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Las proteinas RLK (Receptor-Like Kinases) son un tipo de proteinas
que tienen un dominio LRR (Leucine-Rich Repeat) que les permite
reconocer y unirse a diferentes moléculas que pueden ser sefiales de la
presencia de patdgenos, como proteinas, péptidos o lipidos. La
expresion de estas proteinas depende de la interaccion con los
patdgenos y puede ser regulada por el splicing alternativo, un proceso
que genera diferentes variantes de un mismo gen. Se ha observado
que el splicing alternativo afecta a mas del 40% de los genes de la
familia RLK y que algunos cambios en el splicing estan relacionados
con la capacidad de resistir o sucumbir a la infeccion. Una de las
aplicaciones de estudiar las RLK es predecir su funcion en la defensa
de las plantas contra los patogenos, lo cual es un desafio que ain no
se ha abordado en el girasol, una especie de interés agronémico. Sin
embargo, existen antecedentes de otros organismos vegetales, como
Arabidopsis, arroz, tomate, citrus, entre otros, que han permitido
identificar y caracterizar las RLK en sus genomas. Ademas, se ha
encontrado que hay una diversidad de RLK entre diferentes especies,
genomas Y variedades de plantas. Este proyecto tiene como objetivo no
solo cuantificar y caracterizar el conjunto de proteinas kinasa, o kinoma,
en el girasol, con especial atencion en las RLK, sino también realizar un
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analisis del nivel de expresion y splicing alternativo de las RLK en la
especie, utilizando datos de secuenciacion publicos.

Palabras claves: | Bioinformatica - Transcriptomica - Genomica - RLK - Respuesta a
estimulos

Parte |

Informe de resultados para el repositorio?

1. Introduccion y objetivos (minimo 1 pagina- maximo 2 paginas)
- Realizar una presentacién general del estudio (tema/problema) y una justificacion de su relevancia (motivos para estudiarlo,
aportes potenciales).

- Indicar el objetivo general de la investigacion y los interrogantes efectivamente trabajados en el proyecto.

La presente investigacion se enmarca en el estudio de la diversidad y funcionalidad del kinoma en
Helianthus annuus, con un enfoque especial en las Receptor-Like Kinases (RLKs), que representan un
componente crucial en la respuesta de defensa de las plantas ante estimulos externos, particularmente
en la interaccion con patogenos. Durante afios se ha reconocido la importancia de las RLK en diversos
modelos vegetales, como Arabidopsis, arroz y tomate, en los cuales se ha establecido que estas
proteinas no solo participan en la deteccion de sefiales moleculares provenientes de posibles amenazas,
sino que también activan cascadas de sefializacién que modulan respuestas adaptativas. No obstante, en
el girasol —una especie de gran interés agronomico— la informacion sobre la repercusion funcional y
evolutiva de estas proteinas es todavia limitada, lo cual restringe el desarrollo de estrategias mas
efectivas para el mejoramiento genético y el manejo de enfermedades. El problema central que aborda

2 Se solicita brindar informacion detallada en los campos que componen esta Parte |, ya que sera publicada en el Repositorio
online de la UNM. Esto permitira difundir de manera amplia la investigacion, sus resultados y visibilizar la labor de los miembros
del equipo de investigacion.




este estudio radica en la necesidad de comprender la estructura, diversidad y regulacién de las quinasas
en girasol, en un contexto en el que la variabilidad genética y los fenémenos de duplicacidn y splicing
alternativo sugieren la existencia de mecanismos especificos de adaptacion y defensa que aun no han
sido estudiados a profundidad.

