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Resumen

La biotecnologia se plantea como una estrategia valida en los programas de mejora
de la encina y, por ende, para el uso, manejo y conservacion de la dehesa. Dicho
objetivo adquiere especial relevancia en este momento, teniendo en cuenta el
envejecimiento y la creciente muerte del arbolado asociada a procesos de
decaimiento y cambio climatico. Por sus propiedades (ciclo de vida largo, alogamia
y alta variabilidad fenotipica) y cardcter recalcitrante como sistema experimental,
la seleccion de genotipos élite asistida por marcadores moleculares, para su
posterior propagaciéon clonal, resulta la aproximaciéon mads plausible. Como
alternativa biotecnolégica también se propone el uso de bioestimulantes que
favorezcan el crecimiento, desarrollo y respuesta a estreses. Nuestro grupo ha
secuenciado recientemente, y por primera vez, el genoma de la encina, habiendo
desarrollado y optimizado, en esta especie, técnicas y protocolos de marcadores de
DNA y de andlisis de los diferentes niveles -6micos (gendmica, epigendmica,
transcriptdmica, proteémica y metaboldmica), lo que estd permitiendo la
identificacién de secuencias de DNA, genes y productos génicos asociados a
fenotipos de interés, resiliencia y produccién. En paralelo, se estd evaluando el
tratamiento de semillas con bioestimulantes como estrategia de control de la
podredumbre radical causada por el oomiceto Phytophthora cinnamomi y la
tolerancia a sequia. A partir de los andlisis -Omicos y su integracién con datos
morfométricos y fisioldgicos, se proponen mecanismos de respuesta a estreses y se
identifican genes y productos génicos, tanto en hojas como en raices, asociados al
fenotipo resiliente. Entre ellos se incluyen enzimas de la biosintesis de fendlicos,
proteasas y factores de transcripcion. Los genes propuestos estan siendo validados
funcionalmente utilizando, como sistema experimental, plantas de Arabidopsis
thaliana y Nicotiana benthamiana.

Palabras clave

Quercus ilex, variabilidad genética, sindrome seca, Omicas, marcadores
moleculares.

1. Introduccion

La encina (Quercus ilex subsp. ballota (Desf.) Samp.) es considerada la especie
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mas emblemadtica y dominante del bosque mediterraneo y del ecosistema
agrosilvopastoral «dehesa» en Espafia y «montado» en Portugal (DE RIEGO Y
CAUDULLO, 2016; SCHIRONE ET AL., 2019). Es una de las 469 especies reconocidas
dentro del género Quercus (IPNI, 2024), cuya aparicién se estima 55 millones de
afios (JIANG ET AL, 2019).

Quercus ilex es una valiosa fuente de productos madereros y no madereros y
servicios ecoldgicos, lo que la convierte en un pilar de la economia de zonas
rurales y deprimidas (SCHIRONE ET AL., 2019). Desde las civilizaciones antiguas,
ha sido un elemento basico de nuestra subsistencia, cultura y creencias religiosas,
fuente de madera para la construccion, navegacién, uso como combustible,
obtencidn de alimentos y tratamiento de enfermedades (GARCIA Y SIESO, 2022).
Usado como alimento en épocas de posguerra o hambruna, en la actualidad, existe
un renovado interés en su uso alimentario y, en menor medida, industrial (KUMAR
ET AL., 2021; GODETO ET AL, 2021; GARCIA Y SIESO, 2022; TALABI ET AL., 2022),
asi como para fines medicinales (VINHA ET AL., 2016, 2020).

