura inferior. (C) Cuantificacion del crecimiento de las plantas
WT y Mpc1hdz (ver leyenda) en diferentes condiciones de estrés representado en forma de
box plot. Los circulos representan valores individuales de las réplicas (n=12). (D)
Experimento de pérdida de agua en plantas de 2 semanas WT y Mpc1hdz. Las plantas fueron
puestas en papel y pesadas cada 30 minutos por 2 h a temperatura ambiente. Las medianas
son mostradas en forma de columnas y las barras de error representan la desviacion estandar
(SD). No se encontraron diferencias significativas usando la prueba de ANOVA seguida de
Tukey HSD en ningln punto (p.value < 0.05). (D) Dormancia de las gemas a lo largo del
tiempo cuantificada como la emergencia de los rizoides (n-25) en diferentes
concentraciones de ABA (0, 3 y 10 pM). No se encontraron diferencias significativas entre
WT y Mpc1hdz probando igualdad de frecuencia por la prueba exacta binomial (p.value
>0.05) a las 115 h. Se muestran los intervalos de confianza del 75%.

En angiospermas, varios de los genes CTHDZ se inducen fuertemente durante los
tratamientos de estrés abiotico de forma dependiente de ABA [244]. Usando talos de 3

semanas de edad, determinamos la expresion de los genes de las cuatro clases de la familia
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MpHDZ bajo tratamientos de estrés con NaCl y ABA a diferentes tiempos. A diferencia de la
fuerte induccion de MpDHN1 [400], genes con fuerte respuesta a ambos tratamientos, la
expresion de MpC1HDZ permanecio inalterada o se redujo ligeramente en las condiciones
ensayadas (Figura 29). Es interesante destacar que tampoco observamos una induccion de
genes HDZ de otras clases de Marchantia (Figura 29). En conjunto, estos resultados sugieren
que la induccién de los genes CTHDZ en respuesta al estrés abidtico tampoco esta

conservada dentro de las plantas terrestres.

A B
W MpCIHDZ MpDHN1

n @ MpC2HDZ ot 6 hour;s after o 24 hours after
e O MpC3HDZ N =] *
o 0O MplC4HDZ g ;
wn = -
fo | 11T ] 7 & =
s~ | YL « 1M g
e b * * é
g w_| * * % * 05} ©4
F ] =
L o

<

& &

Q_ -

S Control  ABA NaCl Control  ABA NaCl

Control
ABA
NaCl

Control
ABA
NaCl

6 hours after 24 hours after

Figura 29. Analisis por gPCR de la expresion de los genes HDZ (A) de plantas de 3 semanas
de Marchantia cultivadas en condiciones normales, con el agregado de ABA (20 puM), NaCl
(200 mM) o sélo agua (Control). Las muestras de ARN fueron tomadas luego de 6 y 24 h de
tratamiento. El gen MpDHN1 fue utilizado como control de los tratamientos. También se
utilizd como control MpDHN2 obteniendo los mismos resultados (no mostrado). Las
diferentes estadisticas fueron computadas como t.test pareados contra las condiciones
control (*=p.value <0.05).

MpC1HDZ controla el desarrollo de las copas y las células de los oil

bodies
Para comprender el rol fisiologico del gen MpCTHDZ en Marchantia, realizamos una

caracterizacion fenotipica mas detallada de los alelos mutante Mpc1hdz en diferentes
tejidos y edades. El talo gametofitico del mutante Mpc7hdz mostré margenes ondulados en
comparacion con las plantas WT (Figura 30A-B). El desarrollo de los gametangioforos, por su
parte, fue normal en los alelos mutantes comparado con los del WT (Figura 30C). Algo similar
sucedio con los rizoides (no mostrado). Por otra parte, los poros de las camaras aéreas (air

pores) resultaron mas pequenos que los de plantas WT (Figura 30D).
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Figura 30. (A) Imagen representativa de una placa de Petri conteniendo plantas de 3
semanas WT y Mpclhdz cultivadas en medio control y condiciones normales. (B)
Cuantificacion del perimetro relativo representado en forma de box plots (n=12). Las
diferencias estadisticas fueron probadas usando ANOVA seguido de Tukey HSD
(p-value<0.01), las letras indican los grupos estadisticos significativos. (C) Fotografias
representativas de los gametangioforos masculinos y femeninos de plantas WT y Mpc1hdz.
Barra de escala (2mm). (D) Fotografias representativas del talo de plantas WT y Mpc7hdz de
3 semanas de edad.

Curiosamente, la copa de gemas present6 defectos importantes. Las copas mutantes
resultaron mas cortas en comparacion con las del WT (Figura 31A-D). Para analizar la
morfologia de la copa en mayor detalle preparamos cortes transversales de esta estructura.
Notamos que el anillo de engrosamiento que normalmente se encuentra en la base de la
copa no esta presente en las copas de los alelos mutantes Mpc7hdz (Figura 31C). A pesar de

estos defectos relacionados con las copas, la morfologia, produccién y germinacion de las

A nivel microscépico, observamos que las plantas mutantes Mpc1hdz carecen de papilas
superficiales (Figura 32B). Dependiendo de la especie de hepaticas, estas papilas
superficiales pueden estar presentes también en otras regiones de la epidermis [401]. Hay
muy pocos trabajos en M. polymorpha describiendo la morfologia de las papilas de

superficie. De forma coincidente con reportes previos [347], observamos que en Marchantia
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Figura 31. Fotografias representativas de la morfologia de copas de plantas WT y Mpc1hdz
de 18 dias crecidas en condiciones control (A) o por 6 semanas en macetas en condiciones
no axénicas (B). Sobre estas Ultimas se tomaron micrografias de secciones trasversales (C) y
se cuantifico la altura de las mismas (C). Para la cuantificacion se tomaron 25 copas y se
representaron en forma de box-plot. Las diferencias estadisticas fueron probadas usando
ANOVA seguido de Tukey HSD (p.value<0.01), las letras indican los grupos estadisticos
significativos. Las flechas negras indican el engrosamiento interno del centro de las copas
WT. Barras de escala (2 mm).

istae to meristem |
B 18-days 29-days 24-days 21-days

Mpclhdz-19€x-29€

Figura 32. (A) Morfologia de talos WT a lo largo del borde de la lamina. (B) Imagenes
representativas de talos reproducidos desde esporas WT y producto de una cruza entre los
dos alelos mutantes Mpc7hdz a lo largo del desarrollo como se indica en la figura. Las flechas

blancas indican las papilas de superficie y las negras los oil bodies. Barras de escala (0.1
mm).

103



las papilas de superficie se encuentran en todas las células del borde cercanas a la region
meristematica, mientras que en regiones mas lejanas donde las células estan mas elongadas
son cada vez menos frecuentes hasta desaparecer completamente (Figura 32A). Si se
compara con las plantas mutantes Mpc7hdz, donde no observamos diferencias con las WT
en esa region.
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Figura 33 (A) Fenotipo de gemas frescas colectadas de plantas WT y Mpc7hdz. Las fotos
fueron tomadas usando un microscopio optico (panel superior). Imagenes de microscopia
confocal gemas tenidas con rojo Nilo para resaltar los compuestos oleosos presentes en los
oil bodies. En rojo se observa el canal de la tincion del rojo Nilo y en azul la
autofluorescencia de los cloroplastos. Barras de escala (0.5 mm). (B) Cuantificacion del
numero de oil bodies por gema representado en forma de box-plot (n=12). Las diferencias
estadisticas fueron probadas usando ANOVA seguido de Tukey HSD (p.value<0.01), las letras
indican los grupos estadisticos significativos. (C, arriba) Imagenes representativas del borde
de talos de plantas adultas (15 dias). Se muestran también plantas mutantes en MpC2HDZ
(Mpc2hdz-1%¢ y Mpc2hdz-2ge) como control de la especificidad del fenotipo. (C, abajo)
Secciones transversales del talo de Marchantia crecido en condiciones no axénicas en
macetas con sustrato por 30 dias. Las flechas negras sefalan a los oil bodies. Barras de escala

(0.5 mm).
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Sin embargo, el fenotipo mas prominente del mutante Mpc7hdz se observdé como una
dramatica reduccion en el niUmero de oil bodies (Figura 33A-D). En Marchantia, los oil bodies
se observan como organelas altamente refringentes a la luz. Son particularmente faciles de
observar en gemas, que poseen entre 30-50 oil bodies ubicados principalmente en la region
perimetral, con una densidad mayor cerca del meristema que va decreciendo hasta todo el
borde del tejido (Figura 26). En las plantas mutantes, solo se observan unos pocos oil bodies
en algunas gemas (Figura 33A-B). La falta de oil bodies no so6lo es evidente en las gemas,
sino también en el borde de los tejidos adultos y en secciones transversales de parénquima
del talo (Figura 33C). Para verificar que este fenotipo es especifico de la mutacion del
MpC1HDZ, observamos también mutantes en el Unico ortélogo de Marchantia en las C2HDZ

(Mpc2hdz). En este genotipo, si observamos oil bodies normales.

Dado que el nUmero de oil bodies aumenta en condiciones de hambreado y en cultivos no
axénicos [364], usamos esas condiciones para probar si el fenotipo observado en Mpc1hdz
depende de las condiciones ambientales. Pudimos verificar que el nimero de oil bodies
aumenta fuertemente en estas condiciones en el fenotipo WT, y en todos los casos no
observamos una induccién en las plantas mutantes, que continGan presentando pocos oil
bodies (Figura 34).

Para examinar la distribucion de oil bodies durante el ciclo de vida sexual en los esporangios,
cruzamos los alelos mutantes empleados. La cruza dio como resultado esporangios normales,
demostrando que las mutantes no presentan defectos en su fertilidad (Figura 32B). Después
de 18 dias, los oil bodies fueron evidentes en los cultivos de esporangios WT pero no en los
mutantes Mpc1hdz (Figura 32B). Los resultados obtenidos nos permiten sugerir que MpC1HDZ

WT QG Mpc1hdz-19¢ Mpclhdz-29¢

wra

Non-axenic Control

Starvation

Figura 34. Fotografias por microscopia optica de plantas de 3 semanas de edad crecidas en
condiciones control, hambreado (1/100 Gamborg B5) y no axénicas (rockwool). Las flechas
blancas senalan los oil bodies. Barras de escala (0.5 mm).
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podria ser un regulador positivo en la formacion de oil bodies en diferentes 6rganos y etapas

del desarrollo vegetativo, aln bajo condiciones inductoras.

Como se senald anteriormente, una de las funciones propuestas para los oil bodies esta
vinculada a la proteccion de las plantas contra el estrés abidtico (ver Introduccion, Capitulo
2). También se propuso que las papilas superficiales pueden influir en la absorcion de agua
o la reduccion de la pérdida de agua [375]. Por esta razon, decidimos examinar un espectro
mas amplio de estreses abiotico. Cultivamos plantas en condiciones control durante una
semana y posteriormente las transferimos a diferentes condiciones de estrés, midiendo
parametros de crecimiento. Las condiciones probadas incluyen: frio (4°C y 16°C), alta
irradiacion de luz y tratamientos con luz UV (Figura 35A-C). También incluimos aqui la
respuesta a estrés osmotico luego de 14 dias de tratamiento, a diferencia de los presentados
anteriormente luego de 7 dias. Por otro lado, medimos parametros de crecimiento en
plantas sometidas a tratamientos que promueven la formacion de oil bodies: hambreado y
cultivo no axénico (Figura 35E-F). En ninguna de las condiciones ensayadas pudimos observar
diferencias significativas en los parametros de crecimiento de plantas WT y Mpc7hdz, mas
alla de una pequena reduccion del talo en condiciones control. En general, nuestros
resultados sugieren que ni los oil bodies ni MpC1HDZ estan involucrados en las respuestas al

estrés abiotico en M. polymorpha.