La relevancia de este proyecto se fundamenta en multiples aspectos. Por un lado, el conocimiento
detallado del repertorio de quinasas y, en particular, de las RLK, ofrece el potencial de identificar
marcadores moleculares que permitan seleccionar o disefiar cultivares con una mayor resistencia a
patdbgenos, lo que resulta de vital importancia para la seguridad alimentaria y la sostenibilidad de los
sistemas de cultivo en condiciones adversas. Por otro lado, el estudio de estos componentes a nivel de
genoma y pangenoma posibilita la integraciéon de datos complejos provenientes de diversas fuentes
-como la secuenciacion de alto rendimiento y el andlisis transcriptomico- que contribuyen a desentrafiar la
arquitectura funcional y evolutiva de estos genes, ampliando nuestro entendimiento sobre los
mecanismos moleculares que rigen la respuesta inmune en plantas. Asimismo, la identificacion de
variantes de splicing y patrones de duplicacién, asi como su correlacién con la expresion diferencial en
situaciones de estrés biotico, plantea la posibilidad de descubrir nuevas rutas de sefializacion y regulacion
que podrian ser explotadas tanto en investigaciones basicas como en aplicaciones biotecnolégicas.

El objetivo general de la presente investigacion es cuantificar y caracterizar el conjunto de proteinas
quinasa de girasol, con un énfasis particular en las RLK, integrando datos gendmicos y transcriptémicos
para establecer una correlacién entre la diversidad funcional de estas proteinas y su respuesta a
condiciones de estrés bidtico.

2. Marco de referencia (min. 2 paginas- max. 5 paginas)

Describir en qué campo (tematico, disciplinar) se inserta la investigacion, indicando:

- estudios antecedentes (propios 0 no) sobre el tema, avances y areas de discusion.

- marco tedrico o encuadre de referencia de la investigacion: con qué enfoque, conceptos, dimensiones o modelos se abordo el
temalproblema.

Las funciones que cumplen las RLK en plantas son muy diversas, abarcando desde el crecimiento y el
desarrollo, a las respuestas a estreses bidticos y abibticos. En cuanto a las interacciones
planta-patégeno, las RLK juegan un papel esencial en las respuestas de defensa mediante el
reconocimiento de patrones moleculares conservados asociados a patdgenos o0 microbios
(PAMPs/MAMPs), como la flagelina y el factor de elongacion EF-Tu. Por su parte, las proteinas RLK que
contienen LRR permiten el reconocimiento de patdgenos porque su plasticidad estructural les permite
unirse a distintos tipos de ligandos, ya sean proteinas, péptidos o lipidos. Se ha reportado también que la
expresion de las RLK es dependiente de la presencia de patdgenos y que el splicing alternativo afecta a
més del 40% de los genes de esta familia, y que algunos eventos de splicing estan asociados con la
resistencia o susceptibilidad a la infeccion.

El girasol constituye la segunda oleaginosa en importancia en Argentina. Si bien en los Ultimos 60 afios
los esfuerzos para el fitomejoramiento proporcionaron un suministro continuo de cultivares con
caracteristicas de rendimiento y calidad mejoradas, aun existe una gran brecha entre rendimiento real y
potencial, debido principalmente a plagas y enfermedades.

Estudios de mapeo de loci de caracter cuantitativo (QTL) y de asociacién (GWAS) han permitido la
identificacion de regiones del genoma significativamente asociadas con procesos de resistencia, algunas
de ellas conteniendo RLKs. En esta linea, estudios publicos y del grupo de trabajo antes mencionado
(Filippi et al, manuscrito en prep) han permitido la identificacion de genes de resistencia citoplasmaticos
para la especie. No obstante, dada la abundancia de proteinas quinasas, su diversidad de funcién, y la
complejidad del genoma de esta especie (~3.6 GigaBases, con >85% de regiones repetitivas), la
prediccion de RLK con putativa funcién en procesos de defensa constituye un desafio aun no abordado
en girasol, aunque se cuenta con antecedentes en Arabidopsis, arroz, tomate, citrus, entre otros. Existen
estudios en diversas especies, que han demostrado que diferentes genomas contienen diferentes RLKs, y
que hay una variacién en el contenido de RLKSs entre diferentes lineas o cultivares. Estudios recientes del
grupo de trabajo han evidenciado una estrecha base genética en los materiales actualmente usados a
nivel global para el mejoramiento de la especie. Sin embargo, aunque existe estrecha diversidad genética,




