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Nombre del proyecto

Rescate y proteccion de Ramaria flava
(changle) para fortalecer la produccién,
comercializacion, identidad y usos
gastronémicos en la cordillera de la
costa de la comuna de Carahue.

Cédigo del proyecto

FIA PYT 2016-0376

Informe final

Final

Periodo informado
(considerar todo el periodo de
ejecucion)

desde el 01.09.2016
hasta el 30.11.2018

Fecha de entrega

07 de diciembre de 2018
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Nombre coordinador

Maribel Parada Ibafiez

Firma
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INSTRUCCIONES PARA CONTESTAR Y PRESENTAR EL INFORME

e Todas las secciones del informe deben ser contestadas, utilizando caracteres tipo Arial,
tamario 11.

e Sobre la informacion presentada en el informe:

- Debe dar cuenta de todas las actividades realizadas en el marco del proyecto,
considerando todo el periodo de ejecucién, incluyendo los resultados finales
logrados del proyecto; la metodologia utilizada y las modificaciones que se le
introdujeron; y el uso y situacién presente de los recursos utilizados, especialmente
de aquellos provistos por FIA.

- Debe estar basada en la ultima versién del Plan Operativo aprobada por FIA.

- Debe ser resumida y precisa. Si bien no se establecen numeros de caracteres por
seccién, no debe incluirse informacion en exceso, sino solo aquella informacion que
realmente aporte a lo que se solicita informar.

- Debe ser totaimente consiste en las distintas secciones y se deben evitar
repeticiones entre ellas.

- Debe estar directamente vinculada a la informacién presentada en el informe
financiero final y ser totalmente consistente con ella.

e Sobre los anexos del informe:

- Deben incluir toda la informaciéon que complemente y/o respalde la informacion
presentada en el informe, especialmente a nivel de los resultados alcanzados.

- Se deben incluir materiales de difusion, como diapositivas, publicaciones,
manuales, folletos, fichas técnicas, entre otros.

- También se deben incluir cuadros, graficos y fotografias, pero presentando una
descripcion y/o conclusiones de los elementos sefalados, lo cual facilte la
interpretacion de la informacion.

e Sobre la presentacién a FIA del informe:

- Se deben entregar tres copias iguales, dos en papel y una digital en formato Word
(CD o pendrive).

- Lafecha de presentacion debe ser la establecida en el Plan Operativo del proyecto,
en la seccién detalle administrativo. El retraso en la fecha de presentaciéon del
informe generara una multa por cada dia habil de atraso equivalente al 0,2% del
ultimo aporte cancelado.

- Debe entregarse en las oficinas de FIA, personalmente o por correo. En este ultimo
caso, la fecha valida es la de ingreso a FIA, no la fecha de envio de la
correspondencia.

Informe técnico final
V 2018-06-29
Pag. 3



e ElI FIA se reserva el derecho de publicar una versién del Informe Final editada
especialmente para estos efectos.
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1. ANTECEDENTES GENERALES

Nombre Ejecutor:

Universidad de La Frontera

Nombre(s) Asociado(s): llustre Municipalidad de Carahue

Coordinador del Proyecto: Maribel Parada Ibafiez

Regiones de ejecucion: La Araucania
Fecha de inicio iniciativa: 2 de Noviembre 2016
Fecha término Iniciativa: 30 de Diciembre de 2018

2. EJECUCION PRESUPUESTARIA DEL PROYECTO

Costo total del proyecto

Aporte total FIA

Aporte Contraparte

Pecuniario
No Pecuniario
Total

Acumulados a la Fecha Monto ($)

Aportes FIA del proyecto

1. Total de aportes FIA entregados

2. Total de aportes FIA gastados

3. Saldo real disponible (N°1 — N°2) de aportes FIA

Aportes Contraparte del proyecto

1. Aportes Contraparte programado

Pecuniario

No Pecuniario

gastados

2. Total de aportes Contraparte Pecuniario

No Pecuniario

3. Saldo real disponible (N°1 —N°2) | Pecuniario
de aportes Contraparte No Pecuniario
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3. RESUMEN EJECUTIVO
3.1 Resumen del periodo no informado
Informar de manera resumida las principales actividades realizadas y los principales

resultados obtenidos durante el periodo comprendido entre el tltimo informe técnico de
avance y el informe final. Entregar valores cuantitativos y cualitativos.

Los resultados correspondientes al objetivo especificos nimero 3 del proyecto tienen
relacion con la secuenciacidon de las 16 muestras recolectadas y que presentaban
diferencias morfolégicas entre ellas, ya sea de forma, color y textura. Los resultados de
la caracterizacion molecular indican que hay Ramarias sp. que no estan descritas, lo
cual es un importante aporte de este proyecto. Ademas, los diferentes ensayos
realizados permitieron obtener in vitro el micelio de Ramarnia sp. lo cual es también un
aporte debido a que no se encuentran registros bibliografico de esto. Los resultados
muestran que la mejor forma de obtener micelio de Ramaria sp. es a partir de material
seco sembrado en medio de cultivo APD suplementado con Gentamicina (0.5ug/mL) e
incubadas por 5 dias a 28°C. El micelio desarrollado fue caracterizado molecularmente y
por microscopia SEM y de fluorescencia y comparado con muestras de changle frescas.
Ademas, como una forma de conocer algunos de los requerimientos del hongo para su
desarrollo ex situ se realizaron ensayos para conocer sus requerimientos in vitro, para lo
cual se sembré en placas con diversos medios de cultivos de esta forma se determiné
que el mejor medio de cultivo para el desarrollo del hongo fue APD suplementado con
glucosa, lo que indica que el hongo tiene requerimientos nutricionales simples, fuentes
de carbono como la glucosa se encuentra disponible en diversos cultivos y frutas, lo que
ayudaria a que el changle pueda estar presente en diferentes zonas. La degradacién de
la glucosa, que en eucariontes se produce en el citosol, produce dos moléculas de
piruvato (con tres atomos de carbono) lo que le permite contar con la energia para
desarrollar sus procesos. Una vez lograda la multiplicacion del changle en medio de
cultivo y verificada su identidad mediante secuenciacion se realizé el escalamiento a
conseguir la propagacién de este en semillas, lograndose en un sustrato de arroz
blanco. La propagacién ex situ, esta en evaluacion por lo que no es posible verificarla,
sin embargo se puede concluir que fue posible obtener micelio y semilla de Ramaria sp.
bajo condiciones controladas, lo cual permite continuar investigando para protocolizar la
produccién ex situ y asi domesticar este importante Producto Forestal No Maderero
(PFNM) que se esta viendo disminuido afio a afio.
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3.2 Resumen del proyecto

Informar de manera resumida las principales actividades realizadas y los principales
resultados obtenidos durante todo el periodo de ejecucion del proyecto. Entregar
valores cuantitativos y cualitativos.

Los resultados correspondientes a los objetivos especificos nimero 1 y 3 del proyecto
tienen relacién con la colecta de 16 muestras de changles desde los diferentes sectores
seleccionados y que estan dentro de las propiedades de alguno de los 13 integrantes de
la Agrupaciéon de Recolectores de Changle que fue conformada con apoyo de este
proyecto. La recoleccién de muestras de changle se realizd6 en la temporada de
produccién del afio 2017, siendo necesario realizar varias salidas debido a que por un
lado las condiciones climaticas se mantuvieron sin lluvias hasta muy avanzado el otofio,
lo cual incidié en una disminucién del tiempo de produccién. Las 16 muestras que se
recolectaron presentaban diferencias morfoldgicas entre ellas, ya sea de forma, color y
textura y molecularmente indicaron que habian diferencias, encontrandose algunas que
incluso no estan descritas, lo cual es un importante aporte de este proyecto. Ademas,
los diferentes ensayos realizados permitieron obtener in vitro el micelio de Ramaria sp. lo
cual es también un aporte debido a que no se encuentra ningun registro bibliografico de
esto. Los resultados muestran que la mejor forma de obtener micelio de Ramaria sp. es
a partir de material seco sembrado en medio de cultivo APD suplementado con
Gentamicina (0.5ug/mL) e incubadas por 5 dias a 28°C. El micelio desarrollado fue
caracterizado molecularmente y por microscopia SEM y de fluorescencia y comparado
con muestras de changle frescas. Ademas, como una forma de conocer algunos de los
requerimientos del hongo para su desarrollo ex situ se realizaron ensayos para conocer
sus requerimientos in vitro, para lo cual se sembrd en placas con diversos medios de
cultivos de esta forma se determind que el mejor medio de cultivo para el desarrollo del
hongo fue APD suplementado con glucosa, lo que indica que el hongo tiene
requerimientos nutricionales simples, fuentes de carbono como la glucosa se encuentra
disponible en diversos cultivos y frutas, lo que ayudaria a que el changle pueda estar
presente en diferentes zonas. La degradaciéon de la glucosa, que en eucariontes se
produce en el citosol, produce dos moléculas de piruvato (con tres atomos de carbono)
lo que le permite contar con la energia para desarrollar sus procesos. Una vez lograda la
multiplicacién del changle en medio de cultivo y verificada su identidad mediante
secuenciacion se realizé el escalamiento a conseguir la propagacion de este en semillas,
lograndose en un sustrato de arroz blanco. La propagacion ex situ, esta en evaluacion
por lo que no es posible verificarla, sin embargo se puede concluir que fue posible
obtener micelio y semilla de Ramaria sp. bajo condiciones controladas, lo cual permite
continuar investigando para protocolizar la produccién ex situ y asi domesticar este
importante Producto Forestal No Maderero (PFNM) que se esta viendo disminuido afio a
afio. Por otra parte de las muestras colectadas se realizaron diferentes preparaciones lo
que permitié lograr el embazado de changles con una excelente presentacion en cuanto
a forma y color, junto a la instalacién de la sala de minimo proceso que ha sido un éxito y
orgullo para la Agrupacién de recolectores de Changles que proyectan positivamente su
actividad en la zona.
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4. OBJETIVO GENERAL DEL PROYECTO