Con el fin de verificar el rol de MpC1HDZ expresamos de forma constitutiva y ectopica la
region codificante de MpC1HDZ bajo los promotores EF1 y 35S usando diferentes vectores.
En comparacion con los vectores control, muy pocas plantas sobrevivieron a la seleccion de
antibioticos (Figura 36). Aquellas que sobrevivieron fueron genotipadas por PCR y en ningln
caso se detectd el transgén, sugiriendo que se trataban de falsos positivos o escapes (no
mostrado). En cambio, las transformaciones con el promotor propio generaron plantas
normalmente (Figura 36). Estos resultados sugieren que la expresion constitutiva de
MpC1HDZ seria letal para la planta. El efecto de letalidad fue aiin mas fuerte para el proEF1
que para pro35S, dicho resultado es consistente con el patron de expresion de cada promotor
[402].
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Figura 35. Cuantificacion de parametros de crecimiento de plantas WT y Mpc1hdz bajo
diferentes tratamientos de estrés abiotico representadas como box plots. Las plantas fueron
crecidas por una semana en medio normal y condiciones control y luego transferidas a
diferentes tratamientos. El crecimiento fue medido como la razén de cambio entre el area
inicial y la final luego del tratamiento. Para el tratamiento de frio las plantas fueron crecidas
a4°Co16°C (A). Plantas tratadas con UV-C fueron expuestas por 1 hora con la tapa abierta
(UV+) o cerrada (UV-) y luego recuperadas por una semana en condiciones control. El ensayo
en estrés osmético corresponde a la respuesta luego de 14 dias del mismo experimento
presentado en la Figura 27. Para el tratamiento de hambreado, las plantas fueron crecidas
por una semana en un medio 1/100 Gamborg B5. Para condiciones no axénicas, las plantas
fueron transferidas a macetas usando rockwool como sustrato por dos semanas. Las
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diferencias estadisticas fueron probadas usando ANOVA seguido de Tukey HSD
(p.value<0.01), las letras indican los grupos estadisticos significativos. Junto a las graficas,
se muestran fotografias representativas de las plantas en los diferentes tratamientos.

WT + A
proMpc1hdz:MpC1HDZ,,, .. Citrine

WT +
pro39S:MpC1HDZ,, . Citrine

WT + [
proEF1:MpCIHDZ |

Figura 36. Placas de seleccion de transformaciones de esporas de Marchantia (WT) con
construcciones que expresan ectopicamente a MpC1HDZ. Se utilizo el promotor enddgeno
como control de transformacion para mostrar que el efecto de letalidad observado se debe
al uso de promotores constitutivos. Se muestran dos replicas biologicas luego de 10 dias de
seleccion en antibiotico.

Las mutantes Mpc1hdz son mas susceptibles el estrés biotico
Como los oil bodies funcionan como reservorio de sesquiterpenos y se sabe que estos

compuestos pueden ser importantes en la interaccion de las plantas con los insectos y
patogenos [11], [378], decidimos evaluar la respuesta del mutante al estrés biotico. Para
ello, realizamos experimentos de herbivoria utilizando el isépodo terrestre Armadillidium
vulgare (bicho bolita; Crustacea). Luego de exponer plantas WT y Mpc1hdz a bichos bolita
hambreados durante 24 h, se cuantificd el area remanente de las plantas. El area total
perdida fue sistematicamente mayor en plantas mutantes en comparacion con las WT
(Figura 37A-C). Este resultado sugiere que los insectos prefieren alimentarse de plantas sin
oil bodies y es consistente con el papel de los mismos en la defensa contra los insectos

herbivoros.

Como varios de los compuestos acumulados en los oil bodies también presentan actividad
antibiotica [206], [338], decidimos analizar también esa posibilidad. Realizamos
extracciones en etanol de plantas WT y Mpc1hdz y utilizamos los concentrados para un
ensayo de superposicion sobre un césped de la bacteria Gram (+) Bacillus subtilis. Los

extractos de plantas mutantes mostraron un efecto significativamente menor en el
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crecimiento de las bacterias que el extracto de plantas WT (Figura 37D-E). El mismo ensayo
pero realizado mediante diluciones seriadas, mostré que el efecto es dependiente de la
concentracion del extracto (Figura 37F). Por lo tanto, y en contraste con los tratamientos
de estrés abiotico, el mutante posee respuestas defectuosas a estimulos bidticos

demostrando el rol central que juegan los oil bodies en esa respuesta.
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Figura 37. (A-C) Ensayo de herbivoria usando (Armadlllldlum vulgare) sobre plantas de 10
dias de edad (before). Los insectos fueron hambreados y co-cultivados por 24 h en oscuridad
(after). Se muestra también la superposicion de ambas fotografias (merge). Se compararon
en una misma placa plantas WT masculinas junto con Mpcthdz-1%¢ (A) y plantas WT
femeninas con Mpc1hdz-2%¢ (B). Se muestran fotografias de un experimento representativo
de cada tipo. Barras de escala (10 mm). (C) Cuantificacion del area del talo antes sobre
después expresada en forma de porcentaje (n=36). Las diferencias estadisticas fueron
probadas usando una prueba t pareada (p.value<0.01) comparando cada experimento por
separado. (D) Ensayo de superposicion de B. subtilis utilizando extractos de talos de plantas
WT y Mpc1hdz. Fotografias representativas de uno de los experimentos (el experimento fue
repetido tres veces con resultados similares). El solvente DMSO fue utilizado como control
negativo. Barra de escala (2 mm) (E) Cuantificacion del crecimiento relativo como la
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densidad de las colonias (n = 3). Las diferencias estadisticas fueron probadas usando ANOVA
seguido de Tukey HSD (p.value < 0.01), las letras indican los grupos estadisticos
significativos. (F) Ensayo de sobreposicion de Bacillus subtilis usando diluciones seriadas del
extracto. DMSO fue utilizado como control negativo. La actividad en el extracto WT resulto
~10 veces mas fuerte que en las Mpc1hdz.

A 1-day-old proMpC1HDZ:3xVENUS-N7
Chloroplast VENUS Merge

#2

#6

7-day-old proMpC1HDZ:3xVENUS-N7
Chloroplast VENUS Merge

Gemmae 1-week 3-week Gemmae cups

Figura 38. (A) Microscopia confocal de dos lineas independientes del reportero
transcripcional proMpC 1HDZ:3xVENUS-N7 (#2 and #6) en gemas de un dia y talos de 7 dias de
edad. Autofluorescencia de los cloroplastos, en canal rojo; fluorescencia de VENUS, en canal
verde. Las flechas blancas marcan las células de oil bodies. (B) Imagenes de tinciones del
reportero transcripcional proMpCTHDZ:GUS. Las fotografias fueron tomadas por microscopia
optica en gemas frescas, plantas de una semana y copas obtenidas de plantas de 3 semanas
crecidas en condiciones no axénicas. La fotografia de plantas de tres semanas corresponde
a un microscopio estereoscopico. Las flechas negras indican las copas. Barras de escala (0.5
mm) mientras no se indique algo distinto en la figura. Estas son fotos representativas que
vienen de la observacion de numerosas lineas transgénicas independientes que presentaron
un patron de expresion similar.
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El promotor de MpC1HDZ se expresa fuertemente en las células de los
oil bodies
Para evaluar el patron de expresion del gen MpC1HDZ construimos un reportero

transcripcional fusionando la proteina fluorescente 3xVENUS-N7 bajo el control de una
region genémica de 4,6 kb rio arriba del codon de inicio del gen MpC1HDZ
(proMpC 1HDZ:3xVENUS-N7). En base al analisis de multiples lineas independientes, en gemas
de 1 dia de edad observamos acumulacion de la proteina fluorescente principalmente en las
células de los oil bodies (Figura 38A). En plantas de 7 dias de edad en cambio, el promotor
estuvo activo en todos los tejidos del talo, aunque continué mostrando mayor expresion en
células del oil body recién diferenciadas (Figura 38A). El patron de expresion del promotor
de MpCT1HDZ sugiere que es particularmente activo durante las primeras etapas de

diferenciacion de las células de los oil bodies aunque también es activo en otros tejidos.

Usando un reportero transcripcional similar, donde la expresion de la proteina reportera
GUS (proMpC1HDZ:GUS), monitoreamos la actividad del promotor en diferentes érganos y

etapas del desarrollo de la planta. Nuevamente, las tinciones de las gemas confirmaron que
proM pC1HDZ:GUS
#1 #6 #1 #6

‘

gemmae

3-week

1-week
gemmae
cups

2-week

Antheridiophores

Figura 39. Actividad transcripcional del promotor MpC1HDZ bajo diferentes condiciones y
tratamientos. Se muestran resultados de dos lineas independientes del reportero
transcripcional p,oMpCTHDZ:GUS (#1 and #6) durante distintos estadios del desarrollo
vegetativo y reproductivo. Las barras de escala se muestran a la izquierda de cada panel.
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la actividad del promotor es mayor en las células de los oil bodies (Figura 38B). En el
desarrollo vegetativo temprano, observamos que el promotor esta activo en el centro del

talo y la region meristematica (Figura 38B, Figura 39). Mas tarde, la expresion se mantiene

proC1HDZ:GUS

#1 #6
3-days 7-days
Control £ Control
3-days
- 7-days
Starvation | Starvation §
3-days 7-days
NaCl 50mM Non-axenic
3-days
Manitol 50mM
1-week
Control
3-days
Non-axenic
1-week
Control+
2h desiccation
1-week
6-hour far-red
mock
6-hour &
ABA 20uM
3-days
Control
6-hour
SA 2mM : 3-days
Control+
Wounding & °
6-hour

Bacterial lysate

Figura 40. Imagenes de microscopia optica de tinciones para dos lineas independientes del
reportero transcripcional p,oMpCTHDZ:GUS (#1 and #6) bajo diferentes tratamientos de
estrés. Las plantas fueron crecidas durante una semana en medio normal y condiciones
control y luego sometidas a tratamientos como se indica al costado de cada figura.
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activa en el notch y se extiende a lo largo del eje central del talo, incluyendo también las
copas (Figura 38B, Figura 39). Por otro lado, el gen se expresa ampliamente en otros tejidos,

incluyendo los organos reproductivos sexuales (Figura 39).

Posteriormente, utilizando el reportero transcripcional en una amplia gama de
tratamientos, probamos condiciones en las que podia inducirse MpC1HDZ. Como se mostro
anteriormente por gPCR, MpC1HDZ no es inducido por tratamientos de estrés abiotico o ABA
(Figura 40). También probamos condiciones de estrés bidtico que son percibidas por
Marchantia [76], [97]. Entre las condiciones probadas, no detectamos induccion del gen
reportero en respuesta al acido salicilico (SA), al daflo mecanico o elicitores bacterianos
(Figura 41). También evaluamos condiciones donde aumenta el nimero de oil bodies.
Detectamos un aumento en la actividad reportera en la regién meristematica cuando las
plantas se cultivan en condiciones no axénicas (macetas con tierra), pero no en el

tratamiento de hambreado (Figura 40).

