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I. PRESENTACION

El proyecto “Seleccion Genotipica y Desarrollo Industrial de Extractos de Quillay” es
una iniciativa que nace como respuesta a una necesidad de la empresa Natural Response
S.A., institucion dedicada a la produccion de extractos naturales provenientes del
quillay (Quillaja saponaria mol.). El desafio planteado por la empresa fue mejorar el
rendimiento productivo de los extractos de quillay, optimizando, por una parte, el
proceso industrial en planta, y por otra, el abastecimiento y calidad de la materia prima.

En este contexto, nace la asociacion con la Universidad Mayor, entidad académica que
por medio de su Escuela de Ingenieria Forestal se ha dedicado a la investigacion y
desarrollo de los ecosistemas Mediterraneos o Esclerofilos.

En conjunto, ambas instituciones plantearon un proyecto a FONDEF Conicyt, que
proponia como principales objetivos:




1. Desarrollar extractos comerciales de Quillay con altos estandares de calidad, a
partir de la purificacion de los componentes y la seleccion de la materia prima.

2. Seleccionar genotipos de Quillay en funcion de los requerimientos industriales
para la produccion de extractos, mediante la evaluacion de la diferenciacion
genecologica de la especie.

Para el cumplimento del primer objetivo fue necesario caracterizar en detalle los
componentes quimicos de los extractos industriales del quillay y montar técnicas
simples para la caracterizacion de la materia prima. Con estos nuevos conocimientos,
fue posible mejorar y optimizar el proceso productivo y la purificacion de los
componentes activos y asi desarrollar productos especificos para la penetracion en
nuevos mercados.

Para cumplir el segundo objetivo, se realizd6 una evaluacién de la diferenciacion
genecologica del quillay en Chile, muestreando individuos a lo largo de toda la
distribucion de la especie, entre la IV y la IX Region. Esta evaluaciéon permitio
preseleccionar un grupo de individuos en funcién de su rendimiento industrial, los que
fueron clonados y usados en ensayos de terreno. Paralelamente, se hizo un estudio de la
diversidad genética que presenta esta coleccion representativa del germoplasma de
quillay, utilizando la técnica de andlisis genético denominada AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism.). Estos estudios permitieron describir el desempefio de
los genotipos preseleccionados, sentar bases respecto a la incidencia genética y
ambiental en la produccion de los extractos del quillay, y ademas, seleccionar
individuos para la implementaciéon de un huerto semillero clonal. El producto
tecnologico servira para dar comienzo al desarrollo del mejoramiento genético de la
especie y los futuros cultivos intensivos de ésta.

En los siguientes capitulos de este documento se detallan los principales resultados del
proyecto, asi como sus desafios y proyecciones.

II. EL QUILLAY COMO ESPECIE EMBLEMATICA DEL BOSQUE
NATIVO MEDITERRANEO

El quillay es un arbol endémico de Chile, que crece en una amplia distribucion,
formando parte de bosques y matorrales de la zona Mediterranea. Es posible encontrar
al quillay creciendo en quebradas y laderas de los aridos suelos de la IV Region, bajo
nieve a 2.500 metros sobre el nivel del mar en la cordillera central, o en arenales
volcanicos del sur de la VIII Region. Su plasticidad fenotipica y capacidad de
adaptacion fisiologica le permite desarrollarse en variados ambientes y en asociacion
con diversas especies arboreas y arbustivas.

Foto 1
Poblacion de quillay en Canela IV Region

Foto 2
Poblacion de quillay en suelos arenosos de la VIII Region

Por otra parte, el quillay es probablemente la especie forestal nativa con mayor valor
productivo en la zona central, debido a la presencia de saponinas abundantes en su



biomasa. Estos compuestos naturales son muy diversos estructuralmente y tienen un
alto valor comercial debido a las multiples aplicaciones industriales en que pueden ser
usados. La alta resistencia a las sequias prolongadas, su rapido crecimiento y alto
porcentaje de establecimiento en plantaciones, han transformado al quillay en la especie
arborea nativa mas utilizada en forestaciones, reforestaciones, obras de recuperacion de
suelos, restauraciones, entre otros. Ademas, el quillay es un arbol melifero muy
valorado en la incipiente apicultura nacional.