En Espafia, Q. ilex y sus ecosistemas asociados representan un rico patrimonio
cultural y natural que debe ser preservado para las generaciones futuras,
especialmente teniendo en cuenta los diversos factores que amenazan su
conservacion y aumentan su vulnerabilidad (PARRA-LOPEZ ET AL. 2023). En
condiciones 6ptimas, los individuos de Q. ilex tienen una vida media que oscila
entre los 120 y 470 afios (PANAIOTIS ET AL., 1997). Sin embargo, en la actualidad se
observa una creciente muerte del arbolado y una mayor degradacién de los
ecosistemas asociados, bosques naturales y dehesas. Esta elevada mortalidad se
asocia a varios factores antropogénicos (escasa regeneracion, con predominio de
individuos de mayor edad, incendios, pastoreo) o medioambientales (estreses
bidticos y abidticos), estando asociados también a los bajos beneficios econémicos
que conducen a practicas silvicolas inadecuadas (OGAYA ET AL., 2020). Los
procesos de decaimiento y la muerte de arbolado se asocian, en la actualidad, al
oomiceto patdégeno Phytophthora cinnamomi y las condiciones de sequia severa
(BRASIER, 1996; RUIZ-GOMEZ ET AL., 2018; SAN-EUFRASIO ET AL. 2021A;
SERRANO ET AL., 2021). Esta situacion podria agravarse en un escenario de cambio
climatico, aumentando el riesgo de pérdida de estos ecosistemas. Ante esta
situacidn, los responsables de la politica forestal y medioambiental, junto con el
sector productivo estdn demandando la implementacion de medidas urgentes que
garanticen la conservacion y explotacidn sostenible y Q. ilex. Estas medidas deben
incluir la investigacion de la biologia de la especie y su aplicaciéon practica,
sentando la base para el uso de la biotecnologia.

La aplicacion de la biotecnologia para gestionar los estreses tanto bioticos como
abidticos ha revolucionado la agricultura moderna al proporcionar soluciones mas
precisas, eficientes y sostenibles (PANDOLFI ET AL. 2017). Dado que la
biotecnologia se basa en el conocimiento cientifico, es fundamental priorizar la
investigacidn bdsica para abordar los desafios a los que se enfrentan Q. ilex y los
ecosistemas asociados. Entre las alternativas biotecnoldgicas disponibles, la
explotacidn de la variabilidad natural y la selecciéon de genotipos élite o plus
asistida por marcadores moleculares para su posterior propagacion clonal, se
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presenta como la mas plausible, realista y prometedora para esta especie. Esta
aproximaciéon permite identificar y propagar aquellos individuos con mayores
tasas de germinacion y produccion de bellotas, con rasgos de calidad deseables
relacionados con valores nutricionales y nutraceuticos, asi como con notable
resiliencia a estreses bidticos y abioticos. En este contexto, resulta esencial destacar
los estudios moleculares que permitan comprender la notable biodiversidad de
esta especie, asi como sus mecanismos de respuesta y resiliencia frente a
condiciones ambientales adversas. Este enfoque debe alinearse con el flujo de
informacidén genética descrito a través del Dogma Central de la Biologia Molecular
y la ecuacidn genética fundamental: fenotipo = genotipo + epigenética + ambiente.
Cabe destacar que la investigacion sobre los aspectos moleculares de Q. ilex ha
aumentado significativamente en los ultimos afios (revisado en MALDONADO-
ALCONADA ET AL., 2022). Para avanzar en esta area, se pueden proponer tres
estrategias biotecnoldgicas principales: los programas de mejora genética, el
control biolégico y el uso de bioestimulantes. De éstas, los programas de mejora
genética y el uso de bioestimulantes constituyen los objetivos centrales de nuestras
investigaciones y del presente articulo.

2. Objetivos

El grupo de investigacion “Bioquimica, Prote6mica y Biologia de Sistemas
Vegetal y Agroforestal” liderado por el Prof. Jesus V. Jorrin Novo en la Universidad
de Cordoba ha centrado su actividad desde 2004, en el estudio de la biologia
molecular de Q. ilex. Basandose en el Dogma Central de la Biologia Molecular, el
objetivo principal del grupo es desentrafiar las bases moleculares de fenotipos
resilientes para su aplicacién en programas de mejora. Durante los primeros 15
afios de esta linea de investigacion, se han logrado avances significativos. Estos
incluyen la optimizacion de metodologias para identificar y caracterizar
individuos élite con alta resiliencia a condiciones ambientales adversas, una
elevada productividad y la capacidad de sintetizar compuestos nutracéuticos y
bioactivos en sus bellotas. Entre los logros mas destacados del grupo cabe citar el
estudio exhaustivo de las respuestas fisioldgicas y moleculares de plantulas de
encina a estreses especificos, como la sequia y la infeccidén por P. cinnamomi, de
manera tanto individual como combinada (VALERO-GALVAN ET AL., 2013;
SGHAIER-HAMMAMI ET AL., 2013; SAN-EUFRASIO ET AL., 2021A; HERNANDEZ-
LAO ET AL. 2024A), investigaciones sobre la naturaleza recalcitrante de las
semillas de Q. ilex (SGAHIER-HAMMAMI ET AL., 2020) y el perfil nutricional y
nutracéutico de la bellota (LOPEZ-HIDALGO ET AL., 2021).

