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La investigacién molecular con encina (Quercus ilex): por qué, para qué y como
TIENDA-PARRILLA, M., LABELLA-ORTEGA, M., HERNANDEZ-LAO, T., DOROUDI, A., HONRUBIA-GOMEZ,

l.. GUERRERO-SANCHEZ, VM., SAN-EUFRASIO. B., LOPEZ-HIDALQO, C.. SANCHEZ-LUCAS, R.,
ESCANDON, M., MALDONADO-ALCONADA, AM., CASTILLEJO MA., JORRIN-NOVO, JV., REY, MD.

Bioguimica, Proteémica y Biologia de Sistemas Vegetal y Agroforestal, Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular.
Universidad de Cérdoba, UCO-CeiA3, 14014 Cérdoba, Espaia.

Resumen

El grupo de investigacion “Bioquimica, Protedmica, y Biologia de Sistemas Vegetal y Agroforestal” de
la Universidad de Co6rdoba, inici6 en 2004 una linea de investigacion centrada en encina cuyo
objetivo es optimizar técnicas moleculares, en especial 6micas, y generar conocimiento sobre
aspectos claves de su biologia y de la variabilidad y estructura genética de individuos y poblaciones.
Se han puesto a punto técnicas de analisis dmico generando el transcriptoma, proteoma vy
metaboloma de encina. Actualmente, estamos avanzando en un primer borrador del genoma de la
especie. Las técnicas mencionadas se combinan con otras clasicas de fisiologia y bioquimica en la
direccion de la Biologia de Sistemas. Dichas aproximaciones, junto con la de marcadores de DNA 'y
epigenética, se emplean en el estudio de la variabilidad, biodiversidad, caracter recalcitrante de las
semillas, respuestas a estreses bibdticos y abidticos asociados al sindrome de la seca y el cambio
climatico. También, estamos identificando posibles alérgenos en semilla y polen, asi como
compuestos bioactivos con posible actividad anticancerigena y antimicrobiana.

Disponemos de marcadores de DNA, epigenéticos, proteinas y metabolitos relacionados con la
variabilidad inter- e intrapoblacional y la respuesta a estreses. Se han identificado genes y productos
génicos indicadores de variabilidad e implicados en la respuesta a estreses.

Palabras clave
Encina, Quercus ilex, seca, cambio climatico, biodiversidad, dmicas, Biologia de Sistemas.

1. Introduccion

El género Quercus, familia Fagaceae, comprende alrededor de 500 especies, siendo una de
las angiospermas lenosas mas importantes y dominantes del hemisferio norte, con relevancia desde
el punto de vista ambiental y econémico (Manos et al., 1990; Nixon, 1993). Dentro del género, la
encina (Quercus ilex subp. ballota (Desf.) Samp) (Figura 1) es la especie predominante del
ecosistema forestal mediterraneo y del sistema agrosilvopastoral “dehesa” (De Rigo & Caudillo,
2016). En Espana, la dehesa ocupa un total de 3,6 millones de Ha, y el bosque mediterrdaneo un
total de 6 millones Ha (Campos et al., 2020). La encina es considerada parte del patrimonio natural
de Espana debido a su gran importancia superficial, medioambiental, ecolégica, social y econémica.
Su fruto, la bellota, que antiguamente formaba parte de la dieta humana, es utilizado como principal
alimento del cerdo ibérico, dando lugar a jamén y embutidos de calidad y alto valor nutricional
(Cantos et al., 2003; Tejerina et al., 2011; Akcan et al., 2017; Lopez-Hidalgo et al., 2021). En la
actualidad, hay un cambio en la percepcion en el uso de la bellota debido al renovado interés con
fines alimenticios e industriales, lo cual le daria valor anadido a esta especie forestal.

El manejo y conservaciéon de encinares es una prioridad de la politica forestal en Espana,

consciente de los grandes beneficios ambientales, sociales y econdmicos que estas masas arbéreas
aportan (Carrasco et al., 2009). Sin embargo, en la actualidad Q. ilex se enfrenta a serios problemas
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gue ponen en riesgo su conservacion y uso. A ello contribuye factores tales como el envejecimiento
de los arboles, la pérdida de subvenciones, la sobreexplotacion, los factores bibticos y abidticos
entre los que destaca el sindrome de la seca o el alto grado de intervencidon antropica
(principalmente, incendios forestales). Incluso, la situacién puede verse agraviada en un escenario
de cambio climatico (Allen et al., 2010, 2015). De todos los problemas citados, cabria destacar el
sindrome de la seca. El término “seca” hace referencia a un conjunto de sintomas producido por
diversos factores (climaticos, edaficos y biolégicos) que provocan el decaimiento de especies
forestales tales como Q. suber (alcornoque) y Q. ilex (Moralejo et al., 2009). La sintomatologia que
presentan los arboles afectados es inespecifica: defoliacién, muerte regresiva de brotes y ramos,
abundante emision de brotes adventicios, necrosis del sistema radical, acabando con la muerte del
individuo (Brasier, 1996; Sanchez et al., 2000; Viva et al., 2021). Los agentes bibticos y abioticos
causantes del sindrome de la seca son multiples, de manera que ninguno de ellos por separado es
capaz de reproducir los sintomas observados en campo. Actualmente, la atencion recae sobre el
patdégeno causante de la podredumbre radical Phytophthora cinnamomi, quien, asociado a factores
climaticos como la sequia, son los principales causantes de la seca (Brasier, 1996; Sanchez et al.,
2002; Ruiz-Gémez et al., 2018; Frisullo et al., 2018; San-Eufrasio et al., 2021a). Aunque la encina
es considerada una especie tolerante a la sequia, ya que posee adaptaciones morfologicas,
fisiologicas, y moleculares que le permiten resistir a este tipo de estrés (Barbeta & Pefnuelas, 2016),
es un hecho constatado la muerte de individuos juveniles tras su trasplante a campo en condiciones
de estrés mudltiple, como es la sequia junto con la presencia del patégeno P. cinnamomi (Cobos et
al., 1993; San-Eufrasio et al., 2021a).