diferentes niveles de resistencia entre cultivares de girasol a las distintas plagas que afectan al cultivo han
sido reportados, entre ellos a Verticillium dahliae, Sclerotinia sclerotiorum, Phomopsis helianthi, entre
otras. En linea con esto, y dada la reciente disponibilidad de datos de secuenciacidn de transcriptomas de
girasoles infectados a distintos patogenos, se vuelve factible cuantificacion de la expresion de las familias
de genes de resistencia y asi poder caracterizar la respuesta de los distintos cultivares a la infeccién.

Este proyecto se propone no solo la cuantificacidn y caracterizacion del kinoma en girasol, con énfasis en
RLKs, sino también la conduccidn de un estudio a nivel transcriptoma y splicing alternativo de las RLK en
la especie mediante la exploracién de datos de secuenciacion publicos. Esperamos que este estudio
permita aumentar la comprensién de los procesos de defensa del huésped, asi como la generacion de
capacidades para el aprovechamiento de datos bioldgicos disponibles en bases de datos publicas.

3. Métodos y técnicas (min. 2 paginas- max. 4 paginas)

Indicar el trabajo de campo, documental y/o de laboratorio realizado, la forma de recoleccion de datos y sus fuentes. Al respecto,
describir los métodos, técnicas, instrumentos y materiales utilizados para indagar el problema de investigacion. Explicitar las
unidades de analisis, los criterios de seleccién de muestras o casos. Indicar asimismo las formas de procesamiento y anélisis de
los datos recolectados.

En el marco del proyecto de investigacidn, se implemento un flujo de trabajo bioinformatico automatizado
mediante un script en bash para procesar datos de secuenciacion de ARN asociados a los proyectos
PRJNA908908 y PRJNA345532. Se definieron los identificadores de acceso publico (SRR)
correspondientes a las muestras de interés almacenadas en la base de datos del Sequence Read Archive
(SRA). El genoma de referencia (HanXRQr1.0) se index¢ utilizando STAR, un alineador de alto
rendimiento, con  parametros  optimizados para genomas de tamafio = moderado
(genomeSAindexNbases=12). Para cada muestra, se ejecutd la descarga mediante prefetch, seguida de
la conversion a formato FASTQ usando fastq-dump, y se evalué la calidad de las lecturas con FastQC. El
alineamiento se realizd6 con STAR generando archivos BAM los cuales se ordenaron por coordenadas
gendmicas mediante el paquete samtools. Finalmente, se cuantificaron los transcritos mediante mmquant,
utilizando un archivo de anotacion genomica en formato GTF y especificando los nombres de las
muestras como encabezados en la matriz de conteos. Todo el proceso se ejecutd de forma paralelizada
para optimizar el tiempo de célculo, garantizando reproducibilidad y escalabilidad en el analisis de
multiples muestras. Este analisis se realiz6 en la supercomputadora Tupac del CONICET.