Asimismo, el avance en las tecnologias moleculares ha permitido al grupo
diversificar sus lineas de investigacion hacia dreas emergentes como la genémica
(REY ET AL. 2023) y la epigendémica (LABELLA-ORTEGA ET AL. 2024). La
identificacién de las regiones codificantes del genoma es un paso esencial para
comprender aspectos fundamentales de la biologia de Q. ilex e interacciones con el
medio ambiente, asi como para desarrollar las herramientas que permitan dar
soluciones a los problemas actuales que afectan esta especie. Con la disponibilidad
del genoma de Q. ilex (REY ET AL., 2023), se estan validando los datos dmicos
previamente generados a nivel transcriptémico, proteémico y metabolédmico.
Paralelamente, se estdn desarrollando e implementando nuevas aproximaciones
metodoldgicas, como el andlisis de variantes alélicas y el estudio de marcas de
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metilacion del DNA utilizando técnicas de secuenciacion masiva de ultima
generacién. Estas investigaciones tienen como objetivo no solo caracterizar la
diversidad genética y epigenética de la especie, sino también explorar su impacto
en la regulacidn de la expresion génica y su relacion con las respuestas adaptativas
frente a estreses bioticos y abidticos, aportando asi informacion clave para la
conservacion y mejora genética de esta especie forestal.

Los proyectos en curso persiguen tres objetivos especificos:

- Identificar y validar genes y productos génicos para su uso en la seleccién de
genotipos élite resistentes a condiciones ambientales adversas, en concreto de
aquellos de mayor incidencia en el sindrome de la seca y condiciones de cambio
climatico, sequia y P. cinnamomi.

- Evaluar el papel/eficacia de los bioestimulantes (BTH y MeJA) como activadores
del crecimiento y las respuestas de defensa contra el estrés bidtico y abidtico, y
llevar a cabo la caracterizaciéon de sus mecanismos de accién a nivel fisioldgico,
bioquimico y molecular.

- Caracterizar el perfil fitoquimico de bellotas dulces y amargas, con el desarrollo
de técnicas para su uso en trazabilidad y la identificaciéon de compuestos bioactivos
y posibles compuestos tdxicos, como es el caso de alérgenos.

El flujo de trabajo de estos proyectos abarca diversas etapas, comenzando con la
prospeccion, especialmente en areas afectadas por el sindrome de la seca en
Andalucia y Extremadura. Esta fase incluye el muestreo de bellotas, hojas y polen,
seguido de la germinacion de las bellotas y el desarrollo de las plantulas en
condiciones controladas (SAN-EUFRASIO ET AL, 2020,; 2021A). Posteriormente, se
someten las plantulas a tratamientos de estrés, que incluyen sequia severa y/o la
presencia de P. cinnamomi. y se llevan a cabo andlisis que comprenden desde
evaluaciones morfoldgicas (crecimiento, sintomas de dafio y mortalidad de las
plantulas), fisioldgicas (régimen hidrico y fotosintesis) y moleculares. Para estos
analisis se emplean tanto técnicas de bioquimica clasica como enfoques avanzados
basados en tecnologias dmicas, que abarcan desde la gendmica epigendmica, la
transcriptémica y la prote6mica hasta la metaboldmica.

En la actualidad, dos proyectos de investigacion financian los objetivos
previamente propuestos: 1) Caracterizacion de genes de encina implicados en la
respuesta a estreses y activacion de mecanismos de defensa para su uso en mejora
frente a la seca y cambio climatico (Encindémica-3). Programa Estatal de I+D+i
Orientada a los Retos de la Sociedad. Convocatoria 2022. Ministerio de Economia y
Competitividad; y 2) Mejora de la encina (Quercus ilex) y seleccién de genotipos
élites resilientes a la seca, cambio climdatico y para su uso en alimentacién humana,
asistida por técnicas de gendmica y metabolémica. Ayudas a proyectos de
excelencia en el dmbito del Plan Andaluz de Investigacion, Desarrollo e Innovacion
(PAIDI). Convocatoria 2021. Junta de Andalucia. Ambos proyectos se han
complementado con un contrato al amparo del Articulo 83 “Desarrollo de
marcadores moleculares de respuesta y 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
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conservacion de los recursos genéticos de la encina y el alcornoque contra el

(f D sindrome de decaimiento. Subgrupo 2, "Mejora genética y fisioldgica". 2020-2023.

v Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (Area de Recursos Genéticos
Forestales - Subdireccion General de Politica Forestal)”.
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Ademads, es importante destacar las colaboraciones iniciadas con el sector
productivo, enfocadas, principalmente a la catalogacion de genotipos y a la
caracterizacion del perfil fitoquimico de la bellota. Estos estudios tienen como
objetivo promover su aprovechamiento en la produccién de harina, empleada en
la elaboracién de productos como pan, galletas y bebida vegetal a base de bellota.