Ante la preocupante situacion que atraviesa Q. ilex, es urgente proponer alternativas para la
conservacion, gestion sostenible, reforestacion y aprovechamiento de esta especie y, por ende, de
su ecosistema. En este sentido, la biotecnologia, basada en el conocimiento biolégico,
especialmente a nivel molecular, es una alternativa a integrar con otras estrategias preventivas y
curativas (culturales, quimicas o biologicas) (Escandén et al., 2021). Desde el punto de vista
biotecnolégico, se pueden llevar a cabo diferentes estrategias como son la mejora genética clasica,
la ingenieria genética, la blsqueda de agroquimicos y el aprovechamiento de la biodiversidad. Es
esta Ultima la considerada como la mas factible, teniendo en cuenta las caracteristicas biolégicas
de Q. ilex (ciclo biol6égico largo, alégama) y que es, ademas, una especie no domesticada y
recalcitrante. Dicha estrategia intenta explotar la enorme variabilidad fenotipica encontrada en la
especie y se basa en la seleccion de genotipos élite o plus (San-Eufrasio et al., 2020, 2021a; Lopez-
Hidalgo et al., 2021). Es, por tanto, necesario caracterizar desde un punto de vista morfolégico,
fisiolégico y molecular la variabilidad y diversidad, apoyado por técnicas de marcadores moleculares
relacionados con genotipos élite en términos de mayores tasas de germinacién, mayor produccion
de bellota con rasgos de calidad deseables relacionados con valores nutricionales, o adaptacion a
estreses bibticos y abidticos adversos (Rey et al., 2019; Escand6n et al., 2021). Hasta la fecha, el
nimero de trabajos cientificos centrados en los aspectos moleculares de la encina es limitado ya
gue debido a las dificultades metodolégicas supone un reto (Escandoén et al. 2021). Sin embargo, a
pesar de la dificultad que presenta dicha especie forestal desde un punto de vista experimental, la
biodiversidad existente puede ser caracterizada siguiendo el Dogma Central de la Biologia
Molecular, asi como la cascada émica que explican el flujo de la informacién genética desde el DNA
(gendémica, epigenémica y marcadores basados en el DNA) hasta los metabolitos (metabolémica),
pasando por el mMRNA (transcriptomica) y las proteinas (protedmica).

2. Objetivos
La linea de investigacion principal del grupo de investigacion liderado por el Prof. Jesus V.
Jorrin Novo en la Universidad de Cérdoba se centra en la biologia molecular de Q. ilex, aunque

también realiza, en menor medida, estudios en otras especies forestales tales como Q. suber y
Pinus pinea. Siguiendo el Dogma central de la Biologia Molecular, el grupo pretende interpretar las
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bases moleculares de fenotipos de interés, para trasladarlas a los programas de mejora,
conservacion y reforestacion. En los primeros 15 anos de desarrollo de la linea de investigacion, se
ha realizado un extraordinario esfuerzo en la optimizaciéon de la metodologia necesaria para la
identificacion y caracterizacion de individuos élites resilientes a condiciones ambientales adversas,
con una alta produccion, asi como para la identificacion de compuestos nutracéuticos y bioactivos
de bellota. Otros de los objetivos alcanzados por el grupo han sido el estudio de la respuesta
fisiolégica y molecular a estreses individuales como son la sequia y la presencia de P. cinnamomi en
plantulas de encina; y en profundizar en la naturaliza recalcitrante de la semilla de Q. ilex. En la
actualidad, el grupo ha iniciado nuevos estudios como el de la respuesta a estrés multiple (sequia y
P. cinnamomi) ajustandose mas a lo que ocurre en la naturaleza. Por otra parte, y coincidiendo con
el avance en las técnicas moleculares, se han abierto nuevas lineas de investigacion como son la
gendmica y la epigendmica. Ambas aproximaciones se integraran con las aproximaciones 6micas (la
transcriptomica, la protedmica y la metabolémica) que venimos usando para dar un enfoque desde
la biologia de sistemas. Los objetivos concretos de los proyectos en curso son:

l. Identificar y caracterizar genotipos élites resilientes al sindrome de la seca y a condiciones
de cambio climatico.

Il. Caracterizar a nivel fitoquimico la bellota para posteriores estudios de trazabilidad y
blUsqueda de alérgenos y compuestos bioactivos, atendiendo al objetivo alimentario que
se pretende dar a dicho producto.

El flujo de trabajo de estos proyectos incluye la prospeccion, en especial en zonas de seca de
Andalucia y Extremadura, el muestreo de bellotas, hojas y polen, la germinaciéon de bellotas y
crecimientos de plantulas, los tratamientos de estrés, el analisis morfolégico (crecimiento, sintomas
de dano y mortalidad de individuos), fisiologico (régimen hidrico y fotosintesis), y molecular mediante
técnicas de bioquimica clasica y 6micas.

Un total de 7 proyectos de investigacion ha financiado esta linea de investigacion: “Variabilidad,
catalogacion, respuesta al estrés y propagacion clonal de la encina (Q. ilex) (AGL2009-12243-C02-
02), “Population variability analyses and stress response in holm oak using a multiomics approach
(transcriptomics, proteomics and metabolomics) (BI02015-64737-R)”, “Facing holm oak “decline”
syndrome through molecular marked assisted selection of elite, resilient genotypes, and priming of
defence mechanisms (ENCINOMICS-2)” (PID2019-109038RB-100), y “La secuenciacién del genoma
de la encina (Quercus ilex) y la blisqueda de genes de respuesta a estreses asociados al sindrome
de la seca: caracterizacion estructural y funcional”) (Referencia: 1257595)”. Estos proyectos se han
complementado con otros centrados en ensayos de campo mediante teledeteccion y ecofisiologia:
“Early detection of decay processes in Quercus ilex through the integration of hyperspectral and
ecophysiological data” (CLG2013-40790-R) y "Spatial patterns of photosynthetic efficiency and
water balance analysed from space in Mediterranean ecosystems” (CGL2017-86161-), y un contrato
al amparo del Articulo 83 “Desarrollo de marcadores moleculares de respuesta vy
resistencia/tolerancia a Phytophthora cinnamomi en Quercus ilex y Q. suber a partir de
aproximaciones omicas (Referencia: TSA0069754) el cual es incluido en el “Programa nacional de
mejora y conservacion de los recursos genéticos de la encina y el alcornoque contra el sindrome de
decaimiento. Subgrupo 2, "Mejora genética y fisiologica". 2020-2023. Ministerio de Agricultura,
Pesca y Alimentacion (Area de Recursos Genéticos Forestales - Subdireccion General de Politica
Forestal)”.