Tras el procesamiento inicial de los datos de secuenciacion, se realizé un analisis de expresion diferencial
mediante el paquete DESeq2 en R, utilizando como insumo la matriz de conteos génicos generada
previamente y los metadatos asociados a las muestras. Los datos crudos se depuraron eliminando genes
con asignacién ambigua (multimapeo), asegurando la unicidad de las lecturas. Se ajustaron los
identificadores de las columnas para garantizar la concordancia entre los nombres de las muestras en la
matriz de conteos y los metadatos. Posteriormente, se construyd un objeto DESeqDataSet para modelar
las condiciones experimentales, considerando la variable de infecciéon. Los datos se normalizaron
mediante el método implementado en DESeq2, y se filtraron para retener exclusivamente las quinasas.
Para identificar genes diferencialmente expresados (DEGs), se aplicd un contraste estadistico con
umbrales de significancia (padj < 0.05) y cambio minimo en la expresion (|log2FoldChange| > 2). Los
resultados se visualizaron mediante graficos de volcan, destacando quinasas con regulacion positiva (UP)
0 negativa (DOWN). Adicionalmente, se generaron mapas de calor y perfiles de expresion mediante
pheatmap y ggplot2, respectivamente, para explorar patrones transcripcionales en muestras infectadas y
controles. Las listas de DEGs se integraron con informacién funcional y estructural de las quinasas,
incluyendo su clasificacion como receptores tipo quinasa (RLK) y dominios proteicos, utilizando tablas
unificadas del genoma de referencia y pan-genoma. Finalmente, se prepararon archivos para analisis
filogenéticos, resaltando la condicion de expresion diferencial de cada gen.

4. Resultados y discusion (min. 5 paginas- max. 15 paginas)
Desarrollar los resultados, en relacion a los objetivos del proyecto, especificando (de ser posible) los siguientes aspectos:
- nuevos conocimientos obtenidos sobre los casos o unidades bajo estudio.




- avances en materia de conocimiento cientifico sobre el tema bajo estudio, formulacion de enfoques originales e innovadores
(modelos, conceptos, efc.).

- Contribuciones para la resolucién de problemas especificos y/o formulacién de herramientas de intervencion, disefio o mejora
de productos y procesos.

Por dltimo, desarrollar las conclusiones y reflexiones finales a las que se llegd luego de la investigacion, en relacion a los
interrogantes y objetivos planteados.

Caracterizacion integral del repertorio de quinasas en girasol y su respuesta a estreses biéticos/abioticos

El presente estudio aborda la caracterizacion sistemética de las quinasas en Helianthus annuus, con
énfasis en las quinasas receptoras (RLKs), proteinas clave en la transduccién de sefiales ambientales.
Para lograr este objetivo, se implementé un enfoque multidisciplinario que integra analisis gendmicos,
transcriptomicos y evolutivos, utilizando herramientas bioinforméticas estandarizadas en la comunidad
cientifica. La seleccion del genoma de referencia XRQ (version 1.2) y un pangenoma derivado de 149
accesiones permitié capturar tanto la diversidad central como la variacidn estructural de la especie, un
aspecto critico dado el alto polimorfismo reportado en girasoles cultivados.

La identificacion inicial de quinasas se realizd mediante el paquete HMMER v3.3.2, utilizando los perfiles
PF00069 (dominio proteina quinasa) y PF07714 (dominio proteina quinasa tipo tirosina) de Pfam. Estos
perfiles se seleccionaron por su capacidad para detectar motivos cataliticos conservados en eucariotas,
aplicando umbrales estrictos (e-valor <0.001 y cobertura =250%) para minimizar falsos positivos. La
validacion cruzada con el sistema de clasificacion de Lehti-Shiu - un marco de referencia ampliamente
adoptado para quinasas vegetales - revelé 2,197 quinasas en el genoma XRQ y 702 en el pangenoma,
cifras que superan las reportadas en estudios previos en Arabidopsis thaliana (941 quinasas), lo que
podria reflejar adaptaciones evolutivas especificas en asteraceas. La distribucién cromosémica
heterogénea, con mayor densidad en el cromosoma 11 (18.7% del total), sugiere eventos de duplicacion
en tandem durante la radiacién adaptativa del género Helianthus.

El analisis filogenético mediante el método neighbor-joining (implementado en MEGA XI) de los dominios
cataliticos alineados con MAFFT v7.490, mostr6 una bifurcacién fundamental entre quinasas receptoras y
solubles. Esta dicotomia estructural se correlacioné con predicciones de localizacion subcelular mediante
Plant-mSubP (precision reportada del 89% en dicotiledéneas), donde el 94.3% de las RLKs mostraron
dominios transmembrana detectados por TMHMM 2.0. La deteccién concurrente de péptidos sefial en 34
quinasas mediante SignalP 6.0 sugiere mecanismos de procesamiento postraduccional diferenciales,
particularmente en quinasas secretadas. Estas validaciones computacionales multiples refuerzan la
robustez de la clasificacién propuesta.