A continuacion, se expondran los trabajos desarrollados por el grupo de
investigacidn, destacando las publicaciones cientificas vinculadas a cada uno de los
objetivos principales que actualmente estdn en curso. Asimismo, se sefialaran los
proximos desafios que se plantean en estas lineas de investigacion, junto con las
conclusiones mas relevantes obtenidas hasta el momento.

3. Programas de mejora basados en la seleccion de genotipos élite
asistidos por marcadores moleculares

Hace casi 25 afios, nuestro grupo inicid la caracterizacién de la diversidad
fenotipica de Q. ilex, integrando andalisis moleculares mediante aproximaciones
Omicas (transcriptémica, proteémica y metabolémica) con estudios morfoldgicos,
bioquimicos, y ecofisioldgicos (revisado en MALDONADO-ALCONADA ET AL,
2022). El desarrollo e implantacién de metodologias y protocolos efectivos para
experimentos tanto in silico como en el laboratorio ha representado un desafio
considerable dada la gran variabilidad bioldgica observada en esta especie forestal
que abarca desde los individuos hasta las poblaciones (VALERO-GALVAN ET AL,
2009; SAN-EUFRASIO ET AL., 2020, 2021A; LOPEZ-HIDALGO ET AL., 2021). Nuestro
grupo ha constatado la existencia de dicha variabilidad en respuesta a estreses
bidticos y abidticos (VALERO-GALVAN ET AL., 2009; SAN-EUFRASIO ET AL., 2020,
2021A) y tanto en la morfometria como en la composicién quimica de la bellota
(LOPEZ-HIDALGO ET AL., 2021). Los resultados obtenidos han contribuido de
manera significativa para avanzar en la comprension de la biologia molecular de
Q. ilex.

En proyectos anteriores realizados por nuestro grupo, se han identificado
individuos sanos (asintomdticos) en zonas afectadas por el decaimiento o focos de
seca (SAN-EUFRASIO ET AL., 2021A). Estos individuos podrian considerarse como
individuos escape o genotipos élite. La respuesta a estreses en estos individuos se
ha caracterizado parcialmente a nivel morfoldgico, fisiolégico, de bioquimica
clasica, de marcadores de DNA y -omicos (JORGE ET AL., 2006; ECHEVARRIA-
ZOMENO ET AL., 2009, 2012; VALERO-GALVAN ET AL., 2013; SGHAIER-HAMMAMI
ET AL., 2023; SIMOVA-STOILOVA ET AL., 2015, 2018; FERNANDEZ I MARTI ET AL.,
2018; LOPEZ-HIDALGO ET AL. 2018; 2021ROMERO-RODRIGUEZ ET AL., 2019;
GUERRERO-SANCHEZ ET AL., 2021; SAN-EUFRASIO ET AL., 2021A, 2021B; TIENDA-
PARRILLA ET AL., 2022; ESCANDON ET AL., 2022).
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La integracion de los resultados obtenidos en los andlisis multi-6micos con los
datos morfolégicos y fisiolégicos, en un marco de Biologia de Sistemas, y su
comparacion con estudios equivalentes en otras especies de Quercus, ha permitido
identificar genes candidatos como marcadores moleculares relacionados con la
adaptacion a ambientes adversos, especificamente asociados al sindrome de la
seca y al cambio climatico. Este enfoque ha dado lugar a un panel de 25 genes
candidatos para la seleccion de genotipos de élite, que incluyen: glucose-6-
phosphate isomerase, a-1,4-glucan-protein synthase [UDP-forming], phenylalanine
ammonia-lyase, cinnamyl alcohol dehydrogenase, chalcone synthase, anthocyanidin
reductase, anthocyanidin synthase, feruloyl CoA ortho-hydroxylase, glutathione
reductase, thioredoxin reductase, peroxiredoxin, aldehyde dehydrogenase, glyoxalase
I, formate dehydrogenase, subtilisin, ATP-dependent zinc metalloprotease FTHSG,
glycine-rich RNA-binding protein, agglutinin isoform, chaperones, heat shock
proteins and transcription factors WRKY y MYB. Estos genes estan implicados en
funciones clave relacionadas con el metabolismo de carbohidratos vy
fenilpropanoides, siendo los compuestos fendlicos particularmente relevantes
debido a su papel en las respuestas al estrés (DEHGHANIAN ET AL., 2022). Entre los
genes identificados como marcadores, destacan aquellos que codifican enzimas
que detoxifican especies reactivas de oxigeno y a proteasas, habiéndose descrito
que ambas desempefian un papel esencial en la respuesta, resistencia y tolerancia
a estreses bidticos y abidticos (PELAEZ-VICO ET AL., 2022; HOU ET AL., 2018;
D'TPPOLITO ET AL., 2021). El déficit hidrico provoca alteraciones metabdlicas que
afectan a productos génicos esenciales en procesos como la detoxificacion
(glioxalato, formiato y carbonilos), asi como en la regulacion de la transcripcion,
traduccién y degradacién de proteinas relacionadas con el estrés, incluyendo
chaperonas y proteinas de choque térmico. Ademds, se identificaron genes
asociados con la unién a carbohidratos y factores de transcripcion de las familias
WRKY y MYB, que son determinantes en las respuestas de resistencia. En
consecuencia, estos marcadores presentan un gran potencial para la identificacién
y seleccion de genotipos élite.