Ademas, debemos resaltar las colaboraciones que hemos comenzado con el sector productivo
en la direccion de la caracterizacion fitoquimica de la bellota para su uso en la produccién de harina
gue se utiliza en la elaboracion de pan, galletas, y para la produccion de leche de bellota.

A continuacién, utilizando como hilo conductor el Dogma Central de la Biologia Molecular y la
cascada Omica, en los siguientes apartados se presentaran los trabajos realizados haciendo
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referencia a las publicaciones cientificas llevadas a cabo por nuestro grupo, senalando cuales seran
los préximos retos, asi como las principales conclusiones. Por lo tanto, en los diferentes apartados
se comentaran diferentes aspectos de la biologia molecular de Q. ilex desde un punto de vista
morfolégico, fisiolégico, bioquimico, de marcadores basados en DNA, de genémica, de epigendmica,
de transcriptomica, de proteémica y de metabolémica acabando con una integracion de los datos en
la direccion de la Biologia de Sistemas. Haremos referencia, en este trabajo, a los estudios de
respuesta a estrés individual o multiple.

3. Morfologia, Fisiologia y Bioquimica en la encina

Aunque nuestro trabajo se ha centrado principalmente en aspectos de la biologia molecular
de Q. ilex, estos deben de ir, y van, acompanados de analisis de crecimiento, danos, mortalidad,
fisiologia y bioquimica. Dichos resultados permitiran, entre otras cosas, determinar el momento de
muestreo para el analisis molecular.

Los primeros estudios llevados a cabo en Q. ilex se han centrado en el analisis de la poblacion
de manera global; sin embargo, a medida que se avanzaba en el conocimiento de la respuesta
fisiolégica y molecular, se concluyd que la respuesta debe considerarse a nivel individual (Buras et
al.,, 2021), dado la alta variabilidad encontrada. Las diferencias poblacionales son no tanto
cualitativas como cuantitativas. En una primera aproximaciéon para determinar la respuesta a
condiciones ambientales, hemos determinado el porcentaje de danos y mortalidad de la
descendencia por individuo (San-Eufrasio et al., 2020; 2021a). San-Eufrasio et al., (2020) en su
estudio de respuesta a sequia severa en especies del género Quercus y diferentes poblaciones
andaluzas de Q. ilex concluyd que la supervivencia en la descendencia fue significativamente mayor
en Q. ilex, seguida de Q. suber. Dentro de las poblaciones andaluzas, las poblaciones del este
mostraron una mayor supervivencia que las del oeste. Como continuaciéon a este trabajo, y
centrandonos en el estrés multiple (P. cinnamomi y sequia), San-Eufrasio et al., 2021a concluye que
existen diferencias en la respuesta poblacional a estreses individuales y combinados, siendo las
diferencias no tanto cualitativas sino cuantitativas. La supervivencia, la apariciéon de danos y los
parametros fisiolégicos (régimen hidrico y fotosintesis) dependieron del individuo, la poblacién y el
estrés. Asi, los individuos del este fueron mas y menos afectados por P. cinnamomi y sequia que los
del oeste, respectivamente, siendo la resiliencia al doble estrés menor en las poblaciones del este.
No obstante, dentro de cada poblacién existen, en mayor o menor porcentaje, individuos altamente
resilientes.

A nivel fisiologico, los parametros mas estudiados en nuestro grupo han sido el contenido
relativo de agua y fluorescencia en hojas, la fotosintesis neta y la conductancia estomatica. La
respuesta fisiolégica observada fue muy similar tanto a nivel de estrés individual (P. cinnamomi o
sequia) como combinado (P. cinnamomi y sequia) observandose una disminucién en el contenido
relativo de agua en la hoja, y una caida de fluorescencia, actividad fotosintética y conductancia
estomatica (Echevarria-Zomeno et al., 2009; Sghaier-Hammami et al., 2013; Valero-Galvan et al.,
2013; San-Eufrasio et al., 2020; San-Eufrasio et al., 2021a). La diferencia entre individuos vino
dada por el porcentaje y cinética de la caida.

A nivel de bioquimica clasica, en la que se utilizan técnicas espectrofotométricas (Lopez-
Hidalgo et al., 2021), se ha determinado el contenido en pigmentos fotosintéticos, almidon,
azlcares totales, fendlicos, flavonoides y aminoacidos, tanto en plantulas control como sometidas a
estrés individual y combinado (San-Eufrasio et al., 2020, 2021a). El contenido de pigmentos
fotosintéticos (clorofilas a y b, y carotenoides) no se vio afectado en plantas sin danos visuales
aparentes en condiciones de estrés. El contenido de aminoacidos y azlicares totales fue mayor en
condiciones de estrés (individual o combinado) en comparacién a las plantulas control. En cuanto a
los fendlicos, los valores fueron mayores en plantulas sometidas a sequia, sin que se encontrasen
diferencias entre plantas control y aquellas sometidas a estrés combinado.

-
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4. Marcadores basados en el DNA

A pesar de los avances en las aproximaciones -6micas llevados a cabo en la encina
(Escand6n et al., 2021), la caracterizacion gendmica y genética sigue siendo un objetivo pendiente,
a diferencia de lo que ocurre en otras especies del género Quercus (Backs & Ashley, 2021.) Las
técnicas de analisis de DNA requieren la puesta a punto de protocolos de extraccion, lo que en
encina ha constituido un reto importante y que prueba el caracter recalcitrante de la especie como
sistema experimental (Echevarria-Zomeno et al., 2012; Labella-Ortega, 2020).