Sin embargo, todas estas caracteristicas han generado una presion historica sobre la
especie y los ecosistemas en los cuales se desarrolla de forma natural, existiendo
actualmente un importante estado de degradacion en ellos.

Es en este contexto donde la especie se proyecta como un arbol emblematico para la
zona central de Chile, integrandose como pilar en las siguientes lineas de desarrollo:

e Preservacion y Conservacion de Ecosistemas Mediterraneos: Este proceso es
una deuda y compromiso pendiente del sector forestal y de toda la sociedad.
Declarados como un Hot-Spot, estos ecosistemas deben estar mejor
representados en el SNASPE o en parques de caracter privado. Pero no basta
solo con proteger y evitar los factores de alteracion, también se debe apoyar la
recuperacion y restauracion de estos ambientes degradados, y es ahi donde el
quillay juega un rol principal como insumo para plantaciones.

e Manejo productivo sustentable de Bosques y Matorrales Mediterraneos: La
aprobacion e inminente entrada en vigencia de la nueva ley de Bosque Nativo,
permitird a miles de propietarios de la zona central, poner en produccion
sustentable sus recursos nativos. Apoyados por los incentivos del estado, estos
propietarios podran comenzar a producir de manera permanente y sostenida
productos madereros y no madereros, abriendo y formalizando nuevos
mercados. Nuevamente el quillay es una especie clave para este proceso, dado
que a partir de ella se generan dos de los principales productos provenientes de
estos ecosistemas: la biomasa para extraccion de saponinas (maderero) y las
flores para apicultura (no maderero).

o Cultivos intensivos de quillay: Una forma de disminuir la presiéon sobre los
ecosistemas naturales por parte de los sectores industriales, y ademas de mejorar
los procesos productivos, es sin duda la generacion de cultivos. En este
escenario, el quillay aparece como una interesante especie para formar
monocultivos o plantaciones destinadas a la industria de la saponina., utilizando
suelos aridos y semiaridos que actualmente no tienen usos productivos y que
estan en procesos de erosion y desertificacion.

Estas tres lineas de desarrollo requieren esfuerzos importantes en investigacion y
asociatividad técnica entre todos los sectores involucrados, las empresas, los
propietarios, el sector publico (CONAF) y el sector académico, con experiencias como
la desarrollada en este proyecto.



III. RESULTADOS DEL PROYECTO
3.1 Resultados Industriales

Avances en la mejora de Procesos

Para este proceso, se montaron técnicas de analisis de polifenoles, polisacaridos
y proteinas para caracterizar los diferentes extractos y las materias primas,
lograndose dilucidar un 80% de los componentes quimicos de los extractos. El
mejor conocimiento de ¢éstos ha permitido elaborar productos de mayor
estandarizacion y utilizar herramientas de proceso especificas para la
purificacién segin la aplicacion, como por ejemplo, un nuevo producto para
espumante en cerveza. Estas nuevas técnicas implementadas ain tienen un
potencial amplio en otras aplicaciones que no han sido exploradas.

Avances en Emulsificantes

El proyecto ha permitido tener una primera aproximacion del uso de los
extractos de quillay como estabilizadores de algunas emulsiones en aplicaciones
alimenticias. Por ejemplo, utilizando extractos de quillay se logro estabilizar
espumas por mas de dos dias a temperatura ambiente en sistemas polisacaridos,
leche y agua. Este es un resultado muy auspicioso para extenderlo a algunos
sistemas especificos donde se requieren estabilizar sistemas mixtos de
emulsiones y espumas. Sin embargo, la aplicacion todavia esta en fase de
desarrollo preliminar, y una proyeccion de esta area requiere de mayor inversion
y relacion de largo plazo con los clientes, con el objetivo de capitalizar los
resultados auspiciosos observados.

Producto Espumante para Cerveza

Como resultado de produccion del proyecto, se desarrolld un nuevo producto
para la estabilizacion de espuma de cerveza, y como complemento, se
implementaron las técnicas para hacer pruebas en los laboratorios de la empresa.

El producto desarrollado se puede adaptar con pequefios cambios a un amplio
espectro de cerveza. Lo anterior se ha demostrado en pruebas exitosas de la
aplicacion, realizadas en importantes empresas del rubro en Chile, Europa, USA
y Australia. En los dos tltimos paises ya se estan realizando pruebas piloto y se
espera una pronta introduccion en este dificil mercado.