Dindmica evolutiva de las RLKs

El analisis con MCScanX evidencié 906 duplicaciones segmentales y 638 dispersas en las RLKs,
patrones congruentes con los mecanismos de expansion génica en plantas superiores. Las relaciones
Kal/Ks (<1 en el 87% de los pares génicos) obtenidas mediante el algoritmo de Nei-Gojobori indican una
fuerte presion de seleccion purificadora, particularmente en dominios extracelulares de RLKs (Ks
promedio = 0.32 £0.11), lo que apunta a la conservacion de interfaces de unién a ligandos. Este hallazgo
se alinea con estudios en arroz (Oryza sativa) donde las RLKs asociadas a inmunidad muestran tasas de
evolucion significativamente menores que las quinasas metabdlicas.

Respuesta a estrés bidtico: interaccion con Sclerotinia sclerotiorum

El andlisis transcriptomico del proyecto PRINA908908 reveld una reprogramacion masiva del kinoma
ante la infeccién por este patdgeno necrotréfico. La estrategia de alineamiento con STAR 2.7.10b
(pardmetros: --outFilterMismatchNoverLmax 0.05 --alignintronMax 5000) contra el genoma extendido con
quinasas del pangenoma, permitio capturar isoformas especificas de estrés. La deteccion de 69 quinasas
sobreexpresadas en XRQ - predominantemente RLKs membranales (92.7%) - contrasta con el limitado
reclutamiento de quinasas del pangenoma (28 up), sugiriendo que la respuesta primaria moviliza
elementos gendmicos centrales. La sobrerrepresentacion de RLKs del clado LRR-XII (9/69), conocido por
su participacion en reconocimiento de patrones moleculares (PAMPS), coincide con reportes en Brassica
napus infectado con el mismo patégeno (Chinchilla et al., 2006; Mott et al., 2016; Zipfel et al., 20).




Curiosamente, solo 1 de las 28 quinasas del pangenoma fue validada como RLK por InterProScan (base
de datos: CDD v3.19), lo que podria indicar pseudogenizacién o neofuncionalizacion en variantes alélicas
raras.

A fin de visualizar los patrones transcripcionales del kinoma frente a la infeccién con Sclerotinia
sclerotiorum, se construyeron mapas de calor utilizando el paquete pheatmap en R. En la Figura 1A, se
representa la expresion de las 1913 quinasas totales detectadas en el conjunto completo de muestras de
RNA-seq. Este mapa permite apreciar tanto la variabilidad basal entre genotipos como la activacién
diferencial de grupos especificos de quinasas, incluso en condiciones de control. Por otro lado, la Figura
1B muestra exclusivamente las 97 quinasas diferencialmente expresadas (DEGs), destacadas por
superar umbrales significativos de expresion (padj < 0.05; |log2FC| > 2) en alguna de las comparaciones
realizadas. Esta representacion condensada resalta clisteres de genes activados o reprimidos en funcion
del tratamiento, reforzando la idea de una reprogramacion transcripcional especifica y dirigida. En
conjunto, ambos mapas constituyen una herramienta clave para explorar la arquitectura global y los focos
activos de la respuesta quinasica frente al estrés biotico.
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Figura 1A. Mapas de calor de expresion génica del kinoma bajo infeccion con S. sclerotiorum.
Expresion de las 1913 quinasas detectadas en las muestras de RNA-seq analizadas. Se observa variabilidad de expresion basal
entre genotipos y condiciones.
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Figura 1B. Mapas de calor de expresion génica del kinoma bajo infeccién con S. sclerotiorum.
Subconjunto de 97 quinasas diferencialmente expresadas (DEGs), agrupadas segun similitud de perfiles de expresion. Las
muestras estan ordenadas por condicion experimental y los genes por correlacion jerarquica.