Los marcadores basados en el DNA son los mas utilizados en la actualidad para estimar la
diversidad y estructura genética y la identificacion del germoplasma (ldrees & Irshad, 2014),
logrando un gran impacto en los programas de mejora forestal. Entre los diferentes tipos de
marcadores disponibles, nuestro grupo ha utilizado los marcadores microsatélites (Single Sequence
Repeats, SSRs). Este tipo de marcadores se define como secuencias cortas repetidas en tandem, de
1 a 6 bases, que se encuentran distribuidas en el genoma, incluyendo el DNA mitocondrial y
cloroplastico (Grover et al., 2016). Entre los estudios llevados a cabo en la encina utilizando los
marcadores SSRs, caben destacar aquellos que han permitido identificar individuos puros de
hibridos entre Q. ilex y otras especies del género Quercus, como por ejemplo Q. ilex-Q. suber (Soto et
al., 2007) y Q. ilex-Q. coccifera (Ortego & Bonal, 2010), asi como aquellos trabajos en los que se ha
llevado a cabo un analisis de la estructura y diversidad genética en poblaciones espanolas (Guzman
et al.,, 2015; Fernandez i Marti et al.,, 2018). En nuestro grupo de investigacién, utilizando esta
herramienta molecular, se llevd a cabo un analisis comparativo utilizando una bateria de SSRs
cloroplasticos, herencia materna, y nucleares, recombinacion cromosomica, para detectar la
estructura genética entre las poblaciones de encina de las principales regiones biogeograficas de
Andalucia (Fernandez i Marti et al., 2018). Se encontraron altos niveles de diferenciacion espacial
con el DNA cloroplastico, lo que indica poca dispersidon de semillas entre las poblaciones. La
poblacion de la Cordillera Bética (Cadiz) aparecié consistentemente bien separada de las
poblaciones del norte de Sierra Morena, sugiriendo que el Valle del Guadalquivir ha jugado un papel
importante en la determinacion de la divergencia poblacional. Actualmente, esta bateria de SSRs se
esta utilizando para caracterizar individuos sintomaticos y asintomaticos localizados en focos de
seca. Hasta el momento, los resultados apuntan a una separaciéon clara entre individuos
sintomaticos y asintomaticos en focos de seca de Andalucia (Carmona Triguero, 2021). En concreto,
los marcadores cloroplasticos CmCs9, Udt5, Udt4 y Udt3 y los nucleares QrZAG15 y QrZAG36 fueron
los que mas contribuyeron a la diferenciacion entre los individuos a nivel de fenotipo. Por lo tanto, la
combinaciéon de estos marcadores microsatélites podrian ser claves para el estudio de la respuesta
de Q. ilex a condiciones ambientales adversas relacionadas con el sindrome de la Seca y a
condiciones de cambio climatico.

5. Gendmica

La gendmica se centra en el estudio y catalogacién de todos los genes que posee un
organismo, asi como su organizacion, estructura, regulacién y funcion. La investigacion sobre
gendmica forestal es un objetivo casi anecdoético si lo comparamos con la de los sistemas modelo y
de cultivo. Sin embargo, en la actualidad esta siendo impulsada con la llegada de las tecnologias de
secuenciacion de nueva generacion (NGS). En el género Quercus, hasta el momento, tres especies
han sido secuenciadas (Q. robur (Plomion et al., 2016, 2017); Q. lobata (Sork et al., 2016) y Q.
suber (Ramos et al., 2018)). Estas especies presentan un tamano de genoma de 1.45 Gb, 1.15 Gb y
1.90 Gb en condiciones diploides (2C), respectivamente. En el caso de Q. ilex, nuestro grupo esta
trabajando en un primer borrador de su genoma. EI DNA se extrajo de hojas de individuo adulto
localizado en Aldea de Cuenca, Fuenteobejuna, Cérdoba (coordenadas: N 38° 3’ 95"; E 5° 55’ 40").
Para ello, se ha utilizado la tecnologia de una sola molécula en tiempo real (Single-Molecule Real-
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Time, SMRT) de la plataforma PacBio en colaboracién con la Universidad de Delaware (California,
Estados Unidos). El conjunto de datos del genoma se ha enviado al repositorio BioProject del NCBI
(ID: PRIJNAGB87489), aunque no se encuentran disponibles en estos momentos. El tamano del
genoma ensamblado de Q. ilex es de 1,24 Gb habiéndose identificado 21357 genes (datos no
publicados). Como pasos previos a la secuenciacion del genoma de Q. ilex, mediante citometria de
flujo, se determiné que el tamano de su genoma era de 1.94 Gb/2C, y se identificaron las 12
parejas de cromosomas homoélogos utilizando microscopia de fluorescencia (2n = 2x = 24) (Rey et
al., 2019). El conocimiento del genoma permitira la anotacién funcional e identificacion de genes de
interés relacionados con la resistencia a estreses, en general, y a estreses asociados al sindrome de
la Seca, en particular. Ademas, permitira la validacién de todos los datos 6micos ya generados en Q.
ilex a nivel transcriptdmico, protedmico y metabolémico (Escandén et al., 2021).

6. Epigenética

La epigenética estudia los cambios heredables en la expresion génica que no dependen de la
secuencia de DNA, contribuyendo a la variabilidad fenotipica, incluida la respuesta a estreses y
resiliencia (Turgut et al., 2020). Los cambios epigenéticos estan mediados por marcas reversibles a
nivel de DNA (metilaciones), histonas (metilacion, fosforilacion, ubiquitinacion y acetilacion) y/o por
pequenos RNAs, regulando la expresion de genes o regiones genémicas (Brautigam et al., 2013). La
metilacién del DNA implica modificaciones covalentes, que en plantas tiene lugar en las citosinas,
mas concretamente en los sitios CG, CHG y CHH (donde H puede ser A, T o C) (Zhang et al., 2018).
Algunas marcas epigenéticas son eliminadas en la meiosis, evitando la creacion de nuevos epialelos
(alelos cuya expresion esta condicionada por el estado epigenético), mientras que otras marcas
epigenéticas son estables y heredables, confiriendo fenotipos especificos que pueden ser usados
para la seleccion en mejora genética (Brautigam et al.,, 2013). Actualmente se desconoce el
mecanismo por el que los factores ambientales contribuyen a la formacién de nuevos epialelos,
aunque se propone que pudieran estar implicados elementos cis derivados de transposones. Estas
metilaciones inducidas por estrés abidtico favorecen por tanto la plasticidad fenotipica (Iwasaki &
Paszkowski, 2004; Gugger et al., 2016).