Estos resultados se basan de experimentos realizados con plantulas de Q. ilex tanto
en condiciones controladas en invernadero como en condiciones naturales. Hasta
la fecha, la elaboracion de perfiles moleculares llevado a cabo por el grupo se ha
centrado en las hojas, dado que son mas accesibles que las raices, lo que facilita
visualizar la progresion de los sintomas y los cambios fisioldgicos causados por los
estreses bidticos y abidticos. Sin embargo, la investigacién en curso tiene como
objetivo dilucidar las estrategias de defensa de Q. ilex contra P. cinnamomi a nivel
de la raiz, que en la actualidad permanece en gran parte inexplorada.

En la actualidad, estamos desarrollando protocolos para validar estos genes
candidatos mediante el uso de aproximaciones dirigidas (variantes alélicas,
precipitacién por afinidad de oligo cromatina-PCR (Chop-PCR), PCR cuantitativa en
tiempo real (RT-gPCR) y cuantificacién proteotipica de péptidos), asi como analisis
gendmicos funcionales en sistemas modelo, concretamente Arabidopsis thaliana y
Nicotiana benthamiana. La reciente secuenciacion del genoma de Q. ilex (REY ET
AlL., 2023) abre nuevas posibilidades para explorar genes candidatos, facilitando la
identificacién y caracterizacidn estructural detallada de los miembros de distintas
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familias génica. Este avance proporciona una base solida para estudiar las
relaciones evolutivas, la funcionalidad de cada gen dentro de la familia y su
potencial implicacién en procesos bioldgicos clave de la especie. Ademads, estamos
evaluando los niveles de expresion de estos genes candidatos en Q. ilex mediante
RT-gPCR, analizando su respuesta a la inoculacién con P. cinnamomi y/o a
condiciones de sequia. Este andlisis es necesario para determinar si los niveles de
expresion se correlacionan con la respuesta a ambos estreses. Ademads de los
niveles de expresion, se esta trabajando en la identificacion de variantes alélicas de
dichos genes, asi como en la modificaciéon de la expresion génica mediada por
marcas de metilacién en el DNA que podrian modificar su expresion.

Sin embargo, antes de que estos genes candidatos puedan ser confirmados como
marcadores moleculares, deben someterse a una validacion funcional. Aunque la
gendmica directa e inversa serian los métodos preferidos, éstos son inviables en Q.
ilex debido a su largo ciclo de vida y a la falta de recursos genéticos para la
transformacion y regeneraciéon. Por lo tanto, el uso de plantas modelo como
Arabidopsis thaliana o Nicotiana benthamiana es la tUnica alternativa viable
(GOODING ET AL., 2008) para llevar a cabo la validacién funcional heterdloga de
estos genes candidatos. Este enfoque ya ha sido aplicado con éxito en Q. suber para
analizar genes implicados en la respuesta a la sequia (MAGALHAES ET AL., 2016), y
representa una estrategia viable para avanzar en la caracterizacion funcional de
los genes candidatos en Q. ilex.