Estos resultados con el producto han permitido presentar una solicitud de patente
sobre el uso de los extractos de quillay en la estabilizacién de espuma de
cervezas, documento que estd en proceso de evaluacion.

Foto
Muestra de cerveza con aplicacion de espumante



Los resultados del desarrollo industrial se potencian y complementan con los resultados
de la seleccion genotipica, ya que su integracion permitira a futuro tener cultivos en
base a genotipos mejorados en aspectos muy relevantes, tanto para la optimizacion del
proceso industrial, como para la elaboracion y desarrollo de aplicaciones especificas.

3.2 Resultados Seleccion de Quillay
Esta seleccion de caracter genotipica se realizo con los siguientes objetivos:

- Identificar y caracterizar poblaciones de quillay a lo largo de la distribucion de
la especie.

- Evaluar la existencia de ecotipos o razas de quillay en Chile.

- Evaluar la incidencia genética y ambiental en el contenido de extractos del
quillay.

- Seleccionar individuos o genotipos plus que sean la base para el desarrollo de la
mejora genética de la especie y para el desarrollo de cultivos industriales.

Para el logro de estos objetivos se realizaron diversas actividades y estudios, los que se
resumen a continuacion.

Muestreo de Quillay

Debido a la amplia distribucién de la especie, entre la Region de Coquimbo y la
Region de la Araucania, se utilizaron tres niveles o escalas de trabajo para
realizar el muestreo. Primero se definieron Macrozonas, es decir, grandes areas
delimitadas por factores fisiograficos y bioclimaticos. A partir del
establecimiento de ocho Macrozonas para el area de estudio, se seleccionaron 33
poblaciones de quillay, que se transformaron en la segunda escala de trabajo.
Esta eleccion se realizo en base a la cartografia del Catastro de Bosque Nativo,
utilizando como criterios de seleccion de Poblaciones la importancia del quillay
en la formacion vegetacional, el tamafio de la poblacion, la accesibilidad y el
posible aislamiento geografico de otras poblaciones.

Figura
Mapa de Macrozonas y Poblaciones de quillay

Finalmente, la tercera escala de trabajo fue a nivel de individuo, seleccionando
en terreno una muestra de 76 arboles provenientes de las 33 poblaciones a los
largo de toda la distribucion. Estos individuos se seleccionaron en base a
criterios productivos industriales, factibilidad de acceso para la toma de
muestras, y las caracteristicas fenotipicas. Estas ultimas muy variadas y
heterogéneas (ver figuras).

Figura
Diferencias fenotipicas en hojas de quillay

Figura
Diferencias fenotipicas en corteza de quillay



A cada individuo seleccionado se le referencid y caracterizd respecto a su
fenotipo, crecimiento y entorno ambiental. Ademaés, se tomaron de ellos
muestras de madera para analisis de extractos en dos temporadas y se recolectd
material vegetal para el proceso de propagacion vegetativa.

Los resultados de los analisis de los extractos, mas la evaluacion del incremento
en biomasa de los 76 individuos, permitieron hacer un ranking de los arboles.
Este se us6 para hacer una preseleccion de 20 individuos, entre ellos los 13
primeros en la clasificacion, cinco con caracteristicas poco comunes, y los dos
individuos con menor contenido de saponinas.

Andlisis genético molecular

Este estudio se realizd6 mediante un convenio de investigacion con INIA La
Platina, y tuvo como objetivo identificar marcadores moleculares que
permitieran caracterizar la diversidad genética del quillay en su gradiente de
distribucién y lograr hacer huella genética de individuos selectos. Para el
estudio se utilizo la técnica de analisis genético denominada AFLP. Se considero6
el andlisis de 32 arboles, incluyendo en la muestra nueve arboles selectos y
clones in vitro. Los amplicones polimorficos se analizaron con el programa
PAUP, usando el algoritmo de agrupamiento UPGMA vy el indice de similitud
“Neighbor-Joining”. Se analizaron ocho combinaciones de partidores, de las
cuales se eligieron cuatro que presentaban un patrén de bandeo interesante. En
relacion a los resultados, se pudo apreciar una gran cantidad de polimorfismos
en las muestras analizadas, lo cual indica que existe una alta diversidad genética
en el quillay.