Aunque en los Ultimos anos ha aumentado considerablemente el interés en el analisis de la
variacion epigenética en especies forestales, son escasos los trabajos publicados con el género
Quercus (Amaral et al., 2020) y la relacién con la variabilidad, resiliencia y adaptacion a condiciones
climaticas es poco conocida. Estos estudios permitiran explicar, al menos parcialmente, la
variabilidad fenotipica. Actualmente, las marcas epigenéticas son incluidas como marcadores
moleculares para la seleccion de individuos con caracteristicas fenotipicas de interés, como pueden
Ser un mayor crecimiento, produccioén y tolerancia a factores tanto biéticos como abiéticos (Thiebaut
et al, 2019).

Entre las diferentes técnicas empleadas en el estudio de marcas epigenéticas, en nuestro
grupo hemos puesto a punto la técnica MSAP (Methylation-Sensitive Amplification Polymorphism),
gue se basa en el uso de enzimas de restriccion sensibles a metilacion. Esta técnica ha sido
utilizada con otras especies vegetales, incluyendo encina (Rico et al., 2014); en el citado trabajo, se
describen cambios en los patrones de metilacién global en individuos adultos sometidos sequia
durante 12 anos, lo cual parece indicar que estos cambios estan asociados con la aclimatacion al
estrés. Recientemente, mediante aproximacion epigenémica utilizando la técnica MSAP, hemos
analizado las marcas epigenéticas globales en hojas de individuo adulto, de plantulas y de
embriones de Q. ilex, observandose un total de 187 loci con metilacion o hemimetilacion (Labella-
Ortega, 2021). De estos 187, tres se encontraron en todas las muestras, por lo que se podrian
considerar como marcas permanentes, y 184 fueron especificas del individuo, érgano o estadio de
desarrollo, pudiéndose considerar como marcas transitorias.
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7. Transcriptémica

El transcriptoma es el conjunto de todas las moléculas de RNA, incluidos el RNA mensajero, el
RNA ribosémico, el RNA de transferencia, los pequenos RNA nucleares, los pequenos RNA
nucleolares, y otros ARN no codificantes, presentes en la célula (Kukurba et al.,, 2015). El
transcriptoma, a diferencia del genoma, es variable y caracteristico del tipo de célula, tejido, estadio
de desarrollo y condiciones ambientales. Las técnicas utilizadas en el analisis del transcriptoma se
agrupan en dirigidas (transcripcion inversa-PCR cuantitativa, RT-qPCR) y holisticas (secuenciacién de
RNA, RNA-seq).

Hasta el momento, al no disponer del genoma secuenciado de la encina, se ha avanzado en el
desarrollo del transcriptoma para explorar la expresion génica en una gran variedad de contextos
biolégicos, como los relacionados con el estrés ambiental y la interaccion planta-patégeno. La
disponibilidad de la técnica RNA-seq ha permitido un avance significativo en el analisis de la
respuesta a estrés en Q. ilex. El primer transcriptoma se generd utilizando la plataforma de
secuenciacion lllumina a partir de una mezcla de tejidos (hoja, raiz, embridn) (Guerrero-Sanchez et
al., 2017). Con el objetivo de enriquecer el primer transcriptoma, se generé un segundo utilizando la
plataforma lon Torrent (Guerrero-Sanchez et al., 2019). Ademas de la comparacion de las dos
plataformas de secuenciacion, los datos crudos se ensamblaron utilizando tres algoritmos
diferentes, MIRA, RAY y TRINITY. El resultado final fue la generacion de un transcriptoma hibrido
combinando ambas plataformas, transcriptoma que se va enriqueciendo tras cada experimento. Se
anot6 un total de 34,360 transcritos, los cuales eran completos (C) y de una sola copia (S) en su
mayoria, de acuerdo los resultados del analisis BUSCO (C:77.5% [S:75.3%, D:2.2%], F:11.0%,
M:11.5%, n:1440). Los transcritos fueron clasificados en términos de procesos biolégicos, funciones
moleculares y componentes celulares. Dentro de los procesos biolégicos, se asignaron mas
transcritos a la respuesta al estrés y a los procesos biosintéticos. En el caso de las funciones
moleculares, muchos transcritos se asociaron con la unidon a iones y DNA, a quinasas,
oxidorreductasas. En la categoria de componentes celulares, los transcritos se asociaron a
diferentes fracciones, incluyendo el nicleo, plastidios y membrana plasmatica. Un elevado nimero
de transcritos, 5,405 transcritos, se asociaron a la respuesta al estrés, de los que 46 estaban
implicados en el estrés por sequia (Guerrero-Sanchez et al., 2019). Recientemente, el grupo ha
publicado un articulo centrado en el analisis transcriptomico y protedmico de la respuesta a estrés,
gue sera minimamente descrito en una seccién posterior (Guerrero-Sanchez et al., 2021).