MpC1HDZ altera expresion de genes relacionados con la sintesis de

terpenoides
Para comprender mejor los mecanismos moleculares que subyacen a los fenotipos

observados en el mutante Mpc7hdz, realizamos un estudio de RNA-seq para comparar el
perfil transcripcional de plantas de 3 semanas de edad tanto en condiciones control como
en cultivo no axénico. En condiciones control, identificamos 217 genes regulados de forma
negativa (log2(FC)<-1, adj. p.value <0.05) y 131 genes regulados positivamente (logz(FC)>1,
adj. p value <0.05) en plantas mutantes Mpc1hdz en comparacion con las WT. En condiciones
de cultivo no axénico, se identificaron 267 genes regulados positivamente y 602
negativamente. Para encontrar qué genes podrian ser mas relevantes comparamos ambos
experimentos para utilizar solamente aquellos que hayan tenido el mismo comportamiento
(Figura 41, Anexo 4). Adicionalmente, realizamos un analisis de enriquecimiento en términos
GO y familias de proteinas sobre los grupos de genes diferencialmente expresados (Anexo
5). Entre los resultados arrojados por el analisis, no encontramos ningun proceso biolégico
significativamente enriquecido en el subconjunto de los regulados positivamente en ambos
experimentos. Por el contrario, entre los genes regulados negativamente, resultaron
enriquecidos numerosos procesos biologicos asociados con el metabolismo secundario. De
igual manera, entre las proteinas mas enriquecidas estan las TPS (Anexo 5, Figura 41A). En
las angiospermas, los genes CTHDZ suelen ser reguladores positivos de la expresion génica
[245], lo que sugiere que los genes regulados de forma negativa podrian ser posibles blancos
controlados por MpC1HDZ. Usando un enfoque in silico, encontramos que algunos de los
posibles blancos de MpC1HDZ poseen dominios de union a ADN similares a los de proteinas

C1HDZ en sus regiones promotoras (no mostrado).
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Las plantas Mpc7hdz exhibieron en ambos experimentos una expresion reducida de maltiples
genes asociados a enzimas del metabolismo secundario, incluyendo unas 4 TPS (Figura 42A).
Este grupo incluye mono y di-TPS de origen bacteriano, fungico y vegetal [362], [403]. El
mutante también mostré una expresion significativamente baja de MpSYP12B, una proteina
tipo SNARE que se localiza de forma especifica en la membrana de los oil bodies de
Marchantia [404]. Ademas, en nuestro experimento de RNA-seq detectamos regulacion
negativa de 3 FTs. Entre ellos, MpMYB02 que regula la biosintesis de los acidos
bis(bibencilos) [208], un grupo de compuestos que se acumulan en los oil bodies [364]. La
transcripcion de MpMYB02 es practicamente nula en las plantas de Mpc7hdz (Anexo 4). Sin
embargo, pocos genes relacionados con la biosintesis de acidos ciclicos bis(bibencilicos) o
compuestos fenolicos aparecen regulados negativamente. Entre ellos, dos catecol-O-
metiltransferasa (COMT, Mapoly0136s0036) y varios transportadores de tipo ABC y genes del
citocromo P450 cuya conexion directa con el metabolismo secundario es ain desconocida.

A B _
Down-regulated in Mpc1hdz Up-regulated in Mpclhdz

Non-axenic

Non-axenic

Axenic

MpMYBO02 Dirigent x3

MpNACO6 P450 x4
MpTrihelix28 COMT
MpMTPSL2,8,17 ABC x5
MpTPS2 DXS
MpCPT5 Tyrosinase x9
MpSYP128B

Mpclhdz

Downregulated

p.value=0.8617

Figura 41. Analisis transcripcional por RNA-seq de plantas Mpc7hdz en condiciones control
(Axenic) y en cultivo no axénico (Non-axenic). Los grupos de genes regulados negativamente
(A, log:(FC)<-1, adj. p value<0.05) y positivamente regulados (B, (log:(FC)>1, adj. p
value<0.05) son comparados y representados como diagramas de Venn. Los genes
negativamente regulados en Mpc1hdz son comparados con los genes regulados en el mismo
sentido en plantas mutantes athb7 del ortologo de Arabidopsis Athb7 comparado con su
control WT (C). Se indica el valor estadistico de la prueba de Fisher completa al comparar
el solapamiento entre ambos grupos con respecto a grupos al azar.
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Debido a que no se conoce en detalle la biosintesis de estos compuestos en Marchantia,
estas enzimas podrian ser importantes para la biosintesis de bis(bibencilos) pero también
para los terpenoides. También detectamos otros genes involucrados en la biosintesis de
precursores de terpenoides, incluyendo una 1-deoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa (DXS,
Mapoly0070s0009) y wuna cis-preniltransferasa (CPT5, Mapoly0142s0042). También
observamos un enriquecimiento significativo en genes de la familia de las proteinas Dirigent
y de transferasas de lipidos que podrian estar asociados a la respuesta al estrés biotico [405]

(Figura 41, Anexo 5).

El mutante Mpc1hdz tiene niveles reducidos de terpenoides especificos

de los oil bodies
La fuerte reduccion en el niUmero de los oil bodies y la baja expresion de los genes TPS y

otros genes relacionados con el metabolismo secundario, sugiere que la acumulacion de
terpenoides deberia estar afectada en las plantas mutantes Mpc7hdz. Con el objetivo de
evaluar el impacto de las condiciones ambientales en la quimica de los oil bodies, cultivamos
plantas bajo condiciones de control, condiciones no axénicas y hambreado (Figura 42) y
extrajimos sus compuestos utilizando hexano como solvente para conocer el perfil
metabodlico de las plantas mutantes en comparacion con las WT. Identificamos los
compuestos presentes en los extractos por GC-MS y realizamos cuantificaciones de los
mismos en diferentes condiciones por GC-FID. De forma concordante con resultados
publicados previamente [364], el analisis por GC-FID muestra que en plantas WT se acumulan
muchos mas compuestos terpenoides en condiciones de cultivo no axénico y en tratamiento
de hambreado, mientras que en condiciones control las cantidades detectadas son muy
bajas. En particular, en hambreado las plantas acumulan muchos mas terpenoides (Figura
43). Curiosamente, los WT masculinos mostraron niveles mas altos de terpenoides que los

femeninos (Figura 43, Anexo 6).

Mas importante adn, el perfil bioquimico de las plantas Mpc7hdz reveld una disminucion
especifica de los sesquiterpenos (Figura 43A, 2-7), como B-chamigrene (3), B-himachalene
y (4) 5-hydroxy-gurjunene (5), particularmente en condiciones inductoras de los oil bodies
(Figura 43B, Anexo 6). Algo similar se observé en el mutante para el d-limoneno (1) (Figura
43) que se corresponde con el mas abundante de su clase en M. polymorpha [362]. Por el
contrario, el fitol (11), el diterpeno mas abundante [362], se mantuvo constante en la
comparacion entre los genotipos (Figura 43C). Lo mismo sucede con los acidos grasos (Figura
43E, 8, 9, 12, 13) y los fitoesteroles (Anexo 6) que no mostraron una respuesta diferencial
en respuesta al background genotipico ni a las condiciones de cultivo. Tampoco hay grandes
cambios en estos ultimos compuestos asociados con las condiciones de cultivo. En general

la mayoria de los compuestos que se incrementan por las condiciones de cultivo estan
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fuertemente reducidos en las plantas mutantes Mpc7hdz. La Unica excepcion es un
compuesto que no logramos identificar y denominamos U13 (10) que no se acumula en las
plantas mutantes pero que no se incrementa tampoco con las condiciones de cultivo (Anexo

6). De acuerdo a nuestro al espectro de MS, podria tratarse de un diterpeno.

En conjunto, la correlacion fenotipica entre disminucion de oil bodies y disminucion de
sesquiterpenos, son consistentes con datos previos que indican que los sesquiterpenos se
encuentran localizados especificamente en los oil bodies de M. polymorpha [364], [368].
Ademas, demuestran que la biosintesis de sesquiterpenos, y no sélo la diferenciacion celular
de oil bodies, se encuentran regulada de alguna forma a nivel transcripcional por el FT

MpC1HDZ. Curiosamente, la acumulacion de mayores cantidades de sesquiterpenos no se
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Figura 42. Fotografia del diseno experimental empleado para los tratamientos de las plantas
utilizadas para cromatografia (A-C) y para RNA-seq (A-B). (A) Plantas de 3 semanas creciendo
en condiciones no axénicas utilizando rockwool como sustrato. (B) Plantas de 3 semanas
creciendo en condiciones control (axénicas). (C) Plantas de 3 semanas creciendo en
condiciones de hambreado (1/100 Gamborg B5). (D) Cromatogramas representativos del
analisis metabolomico por GC-FID de los extractos de plantas WT en cada una de las
condiciones de cultivo.
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correlaciona con un aumento significativo de la expresion de MpC1HDZ (Figura 40, Figura
43).
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Figura 43. (A) Cromatogramas representativos del analisis metabolomico por GC-FID de los
extractos de plantas Mpc7hdz y WT en condiciones de hambreado. Se muestran tres rangos
de tiempo diferentes. Las flechas sefalan a compuestos representativo: limoneno (1), cis-
thujopseno (2), B-chamigreno (3), B-himachaleno (4), 5-hidroxi-gurjuneno (5), viridiflorol
(6), ciclocolorenone (7), acido estearico metil éster (8), acido palmitico (9), terpenoide no
identificado U13 (10), fitol (11), acido linoleico (12), acido timidonico (13). (B-E) Detalle de
la cuantificacion representadas como box plots (n = 3-4) en los tres tratamientos estudiados
como se describié previamente: Cultivo axénico (Control), No axénico (Non-axenic) y
hambreado (Starvation): sesquiterpenos (B), monoterpenos (C), diterpenos (D) y acidos
grasos (E). Las diferencias estadisticas fueron probadas usando ANOVA seguido de Tukey HSD
(p.value < 0.05), las letras indican los grupos estadisticos significativos.
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Discusion

Los genes CTHDZ han sido estudiados por su papel durante la respuesta al estrés abiotico en
angiospermas, mas especificamente en mecanismos relacionados con la tolerancia al estrés
hidrico, incluyendo Arabidopsis y otras especies [244]. Probablemente debido a la
redundancia funcional, en las angiospermas, la mayoria de las plantas mutantes C1HDZ
muestran fenotipos relativamente sutiles, con algunas excepciones en algunas especies 'y en
procesos asociados al desarrollo (ver Introduccién Capitulo 2). La mutacion del Unico
ortologo de esta subfamilia en Marchantia es una poderosa herramienta una oportunidad
para estudiar el rol funcional del C1HDZ en un contexto sin redundancia genética.
Sorprendentemente, las plantas mutantes Mpc7hdz no presentaron defectos graves en el
desarrollo morfolégico macroscopico (Figura 30) demostrando que no es un gen esencial.
Utilizando una amplia gama de estrategias experimentales, no encontramos evidencia que
respalde que el rol fisiologico de los CTHDZ en la respuesta al estrés abidtico esté conservado
en Marchantia. No solo porque no presenta defectos evidentes en el crecimiento sino
porque el gen no se induce en condiciones de estrés abiotico. Esto Ultimo también es
evidente en el RNA-seq en otras condiciones de estrés biodtico y abidtico donde el gen
MpC1HDZ tampoco se indujo (incluyendo UV-B, ABA, NaCl, OPDA/JA, patogénesis) [69], [77],
[104], [205], [406]. En P. patens el Unico C1HDZ estudiado tampoco parece estar asociado
al estrés abiotico [268]. Mas aun, solo 1 de los 17 genes C1HDZ en Physcomitrella responde
a tratamientos de deshidratacion y manitol [407]. Estos datos sugieren que la induccion de
genes CTHDZ en respuesta al estrés abiotico podria haber sido una innovacion soélo presente

en plantas vasculares.