Actualmente, estamos llevando a cabo la validacion de las familia génica de la
subtilisina y de la chalcona sintasa (datos no publicados). Miembros de ambas
familias fueron descritos como potenciales marcadores moleculares de respuesta a
estrés por ser mds abundantes en condiciones de estrés por sequia y/o en presencia
de P. cinnamomi (SAN-EUFRASIO ET AL., 2021B; TIENDA-PARRILLA ET AL., 2022;
HERNANDEZ-LAO ET AL., 2024A). Investigaciones relacionados también describen
la implicacién de estos genes en la respuesta a ambos tipos de estreses (LAWTON
ET AL. 1983; MORCILLO ET AL. 2022; BACKER ET AL., 2022). De manera
preliminar, se han identificado tres genes que codifican para la enzima chalcona
sintasa (QiCHS), designados como QiCHS1, QiCHS2 y QiCHS3 (gene-35048,
gene-4771 y gene-20556, respectivamente). Asimismo, se han identificado 79 genes
que codifican para subtilisinas (QiSBT). A partir de datos multiomicos
(transcriptomicos y protedmicos), hemos evaluado la expresion de los genes QiCHS
y QiSBT en plantulas de Q. ilex de seis meses de edad, sometidas a condiciones de
estrés individual (sequia o P. cinnamomi) y combinado (sequia y P. cinnamomi). La
expresion de los genes QiCHS y QiSBT ha mostrado diferencias significativas en
respuesta a los estreses evaluados. Una vez caracterizadas las familias génicas y
evaluado el perfil multiémico, el paso final es la validacién funcional de los genes
QiCHS y QiSBT, la cual se esta llevando a cabo actualmente en el laboratorio.

4. Papel de los bioestimulantes como activadores del crecimiento y las
respuestas de defensa contra el estrés bidtico y abiético

El uso de bioestimulantes se ha consolidado como estrategia biotecnoldgica de
probada eficacia para el manejo y protecciéon de cultivos y su aplicacién se esta
trasladando al sector forestal (SANTACRUZ GARCIA ET AL., 2022). Dentro del grupo
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de bhioestimulantes se incluyen sustancias de origen natural o sintéticos, asi como
microorganismos que mejoran el crecimiento y producciéon de las plantas,
incrementando la resistencia y tolerancia a estreses bidticos y abidticos. Estos
compuestos activan procesos fisiolégicos y moleculares relacionados con la
nutricién, metabolismo y reacciones de defensa. En este contexto, nuestro grupo
ha iniciado recientemente una linea de investigacién dirigida al uso de dichos
bioestimulantes, en concreto dos compuestos, el andlogo funcional del acido
salicilico BTH y la hormona metiljasmonato (PRATS ET AL., 2002; MISHRA ET AL,
2024; HO ET AL., 2020).

Se han llevado a cabo ensayos de tratamientos de semillas con BTH y MeJA a
diferentes dosis, evaludndose la germinacion de semillas y el crecimiento de las
plantulas, asi como su respuesta a la inoculaciéon con P. cinnamomi. Los resultados
obtenidos variaron en funcién de la concentracion de bioestimulante y del
genotipo empleado. En algunos genotipos se observé un efecto dual: una
estimulacion del crecimiento a bajas concentraciones de BTH y MeJA, y un efecto
toxico a altas concentraciones de estos bioestimulantes. El tratamiento a
concentraciones bajas redujo los dafios causados por el patdgeno y la tasa de
supervivencia, lo que se asocid a la activacidon de las reacciones de defensa, tal y
como se deduce del andlisis protedmico (LUNA DEL ROSAL, 2021; 2022;
CASTILLEJO ET AL., 2022A, 2022B; ORTEGA-GARCIA, 2024). Los anélisis fisiologicos
y moleculares se estan implementando con las observaciones microscopicas del
proceso de infecciéon. De los resultados obtenidos podemos concluir que el
tratamiento con los bioestimulantes inducen la deposicion de callosa, el
engrosamiento de la pared celular, la produccién de especies reactivas de oxigeno
(ROS), la acumulacién de compuestos fendlicos y la muerte celular programada
(PCD).