Finalmente, a partir del analisis de RNA-seq, es posible observar una seleccion de genes que
no varian su expresion a lo largo del estrés. Estos genes, considerados como genes de referencia
candidatos, son necesarios para llevar a cabo estudios de transcriptomica dirigida y podrian mejorar
la normalizacion de la RT-gPCR respecto a los genes de referencia clasicos. Jiménez-Herrera (2021)
optimiz6 la técnica de RT-gPCR utilizando genes que no variaron su expresion en plantulas de Q. ilex
sometidas a condiciones de estrés severo (Guerrero-Sanchez et al.,, 2017, 2019, 2021). Se
seleccionaron un total de 12 genes candidatos a partir del experimento de respuesta a sequia
llevado a cabo en Q. ilex por Guerrero-Sanchez et al., (2021), asi como cuatro genes previamente
descritos en Kotrade et al., (2019) para esta especie. EL nivel de expresion se determiné en un
experimento del efecto y respuesta a estrés multiple (sequia y P. cinnamomi) en plantulas de Q. ilex
de 8 meses de edad procedentes de dos procedencias andaluzas, Sevilla y Almeria (San-Eufrasio et
al.,, 2021a). A partir de los datos obtenidos, y mediante los algoritmos Bestkeeper, GeNorm,
NormFinder y método comparativo ACt, se seleccionaron la actina, el GAPDH y la B-tubulina como
los genes candidatos mas estables. Una vez que se han identificado genes de referencia
candidatos, éstos seran usados en estudios de perfiles de expresion de germinacion, variabilidad y
respuesta a condiciones ambientales adversas relacionados con el sindrome de la seca y las
previstas en un escenario de cambio climatico.
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La bellota se considera una semilla no ortodoxa o recalcitrante, es decir, pierde viabilidad tras
almacenarse durante largos periodos de tiempo, provocando serias dificultades en la conservacion y
propagacion de las semillas (Pasquini et al., 2012). Uno de los primeros estudios centrados en la
naturaleza recalcitrante de la bellota se basé en un analisis transcriptémico dirigido, hormonal y de
azlcares en semillas maduras, semillas germinadas y en plantulas con el fin de entender los
cambios fisioldgicos que tienen lugar durante la germinacion de las semillas y el crecimiento de las
plantulas en Q. ilex (Romero-Rodriguez es el. 2015). Para el analisis transcriptdmico, se
seleccionaron once genes que codifican proteinas implicadas en la tolerancia a la desecacion
(DHN3 y GOLS), la regulacion de la senalizacion del ABA (OCP3, SKP1 y SDIR1), el metabolismo
(FDH, GADPH, RBLC y NADH®G) y el estrés oxidativo (SOD1 y GST). Se recogieron embriones y
plantulas en ocho estadios de desarrollo y se observé una disminucién de la sacarosa, asi como un
aumento de la glucosa y la fructosa. En las semillas maduras se observaron bajos niveles de acido
abscisico (ABA) y altos niveles de giberelinas (GAs), mientras que en las semillas germinadas el
acido indol 3-acético (IAA) aumentod y las GAs se mantuvieron altas. La abundancia de transcritos de
los genes relacionados con el ABA, OCP3, SKP1 y SDIR1, se correlacion6 positivamente con los
cambios en el contenido de la fitohormona. Los transcritos de los genes relacionados con la sequia,
DHN3 y GOLS, con el metabolismo, GAPDH y NADH®G, y con el estrés oxidativo, SOD1 y GST, fueron
mas abundantes en las semillas maduras. Estos resultados indican que la recalcitrancia se
establece durante el desarrollo de la semilla, pero no se manifiesta hasta la germinacion, en la cual
los patrones son similares para las semillas ortodoxas y recalcitrantes.

8. Protedmica

La protedmica tiene como objetivo el estudio del proteoma, entendido como el conjunto de todas
y cada una de las especies proteicas o proteoformas de un organismo, tejido o célula en unas
determinadas coordenadas espaciales y temporales. El andlisis protedmico es una poderosa
herramienta para el descubrimiento de los mecanismos moleculares implicados en diferentes
procesos biolégicos, entre ellos la respuesta a estreses.

El grupo de investigacion del Prof. Jorrin-Novo es considerado un referente internacional en el
campo de la protedmica vegetal. Es en éste area donde se ha hecho un gran esfuerzo para avanzar
en el conocimiento molecular de la encina, desde la optimizacién de protocolos desde un punto de
vista metodolégico (Jorge et al., 2006; Romero-Rodriguez et al., 2014; Gémez-Galvez et al., 2020;
Escandén et al., 2020; Sghaier-Hammami et al., 2021), caracterizacién descriptiva del proteoma
(Valero-Galvan et al., 2011, 2012, 2014), respuesta a factores bidticos y abidticos (Jorge et al.,
2006; Echevarria-Zomeno et al., 2009; Sghaier-Hammami et al., 2013; Valero-Galvan et al., 2013;
Simova-Stoilova et al., 2015, 2018; San-Eufrasio et al., 2021a, 2021b; Guerrero-Sanchez et al.,
2021), maduracion y germinacién de semillas (Romero-Rodriguez et al., 2015, 2019; Sghaier-
Hammami et al., 2016, 2020), identificacion de alérgenos (Pedrosa et al., 2020) y de blsqueda de
péptidos proteotipicos de respuesta a sequia utilizando una estrategia dirigida (San-Eufrasio et al.,
2021b). En 2005, se publico el primer trabajo de protedmica en encina (Jorge et al., 2005). En él, se
describié por primera vez el proteoma de hoja de encina, haciendo hincapié en el efecto de la
variabilidad tanto bioldégica como analitica. Los primeros estudios llevados a cabo en esta especie
forestal en respuesta a estreses biodticos y abiodticos incluyeron P. cinnamomi (Sghaier-Hammami et
al., 2013) y sequia (Jorge et al., 2006; Echevarria-Zomeno et al., 2009; Valero-Galvan et al., 2013;
Simova-Stoilova et al., 2015, 2018; San-Eufrasio et al., 2021a, 2021b). El analisis proteémico
demostré una respuesta similar frente a ambos estreses, observandose diferencias a nivel de
procedencia de Q. ilex, asi como una tendencia a la disminucion de las proteinas de la fotosintesis,
metabolismo de aminoacidos y de las proteinas relacionadas con el estrés. En la actualidad, el
grupo ha comenzado el andlisis de la respuesta a estreses multiples (P. cinnamomi y sequia,
considerando que esta situacion se asemeja mas a lo que ocurre en la naturaleza (San-Eufrasio et
al., 2021a). Los cambios observados en el proteoma dependieron del individuo y tipo de estrés. De
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forma general, se observé una mayor caida de proteinas fotosintéticas en todos los individuos
estudiados. A partir de los datos de proteinas variables, tomandose como tales aquellas mas
abundantes en situaciones de estrés, se propusieron cuatro como posibles marcadores de
resiliencia: aldehido deshidrogenasa, glucosa 6-fosfato isomerasa, proteina ribosomal 50S L5 y o-
1,4 glucano-proteina sintasa [formadora de UDP]. Por otra parte, el analisis a nivel de péptidos
proteotipicos utilizando una estrategia de protedmica dirigida descrito en San-Eufrasio et al.,
(2021b) permitio identificar 30 proteinas y 46 péptidos mas representados en condiciones de
sequia en dos tiempos de muestreo en al menos dos de las cuatro poblaciones de encinas
estudiadas, entre los que se proponen dos proteinas como posibles marcadores de tolerancia a
sequia: la subtilisina y la chaperona GrpE.