Por otro lado, hemos encontrado evidencia convincente de que MpC1HDZ es importante en
la regulacion de los oil bodies. Los cuerpos oleosos son una sinapomorfia de las hepaticas,
y por lo tanto surgieron en el ancestro comdn [372], probablemente durante el periodo
Ordovicico (~460 Mya). Los primeros experimentos explorando la funcion de mostraron que
el nimero y el tamaiio de los oil bodies en hepaticas no se veian afectados por una variedad
de condiciones ambientales, como la luz, la temperatura y la limitacién de N o P [378],
[383], [384]. Sin embargo, estudios recientes demostraron que el cultivo de Marchantia en
condiciones axénicas genera una reduccion significativa en nimero de oil bodies, mientras
que aumentan cuando crecen en condiciones no axénicas mas similares a las naturales [364].
Esto sugiere que hay un nivel basal de produccion de oil bodies incluso en condiciones
axénicas, pero que su diferenciacion puede aumentar en las condiciones ambientales donde
las plantas se enfrentan a estimulos bioticos [364]. En la presente tesis, encontramos que
las plantas Mpc1hdz exhiben una reduccion severa de la formacion de oil bodies

independientemente a las condiciones ambientales (Figura 34). MpCT1HDZ se induce en
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condiciones de cultivo no axénico, pero no en hambreado u otras condiciones relacionadas
con el estrés biotico (Figura 40). Su patron de expresion sugiere que es necesario para el
desarrollo del oil body mas que para modular la cantidad en determinadas condiciones
ambientales. De todos modos, sigue siendo una pregunta abierta si alguna otra condicion no

ensayada podria inducir la expresion de MpC1HDZ.

Como era de esperar, el bajo nUumero de oil bodies del mutante Mpc7hdz resultd en una
reduccion marcada en compuestos que se localizan especificamente alli, particularmente
terpenoides (Figura 43). Estos resultados soportan la tesis de que los sesquiterpenos
acumulados en estas células son los responsables de la proteccion a la herbivoria.
Recientemente, algo similar fue mostrado para plantas mutantes en MpMYCX/Y que
acumulan menos terpenoides [78], aunque en este caso no se sabe qué papel juegan los oil
bodies. En nuestro analisis, es notable que los monoterpenos también se mostraron
reducidos en las plantas mutantes y aumentados dependiendo de las condiciones de cultivo,
lo cual sugiere que también se localizan especificamente en los oil bodies, cosa que no
estaba reportada previamente. Siguiendo la misma logica, los diterpenos, no parecen
localizarse en los oil bodies. Solo se encontré un Unico compuesto que podria ser un
diterpeno (U13) que esta reducido en las plantas Mpc7hdz pero que no se induce por las
condiciones de cultivos, por lo que quizas no estaria localizado en los oil bodies. Tampoco
habia reportes de las diferencias entre plantas masculinas y femeninas en la composicion
bioquimica. En general, aqui se presentan observaciones relevantes asociadas a la

bioquimica de los oil bodies que son novedosas.

En consonancia con los perfiles metabolicos y un rol de los oil bodies en la tolerancia al
estrés biotico, Los mutantes Mpc7hdz resultaron mas susceptibles al isopodo A. vulgare, lo
que apoya la idea de que los oil bodies de las hepaticas son fundamentales para disuadir la
herbivoria, de acuerdo con la hipétesis formulada hace mas de un siglo [378]. Al mismo
tiempo, proporcionamos aqui evidencia que va en contra de la hipotesis de que podrian ser
importantes para la tolerancia al estrés abiotico, al menos en M. polymorpha. La
distribucion espacial de los oil bodies hacia la periferia de las gemas concuerda con un rol
ya que es lo primero que los insectos comerian y permitirian proteger a la gema de los
mismos. Los registros fosiles sugieren que la herbivoria habria generado una presion positiva
para la seleccion de mecanismos de defensa en hepaticas ancestrales. Por ejemplo, los
isopodos terrestres evolucionaron en el Pérmico (~300 Mya), tiempo después de la evolucion
de los oil bodies [408]. Sin embargo, los fosiles del Devonico medio (-390 Mya) que muestran
tejidos no digeridos ricos en células opacas que se asemejan a los oil bodies de las hepaticas

actuales, proporcionando evidencia indirecta de un papel repelente o disuasorio de los
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herbivoros ancestrales [11]. Si bien falta un registro fosil de hepaticas previos, se ha
encontrado evidencia fosil de artropodos que se alimentan de esporas y tallos de plantas
del periodo Silurico tardio y principios del Devonico (~420 Mya) [409]. Por tanto, dichas
organelas se habria originado inmediatamente después o de manera contemporanea con los
primeros herbivoros y probablemente su anti-herbivoria estaria conservado desde entonces.
En términos mas generales, dado que los terpenoides también juegan un papel central en
otras interacciones biologicas en plantas con semilla [382], el origen y la diversificacion de
estos metabolitos secundarios podrian haber impactado en la evolucion de las plantas
terrestres. De todos modos, la estrategia de acumularlos en estas organelas especializadas
habria evolucionado de forma independiente a otras glandulas existentes en otras plantas

terrestres.

El mecanismo preciso de la formacion del oil bodies en hepaticas es enigmatico,
fundamentalmente debido a que es muy variable entre especies (ver Introducciéon Capitulo
2). Los mutantes Mpc7hdz no solo carecen de oil bodies sino también de las células
idioblasticas. En las imagenes de microscopia, no encontramos ningun resabio de células
diferenciadas que podrian estar arrestadas en algin punto del desarrollo de estas células
(Figura 37). Esto sugiere que MpC1HDZ puede estar involucrado en la regulacion de la
diferenciacion de idioblastos. El hecho de que se puedan encontrar unas pocas células
diferenciadas en tejidos maduros como en el parénquima del talo, sugiere a su vez que
podria haber otros reguladores transcripcionales actuando en esta diferenciacion y que

MpC1HDZ no sea estrictamente esencial.

A nivel molecular, la deficiencia en los oil bodies y la respuesta de defensa deteriorada del
mutante se correlaciono con la expresion reducida de las familias de genes asociadas con el
metabolismo secundario y la formacion de dichas organelas. De esta forma, es importante
entender a MpC1HDZ en el contexto de los reguladores del metabolismo secundario (Figura
44). Dos FTs de la subfamilia R2R3-MYB conocidos como MpMYB02 y MpMYB14 fueron
identificados recientemente [207], [208]. Mientras que MpMYB14 esta asociado a la sintesis
de auronidinas y la defensa contra patogenos [104], [207], MpMYBO2 regula la biosintesis de
acidos bis(bibencilos) [208]. En las plantas mutantes Mpc7hdz tanto la expresion de
MpMYB14 como la biosintesis de auronidinas parece estar inalterada, mientras que la
expresion de MpMYB02 esta fuertemente reducida. A pesar de numerosos intentos y
dificultades experimentales, no pudimos lograr una cuantificacion de acidos bis(bibencilos)
en las mutantes Mpc1hdz. Es probable que MpMYBO02 esta rio debajo de MpC1HDZ en la
cascada de senalizacion. Debido a que los acidos bis(bibencilos) también se localizan en los

oil bodies, es probable que también se encuentren reducidos en el mutante Mpc7hdz. No

120



esta claro si MpMYBO02 presenta defectos en los oil bodies o si acumula menos terpenos.

Tampoco si presenta expresion tejido especifica en las células de los oil bodies.

En cuanto al patron de expresion del gen MpC1HDZ, logramos mostrar de manera
convincente que se expresa fuertemente en las células de los oil bodies, lo que reafirma su
funcion aqui propuesta (Figura 38). A su vez, muchos genes regulados negativamente en el
mutante Mpc7hdz codifican enzimas también localizadas en estas células (TPS, MTPS y
MpSYP12B) [368], [404]. Esta puede ser la razon por la que la sobreexpresion ectépica de
MpC1HDZ resulto letal para las plantas de Marchantia, al menos en las aproximaciones
experimentales empleadas. La activacion ectopica de las rutas de biosintesis de metabolitos
con actividad citotdxica podria provocar la muerte celular, aunque no pueden descartarse
otras causas asociadas a la diferenciacion celular. Futuros trabajos usando diferentes
estrategias para la expresion de MpC1HDZ podran ayudar a entender el mecanismo y las vias

de senalizacion reguladas mas en detalle.

En términos generales, proponemos que MpCT1HDZ estaria participando en la via de
transduccion de senales que lleva a la diferenciacion del oil body y la produccion de
terpenoides, en conjunto con MpMYB02, y de forma relativamente independiente de las
sefales ambientales (Figura 44). Es una pregunta abierta como la biosintesis de compuestos
de los oil bodies y la diferenciacion celular estan relacionadas. Mientras tanto, otras vias
que regulan la biosintesis de metabolitos secundarios como ABA, OPDA/JA o SA, funcionarian
de manera independiente, particularmente en lo que respecta a la biosintesis de flavonoides
y auronidinas [70], [78], [205], [207]. En nuestro conocimiento, estas vias no regulan la
cantidad de oil bodies pero si sabemos que hay sefnales del ambiente que si lo hacen, por lo
tanto es factible que otros FTs participen de esta regulacion integrando estas senales. En
este sentido, recientemente se mostréo que la via del OPDA/JA y ABA intervendrian
modulando la biosintesis de sesquiterpenos [70], [78], aunque no reportaron ninguna
modificacion en los oil bodies, sugiriendo que podrian actuar de forma desacoplada a la

diferenciacion celular (Figura 44).

Se ha apreciado durante mucho tiempo que los sesquiterpenos y bis (bibencilos) presentes
en los oil bodies tienen actividad antibacteriana y antifingica [338], [361], [379], [380]. De
hecho, esa actividad bioldgica es la razén probable por la que Marchantia es mencionada
por Dioscorides durante el siglo primero por su uso medicinal para prevenir inflamaciones
de las heridas [350]. La evidencia que proporcionamos en este trabajo, sustenta que los oil
bodies son los que explican mayormente dicha actividad, pero no necesariamente esto
implica que también sean importantes para la defensa contra patogenos. Debido a que

existen especies de Marchantia que poseen oil bodies en todas sus células y aun asi
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presentan asociaciones micoticas micorricicas [410]. Esto indica que los hongos, y no asi los
herbivoros, pueden evitar su citotoxicidad de los oil bodies, quizas como consecuencia de

estar encapsulados en una membrana.

Para finalizar, durante este trabajo mostramos diversas evidencias que ayudan a entender
mejor la funcion biolégica de los oil bodies y el rol que MpC1HDZ podria estar cumpliendo
en su regulacion y diferenciacion. Futuros trabajos podran dilucidar qué otros factores a
nivel molecular pueden estar involucrados también en los procesos de diferenciacion y
desarrollo de estas células especializadas. Esto podria ser util también para poder manipular
el numero de oil bodies y la acumulacion de metabolitos secundarios valiosos con uso

potencial en aplicaciones biotecnoldgicas y medicinales.

Sefales

Efectores

Fenotipo

Figura 44. Modelo hipotético de las vias de transduccion de senales que participan de la
regulacion de los oil bodies y el metabolismo secundario en Marchantiay el rol de MpC1HDZ.
Se sefalan como preguntas abiertas (?) aquellas interacciones que todavia necesitan ser
resueltas. OB = oil body. Para las referencias completas ver Introduccion al Capitulo 2.
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CONCLLEONES

Los estudios evo-devo requieren estudios comparativos a nivel macroevolutivo que pueden
ser abordados desde diferentes niveles [411]. Retomando algunas de las preguntas
cientificas aca discutidas durante los tres capitulos, desarrollaremos algunas de ellas para

dejar planteadas hipotesis y conclusiones parciales.

