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Resumen

Los ancestros de las plantas actuales son algas verdes acudticas que se han adaptado al ambiente te-
rrestre. Esta transicion ocurrié hace ~450 millones de afios y representd uno de los principales eventos
evolutivos que dieron forma al mundo en que vivimos. Las plantas terrestres tuvieron que lidiar con un
ambiente mas fluctuante y agresivo. A nivel del genoma, esta transicién fue acompafiada por un incre-
mento del nimero de genes que codifican para factores de transcripcidn (FTs). Aqui, estudiamos la fa-
milia de FTs de HOMEODOMAIN LEUCINE ZIPPER (HDZ). Esta familia desempefia varias funciones en las
respuestas ambientales y de desarrollo que podrian haber sido fundamentales para la evolucién de las
plantas.

En primer lugar, realizamos un analisis filogenético y bioinformatico de los genes HDZ utilizando con-
juntos de datos transcriptémicos y gendmicos. 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 basales. Pudi-
mos establecer que la divergencia entre las cuatro clases de HDZ (I-1V) se produjo tempranamente en la
evolucion de las charofitas y antes de la colonizacion de la tierra por parte de las plantas. Ademas, infe-
rimos la incorporacién progresiva de motivos auxiliares. Una vez en tierra, la familia HDZ experimenté
multiples eventos de duplicacién. Sorprendentemente, encontramos que se perdieron varios genes HDZ
de clase | (C1HDZ) en monocotileddneas acuaticas (Alismatales), lo que representa un destino evolutivo
opuesto al descripto durante la transicion de las plantas a la tierra.

Ademds, 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 casi

inmediatamente después de la transicidn de las plantas a la tierra. Segln estudios funcionales en la
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planta modelo Arabidopsis thaliana y otras angiospermas, los FTs pertenecientes a CIHDZ 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. poly-
morpha codifica para un Unico ortdlogo de C1HDZ (MpC1HDZ). El FT MpC1HDZ esta altamente conser-
vado y presenta todas las caracteristicas estructurales descriptas en angiospermas. Para estudiar su
funcién, generamos plantas mutantes de pérdida de funcidén para este gen utilizando la tecnologia
CRISPR/Cas9 (Mpclhdz). Sorprendentemente, el mutante no mostro diferencias con respecto a las plan-
tas salvajes en tratamientos de estrés abidtico. Ademds, MpC1HDZ no se indujo por tratamientos de
estrés abidtico como sucede en las angiospermas. Estos resultados sugieren que su papel relacionado
con el estrés abidtico no ésta conservado entre las embriofitas. Curiosamente, el mutante Mpclhdz
presentd una fuerte reduccidn en el nimero de cuerpos oleosos (oil bodies). Los oil bodies se encuen-
tran en células idiobldsticas 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 regulacién de los oil bodies ain no estan claras, se ha propuesto que podrian desempefiar un papel
tanto en la respuesta de la planta al estrés bidtico y abidtico. En este trabajo, exploramos los posibles
roles de los oil bodies bajo diferentes condiciones de estrés. Las plantas Mpclhdz fueron mas suscepti-
bles a la herbivoria por insectos, mientras que los extractos de plantas presentaron una actividad anti-
bacteriana reducida. En contraste, no detectamos diferencias en el crecimiento de las plantas bajo nin-
guna de las condiciones de estrés abidtico probadas. Nuestros resultados apoyan la hipdtesis de que los
oil bodies de Marchantia son criticos para las interacciones bidticas pero no para las respuestas de estrés
abidtico. El andlisis transcriptémico reveld que la expresion de genes implicados en la regulacién del
metabolismo secundario estd reducida en plantas mutantes Mpclhdz. En el mismo sentido, el perfil
metabdlico mostrd que estas plantas no acumulan terpenoides. Utilizando un reportero transcripcional
encontramos que MpC1HDZ se expresa durante el desarrollo temprano de las células de oil bodies. Estos
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 C1HDZ. Proponemos
que Marchantia coopté y neofuncionalizé el gen C1HDZ para producir oil bodies, mientras que su fun-
cion en las respuestas al estrés hidrico es una innovacidn que ocurrié mas tarde en la evolucion de las
plantas vasculares. Ademds, proporcionamos evidencias novedosas sobre la regulacidon del metabo-

lismo secundario y el rol biolégico de los oil bodies en hepaticas.
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FUNCTIONAL STUDIES OF CLASS | HD-ZIP TRANSCRIPTION FACTORS IN STREPTOPHYTES AND THEIR
ROLE IN MOLECULAR MECHANISMS DURING STRESS RESPONSES

The transition from plants to soil was accompanied by an increase in the number of genes that code for
transcription factors (TFs) in plant genomes, which are necessary to regulate gene expression during
development and responses to stimuli. environmental. Here, we study the HOMEODOMAIN LEUCINE-
ZIPPER (HDZ) family of FTs. This family performs several functions that could have been fundamental
for the evolution of plants. First, we performed a phylogenetic and bioinformatic analysis of HDZ genes
using transcriptomic and genomic datasets in algae and land plant species. We found evidence of HDZ
genes in chlorophyte and charophyte algae. We were able to establish the origin of each of the HDZ
classes and the progressive incorporation of domains and auxiliary motifs. Once on land, the HDZ family
experienced multiple duplication events during angiosperm expansion and loss events in Alismatal mo-
nocotyledons. In addition, we performed functional studies of the only CIHDZ-type TF in the liverwort
model Marchantia polymorpha. To do this, we generate loss-of-function mutant plants in Marchantia
and transcriptional reporters. In summary, we demonstrate that these plants would play a role in de-
fense against herbivores by regulating the differentiation of oil body cells while not being important for
responses to abiotic stress as previously demonstrated in angiosperms. This has implications in the evo-

lutionary history of this subfamily and the biological role of oil bodies in liverworts.