Rescatar el hongo comestible Changle (Ramaria flava), a partir del desarrollo de nuevos
productos procesados y usos gastronémicos para promover la diversificacién productiva,
culinaria y fortalecer la identidad del territorio costero de la regién de La Araucania.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS (OE)

5.1 Porcentaje de Avance

El porcentaje de avance de cada objetivo especifico se calcula luego de determinar el
grado de avance de los resultados asociados a éstos. El cumplimiento de un 100% de
un objetivo especifico se logra cuando el 100% de los resultados asociados son
alcanzados.

N°
OE

Descripcion del OE

% de avance
al término del
proyecto'

Identificar especies, caracteristicas nutricionales, atributos saludables y
potenciales beneficios del hongo comestible (Ramaria flava), que
permitan valorizar el recurso patrimonial, promover su consumo y
proteger la especie en el territorio.

100

Desarrollar productos procesados a partir de del hongo comestible
changle (Ramaria flava) y diferentes utilizaciones gastrondmicas, para
diversificar y fortalecer la actividad econdmica de la especie.

100

Determinar los habitos de desarrollo y requerimientos nutricionales del
hongo comestible Ramaria flava que permitan generar el conocimiento
de base para el cultivo del Changle bajo condiciones controladas.

100

Desarrollar un programa de difusion tecnolégica que permita dar a
conocer los diversos atributos del hongo comestible (Ramaria flava),
productos procesados y usos culinarios que permitan, valorizar el
producto patrimonial y su preservacién, fortalecer la identidad y la
actividad econdmica del territorio.

100

! Para obtener el porcentaje de avance de cada Objetivo especifico (OE) se promedian los porcentajes de
avances de los resultados esperados ligados a cada objetivo especifico para obtener el porcentaje de avance
de éste ultimo.
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6. RESULTADOS ESPERADOS (RE)

Para cada resultado esperado debe completar la descripcion del cumplimiento y la
documentacién de respaldo.

6.1 Cuantificacion del avance de los RE al término del proyecto

El porcentaje de cumplimiento es el porcentaje de avance del resultado en relacién con
la linea base y la meta planteada. Se determina en funcién de los valores obtenidos en
las mediciones realizadas para cada indicador de resultado.

El porcentaje de avance de un resultado no se define segun el grado de avance que
han tenido las actividades asociadas éste. Acorde a esta I6gica, se puede realizar por
completo una actividad sin lograr el resultado esperado que fue especificado en el Plan
Operativo. En otros casos se puede estar en la mitad de la actividad y ya haber logrado
el 100% del resultado esperado.
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Indicador de Resultados (IR)
Resultad Meta del Fecha Fecha
N | N° o Nombre | Formul | Linea | indicador | alcance | alcance % de
OE | RE Eszperado del ade |base® 6 meta meta | cumplimiento
(RE) | indicador® | calculo* (situacién | programada | real®
final) ¥
o
Especies esN egias
colectada P
- colectada
1| 1 | identfica | S° No 15 15 15 de junio | 1298 100
das de identifica posee junio
Ramaria as de.
sp Ramaria
' sp.

Descripcion y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto.

Durante el periodo de cosecha, finales de marzo - mediados de mayo del 2017, se realizaron diferentes
salidas a terreno a los sectores seleccionados para los muestreos. En estos sectores fueron recolectadas
16 muestras de changles las que presentaban diferencias ya sea de color, textura o por el ambiente en el
cual proliferaban. Estas muestras fueron rotuladas del 1 al 16 y caracterizadas morfolégicamente segun
parametros establecidos por Exeter, 2006 y por microscopia electronica de barrido para determinar
estructura y tamario aparente de las basidiosporas que recubren el cuerpo fructifero. A estas muestras se
les evalué la cantidad de polifenoles totales, la actividad antioxidante y la actividad antimicrobiana. Los
resultados muestran diferencias, lo cual indica que no es posible generalizar en cuanto a las propiedades
de este tipo de productos y requieren ser estudiados.

Un antecedente de interés es que ninguna de las muestras de changle colectadas fue clasificada como
Ramaria flava, si corresponden a Ramaria, pero la especie flava no fue encontrada, razén por la cual en el
informe hablaremos de Ramaria sp. o de changle en general.

Por otra parte entre las muestras colectadas se encontraron algunas que no estan reportando, lo cual
implica una importancia local o de agregacién de valor a los productos colectados en esta comuna.
Importante seria poder continuar desarrollando estos trabajos de investigacién y de esa forma también
ayudar a mantener la agrupacion formada.

Documentacién de respaldo (indique en que n° de anexo se encuentra)

Se debe considerar como informacién de respaldo: graficos, tablas, esquemas y figuras, material grafico,
entre otros, que permitan visualizar claramente los antecedentes que sustentan las conclusiones y
recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.

Anexo 1: Informacioén relacionada con la ubicacion y propietarios de los predios donde se realizé los
muestreos, con las caracteristicas morfométricas de las muestras de changles colectados y con las
caracteristicas moleculares de las muestras analizadas.

? Resultado Esperado (RE): corresponde al mismo nombre del Resultado Esperado indicado en el Plan Operativo.
3 Nombre del indicador: corresponde al mismo nombre del indicador del Resultado Esperado descrito en el Plan Operativo.
4 Férmula de calculo: corresponde a la manera en que se calculan las variables de medicién para obtener el valor del resuitado
del indicador.
¥ Linea base: corresponde al valor que tiene el indicador al inicio del proyecto.
¢ Meta del indicador (situacion final): es el valor establecido como meta en el Plan Operativo.
" Fecha alcance meta programada: es la fecha de cumplimiento de la meta indicada en el Plan Operativo.
8 Fecha alcance meta real: es la fecha real de cumplimiento al 100% de la meta. Si la meta no es alcanzada, no hay fecha de
cumplimiento.
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Indicador de Resultados (IR)

Resultad
Ne | N o Nombre Férmul | Linea 'Me'ta del Fecha Fecha % d
del d "y indicador alcance alcance o Ge
OE | RE | Esperado | = @€ g&0c e 13 meta meta | cumplimiento
9 (RE) indicador | calculo { o 15
10 11 (situacion | programada | real
final) 3e
. N° de
Etiquetad :
1 5 os et:qu:tado No 0 3 Julio-Dic. Mayo 100
nutrIZ:;ona neificioral posee 2017 2018
es

Descripcion y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto.

Previo al etiquetado nutricional era necesario realizar la caracterizacion nutricional de los
productos. El analisis proximal se realizé6 a producto congelado y también a preparaciones en
vinagre en donde se obtuvo como resultado el contenido de: Energia, proteinas, grasa total,
hidratos de carbono disponibles. También se realizaron analisis de sodio y azlcares totales.
Todos estos andlisis son requeridos para el correcto etiquetado nutricional de alimentos
especificado en Reglamento Sanitario de los Alimentos, D.S. N°977/96. Y los cuales fueron
incluidos en los productos que la agrupacion fabrico.

Paralelamente se trabajé en el disefio de las etiquetas en funcidn a la marca seleccionada.

Documentacién de respaldo (indique en que n° de anexo se encuentra)

Se debe considerar como informacién de respaldo: graficos, tablas, esquemas y figuras, material grafico,
entre otros, que permitan visualizar claramente los antecedentes que sustentan las conclusiones y
recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.