Reconstruccion de la evolucion de los genes HDZ
El patron de evolucion de los FTs esta influenciado fundamentalmente por los eventos de

WGD que ocurrieron durante la evolucion de las plantas. Algunos de ellos estan bien
identificados y conservados en todas las especies presentes en los grandes grupos de plantas
terrestres, mientras que la mayoria de los eventos de WGD se concentran en algin grupo de
especies en particular. Por su rol regulatorio, la duplicacion de los FTs no genera problemas
para el desarrollo de la planta, por eso en muchos casos no son seguidos de eventos de
pérdida (o cleaning) aunque eso no implica una diversificacion funcional. Por tanto, en la
competencia entre duplicacion y cleaning, la evolucion ha fijado preferentemente eventos
de duplicacion. En los casos donde esto no ocurre, las duplicaciones son limpiadas
sistematicamente, manteniendo un nimero reducido de copias a pesar de los eventos de
WGD. Esta logica generalmente esta asociada a genes que participan de procesos criticos

como la gametogénesis.

El patrén evolutivo de los genes HD mayormente sigue una logica convencional y se fue
expandiendo a lo largo de la evolucion de las embriofitas. En promedio, comparando los
genomas de M. polymorpha y A. thaliana, los FTs de cada familia se incrementaron 4-5
veces en numero de genes. Los HD lo hicieron en 5, lo cual lo pone dentro de la media de
otras familias y superfamilias. La familia HDZ, en cambio, se multiplicaron en 12y los C1THDZ
ha sido particular en 17. Esto muestra que la presion evolutiva por cleaning para los C1HDZ
es particularmente baja. Esto la convierte en una de las subfamilias mas divergentes dentro
de los FTs de plantas. Esto explica por qué presenta tanta redundancia funcional, pero
también por qué hay tantos reportes de funciones divergentes entre FTs de esta clase en

angiospermas.

Historicamente se creia que los genes HDZ eran exclusivos de las embriofitas y dicho
argumento hacia interesante estudiar su funcidn por no estar sujeta a un rol conservado en
otros eucariotas, permitiendo explicar algunas de las numerosas caracteristicas particulares

de las plantas terrestres, como responder de manera efectiva al ambiente siendo organismos
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sésiles. Durante este trabajo demostramos que los HDZ se encuentran en todas las especies
de algas charofitas, permitiéndonos establecer que el origen hipotético de esta combinacion

de dominios data de unos ~800 Mya (Capitulo 1).

El analisis filogenético también mostré que un Unico gen CTHDZ se conservo entre plantas
terrestres y algas charofitas. Esto no es trivial, dado que, por ejemplo, para los C2HDZ
encontramos que fueron dos los genes conservados en embriofitas y charofitas, aunque uno

se perdid de forma posterior en la evolucién de las plantas vasculares (Figura 12).

Evolucion de las propiedades bioquimicas de los genes C1HDZ
Si bien durante este trabajo no estudiamos extensivamente las propiedades bioquimicas del

gen MpC1HDZ, hemos discutido en reiteradas ocasiones como las propiedades moleculares
y bioquimicas de los C1HDZ estan asociadas a sus dominios y motivos funcionales. Las
propiedades bioquimicas asociadas a los dominios de union a ADN de los FTs pueden cambiar
durante la evolucién, particularmente durante eventos de especializacion, aunque
mayoritariamente se encuentran conservadas y los cambios por preferencia de dominios son
bastante infrecuentes (ver Introduccion General: Mecanismos de diversificacion funcional
de FTs).

Generalmente estos cambios se deben a sustituciones en aminoacidos esenciales del dominio
de union a ADN. En nuestro caso, no encontramos un patrén que sugiera cambios en las
posiciones conservadas de dicho dominio. Mas adn, en el caso de P. patens, se mostro
experimentalmente que el motivo de unién a ADN de un C1HDZ es bastante similar al de
otros C1HDZ [149]. Durante la reconstruccion filogenética, estudiamos la aparicion de
dominios y motivos auxiliares conservados durante la evolucion que pudieran ser
importantes para su funcion. En la mayoria de los casos, encontramos que los dominios
auxiliares caracteristicos de cada clase de proteinas HDZ se encuentran presentes en las
HDZ de algas y conservados durante la evolucion de las embriofitas. En particular, los C1HDZ
de algas y briofitas presentan una alta conservacién en el motivo AHA, que se demostré que
es importante para su actividad transcripcional [234], [235] (Figura 15). Mas aun, estudios
preliminares de nuestro grupo de expresion heterdloga de MpC1HDZ en Arabidopsis
mostraron que puede cumplir funciones similares al de otros C1HDZ de angiospermas,
confirmando que hay una capacidad intrinseca de ese FT para integrarse a las cascadas de
senalizacion de plantas angiospermas para modular respuestas similares a las inducidas por
otros C1HDZ.

Evolucion del rol bioldgico de los genes C1HDZ
Las proteinas C3HDZ y C4HDZ cumplirian un rol fundamental conservado en la regulacion de

la morfologia de plantas terrestres. Para las C3HDZ, se demostré en P. patens que esto
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también se cumple en briofitas [266]. Para las otras clases, no esta claro qué funcion podrian
haber estado cumpliendo en el ambiente acuatico y tampoco se sabe mucho acerca de qué

sucede en briofitas.

En este trabajo estudiamos a nivel funcional el Unico ortélogo de los C1HDZ en Marchantia.
Debido a que existen pocos estudios con mutantes simples o multiples en Arabidopsis
reportando efectos fenotipos importantes y a la diversidad de funciones propuestas para
estos genes, no es facil predecir un rol conservado para esta familia en el ancestro comun
de las embriofitas. La hipdtesis inicial fue que la funcién asociada a la tolerancia a estrés
abiotico observada en angiospermas podria estar conservada en Marchantia,
particularmente como un mecanismo de tolerancia a la desecacion que pudiera haber
contribuido a la colonizacion de la Tierra. La evidencia que proporcionamos aqui es
suficientemente sélida para rechazar esta hipdtesis. Por el contrario, encontramos otras
funciones. Particularmente su rol en la diferenciacion de oil bodies, al ser una sinapomorfia
de las hepaticas, es probable que se haya originado después de la diversificacion de las

traqueofitas por un mecanismo de exaptacion (Capitulo 2).

Otras caracteristicas fenotipicas encontradas en las plantas mutantes Mpc1hdz (Figuras 3.9-
3.11; copas, papilas de superficie, air pores, morfologia del talo), son dificiles de conciliar
con otras estructuras, tejidos y 6rganos de otras especies que pudieran delinear un patrén
de conservacion. En este contexto es importante recordar que todos estos tejidos
pertenecen al gametofito de Marchantia y la homologia entre tejidos de especies tan
alejadas es todavia materia de debate en la mayoria de los casos. Por esto, no descartamos
que pueda estar conservado algun rol de los C1HDZ en el desarrollo. Los defectos
morfologicos observados en el mutante de Marchantia puede ser un punto de partida para
estudiarlos en mas detalle. También cabe preguntarse cual es la interaccion entre estos
fenotipos y si tienen patrones en comun. Una observacion importante en cuanto a esto es la
ausencia de divisiones celulares asimétricas que se observa en el borde del talo de plantas
mutantes. Es probable que las papilas de superficie, por ejemplo, necesiten divisiones
asimétricas para poder diferenciarse, algo similar a lo que ocurre en el meristema de la raiz
de las plantas vasculares. Por otra parte, la falta de oil bodies podria tener un impacto en
la organizacion de la epidermis de Marchantia. La ondulacion encontrada en los talos podria
ser consecuencia de esto, ya que los oil bodies son células mas chicas y estan localizadas

cerca del borde dificultando la formacion de una epidermis uniforme.

Algunos genes C1HDZ fueron asociados al control del crecimiento y el desarrollo en

angiospermas (ej. LMI1/RCO). Futuros estudios permitiran evaluar si existe alguna
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conservacion en la sefalizacion molecular que controla el lobulado del talo del mutante

Mpc1hdz y la funcion de LMI1/RCO1 en angiospermas.

Mecanismos moleculares determinantes en la evolucion de los genes
C1HDZ

En el Capitulo 1 discutimos largamente los posibles mecanismos de diversificacion funcional
de los FTs. Entenderlos es fundamental para reconstruir los mecanismos moleculares que
estan detras de la evolucion de los mismos. En la Figura 6 resumimos los mecanismos mas
importantes. Como planteamos anteriormente, las mutaciones que afecten las propiedades
de union a ADN o en dominios auxiliares son bastante improbables, de acuerdo a
aproximaciones bioinformaticas y estudios de expresion heterdloga. Por otra parte, hemos
mostrado que la induccion de los genes CTHDZ por tratamientos de estrés abiotico no esta
conservada entre briofitas y angiospermas. Por el contrario, el patréon de expresion de
MpC1HDZ asociado a los oil bodies probablemente también sea una innovacién que sélo
existe en hepaticas. En cuanto a los genes blanco de los C1HDZ, nuestros estudios de
expresion sugieren que es dificil identificar un nlcleo conservado asociado a una via de
transduccion. En principio porque no hay ortologia entre muchos genes blanco putativos
entre de Marchantia y Arabidopsis. Y también porque los analisis comparativos entre
transcriptomas de plantas de Arabidopsis con expresion alterada de genes C 1THDZ mostraron
un bajo solapamiento que no resulta estadisticamente significativo (Figura 42). Dado que el
dominio de union al ADN esta fuertemente conservado entre los C1HDZ, esperabamos
encontrar un minimo grado de conservacion en las vias reguladas, mas alla de la
diversificacion funcional. El punto es que en un contexto macroevolutivo, las secuencias de
las regiones promotoras de los genes son tan variables que la ganancia y pérdida de motivos
de unidn entre diferentes loci es mas frecuente por razones aleatorias que la conservacion

de sitios en determinados genes blanco.

Por tanto, cambios en el patron de expresion y ganancia y pérdida de genes blanco puede
ser lo que explica fundamentalmente la diversificacion funcional entre los C1HDZ de
Marchantia y los de angiospermas. Como discutimos anteriormente en base a la literatura,
estos mecanismos de diversificacion son los que mas impactan en la evolucién de los FTs. A
diferencia de la mayoria de los casos publicados, donde hay un patrén de conservacion claro
a nivel funcional entre embriofitas, en el caso de los C1HDZ no sucede. Algo que también
tiene un correlato en lo diversa que es esta familia a nivel evolutivo. Proponemos que este
tipo de casos podrian ser mucho mas frecuente de lo estimado, particularmente para genes
asociados a la respuesta a estrés y no a procesos criticos de desarrollo. Los resultados
presentados aqui generan el marco teorico para entender la logica detras de la evolucién

de los FTs en las plantas en un contexto macroevolutivo.
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ANEXOS

Anexo 1. Sumario de la clasificacion de familias de proteinas HD identificadas en este
estudio en las diferentes especies. Se muestra también la relacion filogenética entre las
especies y el codigo de colores utilizado. El arbol completo de donde surge esta tabla puede
consultarse en:
https://nph.onlinelibrary.wiley.com/action/downloadSupplement?doi=10.1111%2Fnph.151
33&file=nph15133-sup-0001-Supinfo.pdf
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Anexo 2. Lista de primers.