El analisis de los polimorfismos mediante agrupamiento (indices de similaridad)
permitio establecer que existen dos grupos genéticos principales, uno mas
estrechamente relacionado entre las 23 accesiones que lo integran, y otro, en el
que se detectaron mayores diferencias genéticas entre sus integrantes. Algunas
muestras no diferenciadas coincidieron con clones de material in vitro.

Este tipo de marcadores e informacion de polimorfismos servirdn para hacer
“fingerprinting” de los individuos selectos, y también para estudios de mapeo de
ligamiento en poblaciones generadas de cruzamientos controlados, que ayuden a
la identificacion de genes relacionados a caracteres de interés productivo para
identificar y diferenciar clones. Los resultados son un importante avance sobre el
conocimiento de la especie y permitirdn avanzar en investigaciones futuras
tendientes al mejoramiento genético del quillay con fines productivos.
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Figura. Dendrograma de grupos de genotipos de quillay identificados mediante AFLP.

Propagacion vegetativa de quillay

Este proceso tuvo dos objetivos principales:

- Generar plantas (clones) de los individuos preseleccionados (18), para su
utilizacion en los ensayos de terreno, en un huerto semillero clonal y para
un banco genético de quillay.

- Evaluar la capacidad de propagacion de los individuos para incorporar
este factor en la seleccion final. La capacidad regenerativa de un
genotipo es una variable altamente relevante desde el punto de su
utilizacion para desarrollar cultivos.

El proyecto contempl6 realizar ensayos de propagacion por estacas, y ademas un
estudio micropropagacion in vitro de material adulto, para todos los individuos
que se seleccionaron para el estudio.

Foto
Micropropagacion in vitro de quillay

Foto
Macropropagacion en invernadero con estacas de quillay

Para el procedimientote de propagacion por estacas, se colectaron ramas en
terreno las que fueron trasladadas al invernadero para ser estaquilladas. Se
disefid6 un ensayo que sintetizaba experiencias anteriores, basicamente la
aplicacion de acido indol butirico (AIB), el uso de estacas herbaceas y
condiciones Optimas de invernadero. Los ensayos fueron insatisfactorios,
observandose un bajo nivel de enraizamiento. El fendémeno se relaciond con el
origen del material, la época de colecta y el tiempo de respuesta del material
asociado a la edad del arbol. Debido a lo anterior, se decidié explorar la
alternativa de la micro propagacion.

Se realizaron ensayos de multiplicacion in vitro mediante el uso de micro estacas
con una a dos yemas. Se hicieron una serie de ensayos multifactoriales donde se



evaluaron dosis hormonales, medios de cultivo y tipos de material vegetal Se
lograron tratamientos hormonales muy satisfactorios en estimular la brotacion
axilar. No obstante, el tratamiento para inducir enraizamiento directo de las
micro estacas no fue exitoso y lo anterior cambi6 drasticamente al usar brotes
rejuvenecidos in vitro. De los resultados se destaca que in vitro es posible
inducir la brotacion de material adulto de quillay, pero con distintos niveles de
eficiencia, lo que se relaciona con el origen del material vegetativo usado.

Asi la multiplicacion de material establecido in vitro, presenta una alta eficiencia
y se constituye como una alternativa funcional para regenerar genotipos selectos
de quillay. La etapa de enraizamiento in vitro es el periodo limitante, debido a
que este material se observa muy susceptible a los niveles de auxinas. Lo es
coincidente con todos los estudios realizados y su explicacion sigue siendo una
tarea pendiente. Los avances realizados en el establecimiento y multiplicacién in
vitro de material adulto de quillay representa un gran avance y posibilitara en el
mediano plazo una metodologia de micro propagacion a escala industrial.

También fue posible definir los individuos de la muestra que tienen la mayor
facilidad o disposicion de reproduccidon vegetativa, siendo equivalente esta
caracterizacion para la macro y micropropagacion, lo que indica una posible
incidencia genética para esta caracteristica.

Ensavyos en terreno

La actividad contempld el establecimiento de tres ensayos en terreno, donde se
evaluo durante 1 afio las plantas (clones) originadas con la propagacion
vegetativa de individuos preseleccionados de quillay.