Informe de andlisis proximal de changle en Anexo 4
Disefio de etiquetas en Anexo 5

? Resultado Esperado (RE): corresponde al mismo nombre del Resultado Esperado indicado en el Plan Operativo.
1 Nombre del indicador: corresponde al mismo nombre del indicador del Resultado Esperado descrito en el Plan Operativo.
"' Féormula de célculo: corresponde a la manera en que se calculan las variables de medicion para obtener el valor del resultado
del indicador.
12 Linea base: corresponde al valor que tiene el indicador al inicio del proyecto.
13 Meta del indicador (situacion final): es el valor establecido como meta en el Plan Operativo.
!“Fecha alcance meta programada: es la fecha de cumplimiento de la meta indicada en el Plan Operativo.
S Fecha alcance meta real: es la fecha real de cumplimiento al 100% de la meta. Si la meta no es alcanzada, no hay fecha de
cumplimiento.
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Indicador de Resultados (IR)
Resultad
Ne | N° o Nombre Formul | Linea .Me.ta del Fecha Fecna % d
del d b indicador alcance alcance e
OE | RE | Esperado | | % ed ZI el il 20 mita meta | cumplimiento
= TR Bl B (situacién | programada | real®?
final) &l
Determin
N© acion de
Determina palifanals
Caracteri i s totales
zacion de cnonetsy N y 184 184
N caracteriz o . e e
1 3 :ﬁ?ﬁéﬁig acion de posee 1 zﬁtt'i\cl;xdigg octubre octubre L
nte actvidad nte de 5
antioxidan
muestras,
te
1 por
sector

Descripcion y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto.

Se realiz6 la determinacién de los polifenoles totales y actividad antioxidantes a las 16 muestras
colectadas, y a partir de diferentes tipos de extractos dependiendo del solvente utilizado, lo cual dio un
resultado de 55 extractos analizados. La mejor extraccién de polifenoles fue realizada con el solvente
etanol al 50%, etanol al 100% y metanol (analitico 100%) donde los mejores exponentes corresponden a
las muestras C14 (Eth50%), C11 (Eth100%), C10 (Metanol) y C6 (Metanol), conteniendo 3902.8, 5548.8,
6302.8 y 6841.72mgGAE/mL respectivamente.

Documentacién de respaldo (indique en que n° de anexo se encuentra)

Se debe considerar como informacién de respaldo: gréficos, tablas, esquemas y figuras, material gréfico,
entre otros, que permitan visualizar claramente los antecedentes que sustentan las conclusiones y
recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.

Informacién se encuentra descrita y con resultados en Anexo 1.

' Resultado Esperado (RE): corresponde al mismo nombre del Resultado Esperado indicado en el Plan Operativo.
7 Nombre del indicador: corresponde al mismo nombre del indicador del Resultado Esperado descrito en el Plan Operativo.
18 Férmula de célculo: corresponde a la manera en que se calculan las variables de medicion para obtener el valor del resultado
del indicador.
¥ Linea base: corresponde al valor que tiene el indicador al inicio del proyecto.
% Meta del indicador (situacion final): es el valor establecido como meta en el Plan Operativo.
I Fecha alcance meta programada: es la fecha de cumplimiento de la meta indicada en el Plan Operativo.
2 Fecha alcance meta real: es la fecha real de cumplimiento al 100% de la meta. Si la meta no es alcanzada, no hay fecha de
cumplimiento.
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Indicador de Resultados (IR)
Resultad
Ne | N° o Nombre Formul | Linea .Me.ta A radiia o % de
aci ade | base | indicador alcance alcance e
OE | RE | Esperado | ! : i 27 meta meta | cumplimiento
2 (RE) indicador | célculo : A o0
24 25 (situacion | programada | real
final) G
Documen
to con los
resultado N° de
s del Determina
ensayo ciones de
14| Jde = No 1 g 0 - 0,0% 0,0
determin | propiedad | posee
acion de es
propieda | anticancer
des igenas
anticance
rigenas

Descripcion y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto.

La actividad relacionada con la evaluacién de la actividad anticancerigena no se realizd debido a que es
un trabajo que requiere recursos por las caracteristicas del material que se requiere, kits moleculares y
lineas celulares que son caras. Se realizé el andlisis y consulta a los ejecutivo y se le dio prioridad a la
instalacion de la sala de Minimo proceso, la cual también requiri6 de modificaciones en el presupuesto
debido a que hubo que incurrir en gastos que no estaban contemplados en su inicio, como fue el cierre
perimetral, instalacion de agua, entre otros.

Documentacién de respaldo (indique en que n° de anexo se encuentra)

Se debe considerar como informacién de respaldo: graficos, tablas, esquemas y figuras, material grafico,
entre otros, que permitan visualizar claramente los antecedentes que sustentan las conclusiones y
recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.

Ho hay documento de respaldo, excepto la informacion relacionada con la instalacion de la sala de
Minimo proceso y la informacién econdémica en Anexo 12.

= Resultado Esperado (RE): corresponde al mismo nombre del Resultado Esperado indicado en el Plan Operativo.
** Nombre del indicador: corresponde al mismo nombre del indicador del Resultado Esperado descrito en el Plan Operativo.
» Formula de calculo: corresponde a la manera en que se calculan las variables de medicion para obtener el valor del resultado
del indicador.
* Linea base: corresponde al valor que tiene el indicador al inicio del proyecto.
¥ Meta del indicador (situacion final): es el valor establecido como meta en el Plan Operativo.
% Fecha alcance meta programada: es la fecha de cumplimiento de la meta indicada en el Plan Operativo.
¥ Fecha alcance meta real: es la fecha real de cumplimiento al 100% de la meta. Si la meta no es alcanzada, no hay fecha de
cumplimiento.
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Indicador de Resultados (IR)

Resultad

N° | N° o Nombre Formul | Linea .Me_ta - Fetha Pecha % de
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Descripcion y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto.

Durante el desarrollo del proyecto se realizaron pruebas y ensayos al hongo Ramaria sp.Las lineas de
flujo de cada procesamiento se encuentran en Anexo 4. De los resultados obtenidos se concluyé que el
congelado de hongos es seguro debido a que en éste proceso tecnologico se detiene el crecimiento
microbiano y enzimatico, por lo tanto, manteniendo la cadena de frio no hay riesgo de contaminacion o
deterioro de éste, ademas, la vida util supera los 6 meses. Solo cambian algunas caracteristicas
organolépticas, principalmente la textura.

También se aplico el tratamiento de conservas acidas en vinagre, éste medio acido lo hace mas seguro
ante el eventual crecimiento de flora patégena en este producto, tomando en cuenta el valor de pH de los
hongos. Este medio en vinagre le otorga valores de pH menor a 4,5 lo cual, y de acuerdo al Reglamento
Sanitarios de los Alimentos, es una conserva &cida. Por lo tanto, no requiere de procesos térmicos tan
altos (sobre 100°C).

Luego de aplicar cada proceso tecnoldgico se realizaron pruebas organolépticas en donde se evalud
principalmente sabor, aroma y textura. Esto con el objetivo de evaluar el comportamiento y respuesta de
este hongo a los diferentes procesos tecnoldgicos aplicados (ver Anexo xx).

Se realizaron pruebas en un deshidratador que tenga rango de temperatura 6ptimo para este tipo de
producto, automatico, de bajo consumo de electricidad, de material no oxidable entre otras caracteristicas.

Documentacion de respaldo (indique en que n° de anexo se encuentra)

Se debe considerar como informacion de respaldo: graficos, tablas, esquemas y figuras, material gréfico,
entre otros, que permitan visualizar claramente los antecedentes que sustentan las conclusiones y
recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.

Informe elaboracién de protocolos de produccién en Anexo 2.

* Resultado Esperado (RE): corresponde al mismo nombre del Resultado Esperado indicado en el Plan Operativo.
31 Nombre del indicador: corresponde al mismo nombre del indicador del Resultado Esperado descrito en el Plan Operativo.
* Formula de célculo: corresponde a la manera en que se calculan las variables de medicion para obtener el valor del resultado
del indicador.
* Linea base: corresponde al valor que tiene el indicador al inicio del proyecto.
¥ Meta del indicador (situacion final): es el valor establecido como meta en el Plan Operativo.
¥ Fecha alcance meta programada: es la fecha de cumplimiento de la meta indicada en el Plan Operativo.
* Fecha alcance meta real: es la fecha real de cumplimiento al 100% de la meta. Si la meta no es alcanzada, no hay fecha de
cumplimiento.
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Descripcion y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto.

La agrupacidén ha sido conformada legalmente en el municipio local, posee personalidad juridica como
agrupacion funcional y se encuentra constituida por 12 miembros que haran uso de la sala minimo
proceso de changle.

Para poder trabajar en la marca de la agrupacion, se realizaron actividades con los miembros de la
agrupacion. En un trabajo colaborativo se logro definir una marca representativa para los productos, y en
conjunto con la disefiadora, quien present6 las diferentes propuestas de logo, y nuevas ideas para
perfeccionar su disefno, y finalmente se selecciond el disefio acordado entre todos los participantes.