Con el objetivo de profundizar en la interpretacién de los perfiles transcripcionales obtenidos, se
seleccionaron las quinasas diferencialmente expresadas (DEGs) para representar sus cinéticas de
expresion a lo largo de todas las muestras analizadas. Estos graficos fueron generados en R mediante el
paquete ggplot2, utilizando escalas uniformes y anotaciones claras para facilitar la comparacion entre
condiciones. En cada grafico se incluye el identificador del gen correspondiente y la expresion relativa en
cada muestra de RNA-seq. Las muestras se agrupan por condicion experimental y fenotipo:
SRR22540857 a SRR22540859 corresponden a plantas resistentes infectadas, mientras que
SRR22540860 a SRR22540862 son plantas resistentes sin infeccidén (controles). Por otro lado,
SRR22540863 a SRR22540865 representan plantas susceptibles infectadas, y SRR22540866 a
SRR22540868 son sus correspondientes controles sin infeccion. Esta visualizacién permite identificar no
solo los genes mas fuertemente inducidos, sino también aquellos con expresién constitutiva o diferencial
segun el genotipo, aportando una mirada mas detallada sobre el comportamiento del kinoma ante el
desafio biotico.
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Figura 2. Perfiles de expresion de quinasas estadisticamente asociadas a la infeccion.
Perfiles de expresion de quinasas estadisticamente asociadas a la infeccidn. Los colores indican la expresidn de cada una de las
quinasas. En el eje X se presentan los codigos de acceso de las muestras y en el eje Y el valor normalizado de la expresion.

Como complemento a los mapas de calor y los perfiles individuales de expresion, se generd un volcano
plot para representar de manera sintética la distribuciéon de las quinasas diferencialmente expresadas
(DEGs) en funcion de su cambio en la expresion (log2FoldChange) y su significancia estadistica
(-log10(padj)). En este grafico, las quinasas con sobreexpresion significativa fueron destacadas en rojo,
mientras que aquellas con represién significativa se marcaron en azul. Los genes sin cambios
estadisticamente relevantes se representaron en negro. Esta visualizacion proporciona una forma rapida
e intuitiva de identificar genes candidatos con fuerte regulacion diferencial, facilitando la priorizacion de
targets para estudios posteriores. Su inclusion refuerza la solidez del analisis y permite una exploracién
mas eficiente del comportamiento transcripcional del kinoma frente al estrés biético.
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Figura 3. Volcano plot de quinasas diferencialmente expresadas bajo infeccion con Sclerotinia sclerotiorum.
Cada punto representa una quinasa analizada. El eje X indica el cambio en la expresién génica (log: Fold Change), y el eje Y
representa la significancia estadistica transformada (-logs padj). Las quinasas sobreexpresadas significativamente se indican en




rojo, las reprimidas significativamente en azul, y aquellas sin cambios significativos en negro. Esta visualizacion permite
identificar rapidamente genes candidatos relevantes para la respuesta al estrés bidtico.

Respuesta a estrés abidtico: déficit hidrico

El analisis del proyecto PRINA345532 demostrd una regulacion asimétrica del kinoma bajo estrés hidrico,
con 117 quinasas sobreexpresadas vs 43 reprimidas en XRQ. El preprocesamiento con Trimmomatic 0.39
(parametros optimizados para lecturas de 100 pb) elimin6 el 12% de lecturas por bajo calidad, mejorando
la especificidad de alineamiento (65% vs 75% en datos biéticos). La predominancia de RLKs en quinasas
upreguladas (89.7% membranales) incluyé miembros de las familias CRK y PERK, asociadas a
sefializacién de ROS en estudios en maiz. La baja representacion del pangenoma (1 quinasa up) podria
reflejar pérdida de variantes adaptativas en lineas cultivadas, un fendmeno documentado en
domesticacion de cereales.