5. Uso alimentario de la bellota: Técnicas para la trazabilidad e
identificacion de compuestos bioactivos en productos derivados

La bellota, fruto de Q. ilex, se utiliza principalmente como alimento para ganado
porcino. Sin embargo, una parte importante de la produccién, asociada a zonas
donde no hay explotacion ganadera, no se aprovecha mas alla de su consumo por
animales salvajes. Su inclusion en la alimentacién humana o industria daria, sin
lugar a duda, valor afiadido a la especie, convirtiéndose en un recurso econémico
para determinadas zonas rurales. Con el aumento de la poblaciéon y la
preocupaciéon por una alimentacién saludable, existe un interés en la busqueda
activa de fuentes de alimento vegetal alternativas a los cultivos tradicionales. Esto,
unido al probado valor nutricional de la bellota, ha despertado un renovado
interés por su uso alimentario, bien como fruto seco o como harina y derivados
dando paso a una «una nueva era» en el uso de la encina (VINHA ET AL., 2020). A
su uso alimentario habria que afiadir su posible uso industrial, destacando la del
almidon, aceites y cosméticos, y curtido de pieles (VINHA ET AL., 2016). Para que
estos usos sean viables, es imprescindible caracterizar previamente la bellota
desde un punto de visto fitoquimico, de trazabilidad y seguridad alimentaria,
empleando, para ello, diferentes técnicas analiticas y moleculares. Nuestro objetivo
es identificar compuestos de valor nutricional y nutraceutico, asi como otros de
caracter toxico y alérgenos. Para ello, empleamos, la tecnologia NIRS
(espectroscopia del infrarrojo cercano), métodos colorimétricos (aminodacidos,
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almidon, azucares, fenolicos, flavonoides, taninos, capacidad antioxidante),
cuantificacién de nutrientes elementales (Ca, Mg, K, Na, P, Fe, Zn, Mn y Cu) y
metabolémica no dirigida basada en espectrometria de masas.

En términos generales, el componente mayoritario de la bellota es el almidon,
seguido de azucares, proteinas, dcidos grasos y polifenoles (VINHA ET AL., 2016,
2020; LOPEZ-HIDALGO ET AL., 2021). La harina de bellota destaca por su alto
contenido en grasas saludables, en particular monoinsaturadas y poliinsaturadas
(4cidos oleico y linoleico), y un alto contenido en minerales, en particular K, P, Fe y
Mn. Los compuestos fenolicos (flavonoides y taninos) se consideran los principales
compuestos bioactivos de los frutos de bellota (RAKI¢ ET AL., 2007; TEJERINA ET
AL., 2011; LOPEZ-HIDALGO ET AL., 2021), identificAndose como compuestos de
interés los siguientes: catequina, acido elagico, acido galico, trans-carveol, siringina
y acido siringico. El andlisis global de estos datos permite concluir que la bellota
tiene un alto valor nutricional y nutracéutico, asociado a diversas actividades
bioldgicas, como la antitumoral, y antiinflamatoria (OSTERTAG ET AL., 2011;
HELENO ET AL., 2015). Ademds, utilizando una estrategia de protedémica y
peptidémica en combinacién con técnicas computacionales, se han identificado
tres péptidos con potencial bioactividad en harina de bellota. En concreto dichos
péptidos mostraron una alta afinidad por dianas moleculares relacionadas con
actividades antihipertensivas, antidiabéticas, antiproliferativas y antiinflamatorias
(HERNANDEZ-LAO, 2024B).

A su vez, como alimento destinado al consumo humano, es esencial considerar
también el contenido en alérgenos, ya que los frutos secos se encuentran entre los
principales alimentos alergénicos en el dmbito médico. En esta linea, nuestro
grupo, en colaboracion con un equipo de alergias del Hospital de La Paz (IdiPAZ,
Madrid) ha descrito la presencia de alérgenos pertenecientes a las familias Bet v 1,
profilina, prolamina, Hsp70 y ciclofilina en bellota de Q. ilex (HERNANDEZ-LAO ET
AL., 2025).