Por otra parte, el Sr. Mauricio Granzotto, encargado de llevar a cabo el registro en INAPI, orienté a la
agrupacion acerca de las consideraciones a tener en cuenta al momento de registrar una marca. En este
proceso, es fundamental registrar un nombre que no esté ya inscrito, es por ello que al momento de cada
propuesta se realizdé una extensa busqueda en la base de datos de INAPI, hasta que finalmente se definio
una marca que cumplia con los requisitos y fue aceptada por unanimidad por los miembros de la
agrupacion.

El proceso que se llevo a cabo para solicitar la marca fue: solicitar el registro a INAPI (1), posterior a eso
INAPI hace revision de reglamento y documentacién y en funcién de eso solicitar mayor informacion (2),
después de eso INAPI autoriza la publicacion en el diario oficial (3), después de la publicacién INAPI el
proceso demora entre 2 a 3 meses en dar la Ultima respuesta (4). En el caso de la marca CHOZ esta ya
esta en el paso 3, fue publicada en el diario oficial y solo queda esperar la Ultima respuestas de INAPI,
estimandose podria ser en Diciembre o Enero de afio 2018.

Definir una marca es un proceso que requiere bastante atencién, ya que esta sera la imagen con la cual el
consumidor asociara al producto. Es el sello con el que el mismo consumidor va a diferenciar al producto
del de la competencia. Teniendo en cuenta estos principios fundamentales, la agrupacion definié como
principal objetivo, que su marca registrada llevara el sello de identidad cultural con el cual sienten un
profundo sentimiento de pertenencia. Es por esto que, luego de muchas ideas, surgié un concepto que no
solo identifico la raiz cultural de la agrupacioén, sino también la materia prima con la cual ellos trabajan, el
Changle, sus colores caracteristicos en tonalidades amarillas quedaron totalmente representados por este
concepto. Asi, sin ningun tipo de registro anterior en el Instituto Nacional de Propiedad Intelectual, la
identidad y sello de la agrupacion estaré registrada bajo el nombre: CHOZ, COMO EL COLOR DEL SOL.

¥ Resultado Esperado (RE): corresponde al mismo nombre del Resultado Esperado indicado en el Plan Operativo.
¥ Nombre del indicador: corresponde al mismo nombre del indicador del Resultado Esperado descrito en el Plan Operativo.
* Formula de calculo: corresponde a la manera en que se calculan las variables de medicion para obtener el valor del resultado
del indicador.
% Linea base: corresponde al valor que tiene el indicador al inicio del proyecto.
“I Meta del indicador (situacion final): es el valor establecido como meta en el Plan Operativo.
2 Fecha alcance meta programada: es la fecha de cumplimiento de la meta indicada en el Plan Operativo.
3 Fecha alcance meta real: es la fecha real de cumplimiento al 100% de la meta. Si la meta no es alcanzada, no hay fecha de
cumplimiento.
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Documentacion de respaldo (indique en que n° de anexo se encuentra)

Se debe considerar como informacién de respaldo: graficos, tablas, esquemas y figuras, material gréfico,
entre otros, que permitan visualizar claramente los antecedentes que sustentan las conclusiones y
recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.

Publicado en diario oficial de la Rep. de Chile ministerio del interior y seguridad publica en Anexo 3.
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Descripcion y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto.

Previo al etiquetado nutricional se realizé en los productos congelados y conservas en vinagre analisis
proximal en donde se obtuvo como resultado el contenido de: Energia, proteinas, grasa total, hidratos de
carbono disponibles. También se realizaron analisis de sodio y azucares totales.

Todos estos andlisis son requeridos para el correcto etiquetado nutricional de alimentos especificado en
Reglamento Sanitario de los Alimentos, D.S. N°977/96. Y los cuales fueron incluidos en los productos que
la agrupacion fabrico.

Paralelamente se trabajo en el disefio de las etiquetas en funcion a la marca seleccionada.

Documentacion de respaldo (indique en que n°® de anexo se encuentra)

Se debe considerar como informacion de respaldo: graficos, tablas, esquemas y figuras, material gréafico,
entre otros, que permitan visualizar claramente los antecedentes que sustentan las conclusiones y
recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.

Informe de analisis proximal de changle en Anexo 4.
Disefio de etiquetas en Anexo 5.
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Descripcion y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto.

Los requerimientos para el cultivo de Ramaria sp. fueron evaluados a partir de los ensayos para producir
el micelio in vitro, en estos se evaluaron diferentes tipos de azticares tomando como base el medio APD,
los resultados indican que el changle prefiere la glucosa a cualquiera de los otros azucares probado. La
glucosa favorece el desarrollo de micelio en menor tiempo, aproximadamente 5 dias, con la fructosa o
sucrosa el micelio que se produce es muy rastrero y con requerimiento de mucho tiempo para su
desarrollo. Los ensayos realizados, fueron planteados con las condiciones bajo las cuales crece en la
naturaleza, considerando los grandes grupos de nutrientes y no los micronutrientes, desde este punto de
vista se le dio humedad sobre el 90% que es provista por el medio de cultivo para provocar el desarrollo
del micelio en primer lugar, la luz fue variable, los primeros dias en oscuridad y luego condiciones
normales de luz dia.

Documentacion de respaido (indique en que n® de anexo se encuentra)

Se debe considerar como informacion de respaldo: gréaficos, tablas, esquemas y figuras, material grafico,
entre otros, que permitan visualizar claramente los antecedentes que sustentan las conclusiones y
recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.

Informacion se encuentra descrita y con resultados en Anexo 1.

* Resultado Esperado (RE): corresponde al mismo nombre del Resultado Esperado indicado en el Plan Operativo.
* Nombre del indicador: corresponde al mismo nombre del indicador del Resultado Esperado descrito en el Plan Operativo.
“ Formula de célculo: corresponde a la manera en que se calculan las variables de medicion para obtener el valor del resultado
del indicador.
T Linea base: corresponde al valor que tiene el indicador al inicio del proyecto.
“ Meta del indicador (situacion final): es el valor establecido como meta en el Plan Operativo.
* Fecha alcance meta programada: es la fecha de cumplimiento de la meta indicada en el Plan Operativo.
* Fecha alcance meta real: es la fecha real de cumplimiento al 100% de la meta. Si la meta no es alcanzada, no hay fecha de
cumplimiento.
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Descripcion y justificacion del cumplimiento de los resuiltados del proyecto.

Durante el mes de mayo de 2017 se realizé en dependencias del municipio de la comuna de Carahue la
primera charla de buenas practicas de recolecciéon donde participaron 10 personas de la agrupacion y
donde se dio a conocer las principales consideraciones para realizar una correcta recoleccion de hongos,
clasificacion métodos de recoleccidn, épocas de recoleccion y ciclos bidlogos de hongos.

Durante el mes de junio del afio 2017 se realizé en el campo de una recolectora Jovita Breve, la charla en
terreno los recolectores pudieron trabajar en terreno y evidenciar distintas especies de hongos,
diferenciarlas especialmente aquellas asociadas a toxicidad. Si duda que esta metodologia sirvid
notablemente para que los recolectores puedan conocer técnicas de recoleccion y mejorar las actuales.

Documentacién de respaldo (indique en que n° de anexo se encuentra)

Se debe considerar como informacion de respaldo: graficos, tablas, esquemas y figuras, material grafico,
entre otros, que permitan visualizar claramente los antecedentes que sustentan las conclusiones vy
recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.

Lista de asistencia de participantes en Anexo 6.
Fotografias del taller en Anexo 7.
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Descripcion y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto.

Durante el mes de octubre del afio 2017 se realizé en la comuna de Carahue un curso de capacitacion de
buenas practicas de manufactura para producto procesados, donde se busco capacitar a los recolectores
en manipulacién de alimentos y tomar conciencia de la importancia de la higiene en la preparacion y
almacenamiento de alimentos para mejorar la calidad sanitaria de éstos y asi contribuir a disminuir los
indices de enfermedades de transmision alimentaria. Reconocer e identificar los diferentes medios de
contaminacion de los alimentos, su prevencion y consecuencias en la salud de las personas.

También en el marco del proyecto se llevd a cabo un taller dirigido a los integrantes de la Agrupacion de
Recolectores de Changle de la comuna de Carahue. La actividad, fue realizada durante el mes de octubre
y liderada por Karin Basaul, se desarroll6 en la planta piloto del Instituto de Agroindustria de la
Universidad de La Frontera. En esta actividad se dio a conocer el equipamiento necesario para trabajar en
la sala de proceso, ademas de trabajar en el desarrollo de productos a partir de Ramaria sp. se
establecieron niveles de pH y uso de conservantes a tener en cuenta al momento de preparar conservas,
ademas se entregaron materiales e instrucciones para mantener un adecuado nivel de higiene en el
proceso productivo.