El caracter recalcitrante de la semilla de Q. ilex también ha sido caracterizado a nivel
protedmico. En esta direccion, Sghaier-Hammami et al., (2016) comparo el contenido y los perfiles
proteicos en cada uno de los tejidos que forman la bellota (eje embrionario, cotileddn y tegumento).
El eje embrionario mostré un contenido proteico 4 y 20 veces mayor que el cotiledén y el tegumento,
respectivamente. A su vez, el cotiledon presentd un mayor nimero de proteinas metabdlicas y de
reserva. En el eje embrionario se observé un mayor nimero de especies dentro del grupo de
metabolismo de proteinas (sintesis y degradacion), y en el tegumento se presentd el mayor ndmero
de proteinas relacionadas con la defensa/estrés y el citoesqueleto. Mas recientemente, Sghaier-
Hammami et al., (2020) estudié la maduracién y germinacion de semillas de Q. ilex mediante una
estrategia protedmica. Se tomaron muestras de cotiledones y embriones/radiculas en diferentes
etapas de desarrollo, incluyendo la maduracién temprana, media y tardia de las semillas, asi como
la germinacion temprana y tardia y de semillas no germinadas o inviables. Cada etapa mostrdé un
contenido proteico especifico. Las semillas no germinadas mostraron una menor cantidad de
proteinas relacionadas con el metabolismo, traduccion, proteasas, y relacionadas con el estrés. Los
cotiledones estaban enriquecidos en proteinas de reserva y proteasas mientras que en el eje
embrionario abundaban proteinas de defensa y rescate celular, incluyendo proteinas de choque
térmico (HSPs) y antioxidantes. A diferencia de las semillas ortodoxas, las proteinas asociadas a la
glucdlisis, el ciclo del acido tricarboxilico, el metabolismo de los carbohidratos, los aminoacidos y los
lipidos estuvieron presentes en niveles elevados en la semilla madura y se mantienen durante toda
la germinacion.

Otra de las lineas de investigacion que se llevan a cabo en el grupo de investigacion es la
identificacion de posibles alérgenos tanto en polen como en bellota. Recientemente el grupo ha
participado en la identificacion del primer alérgeno de polen de encina, Que i 1 (Pedrosa et al.,
2020).

9. Metabolomica

La metabol6mica es la disciplina que tiene como objetivo el estudio y analisis sistematico del
metaboloma o conjunto de metabolitos que caracterizan un sistema biolégico. Como el
transcriptoma y proteoma, y a diferencia del genoma, es dindmico y caracteristico del tipo de célula,
desarrollo y condiciones externas. Constituye y define en gran medida el fenotipo molecular, el cual
se ve altamente afectado por las condiciones ambientales y situaciones de estrés. El estudio del
metaboloma ha sido posible gracias al desarrollo de técnicas de RMN y espectrometria de masas,
favoreciendo el descubrimiento de una amplia gama de biomoléculas y rutas metabdlicas. Esta
contribuyendo al conocimiento de las respuestas a estreses, resiliencia y homeostasis metabdlica, y
a la identificacion de marcadores moleculares, incluyendo hormonas, metabolitos de estrés o
moléculas de sefalizacién, entre otros (Monteiro et al.,, 2013; Escanddn et al., 2018). Es una
técnica primordial en la identificacion de compuestos nutracéuticos y bioactivos (Lépez-Hidalgo et
al., 2021).

-
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A nivel metabolémico, como novedad, el grupo ha comenzado una linea de investigacion
centrada en estudios de a composicion fitoquimica del fruto de Q. ilex, la bellota, utilizando la
tecnologia NIRS, técnicas colorimétricas, analisis de nutrientes, y la metabolémica basada en la
espectrometria de masas (Lépez-Hidalgo et al., 2021; Tienda-Parrilla, 2021). Dicha linea surge a raiz
del renovado interés en el uso de la bellota con fines alimenticios e industriales. La biogquimica
clasica y la tecnologia NIRS revelaron un perfil quimico de la harina muy similar al de otros cereales
y frutos secos comestibles, destacando también la composicién de acidos grasos similar al del
aceite de oliva y el alto contenido en polifenoles. Respecto al analisis de nutrientes, el hierro y el
zinc fueron los mas abundantes, mientras que el sodio fue el menos abundantes, al igual que ocurre
en muchas hortalizas y frutos secos. Ademas, se han anotado 192 metabolitos en la harina de
bellota de Q. ilex (L6pez-Hidalgo et al., 2021). De los cuales, los compuestos mas abundantes
pertenecieron a diversos grupos quimicos: los compuestos fendlicos (benzoicos, cinamicos,
cumarinas, estilbenos, flavonoides, lignanos y taninos), los carbohidratos, los aminoacidos, los
acidos grasos, y los acidos carboxilicos, pudiendo destacar varios compuestos con actividad
antioxidante, antiproliferativa, antiinflamatoria y/o antimicrobiana.

Como continuacién y complementacion de los estudios previos de germinacién y maduracion
de la bellota llevados a cabo a nivel proteémico, se ha llevado a cabo recientemente una
aproximacion metabolémica en Q. ilex (Del Orbe Matos, 2021). Mediante el empleo de técnicas de
bioguimica clasica, NIRS y espectrometria de masas (LC-MS), se analizaron los cambios en el perfil
metabolémico a lo largo del proceso de germinacion de semillas en un intento de establecer las
bases moleculares de su recalcitrancia. A nivel de cotiledén, en las primeras etapas de la
germinacion, los carbohidratos solubles, el almidén, los aminoacidos, y los fenoles no mostraron
grandes diferencias. Sin embargo, a nivel de eje embrionario se observé una disminucion en el
contenido de almidén y de azlcares totales, asi como un aumento en el contenido de fendlicos y
flavonoides. El analisis por LC-MS permitié anotar un total de 440 metabolitos significativamente
variables entre las etapas de germinacion, pertenecientes a diferentes familias, y destacando los
acidos grasos, intermediarios de la ruta del shikimato, y su extensién a fendlicos.