Implicaciones bioldgicas y perspectivas

La integracién de datos genoémicos y transcriptémicos revela estrategias diferenciales en la movilizacién
del kinoma: mientras la respuesta a patdgenos activa principalmente RLKs conservadas, el estrés hidrico
recluta un conjunto mas diverso que incluye quinasas solubles con roles en vias secundarias. La
disparidad en tasas de alineamiento entre experimentos (75% vs 65%) podria relacionarse con la calidad
de las librerias (longitud de lecturas: 150pb vs 100pb) y la complejidad intrinseca de muestras sometidas
a estrés abidtico. La validacion experimental de las quinasas del pangenoma identificadas -
particularmente la RLK Unica upregulated en estrés hidrico - emerge como prioridad para programas de
mejora genética. Futuros estudios deberan explorar la interaccion sinérgica entre estos reguladores
moleculares y su potencial como biomarcadores de resistencia.

A fin de caracterizar la respuesta transcripcional del kinoma bajo condiciones de déficit hidrico, se
generaron mapas de calor utilizando el paquete pheatmap en R. En la Figura 4A se representa la
expresion de las 2196 quinasas detectadas en todas las muestras de RNA-seq del proyecto
PRJNA345532, revelando patrones globales de expresion y diferencias basales entre las lineas
evaluadas. Esta visualizacién permite identificar grupos de quinasas que se activan selectivamente en
ciertas muestras, incluso en ausencia de estimulo, lo cual sugiere una predisposicion transcripcional
especifica a nivel de genotipo. En la Figura 4B, se presenta un subconjunto focalizado compuesto por 118
quinasas diferencialmente expresadas que mostraron un aumento significativo de su expresién bajo
estrés (padj < 0.05; log2FC > 2). Este mapa de calor reducido evidencia clisteres bien definidos, en los
que destacan familias como CRK y PERK, vinculadas a respuestas de sefializacion por especies
reactivas de oxigeno (ROS). La delimitacién clara entre condiciones de control e hidrico refuerza la
especificidad del reclutamiento quinasico en respuesta a este tipo de estrés abiético.
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Figura 4A. Mapas de calor de expresion génica del kinoma bajo estrés hidrico.
Expresion de las 2196 quinasas detectadas en las muestras de RNA-seq del proyecto PRINA345532.
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Figura 4B. Mapas de calor de expresion génica del kinoma bajo estrés hidrico.

Subconjunto de 118 quinasas diferencialmente expresadas (DEGs) con regulacion positiva significativa bajo déficit hidrico. Las
muestras estan ordenadas por condicion experimental (control vs estrés) y los genes por similitud de expresion. Se observa una
activacién coordinada de grupos especificos de quinasas en respuesta al estrés.

Con el objetivo de profundizar en la interpretacién de los perfiles transcripcionales obtenidos bajo
condiciones de déficit hidrico, se seleccionaron las quinasas diferencialmente expresadas (DEGs) para
representar sus cinéticas de expresion a lo largo de todas las muestras analizadas. Este gréfico (fig. 5)
fue generado en R mediante el paquete ggplot2, utilizando escalas uniformes y anotaciones claras para
facilitar la comparacion entre condiciones. En este grafico se incluye el identificador del gen




correspondiente y la expresion relativa en cada muestra de RNA-seq. Las muestras se agrupan por
condicion experimental y genotipo: SF279, SF193_SF342 y SF193_SF326, cada una con sus respectivas
condiciones de control y estrés hidrico. Esta visualizacion permite identificar no solo los genes mas
fuertemente inducidos, sino también aquellos con expresion constitutiva o diferencial segun el genotipo,
aportando una mirada mas detallada sobre el comportamiento del kinoma ante el desafio abiético.
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Figura 5. Perfiles de expresion de quinasas estadisticamente asociadas a la infeccion.
Perfiles de expresién de quinasas estadisticamente asociadas a la infeccion. Los colores indican la expresién de cada una de las
quinasas. En el eje X se presentan los codigos de acceso de las muestras y en el eje Y el valor normalizado de la expresion.