La metodologia previamente descrita nos ha permitido caracterizar y comparar la
composicion quimica de diferentes productos derivados de la bellota. En
particular, hemos caracterizado y comparado la harina y la bebida vegetal a base
de bellota suministradas por la empresa AcornRevel (datos no publicados). Los
resultados mostraron que los valores de fibra, digestibilidad y energia fueron
mayores en la bebida que en la harina de bellota. Ambos productos presentaron
un perfil fitoquimico similar, aunque con algunas diferencias destacables: la
harina presenta un mayor contenido en almidon y taninos, mientras que la bebida
mostré mayores valores en compuestos fenolicos. Ambos productos presentaron
similar contenido de nutrientes. En cuanto al perfil molecular, se identificaron un
total de 877 compuestos, de los que solo 100 (11%) mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre muestras de harina y bebida, siendo 6
especificos de harina y 64 de bebida. Dichos compuestos pertenecian a diferentes
familias quimicas, incluyendo lipidos y derivados, dcidos carboxilicos, compuestos
organicos oxigenados, benzenoides, fenilpropanoides, compuestos heterociclicos y
terpenoides. La bebida de bellota presenté compuestos con actividad bioldgica
tales como, la jervina, el acido D-galacturonico y la cinarina, lo que sugiere que
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puede ser considerada como un alimento saludable, de valor nutricional y
nutraceutico, relevante en condiciones como la celiaquia y con notable potencial
antioxidante.

Actualmente, estas técnicas se estan aplicando para caracterizar bellotas y sus
productos derivados, en colaboracion con empresas del sector, como el vivero de
bellota dulce “Balano Tree” (http://balanotrees.org/es/), QuercusReal/Encinas
Injertadas, y los viveros forestales de la Junta de Extremadura
(http://extremambiente.juntaex.es/).

6. Conclusiones

En las ultimas cuatro décadas, se ha registrado un alarmante incremento en la
mortalidad de los individuos de Q. ilex, lo que ha acelerado de manera significativa
la degradacion de los bosques mediterrdneos y de ecosistemas asociados, como la
dehesa. Entre las principales causas de esta mortalidad se encuentran el patégeno
P. cinnamomi, asi como episodios de sequia prolongada y temperaturas extremas,
factores cuya incidencia se prevé que se agraven en el contexto de cambio
climatico. Paralelamente, ha resurgido un interés creciente por el
aprovechamiento alimentario de la bellota, destacando la importancia de sus
propiedades organolépticas, asi como su valor nutricional y potencial nutracéutico.
Dada la relevancia histérica, ambiental, econémica y social de Q. ilex y de sus
ecosistemas asociados, existe una preocupacion creciente, expresada por gestores
ambientales, conservacionistas y actores clave del sector productivo, que subrayan
la necesidad urgente de implementar estrategias de conservacién y practicas de
gestion efectivas para mitigar la mortalidad de los arboles y salvaguardar estos
ecosistemas esenciales. En este escenario, la biotecnologia ofrece un gran potencial
para afrontar estos retos, sobre todo mediante programas de mejora genética y la
aplicacion de bioestimulantes. Entre las estrategias mdas prometedoras se
encuentra la seleccibn de genotipos de élite facilitada por marcadores
moleculares.

Nuestro grupo de investigacion ha iniciado una linea de estudio centrada en la
identificacién de genes y productos génicos asociados a fenotipos clave que
destacan por su resiliencia frente a condiciones ambientales adversas y por sus
elevadas propiedades nutricionales y nutracéuticas. Ademas, hemos iniciado otra
linea de investigacion centrada en el uso de bioestimulantes (BTH y MeJA) con el
objetivo de dilucidar su modo de accién y los mecanismos de activacion de
defensas empleando técnicas avanzadas de microscopia y abordajes omicos
(transcriptomica, protedmica y metabolémica). Estos esfuerzos estan dirigidos a
validar funcionalmente los genes identificados para proponerlos como marcadores
moleculares relacionados con la respuesta al sindrome de la seca y al cambio
climatico, asi como al perfil nutricional de la bellota. Sin embargo, este campo
enfrenta importantes limitaciones, como la necesidad de ampliar el numero de
individuos en estudios émicos y variantes alélicas para obtener conclusiones mads
robustas, y la validacién funcional de genes candidatos en sistemas modelo, que
sigue siendo un desafio significativo. Ademads, las caracteristicas recalcitrantes de
Q. ilex y la falta de protocolos para su transformacidon genética y regeneracion
representan barreras criticas que deben superarse para avanzar hacia la


http://extremambiente.juntaex.es/
http://balanotrees.org/es/

MT 3: GESTION

implementacion de estrategias de propagacion clonal y mejora genética en esta
especie.
h'e
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