Nombre Secuencia Uso Ref.
CRISPR
MpC1HDZ_gRNA1_fw | TCTCgAGCCTCGCCAGGTCGCGGTC gRNA Este trabajo
MpC1HDZ_gRNA1_rv | AAACCCAGACCGCGACCTGGCGAGGCTCGAGAC gCEII\JS: " Este trabajo
MpC1HDZ_gRNA2_fw | TCTCgQTGGTTTTCCAGCGAGCGCGACGG EEEER Este trabajo
MpC1HDZ_gRNA2_rv | AAACTCGCGCTCGCTGGAARACCAC gCII:II\IS: " Este trabajo
MpC1HDZ_CACC_fw CACCATgATggCggCTAgCgCTC Clonado | Este trabajo
MpC1HDZ_rv TAAgggCCACTCCCACCAAgg Clonado | Este trabajo
proMpC1HDZ-Ndel-fw | CTCGGGGTTCATCCGCGTACAACTT Clonado | Este trabajo
proMpC1HDZ-Sall-rv | TATGCTGCTGAAGAACAACCCGGT Clonado | Este trabajo
AGCTCGGCCTCCAGCCTCGCCAAGTG
MpC1HDZ_mut_fw GCCGTGTGGTTCCAAAACCG Clonado | Este trabajo
CGGTTTTGGAACCACACGGCCACTTG
MpC1HDZ_mut_rv GCGAGGCTGGAGGCCGAGCT Clonado | Este trabajo
gtcgactggatccggtaccgCTCGGGGTT
proC1HDZ_gibson_fw | CATCCGCGT Clonado | Este trabajo
proC1HDZ gibson_rv | ccgccatcatTATGCTGCTGAAGAACAACCCG | Clonado | Este trabajo
MpC1HDZ_gibson2_fw | cagcagcataATGATGGCGGCTAGCGCT Clonado | Este trabajo
MpDHN1_qgPCR_fw gggCCCTCTACTCCTggTTA gPCR [400]
MpDHN1_qPCR_rv TTAgCATCATACggggTggC gPCR [400]
MpDHN2_qPCR_fw gATAAGCTCACgggACACgA gPCR [400]
MpDHN2_gPCR_rv CTTCggAgACTTgggCgAAT gPCR [400]
MpACT_gPCR_fw AggCATCTggTATCCACgAg gPCR [391]
MpACT_gPCR_rv ACATggTCgTTCCTCCAGAC gPCR [391]
MpC1HDZ_gpcr_fw ATgCAAgCTCCTCgATCCg gPCR Este trabajo
MpC1HDZ_gpcr_rv TCgCCATTgTCCTCCgATg gPCR Este trabajo
MpC2HDZ_gpcr_fw AACCCgAAgCAAAAGAACGC gPCR Este trabajo
MpC2HDZ_gpcr_rv TgTTTCAgCTTggTCCTTgC gPCR Este trabajo
MpC3HDZ_gpcr_fw AgATTgCCCCATTCTTgCCA gPCR Este trabajo
MpC3HDZ_gpcr_rv ATTCACACTCAgAAGCCggyg gPCR Este trabajo
MpC4HDZ_gpcr_fw ATgAAggCTCAgCAggAACY gPCR Este trabajo
MpC4HDZ_gpcr_rv TTCTTCATggCgTCTCgCAT gPCR Este trabajo
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Anexo 3. Sumario de estadisticas de los alineamientos en experimentos de secuenciacion
masiva realizados mediante TopHat v2.1.0.

Lecturas Tasa global

Tratamiento | Genotipo Replica | Tipo totales de mapeo
_|\wrd 1 | single-end 36335870 93.5%
S |wre 1 | single-end 33774598 93.4%
§ Mpc1haz-19 1 | single-end 35998138 93.3%
Mpc1hdz-2%° 1 | single-end 35598562 93.4%
WT Q 1 | paired-end 22430088 90.5%

g | WT? 2 | paired-end 22301665 90.0%
EwTe 3 | paired-end 22112841 89.9%
S | Mpc1hdz-2 1 | paired-end 24643824 90.0%
2 | Mpcihdz-2° 2 | paired-end | 23240410 89.5%
Mpc1hdz-2°° 3 | paired-end 25573537 89.1%
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Anexo 4. Genes

diferencialmente expresados

en forma

negativa

(log2(FC)<-1,

adj.p.value<0.05) en las plantas mutantes Mpc71hdz con respecto a las WT en condiciones
control y en cultivo no axénico. Los resultados fueron procesados por separado en EdgeR.
Se muestran los valores estadisticos para cada experimento por separado. Todo el genoma
fue anotado manualmente para genes que estén relacionados con el metabolismo secundario

o su regulacion.

Control No-axénico Descripcion
adj.p.va adj.p.valAnotacion

Gene ID logFC |logCPM |lue logFC |logCPM |lue manual  Nombre
Mapoly2340s0001 [-13.20] 3.06| 1.2E-39| -8.57 2.37| 1.4E-98|Tyrosinase
Mapoly0168s0002 |-12.79] 2.65| 2.3E-32| -4.54 3.86| 1.8E-56
Mapoly0183s0009 |-11.63] 1.50] 6.7E-20] -6.40 0.90| 7.1E-37
Mapoly0220s0002 [-11.06] 0.93] 2.2E-17| -6.94] -0.47| 2.1E-18[Tyrosinase
Mapoly0015s0028 |-10.88] 0.76] 9.3E-17| -5.03] -1.01] 6.4E-10
Mapoly0266s0004 | -9.62] 1.80] 6.8E-21/-11.24 1.93| 1.2E-82[Tyrosinase
Mapoly0070s0073 | -8.84/ 1.03| 9.5E-07| -3.13 1.60] 4.7E-13
Mapoly0032s0137 | -8.76] 2.32| 3.5E-23| -7.18 2.85 4.12(|;:9Tyrosinase
Mapoly0229s0002 | -8.71] -1.35] 1.3E-04] -4.02] -0.42] 4.6E-07|ABC
Mapoly0193s0019 | -8.45 -1.58| 1.6E-09] -5.60] -3.04] 2.2E-03
Mapoly0264s0001 | -8.43] -1.59] 2.5E-09] -2.90 2.96| 1.3E-32|P450
Mapoly0136s0036 | -8.37] 2.87| 4.5E-31| -4.75 1.52| 8.8E-39|COMT
Mapoly0008s0168 | -8.23| -1.80] 9.3E-04] -2.72 1.15] 1.9E-08
Mapoly0071s0042 | -7.84] -2.13| 3.7E-07| -6.33] -0.31] 2.9E-14
Mapoly1583s0001 | -7.79] -2.20] 4.8E-03] -3.66] -0.02| 1.7E-12
Mapoly0091s0077 | -7.52| -0.26| 5.8E-12] -1.73] -0.35| 5.8E-04/ABC
Mapoly0046s0047 | -7.50] -2.42| 3.7E-06] -5.55 2.17| 2.2E-44
Mapoly0142s0043 | -7.47| -2.45| 2.0E-06] -7.12 0.45| 2.2E-34MTPS MTPSL2
Mapoly0071s0078 | -7.33]| 2.82| 3.4E-24] -8.47 3.74 3.251EZTyrosinase
Mapoly0006s0226 | -7.29] 1.55| 4.6E-16] -2.66 1.72| 2.9E-18[TF MpR2R3-MYB2
Mapoly0193s0021 | -7.24] 2.46| 2.8E-22| -4.90 1.11| 2.6E-34
Mapoly0032s0136 | -7.11] 2.34] 1.5E-17] -7.96 3.23 3.;;4|1£8Tyrosinase
Mapoly2108s0001 | -7.09] 0.15] 1.8E-03| -2.45 1.61] 9.7E-08
Mapoly0056s0072 | -7.08] 0.14] 4.4E-12] -4.99] -0.44] 7.8E-16
Mapoly3457s0001 | -7.02] 0.61] 1.9E-12] -4.26 0.88| 4.3E-28
Mapoly0266s0001 | -6.85  3.78| 3.4E-27/-13.93 4.61| 0.0E+00[Tyrosinase
Mapoly0142s0039 | -6.83] 5.00] 6.0E-38| -3.40 4.97 1.114I‘::5
Mapoly0071s0116 | -6.70] -1.05] 1.5E-03] -3.07| -1.09| 2.0E-04/ABC
Mapoly0121s0010 | -6.69] 3.52| 2.3E-27| -1.23 7.67| 3.9E-09
Mapoly1035s0001 | -6.63] 2.61| 2.8E-22] -1.04 6.76| 3.3E-07|Diringet
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Mapoly0077s0002 | -6.58 0.85] 6.4E-13] -8.50 1.03| 2.0E-50
Mapoly0142s0042 | -6.54] -3.19| 5.1E-04] -6.04] -1.29| 1.8E-08|CPT CPT5
Mapoly0094s0045 | -6.39] -3.33| 4.0E-02] -6.08 0.83] 2.3E-36
Mapoly0016s0002 | -6.38] -3.33| 1.2E-02] -3.37| -0.46| 3.6E-06|Dirigent
Mapoly0077s0001 | -6.30[ 1.67| 6.3E-15] -6.50 3.09| 7.2E-83
Mapoly0087s0088 | -6.29] -0.10[ 1.9E-10] -1.62 0.53] 8.0E-05MTPS MTPSL17
Mapoly4414s0001 | -6.26] 0.25] 3.4E-11] -2.11 3.05| 2.1E-15P450
Mapoly0193s0009 | -6.13] 0.89] 3.7E-04] -2.34 2.07| 9.7E-15
Mapoly0075s0089 | -6.13] 1.23| 1.2E-11] -5.89] -0.24] 4.5E-19
Mapoly0031s0046 | -6.08] 0.83| 5.4E-12] -1.90 1.80] 4.7E-11
Mapoly0229s0001 | -6.07] 0.59] 1.3E-03] -4.70] -0.48| 1.0E-09/ABC
Mapoly0193s0013 | -5.99] 1.70{ 9.3E-04] -2.68 1.67| 1.2E-12
Mapoly0083s0014 | -5.92| 3.36| 3.1E-28| -2.30 4.07| 2.1E-23|ABC ABCG1
Mapoly0073s0001 | -5.91 3.30, 2.9E-14| -7.80 2.52 1.1-l\-)(|;:1 Tyrosinase
Mapoly0101s0013 | -5.88 1.26| 3.0E-12| -2.14 1.33| 3.8E-13)SYP12B  |SYP12B
Mapoly0085s0083 | -5.86] 3.27| 1.9E-24] -3.05 4.13| 1.5E-47
Mapoly0060s0088 | -5.71 1.94 1.9E-06/ -8.89 2.18| 5.8E-62
Mapoly1022s0001 | -5.65] -1.23| 1.2E-05] -3.20, -0.28] 5.1E-10
Mapoly2590s0001 | -5.58] 5.66| 4.0E-28| -5.88 5.57 1.2251
Mapoly0098s0056 | -5.57| 2.49| 4.4E-03| -2.05 1.52| 1.2E-05
Mapoly0207s0004 | -5.47| -2.15] 4.4E-06] -2.33] -0.86| 4.5E-05|P450
Mapoly0193s0016 | -5.45 -0.53| 1.5E-02| -1.23 0.64] 2.7E-02
Mapoly0142s0040 | -5.45 1.53| 5.5E-12] -2.36 2.29| 8.8E-16
Mapoly0207s0001 | -5.31] -2.30{ 4.1E-04] -2.48 0.32| 3.8E-06DTPS TPS2
Mapoly0420s0001 | -5.26] 1.27| 1.6E-09] -3.58 3.34] 2.0E-10
Mapoly0005s0135 | -5.26] -0.17| 3.8E-09] -1.17 1.54| 5.4E-03
Mapoly0110s0019 | -5.14 1.91] 9.9E-12] -4.16 1.11 1.7E-17
Mapoly0006s0165 | -5.09] -1.25] 9.7E-03] -4.99] -1.51] 1.4E-06
Mapoly0152s0001 | -5.05( -0.90] 5.1E-08] -3.73] -0.22] 6.3E-06
Mapoly0142s0041 | -5.02| 0.00{ 1.7E-08] -2.09 2.24] 2.0E-15
Mapoly0098s0054 | -4.99| -0.23| 5.1E-04] -5.24] -0.49| 2.8E-12
Mapoly2351s0001 | -4.98] 0.83| 1.9E-07| -1.61 3.23| 2.9E-10/P450
Mapoly0027s0071 | -4.97] 1.70[ 1.9E-10] -4.17 2.49| 3.9E-38
Mapoly0064s0121 | -4.91| -0.74] 1.2E-07| -1.45 0.36/ 1.1E-03
Mapoly0047s0056 | -4.84] -1.46| 9.5E-07| -3.23 0.17| 1.7E-12
Mapoly0016s0175 | -4.82] 0.76] 9.4E-09 -3.66 0.71| 3.8E-20
Mapoly0193s0015 | -4.64 1.10] 2.3E-03| -1.37 1.74] 2.4E-04
Mapoly0006s0161 | -4.63] -2.85 1.6E-02| -3.60 -2.19| 3.1E-03
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4.0E-