Como complemento a los mapas de calor y los perfiles individuales de expresion, se generd un volcano
plot para representar de forma sintética la distribucién de las quinasas diferencialmente expresadas
(DEGs) bajo condiciones de déficit hidrico. En este grafico, se integran dos dimensiones clave del
analisis: el cambio en la expresion génica (log. Fold Change) y su significancia estadistica (—logio padj).
Las quinasas con sobreexpresion significativa fueron resaltadas en rojo, mientras que aquellas con
represion significativa se marcaron en azul. Los genes que no mostraron cambios significativos se
representaron en negro. Esta visualizacidn proporciona una manera intuitiva de explorar el
comportamiento del kinoma frente al estrés abidtico, facilitando la identificacién de genes candidatos con
alta regulacion diferencial y consolidando las observaciones obtenidas mediante andlisis previos. Su
incorporacién permite jerarquizar targets moleculares con potencial funcional y agronémico en contextos
de sequia.
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Figura 6. Volcano plot de quinasas diferencialmente expresadas bajo condiciones de déficit hidrico (estrés abidtico).

Cada punto representa una quinasa analizada en el proyecto PRINA345532. El eje X indica el cambio en la expresion génica
(log. Fold Change), y el eje Y representa la significancia estadistica (—logw padj). Las quinasas sobreexpresadas
significativamente se indican en rojo, las reprimidas significativamente en azul, y aquellas sin cambios significativos en negro.
Este grafico permite identificar de forma rapida genes con potencial relevancia funcional en la respuesta al estrés hidrico.

5. Nuevos interrogantes y lineas de investigacion a futuro
Consignar si la investigacion hizo surgir nuevos interrogantes o si emergieron potenciales lineas de investigacién a desarrollarse
en el futuro a partir de los hallazgos.

Esta investigacion abre perspectivas criticas para programas de mejoramiento y estudios moleculares
aplicados. La identificaciéon de quinasas del pangenoma activadas bajo estrés biético (28) y abiético (1)
plantea interrogantes sobre su potencial agrondémico: ¢ podrian estas variantes raras, especialmente RLKs
como las del clado LRR-XIl o familias CRK/PERK, ser introgresadas en lineas élite para mejorar
resistencia sin comprometer rendimiento, y servir como marcadores moleculares en seleccion asistida? A
nivel funcional, urge caracterizar los ligandos que activan estas quinasas, asi como validar su rol en
cascadas de sefializacion mediante edicién génica (CRISPR) o sobreexpresion en sistemas modelo,
particularmente para aquellas con baja representacién en cultivares (gj. la Unica quinasa del pangenoma
upregulated en estrés hidrico). Ademas, la divergencia en quinasas reclutadas segun el estrés (RLKs
membranales en biotico vs. quinasas solubles en abittico) sugiere explorar sinergias: ¢ existen elementos
comunes en sus redes de interaccion que permitan disefiar tolerancia combinada mediante manipulacién
de quinasas nodales? Paralelamente, los perfiles de expresion diferencial (). 69 RLKs en respuesta a S.
sclerotiorum) podrian explotarse como biomarcadores transcripcionales para fenotipado rapido de
resistencia. Futuros estudios deberan priorizar la validacion in planta de candidatos, el mapeo de
elementos reguladores en variantes del pangenoma y el desarrollo de redes quinasa-sustrato mediante
fosfoprotedmica, integrando estos hallazgos con parametros agrondmicos clave. Este enfoque aplicado,
centrado en descifrar y redisefiar la arquitectura funcional del kinoma, podria acelerar el desarrollo de
variedades de girasol adaptadas a escenarios de estrés multiple, un desafio prioritario en el contexto del
cambio climatico.
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