El objetivo de estos ensayos fue evaluar el desempefio de los clones en
diferentes sitios, buscando sacar las primeras conclusiones respecto al impacto
que tiene la genética y el ambiente en el contenido de extractos saponinicos en
quillay, y ademas complementar al analisis genético molecular, en Ila
identificacion de potenciales grupos o razas de quillay.

Para estos ensayos se seleccionaron 6 clones de diferentes origenes (Regiones
IV, V, RM, VI, VIII), y con diferentes rendimientos industriales (contenido de
extractos e incremento en biomasa). Los 6 clones y sus repeticiones, fueron
plantados en tres sitios, Codegua VI Region, Casablanca V Region, y Santiago
RM.

Foto5
Ensayo en Casablanca

Foto 6
Ensayo en Codegua

Luego de un afio de crecimiento, se evaluo6 el incremento en biomasa de cada
clon, y el contenido de extractos de su madera y hojas. Estas mediciones
permitieron comparar el desempeiio de cada clon respecto a si mismo y respecto



a los otros en los tres ensayos, y ademas, comparar su desempefio respecto a su
arbol padre.

Los resultados validaron en parte lo visualizado en el analisis genético
molecular, ya que el contenido de extractos se comportd relativamente
homogéneo en todos los clones y en todos los ensayos, excepto los clones
provenientes de las poblaciones de la misma Macrozona diferenciada
genéticamente a nivel molecular.

Estos resultados permitieron concluir que efectivamente existen dos poblaciones
de quillay con diferenciacion genética y que ademas, esta diferenciacion incide
en la capacidad de las plantas para producir extractos saponinicos.

Finalmente, la combinacion sitio/clon podria permitir identificar los mejores
genotipos para sitios determinados, logrando sustantivos incrementos en
extractos industriales y en crecimiento de biomasa.

Seleccion final

Una vez integrados todos los resultados antes descritos, se generd una tabla de
datos para los 18 clones preseleccionados. A cada variable se le asign6 un factor
de importancia y se generd una ecuacion simple para estimar un Valor de
Seleccion (VS) y definir los mejores arboles.

V.8= (Prom.Saponin. x 0.3) + ((1-Coef.Var) x 0.15)) + (Crec.bio x 0.25) + (Ind. Propag x 0.3)

Donde:

Prom.Saponin: Es el promedio de contenido de extractos en las dos muestras
realizadas a los arboles padres.

Coef.Var: Coeficiente de variacion entre el contenido de extractos en las dos
muestras realizadas a los arboles padres.

Crec.bio: Crecimiento en biomasa de los arboles padres

Ind. Propag: indice de capacidad de propagacion (valores entre 1-5)

Asi, el resultado de la ecuacion permitido definir para cada una de las dos
poblaciones (posibles razas) definidas, los 4 mejores individuos, de acuerdo a la
integracion de todas las variables sefialadas.

Los 8 individuos seleccionados serdn utilizados para instalar un huerto semillero
clonal destinado a la produccion de semillas y plantas mejoradas de quillay; y
ademas, para continuar la investigacion y desarrollo de esta importante especie.

Foto 7
Planta de dos afios seleccionada para huerto semillero



IV. PRINCIPALES PROYECCIONES DEL PROYECTO

El Proyecto “Seleccion Genotipica y Desarrollo Industrial de Extractos de Quillay” ha
generado resultados que permiten tener expectativas positivas respecto al futuro del
desarrollo del quillay en Chile, incluyendo el de la industria de los extractos, el de los
propietarios rurales y el de los cultivos o plantaciones productivas de quillay.

En este contexto, la Universidad Mayor y Natural Response S.A. pretender mantener su
relaciéon de colaboracion, y buscar instancias para darle continuidad al desarrollo
logrado, potenciando los resultados y transfiriéndolos a los diferentes sectores
productivos relacionados.

Una primera iniciativa serd implementar un Proyecto de Transferencia Tecnoldgica
(PTT), con el apoyo de CONICYT. Esta iniciativa busca generar una unidad o centro
tecnoldgico destinado a la generacion de plantas y semillas mejoradas de quillay, y a la
investigacion aplicada del cultivo de la especie con fines industriales a gran escala.