También se trabajo en la correcta esterilizacion y envasado de productos. Importante mencionar que este
curso de capacitacion no aparece en el plan operativo pero si en la planilla de presupuestaria, debido a
que es un curso de vital importancia para para que los recolectores desarrollen los productos en el futuro.

Documentacion de respaldo (indique en que n° de anexo se encuentra)

Se debe considerar como informacién de respaldo: gréaficos, tablas, esquemas y figuras, material gréafico,
entre otros, que permitan visualizar claramente los antecedentes que sustentan las conclusiones y
recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.

Lista de asistencia de participantes taller buenas practicas de manufactura en Anexo 8.
Fotos taller buenas practicas de manufactura para productos procesados en Anexo 9.
Lista de asistencia de participantes taller elaboracién de productos en Anexo 10.

Fotos taller elaboracién de productos en Anexo 11.
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Descripcion y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto.

Este resultado de difusién y capacitacion de la poblacién estaba programado para el trimestre octubre-
diciembre de 2017. Durante el proceso de ejecucion del proyecto se observd que era mas favorable
realizar el seminario el afio 2018 debido a que se podia contar con mayores resultados del proyecto.

El seminario se realizé el dia 22 de noviembre de 2018 y tuvo por objetivo dar a conocer los resultados del
proyecto y realizar la inauguracion de la sala de minimo proceso.

“Prospeccion y caracterizacion de especies de changle de la comuna de Carahue y su potencial uso
gastronomico” dictada por la doctora Maribel Parada y el doctor Mauricio Reyes., ademas de la
presentacion: “Tratamientos tecnoldgicos de conservacion aplicados al changle” dictado por la profesional
Karin Basaul. Ademas se dio la oportunidad para que autoridades universitarias, comunales y la
agrupacion pudieran referirse al impacto del proyecto en la zona.

Documentacion de respaldo (indique en que n° de anexo se encuentra)

Se debe considerar como informacion de respaldo: graficos, tablas, esquemas y figuras, material grafico,
entre otros, que permitan visualizar claramente los antecedentes que sustentan las conclusiones y
recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.

Lista de asistencia seminario en Anexo 12.
Fotos seminario en Anexo 13.
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Descripcion y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto.

Este resultado fue modificado debido a que se tuvo que realizar una reitimizacién para poder inyectar
recursos al objetivo de construccion de la sala de minimo proceso. Para ello se solicitd la autorizaciéon que
genero que este objetivo sea eliminado debido a la magnitud de la importancia que tenia en su momento
contar con el recurso para construccion de la sala de proceso.

Documentacion de respaldo (indique en que n°® de anexo se encuentra)

Se debe considerar como informacion de respaldo: graficos, tablas, esquemas y figuras, material grafico,
entre otros, que permitan visualizar claramente los antecedentes que sustentan las conclusiones y
recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.
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Descripcion y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto.

Este resultado se encuentra completo ya que se realizaron en primera instancia los procesos de
recopilacién de imagenes para poder elaborar el material grafico de difusién. En este momento el proyecto
cuenta con el disefio de una marca, la cual se trabajé con el grupo de recolectores después de talleres de
disefio. Finalmente en este momento el proyecto cuenta con el disefio del material gréfico para difusion
los que corresponden a penddn carpetas para seminarios y talleres. Flyer de difusién. A demas del disefio
de las etiquetas de los productos elaborados por la agrupacién.

Documentacion de respaldo (indique en que n° de anexo se encuentra)

Se debe considerar como informacién de respaldo: graficos, tablas, esquemas y figuras, material gréfico,
entre otros, que permitan visualizar claramente los antecedentes que sustentan las conclusiones y
recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.

Imagenes del material de difusién en Anexo 14.
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Descripcion y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto.

Durante el mes de noviembre del afio 2017 los dias del 8 al 12 de noviembre se dieron a conocer los
objetivos del proyecto asi como también los prototipos de productos desarrollados en base a Ramaria sp.
en la Expo feria SOFO 2017 en Temuco, la muestra agricola, ganadera, industrial y comercial organizada
por la Sociedad de Fomento Agricola de Temuco, SOFO, y que presenté productos de todo Chile. La
participacion en esta feria permitié que la poblacion esté en conocimiento de los prototipos con los que se
cuentan y las potencialidades de la agrupacion.

Documentacion de respaldo (indique en que n°® de anexo se encuentra)

Se debe considerar como informacion de respaldo: graficos, tablas, esquemas y figuras, material gréfico,
entre otros, que permitan visualizar claramente los antecedentes que sustentan las conclusiones y
recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.

Fotos de la participacion en feria SOFO 2017 en Anexo 15.
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Descripcion y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto.

Este resultado fue eliminado previa autorizacidn, debido a que los recursos destinados a la impresion del

material fueron reitimizados para ser usados en la construccion de la sala de minimo proceso.

Documentacién de respaldo (indique en que n° de anexo se encuentra)

Se debe considerar como informacion de respaldo: gréficos, tablas, esquemas y figuras, material grafico,
entre otros, que permitan visualizar claramente los antecedentes que sustentan las conclusiones y
recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.
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Descripcion y justificacién del cumplimiento de los resultados del proyecto.

La sala de minimo proceso fue construida previo proceso de un arduo trabajo relacionado con la
tramitacién tanto para el saneamiento del terreno, como para el permiso de obras, cesion del terreno y
ejecucion de la obra. La sala construida de 32 mt? cuenta con una zona limpia, zona sucia, vestidores y
bafio y equipamiento para procesamiento menor de changle.

El proceso de construccion se vio retrasado debido a que el municipio hizo modificaciones relacionadas
con el terreno cedido durante el proceso, situacion que genero realizar una nueva tramitacion de traspaso.
Este proceso de construccion contd con la aprobacion del comodato donde la llustre Municipalidad de
Carahue cedio el terreno a la Agrupacion de Recolectores de changle de Carahue. Posteriormente se
realizé el cierre perimetral del sitio para seguir con la habilitacion modular de la sala. Paralelamente, se
realizaron los tramites de obtencion de agua, alcantarillado y electricidad. Estos procesos no fueron
faciles de ejecutar debido a que en el terreno cedido no habia acceso inmediato a la conexién por lo que
se tuvo que solicitar otros permisos como el atravieso de una calle para poder obtener agua.

Actualmente la sala cuenta con electricidad y el proceso de autorizacién de agua potable, y alcantarillado
se encuentra ingresado para revision en aguas Araucania donde se espera una respuesta y aprobacién
durante el mes de diciembre en curso.

En cuento a la resolucion sanitaria de la sala se encuentra en proceso de obtencion lo que se detalla en el
Anexo 21.

La universidad a su vez, elaboré un comodato para poder realizar el traspaso de la sala y equipamiento
comodato que se encuentra en su proceso de término en la direccion juridica de la universidad.

Documentacion de respaldo (indique en que n° de anexo se encuentra)

Se debe considerar como informacién de respaldo: gréaficos, tablas, esquemas y figuras, material grafico,
entre otros, que permitan visualizar claramente los antecedentes que sustentan las conclusiones y
recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.

Plano Sala de Minimo Proceso en Anexo 16.

Especificaciones técnicas Sala de Minimo Proceso en Anexo 17.
Fotos Sala de Minimo Proceso construida en Anexo 18.

Informe proceso de obtencion Resolucion Sanitaria en Anexo 19.
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6.2 Analisis de brecha.

Cuando corresponda, justificar las discrepancias entre los resultados programados y los
obtenidos.

Durante la ejecucién del proyecto fue necesario realizar algunas modificaciones en
funcion de los gastos extras que se generaron con motivo de la Sala de Minimo
Proceso. En funcién de esto hubieron modificaciones en alguna de las actividades de los
objetivos 1, 3 y 4, las actividades modificadas son:

Obj. 1. Actividad 4 que dice relacion con: resultados del ensayo de determinacién de
propiedades anticancerigenas.

Actividad no realizada debido al alto costo que involucra y en funcién del trabajo que se
estaba llevando a cabo con la agrupacién, la Sala de Minimo Proceso era primordial.

Obj. 4. Actividad 4 y 7 que dice relacion con el material de difusién, lo que incluia la
elaboraciéon de un manual y un video recopilatorio. Debido a que durante el desarrollo
del proyecto fue necesaria hacer una reitimizaciéon para ajustar el presupuesto y contar
con dineros para la construccion de la sala de proceso es que estos resultados fueron
eliminados, para poder realizar de manera correcta la construccién de la sala. Esto no
generd un problema dentro del proyecto, pero si es importante destacar que la
informacién esta disponible y no se cumplié el objetivo, para darle prioridad al
cumplimiento de la construccion de la sala cuyo impacto en los recolectores tiene mayor
relevancia.
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7. CAMBIOS Y/O PROBLEMAS DEL PROYECTO

Especificar los cambios y/o problemas enfrentados durante el desarrollo del proyecto.
Se debe considerar aspectos como: conformacién del equipo técnico, problemas
metodolégicos, adaptaciones y/o modificaciones de actividades, cambios de
resultados, gestién y administrativos.