Mapoly3939s0001 | -4.50, 3.36| 4.0E-18| -5.19 3.52 115
Mapoly0854s0001 | -4.32] 2.69| 5.2E-05 -1.59 0.33| 2.8E-03
Mapoly0053s0060 | -4.30, -3.10] 8.2E-03| -4.25 -2.69| 2.3E-03
Mapoly0193s0020 | -4.28] 3.59| 2.3E-18] -4.36 1.91| 2.7E-28
Mapoly0044s0116 | -4.25 1.42] 1.4E-03| -1.73 1.24| 4.4E-06
Mapoly0020s0043 | -4.16] 0.37| 1.3E-04] -2.59 0.84| 1.5E-09
Mapoly0087s0087 | -4.15 2.55| 5.3E-12| -1.10 3.24] 4.7E-07|MTPS MTPSL8
Mapoly0045s0005 | -3.99] 0.90] 2.1E-04] -5.10] -3.32| 2.4E-02
Mapoly0090s0057 | -3.94] 1.96] 7.9E-04] -1.68 0.64| 1.6E-06
Mapoly0175s0015 | -3.81 0.14| 6.3E-06| -5.13] -0.58| 4.3E-14[TF MpNAC6
Mapoly0203s0006 | -3.79] 0.46| 6.8E-04| -2.12] -0.95| 5.7E-04
hydrogena
Mapoly0003s0312 | -3.78] 3.95 2.6E-15| -2.05 3.46| 2.5E-32|se
Mapoly0093s0049 | -3.74 0.00] 1.2E-05| -1.44 0.26| 5.4E-03
Mapoly0020s0041 | -3.72] -1.58| 4.9E-04| -1.71| -0.49| 1.4E-03
Mapoly0026s0025 | -3.70, 4.76] 1.4E-02| -2.33 4.89 1.0E-09
Mapoly0020s0040 | -3.67| 3.01| 4.7E-04] -1.88 2.31| 8.0E-08
Mapoly0122s0030 | -3.66] 0.50] 3.8E-03| -3.60 0.84) 2.4E-11[TF MpTrihelix28
Mapoly1685s0001 | -3.63] 3.13| 3.9E-06] -1.71 2.41| 2.3E-09
Mapoly0135s0002 | -3.59] 0.30] 1.5E-05| -6.95 -0.47| 2.8E-17
Mapoly0008s0235 | -3.59| 2.22| 2.5E-07| -1.99 1.74] 5.3E-12
Mapoly0003s0239 | -3.57| -1.69| 4.2E-04] -1.55] -1.34| 4.5E-02
Mapoly0060s0009 | -3.40, -0.54| 4.6E-05 -2.09 0.36| 1.8E-07
Mapoly0054s0125 | -3.35 2.77| 1.5E-05| -1.23 1.58| 4.4E-04
Mapoly0068s0087 | -3.35 5.16| 2.5E-03| -4.27 4.92| 1.5E-17
Mapoly0193s0008 | -3.27| 2.57| 1.0E-04] -1.74 2.63| 6.1E-09
Mapoly0057s0102 | -3.07| 4.44| 6.4E-03| -1.44 6.03| 2.1E-06
Mapoly0180s0020 | -3.03] -2.36] 1.5E-02] -1.98 1.17| 2.0E-09
Mapoly0488s0001 | -2.98] -0.68 1.0E-03| -1.86 1.49| 6.3E-04
Mapoly0008s0234 | -2.93] -0.39] 2.8E-03| -4.51] -1.89| 2.8E-04
Mapoly0005s0242 | -2.90, 0.98] 4.3E-04] -1.33 0.22| 1.8E-03
Mapoly0019s0062 | -2.86] 2.93| 4.0E-07| -1.71 3.82| 4.8E-23
Mapoly0042s0126 | -2.80, -1.06| 3.0E-03| -2.65 4.26| 3.7E-21
Mapoly0193s0010 | -2.74] 4.00] 4.4E-03| -1.45 5.19| 2.5E-10
Mapoly0147s0041 | -2.73] -2.36] 2.0E-02| -1.66 2.36| 9.2E-10
Mapoly2298s0001 | -2.71 6.11| 2.5E-11| -3.14 5.79| 1.9E-43
Mapoly0056s0076 | -2.68/ 2.13| 2.0E-04| -1.12 6.23| 1.7E-12
Mapoly0060s0111 | -2.62] -1.11] 6.9E-03| -1.72] -0.84] 1.5E-02
Mapoly0064s0076 | -2.61 4.16| 1.7E-04] -4.33 3.05| 1.5E-79
Mapoly0404s0001 | -2.60] 1.27| 2.3E-03] -2.01| -0.38| 1.5E-04
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Mapoly0027s0190 | -2.59] 4.02| 8.2E-08| -1.48 2.25| 3.0E-08Dirigent
Mapoly0074s0016 | -2.55 -1.26| 1.0E-02| -1.79] -0.51] 2.7E-04
Mapoly0003s0240 | -2.53] 3.11| 8.0E-07| -1.45 2.27| 1.4E-07
Mapoly0081s0021 | -2.47| 2.00{ 9.0E-04] -2.23 2.01] 1.8E-17
Mapoly0117s0019 | -2.46] 2.22| 4.9E-04] -1.90 1.91| 1.6E-11
Mapoly0010s0216 | -2.46] -0.90] 2.9E-02] -2.21 6.07| 8.4E-06
Mapoly0092s0010 | -2.45 0.10[ 7.4E-03] -1.81] -1.12] 1.8E-02
Mapoly0070s0009 | -2.44] 2.92| 1.2E-05] -2.12 2.40| 2.4E-18DXS
Mapoly0019s0140 | -2.20] 2.17| 2.0E-02] -1.92 1.72| 8.0E-10
Mapoly0091s0043 | -2.15] 4.29| 3.9E-03| -3.72 1.55| 1.1E-24|Tyrosinase
Mapoly0085s0053 | -2.15 -0.77| 3.2E-02] -2.24] -0.28| 2.4E-05
Mapoly0019s0116 | -2.14] 2.28| 6.9E-03| -1.83 2.12| 6.2E-14
Mapoly0073s0004 | -2.07] 2.90] 1.9E-02| -2.83 3.79| 8.5E-54
Mapoly0089s0018 | -2.07] 3.29| 9.3E-05] -1.70 2.85| 1.4E-14
Mapoly0004s0216 | -2.07] 0.71| 2.6E-02| -1.75 1.47| 4.8E-08
Mapoly0062s0079 | -2.06] 1.35] 2.7E-02] -1.37 0.54] 3.6E-03
Mapoly0088s0035 | -1.82] 3.93| 1.1E-02] -3.04 1.04] 2.8E-18
Mapoly0022s0143 | -1.81] 2.12| 2.9E-02] -1.07 1.01| 6.4E-03
Mapoly0045s0006 | -1.76] 4.42| 1.5E-02| -2.95 5.00] 3.4E-22
Mapoly0092s0073 | -1.60[ 3.57| 3.7E-02] -2.51 0.56| 1.6E-06
Mapoly0127s0009 | -1.58 3.00] 2.5E-02] -1.74 1.21| 1.8E-05
Mapoly0117s0020 | -1.48] 4.16] 1.6E-02] -1.40 0.79| 9.7E-04
Mapoly0088s0032 | -1.46] 5.00[ 1.1E-02] -1.69 2.93| 2.8E-12
Mapoly0135s0048 | -1.43] 6.07| 3.1E-03| -1.33 5.91] 1.0E-12
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Anexo 5. Analisis de ontologia génica (GO) de procesos biologicos y familias de proteinas
del grupo de genes diferencialmente expresados en Mpc1hdz en ambos experimentos. Solo
los términos significativamente enriquecidos (p.value<0.05). La ontologia génica
corresponde a la anotacion realizada previamente [105] en base a A. thaliana y P. patens,
mientras que la anotacion de familias de proteinas se realizd con HMMer [278] usando la
base de datos PFAM [412]. En el caso de los genes regulados positivamente no se encontro
ningn término diferencialmente enriquecido.

Regulados negativamente (log:(FC)<-1, adj.p.value<0.05)

Odds
Cédigo p.value [FDR ratio n Esperado[Total Nombre
cellular response to
G0:0071249| 5.45E-07/0.001648 39.74 5/0.125795 18|nitrate
G0:0015706| 3.62E-06/0.005471 25.55 5/0.195644 28|nitrate transport
G0:0010167| 5.64E-06{0.005689 23.09 5/0.216483 31response to nitrate
G0:0042128| 2.15E-05/0.014421 17.05 5/0.293182 42|nitrate assimilation
lateral root
G0:0048527| 2.38E-05]0.014421 16.65 5/0.300156 43|development
response to
G0:0080167/0.000162/0.081762 8.11 6/0.739611 106|karrikin
G0:0008152| 0.00244 1 4.079 7/1.716092 246|metabolic process
lipid catabolic
G0:0016042/0.009235 1 7.41 3| 0.404655 58|process
PF01384 2.00E-07]0.000873 29.31 6/0.204676 27|PHO4
PF08030 3.85E-07/0.000873 43.90 5/0.113884 15NAD_binding_6
PF00264 8.05E-07/0.001216 15.92 7| 0.43949 58| Tyrosinase
PF07690 1.36E-06/0.001537 20.29 6/ 0.295581 39MFS_1
PF00190 3.19E-05/0.028952 8.71 7/0.802922 106/Cupin_1
PF00405 5.16E-05/0.038998 56.45 3/0.053138 7|Transferrin
PF14368 6.15E-05/0.039809 21.97 40.182046 24|LTP_2
PF03936 0.002015 1 37.66 2/0.053101 7|Terpene_synth_C
PF04577 0.004965 1 21.97 2| 0.09102 12|DUF563
PF00722 0.006322 1 8.612 310.348346 46/Glyco_hydro_16

Regulados negativamente (log,(FC)>1, adj.p.value<0.05)

Odds
Codigo p.value | FDR ratio Esperado | Total | Nombre
PF02496 4.18E-05 | 0.18942 290.89 2 | 0.006875 6 ABA_WDS
PF01453 0.000725 1 59.24 2| 0.033759 30 B_lectin
PF11827 0.002379 1 864.62 1| 0.001157 1 DUF3347
PFO1142 0.004752 1 290.55 1| 0.003442 3 TruD
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Anexo 6. Sumario del perfil metabdlico realizado entre las plantas Mpc1hdz y las WT cuantificado por GC-FID. Los compuestos fueron
identificados por GC-MS utilizando bases de datos pUblicas y cuantificados por diluciones seriadas de estandares como se explica en la seccion
de Materiales y Métodos. Los compuestos que no se lograron identificar son denominados como U seguido de un nimero. La clasificacion esta

representada por un cédigo de colores indicado en la leyenda. La desviacion estandar se representa como “+”.