10. Biologia de Sistemas e integracion de datos

La Biologia de Sistemas se basa en el estudio de un sistema bioldgico, el cual es considerado
como un sistema integrado e interrelacionado de genes, proteinas y reacciones bioquimicas que da
lugar a los procesos bioldgicos (Palsson, 2015). Para ello, se utilizan herramientas bioinformaticas
que permiten la integracion de las diferentes aproximaciones émicas, asi como los datos de
bioquimica clasica, fisiolégicos y fenotipicos proporcionando una visibn mas completa de la
respuesta al estrés en las plantas. Este enfoque ha sido poco empleado en el género Quercus, en
particular, y en especies forestales, en general. El primer estudio multiémico llevado a cabo en Q.
ilex ha sido recientemente publicado, en el cual se han integrado datos transcriptémicos,
protedmicos y metabolémicos para una reconstruccion mas completa de la red de rutas metabélicas
(Lépez-Hidalgo et al., 2018). La integracion de estos datos usando herramientas bioinformaticas
permitié la reconstruccion parcial de 123 rutas metabdlicas, incluyendo el metabolismo energético y
de carbohidratos, de aminoacidos, de lipidos, de nucleétidos y la biosintesis de metabolitos
secundarios, siendo el ciclo del acido tricarboxilico la via mas representada. Por otra parte,
Guerrero-Sanchez et al., (2021) describieron los perfiles del transcriptoma y del proteoma de
plantulas de 6 meses de edad sometidas a condiciones de sequia severa. Se evalud la calidad y la
confianza de las identificaciones y cuantificaciones de RNAm y proteinas, obteniéndose 25,169
transcritos y 3,312 proteinas. Tras la integracion de los datos se seleccionaron un total de cuatro
genes (FtSH6, CLPB1, CLPB3 y HSP22) observados a dos tiempos y en las dos plataformas 6micas.
Por lo tanto, estas chaperonas y proteasas podrian ser consideradas como potenciales marcadores
de tolerancia a la sequia para ser utilizados en la seleccion de genotipos élite, resistentes, y en
programas de mejora genética.
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11. Conclusiones y perspectivas futuras

Quercus ilex se podria considerar como una especie genéticamente sencilla pero
experimentalmente recalcitrante. Hasta la fecha, son muchos los avances que hemos conseguido a
nivel molecular desde la secuenciacion de su genoma hasta la identificacion de compuestos
bioactivos, pasando por la identificacion y caracterizacion de genes y productos génicos
relacionados con la variabilidad, biodiversidad, caracter recalcitrante de la semilla, produccién y
respuestas a estreses bibticos y abibéticos asociados al sindrome de la seca y al cambio climatico.
Sin embargo, la interpretacion molecular en Q. ilex ha sido un reto debido a la alta variabilidad
molecular observada, por lo que definir fenotipos de referencia ayudara a entender mejor las bases
moleculares de procesos relacionados con la germinacion, la alta produccion de bellotas con rasgos
de calidad deseables relacionados con valores nutricionales y la adaptacién a estreses bidticos y
abiéticos adversos, asi como el éxito de los programas de mejora genética y de reforestacion en esta
especie forestal.

Tras la secuenciacion del genoma, se pretende seguir avanzado en la biologia molecular de la
encina a través de un estudio de asociacion de genoma completo (Genome-wide association study,
GWAS), en el cual se identificaran variaciones genéticas especificas (Single Nucleotide
Polymorphism, SNP) asociadas a determinados caracteres de interés como mayor crecimiento,
produccion y tolerancia a factores bidticos y abibticos. A nivel epigenético, tras conocer los patrones
de metilacién global en individuos adultos, plantulas y embriones, asi como en respuesta al
sindrome de la seca, el siguiente paso sera la identificacion y caracterizacion de genes metilados
mediante la técnica MSAP-Seq (Chwialkowska et al., 2017). Otros de los mecanismos epigenéticos
en los que se deberia avanzar es la caracterizacion de los RNA pequenos (Lamelas et al., 2021). La
interaccion ARNs-ARNs es necesaria para el mecanismo de resiliencia, mientras que la metilaciéon
del DNA y sus variaciones juegan un papel importante en la regulacion de los genes. Por otra parte,
se avanzara en estudios de transcriptomica dirigida (RT-qPCR), la cual permite analizar mas tiempos
de muestreos, diferentes tejidos, estados de desarrollo y un mayor nidmero de réplicas bioldgicas,
debido a su bajo coste en comparacion con la técnica RNA-Seq. En cuanto a la protedmica, como
perspectiva de futuro, aunque sin dejar de lado las clasicas técnicas basadas en gel, se avanzara en
el uso de técnicas de protedmica de Ultima generacion, como la técnica DIA (Data Independent
Acquisition) que posee una capacidad de identificacion y reproducibilidad muy superior a las
técnicas convencionales (Data Dependent Acquisition), o técnicas de protedmica cuantitativa
dirigida, como PRM (Parallel Reaction Monitoring) que nos permitiran de manera mas rapida y
altamente precisa identificar y cuantificar en un gran set de datos péptidos y proteinas de interés
previamente seleccionados. Ademas, haciendo hincapié en el renovado interés por el uso de la
bellota en la alimentacion humana, la protedmica debe seguir usandose en la direccion de la
identificacion y caracterizacion de alérgenos, sobre todo aquellos que se encuentren a nivel de fruto.
Siguiendo en esta linea, a nivel de metabolémica, debemos seguir apostando por la blusqueda de
compuestos bioactivos con actividad antioxidante, antiproliferativa, antiinflamatoria y/o
antimicrobiana que permitan darle un valor anadido a Q. ilex.
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Figuras

Figura 1. Ejemplo de un individuo de encina localizado en una dehesa de Andalucia.
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