Describir cambios
y/o problemas

Consecuencias
(positivas o negativas), para el
cumplimiento del objetivo
general y/o especificos

Ajustes realizados al proyecto para
abordar los cambios y/o problemas

A raiz del cambio
de gobierno se
produjo Cambio
de administracion

Retraso en contar con el

Reuniones coordinacién para

terreno asignado
por el municipio
para la
construccion de
la sala de
proceso.

Retraso en la construcciéon
de la sala de proceso.

municipal. Por | terreno para poder construir = :

: . acelerar procesos administrativos y
otra parte | la sala de minimo proceso ;

. reestablecer los compromisos.
problemas con la comprometida.
burocracia
universitaria y
municipal.
Cambio en " Nuevas reuniones de coordinacion
. Restructuracion de e
Coordinador de . para restructuracion de las
funciones. S

proyecto. obligaciones.
Modificacion del

Iniciar nuevas gestiones para
realizar nuevas autorizaciones para
obtencién de agua y alcantarillado
de la sala asi como también de
electricidad.
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8. ACTIVIDADES REALIZADAS EN EL PERIODO

8.1 Actividades programadas en el plan operativo y realizadas durante el periodo de
ejecucioén para la obtencién de los objetivos.

- Colecta de muestras de changles en los sectores seleccionados para este proyecto.

- Caracterizacion de las muestras de Changle morfolégicamente, morfométricamente y en
sus propiedad antioxidantes y antimicrobianas.

- Evaluacion de los requerimientos del hongo para aislarlo in vitro y con esto lograr
multiplicarlo bajo condiciones controladas.

- ldentificacién molecular por secuenciacion de las muestras en estudio.

- Elaboracién de los nuevos productos.

- Formacién de la Agrupacién de recolectores de changle de Carahue.
- Elaboracién de protocolos, disefio de logos e inscripcién de la marca.
- Determinacién nutricional.

- Disefio, maqueta e impresién del material de difusion.

- Construccién de sala de minimo proceso.

- Implementacién de sala de minimo proceso.

8.2 Actividades programadas y no realizadas durante el periodo de ejecucién para la
obtencién de los objetivos.

Elaboracién de Manual de Difusion con los resultados del proyecto.
Elaboracién de video de difusién de los resultados.

8.3 Analizar las brechas entre las actividades programadas y realizadas durante el
periodo de ejecucion del proyecto.

La principal brecha esta relacionada con los recursos presupuestados para la sala de
minimo proceso. El curso del proyecto se evidencio que no eran suficientes los recursos
asignados y fue necesario solicitar una reitimizacion que género que algunos.
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9. POTENCIAL IMPACTO

9.1 Resultados intermedios y finales del proyecto.

Descripcion y cuantificaciéon de los resultados obtenidos al final del proyecto, y
estimacion de lograr otros en el futuro, comparacion con los esperados, y razones que
explican las discrepancias; ventas y/o anuales ($), nivel de empleo anual (JH), nimero
de productores o unidades de negocio que pueden haberse replicado y generacion de
nuevas ventas y/o servicios; nuevos empleos generados por efecto del proyecto,
nuevas capacidades o competencias cientificas, técnicas y profesionales generadas.

Los principales impactos generados a partir del proyecto se relacionan con las nuevas
capacidades instaladas en el territorio. La agrupacién se dedica exclusivamente a la
recoleccién, con la ejecucidon del proyecto innovaron en la elaboraciéon de productos a
partir de la especie. Por otra parte los integrantes de la agrupacién trabajaban de manera
individual y ahora de manera asociativa.

En términos de ingresos los recolectores vendian el changle por kilo, precio que varia
considerablemente dependiendo de la disponibilidad del producto cada afio y de manera
muy estacional, actualmente los productos generados con la ejecucién del proyecto
comparados con productos de otras especies y con caracteristica de formato similar, los
precios suelen ser mayores a los obtenidos a granel. Ademas, la agregacién de valor a
estos productos permitira que los recolectores puedan llegar a otros mercados, en este
sentido, el conocimiento de la caracterizacién del hongo les permitira ofrecer un producto
con propiedades conocidas ya sea como antioxidante o antimicrobiano.

El procesamiento del changle en la sala de minimo proceso construida, se pueden
procesar otras materias primas locales en otras épocas del afio, lo cual le permitira a la
agrupacién una nueva oportunidad de negocio. Junto con lo anterior, los aportes de este
proyecto permitiran cubrir una demanda local de procesamiento en la comuna.

Otro resultado importante es la capacitacién entregada a la agrupacion y la importancia
que ellos han dado a este conocimiento, que los ha llevado a continuar organizandose de
tal manera de proteger su recurso de ladrones y venderos furtivos de hongos, que
provocan destrozos en los bosques, aparte de realizar cosechas extractivas provocando
la disminucién de estos recursos afno a ano.

La excelente recepcion que este trabajo tuvo en la zona, el entusiasmo de la agrupacion,
el compromiso del municipio y los recursos invertidos, requieren que se evalle la forma
de continuar apoyando este trabajo, tanto en la parte cientifica, como en la evaluacion de
las caracteristicas e identificxacion de estos hongos y otros que se producen en la zona,
que de acuerdo a los resultados obtenidos hay algunos que no han sido descritos aun.
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10. CAMBIOS EN EL ENTORNO

Indique si existieron cambios en el entorno que afectaron la ejecucion del proyecto en
los ambitos tecnoldgico, de mercado, normativo y otros, y las medidas tomadas para
enfrentar cada uno de ellos.

El principal cambio que ocurrié durante el desarrollo del proyecto y fue negativo para su
correcta ejecucion ya que atraso los procesos fue el cambio de terreno asignado a la
agrupacion de recolectores de changle de Carahue. Al cambiar el terreno se tuvo que
comenzar a reactivar nuevamente las gestiones y solicitudes de nuevo terreno y las
autorizaciones de agua y alcantarillado. Para enfrentar este problema el equipo técnico
del proyecto hizo un esfuerzo en gestionar rapidamente las tramitaciones de manera de
lograr realizar la construccién y solicitar las reitimizaciones de los dineros de otras
actividades en beneficio de este espacio de trabajo.
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11. DIFUSION

Describa las actividades de difusion realizadas durante la ejecucién del proyecto.
Considere como anexos el material de difusién preparado y/o distribuido, las charlas,
presentaciones y otras actividades similares.

? B N° Documentacién
Fecha Lugar Tipo de Actividad participantes Bhneears
Charla de buenas
e Municipalidad practicas de : : -
1 | 31-05-2017 5 Barahi recoleccion parte 10 Lista asistencia
tedrica
Carahue, Charla de buenas
Predio practicas de . . ’
2 | 07-06-2017 cscolaators: recoleccion parte 11 Lista asistencia
Jovita Breve practica
Carahue Taller marca
3 | 12-08-2017 parque los colectiva 10 Lista asistencia
trenes agrupacion
Municipalidad | Txeunion con . —
4 | 24-08-2017 actores del 5 Lista asistencia
de Carahue e
municipio
Reunién
i Municipalidad agrupacion . : "
5 | 24-08-2017 de Coratue ejecutivo FIA, 10 Lista asistencia
UFRO
Universidad de | Reuniodn ejecutivo . i .
6 | 24-08-2017 la Frontera FIA, UFRO 5 Lista asistencia
—— Curso de buenas
7 | 06-10-2017 MALRRIpERGas practicas de 19 Lista asistencia
de Carahue
manufactura
. . Curso de
8 | 20-10-2017 Universided de desarrollo de 9 Lista asistencia
La Frontera
productos
Centro cultural Seminario e
9 | 22-10-2018 comuna inauguracion de 70 Lista
Carahue sala de proceso
Tot 149
participantes
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12. PRODUCTORES PARTICIPANTES

Complete los siguientes cuadros con la informaciéon de los productores participantes
del proyecto.

12.1 Antecedentes globales de participaciéon de productores

Debe indicar el nimero de productores para cada Regién de ejecucion del proyecto.