Leyenda:

C8 volatiles

Monoterpenos

Sesquiterpenos

cetonas

Sesquiterpenos alcoholes y

Acidos y aldehidos grasos

Diterpenos

Hidrocarburos

Fitoesteroles

Tratamiento Control No-axénico Hambreado

IS oFf 0 =8 s §1 oF e S8 s §. oF o Se = §.

§ o £ £l 8X 8 S K 8 % 8 X S = 39 8

TR = = S S3 = = S S = = S S3

Peso fresco 0.4+0.02 0.3+0.06| 0.3+0.09| 0.5+0.01| 0.3+0.07|0.3+0.12| 0.3+0.05 0.4+0.04| 0.1+0.01 0.1+0| 0.1+0.01 0.1+0.01

1.7+0.15 1.5+0.15| 0.3%0.04| 0.2+0.03 1.940.3| 1.6+£0.27 1.440.33 1+0.49 1.940.1 2.310.46 1.940.08 1.1+0.21

0.8+0.05 1.1+0.1 1+0.32| 0.7+0.05 0.8+0.1]| 0.8+0.45| 0.6+0.08 0.6+0.06| 1.5+0.13| 2.7#0.18| 1.7+0.12 1.4+0.27

0.1+0 0.2+0.03 ND ND| 0.1+0.08|0.2+0.07 ND ND| 0.9+0.29 0.8+0.18 ND ND

0.2+0.03 0.1+0.01 ND ND| 0.2+0.04|0.1+0.02 0.2+0.06 0.1+0.06| 0.4+0.02 0.2+0.03 0.2+0.01 0.1+0.01

U1 ND ND ND ND ND ND ND ND| 0.4+0.07 1£0.09 ND ND

iso-ledene ND ND ND ND| 0.1+0.06| 0.3+0.09 ND ND| 1.6+0.29| 3.5+0.31 0.1+0.06 ND

a-gurjunene ND ND ND ND| 0.1+0.06|0.3+0.13 ND ND| 2.1+0.36| 4.3+0.47 ND ND
trans-

caryophyllene ND ND ND ND| 0.2+0.09| 0.3%0.1 ND ND| 0.6+0.15 1.1+0.22 ND ND

b-cedrene ND ND ND ND ND ND ND ND| 0.1+0.02| 0.3+0.07 ND ND

cis-thujopsene 0.1+0.02 0.1+0.04 ND ND| 0.5+0.13| 0.7+0.2| 0.1+0.01 ND| 1.8+0.33| 3.4+0.48 ND ND
U2 g-curcumene-

like ND ND ND ND| 0.2+0.07|0.3+0.11 ND ND| 2.1+0.39 4.740.45 ND ND
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U3 sativene-like ND 0.1+0.04 ND ND| 0.3+0.06| 0.4+0.11 ND ND| 1.1+0.18| 2.3+0.53 ND ND
b-acoradiene ND ND ND ND| 0.1+0.01]0.1+0.03 ND ND| 0.3+0.05| 0.7£0.25 ND ND
U4 cis-b-guaiene-
like 0.240.02 0.340.04| 0.1+0.08| 0.2+0.03| 0.4+0.12]0.5+0.11 0.3+0.06 0.240.08| 2.6#0.55| 5.941.13| 0.1£0.09 ND
b-chamigrene ND 0.140.03 ND ND| 0.6+0.17|0.8+0.27 ND ND| 2.6+0.59| 5.3#0.75| 0.1+0.02 0.1+0.02
valencene ND ND ND ND| 0.1+0.03|0.2+0.06 ND ND| 1.540.28 3+0.33 ND ND
viridiflorene ND 0.140.03 ND ND ND| 0.1+0.06 ND ND| 0.3+0.07| 0.7+0.17| 0.1+0.01 ND
b-himachalene 0.1£0.01 0.340.09 ND ND 140.25| 1.5+0.51 0.2+0.03 0.1+0.06| 4.5+0.86| 8.7+0.89 ND ND
(+)-cuparene ND 0.1£0.02 ND ND| 0.4+0.12| 0.5+0.1 0.1£0.01 ND| 1.6+0.29| 3.3#0.78 ND ND
g-cuprenene ND 0.140.07 ND ND 0.1+0.1] 0.2+0.22 ND ND| 0.840.24| 1.740.26 ND ND
us 0.1+0.06 0.1+0.09 ND ND| 0.6+0.32| 0.7+0.4 0.340.1 0.1+0.08| 0.84#0.19| 1.5%0.18 ND ND
eremophilene ND ND ND ND.06| 0.1+0.03| 0.2+0.04 ND ND| 0.5+0.18| 0.9#0.16| 0.5+0.78 0.4+0.44
us ND ND ND ND| 0.3+0.12] 0.6+0.21 ND ND| 1.940.32| 3.8+0.49 ND ND
U9 ND 0.1£0.06 ND ND| 0.7+0.22| 1+0.28| 0.1+0.03 ND| 1.8+0.25| 3.3#0.68 ND ND
5-hydroxy-a-
gurjunene 0.1+0.04 0.240.12 ND ND| 1.3+0.49|2.5+0.91 0.240.04 0.1+0.06| 11.742.04| 23.6#3.08| 0.1#0.13 ND
u7 ND 0.1+0.21 ND ND 3+1.11] 2.8+1.71 1.5+0.25 0.6+0.36 ND| 7.1+4.25 ND ND
viridiflorol 0.1£0.03 0.240.11 ND ND| 1.9+0.68 3.1+1 0.2+0.05 0.1+0.11| 9.741.71| 18.8+2.51 0.1£0.09 ND
U10 hydroxylated
gurjunene 1.3+0.25 1.7£0.17| 1.720.16| 1.2+0.25| 1.1+0.17]|1.2+0.29| 1.3+0.14 0.940.1| 1.9+0.42| 3.7+0.49| 2.2+0.33 1.6+0.37
U13 6.240.07 9.3%0.51| 0.1+0.06| 0.1#0.01| 5.54#0.16|7.2+1.47| 0.1+0.03 0.240.06 | 15.341.33| 28.943.88| 0.4%0.17 0.2+0.08
myristic acid 1.6+0.01 1.9+0.56| 1.840.36| 2.2+0.11| 2.3+0.54|2.7+0.82| 1.9+0.64 2.140.48 140.24| 1.940.53 2.1+1.1 1.3+0.27
cis,cis,7,10-
hexadecadienal 0.440.16 0.440.06| 0.4+0.05| 0.4#0.11| 0.24#0.01]0.3+0.12] 0.2+0.03 0.1+0.01| 0.7£0.14 1.1+0.2| 0.8+0.26 0.6+0.21
cis,cis,cis,7,10,13-
hexadecatrienal 0.140.05 0.1#0.02| 0.1+£0.01| 0.1£0.01| 0.240.09]|0.4+0.11 ND ND| 0.5+0.1 1+0.18| 0.1+0.03 0.1+0.03
linoleic acid methyl
ester| 0.120.03 0.1+0.03 ND| 0.2+0.15| 0.1+0.03|0.3%0.44 0.5+0.4 0.1#0.01| 0.1#0.07| 0.6%0.61 1.1+1.68 1+1.03
U12 linolenic acid-
like 3.440.38 3.340.09| 3.4+0.12| 3.3#0.01| 2.5#0.37|2.1+0.28| 3.6+0.33 3.320.7| 3.4#0.5| 4.3+1.11 5.540.65 5.6+1.36
linoleic acid methyl
ester| 0.8+0.18 140.13 140.11| 0.840.14| 0.4+0.12]|0.5+0.18| 0.8+0.11 0.5#0.06| 0.9#0.24| 1.6#0.37| 1.940.26 1.3+0.35
palmitic acid
methyl ester| 2.8+0.68 3.610.48| 4.3+0.78 3.420.7| 1.6%0.54|1.941.15 2.320.5 2+0.29| 2.4+0.58| 3.7#1.25| 5.3+1.74 3.1+0.77
stearic acid methyl 54.2+13.
ester| 45.244.1| 49.9+41.82|52.744.94| 51.7+3.9 60+9.18 65| 54.6+7.38| 55.1£7.04| 19+3.62| 27.2+2.39| 35.3+3.82 24+3.55
43.316.9
palmitic acid| 58.8+3.19| 66.244.09| 64.3+3.6| 55.6+0.8| 54.1+9.36 7| 53.6+4.93| 50.3+5.89| 50.5+7.24 84+8.52 74+16.8 58.917.4
75.4+12.0| 61.2+12.
linolenic acid| 60.2+4.57 67+4.81|70.446.15| 62.7+4.4 5 79| 68.248.29| 69.8+10.19| 47.245.99| 75.44#5.01| 82.7#14.7| 59.5+8.17
24.6+3.2
timnodonic acid| 32.1+1.99| 36.3+0.62|35.1+2.48| 32.5+1.6| 32.3+3.76 9| 28.745.2 30+4.2| 17.544.26| 27.4+3.23| 26.3+7.15| 17.841.39
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phytol acetate| 3.5+0.61 3.1+0.08| 3.1+0.06| 3.4#0.17| 2.4+0.35| 2+0.27| 3.1+0.25 3+0.64| 83.7+0.53 5+1.2| 5.240.64| 5.5+1.37
17.7+£3.5
phytol| 31.7+1.88| 42.5+2.86|41.244.43| 27.942.2| 15.6+3.4 6| 24.1+2.2 20.9+4| 18.943.42| 36.8+3.66| 28.3+3.1| 23.5+3.44
U1 1.6+0.08 1.940.24 2+0.55| 1.7+#0.02| 0.5+0.07|0.6+0.07| 0.7+0.16 0.5+0.06| 0.840.16| 1.6+0.26| 1.8+0.65 1+0.18
U15| 10.1+0.35| 11.440.94| 9.9+0.65| 9.3+0.56| 6.4+0.95|4.5+0.71| 6.2+1.61 6.4+1.62| 1.940.55 3.6+0.5| 3.2+1.04 1.8+0.09
Ui7| 0.6%0.15 1.1+0.5| 0.9+0.11| 0.7+0.15| 4.3+6.75|0.4+0.07| 0.7%0.07 0.840.31| 1.240.29| 3.241.69| 2.840.59| 3.4+0.77
12.3+1.9
campesterol| 20.9+0.57| 23.6+1.9|23.8+1.76| 18.3+0.96| 12.8+2.87 6| 16.1+0.9| 12.7+4.25| 2443.79| 42.4+4.91| 36.4+4.92| 36.7+4.91
stigmasterol | 16.5+0.77| 16.6+0.99|20.5+0.88 | 11.8+4.55 7+2.36| 6.6+1.51| 9.9+0.96 9+1.79| 22.443.77| 36.944.21| 32.243.84| 32.9+4.19
sitosterol| 5.847.36| 0.3+0.21| 0.5+0.34| 3.7#4.17| 0.4+0.39| 0.4+0.34 0.4+0.3 0.3+0.07| 0.7+0.44| 2.4+1.27| 3.742.09| 8.5+6.96

163