Etnia
N° de (Si corresponde,
Region Tipo productor N° de mujeres Fothbras indicar el N° de Totales
productores por
etnia)
Productores
pequerios ! 6 2 13
Productores -
medianos-grandes ) ) )
Productores -
pequeros ) ) )
Productores -
medianos-grandes ) ) )
Totales T 6 2
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12.2 Antecedentes especificos de participacion de productores

Nombre Reqid c “HeRece Pre;fo i6n Postal Sup:;ﬁme in;fecsr:)aal
egion omuna ireccion Posta ; proyecto
Regién de 2 de
Liliana Suazo La Carahue 1.5 noviembre
Araucania de 2016
Regién de 2 de
Jovita Breve La Carahue 25 noviembre
Araucania de 2016
Regién de 2 de
Waldo Leal La Carahue 15 noviembre
Araucania de 2016
Regién de 2 de
Rggg;:?io La ) Carahue noviembre
Araucania de 2016
Regién de 2 de
Roberto Marivil La Carahue noviembre
Araucania de 2016
Regién de 2 de
Bella Breve La Carahue 10 noviembre
Araucania de 2016
. Region de 2 de
yoe;:;ii La ] Carahue 3 noviembre
Araucania de 2016
Regién de 2 de
Hgﬂg:(';to La ) Carahue 10 noviembre
Araucania de 2016
. Region de 2 de
Tgl:rr:itlllr;o La ) Carahue 25 noviembre
Araucania de 2016
Regién de 2 de
Hernan Breve La Carahue 15 noviembre
Araucania de 2016
Region de 2 de
Luis Marivil La Carahue noviembre
Araucania de 2016
Regidn de 2 de
Maria Osses La Carahue 0 noviembre
Araucania de 2016
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13. CONSIDERACIONES GENERALES

13.1 (;Considera que los resultados obtenidos permitieron alcanzar el objetivo
general del proyecto?

Claramente se logré cumplir con el objetivo principal del proyecto, ya que a partir del
trabajo realizado el grupo de recolectores de changle desarrollo nuevas alternativas para
su conservacion. En terreno pudieron evidenciar el buen manejo de recoleccion de
hongos lo que permitira evitar su extension. A demas contar con una sala de minimo
proceso con el equipamiento necesario para operar. Y cumplir con las exigencias que
solicita el servicio de salud permitira llegar con un producto al mercado, dejando atras un
proceso solo de recoleccion sin agregacién de valor. Esto permitira fortalecer la identidad
del territorio y diversificar la actividad productiva presente hoy en la zona. Por otro lado
se conocieron algunas propiedades de los hongos que no son generalizadas y se
avanzo en la identificacion de especies.

13.2 ;Como fue el funcionamiento del equipo técnico del proyecto y la relacién
con los asociados, si los hubiere?

El funcionamiento del equipo técnico fue éptimo considerando que se solicitd una
extension del proyecto lo que signific6 un compromiso mayor no programado en el
proyecto inicial. A pesar de ello, en la actualidad hay una vinculacién efectiva con el
territorio de Carahue. Con esto se espera que la Universidad de La Frontera pueda
seguir apoyando iniciativas en la comuna y trabajar con la agrupacién conformada, con
el fin de apoyarlos en otros procesos, como son la puesta de productos en el mercado y
el rescate de otros hongos de importancia local y también se espera el apoyo de FIA
para mantener la esperanza de la agrupacion viva hasta que puedan seguir como grupo
independiente.

13.3 A su juicio, ¢(Cual fue la innovacibn mas importante alcanzada por el
proyecto?

La innovacién mas relevante en el proceso de ejecucion del proceso corresponde a la
elaboracion de nuevos productos a partir de la especie changle, los cuales en la
actualidad no se encuentran en el mercado con la normativa exigente.
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13.4 Mencione otros aspectos que considere relevante informar, (si los hubiere).

Es importante mencionar que se logré obtener micelio de changle en cultivo in vitro, cosa que no
se ha descrito, ni existe conocimiento que se haga, ademas, y aun cuando no era parte del
proyecto se continuo llevando el micelio a semillar para tener indculo que pueda ser utilizado
para llevar a la fructificacion del hongo.

Por otra parte también se realizé la caracterizacién molecular y aun cuando esto ha sido dificil,
se ha logrado definir que hay algunas especies que no han sido descritas.
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14. CONCLUSIONES

Realice un andlisis global de las principales conclusiones obtenidas luego de la
ejecucioén del proyecto.

1.- De los sectores muestreados se recolectaron 16 muestras de changle que
presumiblemente eran Ramaria flava.

2.- Las caracteristicas morfolégicas de color y textura difieren entre las muestras
colectadas las que pueden agruparse en cuanto a color en amarillas, cafés, burdeo,
naranjo y rosado.

3.- Los resultados de las secuenciaciones indican que ninguna de las muestras
corresponde a Ramaria flava, dos de las muestras corresponderian a Ramaria
indeterminada o bien, a especies que no han sido descritas anteriormente.

4 .- Las muestras C3 y C1 mostraron una baja similitud de secuencias con la base de
datos, demostrando ser géneros no reportados anteriormente, lo cual es un
importante aporte de este trabajo de investigacion, que debe ser registrado, ya que
demuestran ser, segun este estudio, unicas en su tipo.

5.- los resultados muestran que existen diferencias significativas en el contenido de
polifenoles y antioxidantes con valores de algunas muestras que superan incluso a
las frutas con mayor contenido de polifenoles y actividad antioxidante, como el
arandano.

6.- Los resultados de la actividad antimicrobiana sugieren que de las tres cepas
evaluadas el mejor efecto antimicrobiano fue frente a la cepa Listeria
monocytogenes, donde de los 14 extractos evaluados 9 generaron susceptibilidad en
el crecimiento del microorganismo, siendo similar el efecto a 0.5 ug/mL de
Gentamicina utilizado como patrén estandar de la prueba.

7.- El crecimiento del hongo en los medios de cultivos minimos suplementados con
glucosa, permitieron el crecimiento del micelio de changle, superando el crecimiento
obtenido en los medios suplementados con sucrosa y también del medio de cultivo
Harina T. En los medios suplementados con fructosa fue donde el hongo tuvo el peor
desempeno en la velocidad de crecimiento.

8.- Los resultados obtenidos indican que el changle seria un hongo medianamente
exigente en sus requerimientos nutricionales, aunque son basicos son esenciales,
como la glucosa, lo que le permite el desarrollo de micelio solo en 5 dias a diferencia
de en otros medios donde el micelio es muy pobre y se tarda una semana.

9.- La caracterizacién del micelio obtenido in vitro fue corroborado por secuenciaciéon y
microscopia SEM y de fluorescencia, corroborando que efectivamente corresponde al
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género Ramaria, no se ha podido determinar la especie.

10.- La comuna de Carahue tiene un alto potencial de trabajo con especies como es el
caso de changle, razén por la que este tipo de iniciativas son un real aporte para la
comuna ya que se esta valorizando un recurso patrimonial en el territorio.

11.- El proyecto permitira que la comuna de Carahue cuente con un grupo de
recolectores agrupados con una sala de proceso disponible para procesar hongos,
situacion que permitira mejorar su calidad de vida e iniciar nuevos negocios.

15. RECOMENDACIONES

Senale si tiene sugerencias en relacioén a lo trabajado durante el proyecto (considere
aspectos técnicos, financieros, administrativos u otro).

Que exista la forma de lograr una continuidad de los proyectos.
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Anexo 1

Resultados

Proyecto FIA PYT 2016-0376 (2016-2018)
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Temuco, Diciembre 2018

Rescate y proteccion de Ramaria flava (changle) para fortalecer la
produccion, comercializacion, identidad y usos gastronémicos en

la cordillera de la costa de la comuna de Carahue

FIAPYT 2016-0376

Informe cientifico
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Mapa localizacion muestreo N°1, sector Los Placeres, Carahue. Punto 1:
636233.00 m E; 5724216.00 m, Punto 2: 636467.00 m E; 5724021.00 m S.

Mapa localizacion muestreo N°2, sector Las Minas, camino a Chacao.
Punto 1: 658697.00 m E; 5718515.00 m S; Punto 2: 658578.00 m E;
5718901.00 m §; Punto 3: 658192.00 m E; 5719268.00 m S.

Mapa localizacion muestreo N° 3. Punto 1: 658697.00 m E; 5718515.00 m
S. Punto 2: 658578.00 m E; 5718901.00 m S. Punto 3: 658192.00 m E;
5719268.00 m S.

Mapa localizacién muestreo N°3. Punto 1: 658697.00 m E; 5718515.00 m
S. Punto 2: 658578.00 m E; 5718901.00 m S; Punto 3: 658192.00 m E;
5719268.00 m S.

Datos meteoroldgicos histéricos 2017.

Algunos de los integrantes de la asociacion de recolectores de Changle,
realizando la colecta de hongos en canastos para preservar la especie.

Electroforesis, PCR ITS1 e ITS4. Changles de distintas localidades. Predio
Chanco, Predio Los Pellines y Rucadiuca.

Electroforesis, PCR ITS1 e ITS4, Changles de distintas localidades. Predio
los placeres. 14 y 15) Predio Santa Celia.

Electroforesis PCR LSU, Muestras changles C4 (SL1.3); C5 (T3); C6
(SL2.3), de los predios Los placeres (C4; C5) y predio Chanco.

Andlisis filogenético de muestras de Ramaria sp. en base a amplificados y
secuenciados del gen interespaciador ITS.

Andlisis de alineamiento en base de datos GENBANK para los
amplificados del gen interespaciador ITS. E-Value; asertividad de
alineamiento. “ldent”; corresponde a la identidad del total de la secuencia
evaluada con respecto a la secuencia en la base de datos.

Andlisis de alineamiento en base de datos GENBANK para los
amplificados del gen interespaciador ITS. E-Value; asertividad de
alineamiento. “Ident”; corresponde a la identidad del total de la secuencia
evaluada con respecto a la secuencia en la base de datos.

Analisis de alineamiento en base de datos GENBANK para los
amplificados del gen interespaciador ITS. E-Value; asertividad de
alineamiento. “Ident”; corresponde a la identidad del total de la secuencia
evaluada con respecto a la secuencia en la base de datos.
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NO
Figura

14

15

16

17

18

19

20

21

Contenido

Representacion grafica del analisis de capacidad antimicrobiana de
Ramaria sp. sobre cultivos de Listeria monocytogenes. Los resultados
corresponden a la inhibicion en placa equivalente a 0.5 ug/mL de
Gentamicina.

Representacion grafica del andlisis de la capacidad antimicrobiana de
Ramaria sp. sobre cultivos de Escherichia coli. Los resultados
corresponden a la inhibicion en placa equivalente a 0.5 ug/mL de
Gentamicina.

Representacion gréfica del analisis de la capacidad antimicrobiana de
Ramaria sp. sobre cultivos de Staphylococcus aureus. Los resultados
corresponden a la inhibicion en placa equivalente a 0.5 pg/mL de
Gentamicina.

Micelio aislado en medio de cultivo APD acidificado. Fotografia de aislados
con cinco dias de crecimiento.

Analisis del crecimiento radial del micelio de Ramaria sp. en diferentes
medios de cultivos minimos suplementados con Fructosa, Sucrosa,
Glucosa y Medio de cultivo Harina tipo T. (B). Imagen representativa del
crecimiento radial del micelio de Ramaria sp. en medio minimo
suplementado con glucosa. Cambio de coloracién indica el crecimiento
radial del micelio sobre el agar.

Microscopia electronica de barrido de Ramaria sp. En A, basidosporas. En
B; pliegues de posicionamiento de basidiésporas. En C; ordenamiento
aleatorio de externalizacién de basidiésporas. En D; pliegues y orificios de
externalizacion de basidiosporas.

Marcaje fluorescente con Hoescht 33254. En A; flecha blanca indica la
presencia de nucleos de fluorescencia intensa, separado entre los septos
del micelio. En B; flecha blanca indica septos.

Sistema de arroz montado como sustrato con 24 horas de inoculado para
la producciéon de micelio de changle.
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Introduccién

Actualmente las cifras de crecimiento del mercado de ingredientes y aditivos saludables ya superan
los 30 mil millones de dolares y representan una tremenda oportunidad para que Chile pueda
convertirse en un proveedor importante de ingredientes funcionales y aditivos especializados (IF y
AE). Chile, no sélo posee uno de los cinco territorios de clima mediterraneo del mundo con
caracteristicas apropiadas para producir un gran y variado nimero de especies vegetales que
permitirian garantizar un flujo continuo de materias primas para la obtencién de estos compuestos
de alto valor, sino que también posee especies endémicas con alto potencial para la obtencién de
estos compuestos, las cuales a través de una transicion desde la recoleccidon hacia cultivo
dedicado, podrian generar una gran oportunidad de agregacién de valor, especialmente para

aquellos pequefios agricultores de zonas mas rezagadas.

Frente a esta situacion el territorio circunscrito al proyecto ha marcado el inicio de una importante
oportunidad para el grupo de recolectores de changle que inicia ilusionados su trabajo y al cual
deberia recibir el apoyo cientifico y econémico hasta que puedan realizar sus actividades con
autonomia. El presente proyecto generé informacion realmente importante para los recolectores,
como es el aprendizaje de la correcta colecta de hongos, preservando los Productos Forestales No
Madereros y ademas el conocimiento de la forma de procesar sus propios productos, de forma

segura, utilizando el espacio destinado para ello, como es la Sala de Minimo Proceso.

Los resultados notables de este proyecto radican en lograr obtener la semilla de un hongo que
hasta este momento no se cultiva, esto podria conseguir que los pequenos agricultores no
dependan de la marcada estacionalidad que poseen estas especies y producir la materia prima
suficiente para abastecer a sus familias, comuna y quizas también escalando a nivel nacional, lo
cual impactara profundamente en la economia de la organizacion y de los recolectores de la zona

de Carahue.
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Objetivo General

Rescatar el hongo comestible Changle (Ramaria sp.), a partir del desarrollo de nuevos productos
procesados y usos gastronémicos para promover la diversificacién productiva, culinaria y fortalecer

la identidad del territorio costero de la region de La Araucania.

Objetivos especificos

1. ldentificar especies, caracteristicas nutricionales, atributos saludables y potenciales
beneficios del hongo comestible (Ramaria sp.), que permitan valorizar el recurso

patrimonial, promover su consumo y proteger la especie en el territorio.

2. Desarrollar productos procesados a partir de del hongo comestible changle (Ramaria sp.) y
diferentes utilizaciones gastronémicas, para diversificar y fortalecer la actividad econoémica

de la especie.

3. Determinar los habitos de desarrollo y requerimientos nutricionales del hongo comestible
Ramaria sp. que permitan generar el conocimiento de base para el cultivo del Changle bajo

condiciones controladas.

4. Desarrollar un programa de difusion tecnoldgica que permita dar a conocer los diversos
atributos del hongo comestible (Ramaria sp.), productos procesados y usos culinarios que
permitan, valorizar el producto patrimonial y su preservacion, fortalecer la identidad y la

actividad econdmica del territorio.
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1.- Materiales y Métodos

1.1.- Materiales

1.1.1.- Area de estudio. Las actividades de investigacion se realizaron en 5 sectores de la comuna

de Carahue, Region de La Araucania.

1.1.2.- Material Biolégico. E material biologico corresponde a las diversas muestras de changles

colectadas en los diferentes sectores de la comuna de Carahue.

2.- Metodologia

2.1.- Recoleccion y caracterizacion morfolégica de muestras.
La colecta de muestras de changle en los 5 sectores de la comuna de Carahue antes mencionados,
se realiz6 durante la época de produccion del changle que varia entre mediados de marzo y hasta

mediados de mayo del afo 2017.

Cada muestra colectada fue llevada al Laboratorio de Microbiologia y Rizobiologia de la Facultad
de Cs. Agropecuarias y Forestales para su procesamiento, el cual consistié en pesar cada muestra
y separar una parte para ser enviada a la planta piloto del Instituto de Agroindustria, otra parte para
ser analizada en fresco y una tercera parte fue congelada a -20°C debidamente rotulada para

procesos posteriores en los que pudieran ser requeridos.

2.2.- Caracterizacion molecular de los carpéforos de changles colectados en los sectores de

Carahue.

De las 16 muestras de Ramaria sp. colectadas durante el periodo de cosecha, se realizd extraccién
de ADN a través del método CTAB modificado (Porebski, Bailey, & Baum, 1997), para lo cual se
pesé 1 g de cada muestra y pulverizé con nitrégeno liquido para facilitar la interaccion de las
células con la solucidn de lisis que ayuda a liberar el material genético. Una vez triturada y lisadas
las células, se separdé el ADN de proteinas y lipidos utilizando solventes organicos (fenol:
cloroformo: alcohol isoamilico) y se centrifugé para separar el ADN de otras impurezas. Luego el
ADN fue precipitado con etanol absoluto y resuspendido en buffer TE 1X. Las muestras extraidas
fueron usadas como templados para amplificar el gen ITS usando los partidores ITS1/ITS2 y el gen

LSU-rRNA usando los partidores LSUF/LSUR. El perfil térmico aplicado fue de 30 ciclos utilizando
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el kit comercial SapphireAmp (CloneTech), los amplificados fueron purificados usando el kit
comercial E.ZN.A. y posteriormente secuenciadas en un secuenciador ABI3000 (Applied
Biosystem). Finalmente, las secuencias obtenidas fueron analizadas usando las bases de datos
GENBANK y MYCOBANK. Las distancias genéticas fueron analizadas usando el software
CLUSTAL-Omega.

2.3.- Formulacién de extractos de changle para evaluar contenido de polifenoles, actividad

antioxidante y antimicrobiana.

Para la formulacién de los extractos, y de acuerdo a trabajos anteriores del grupo de investigacion,
debieran ser tanto puros como con diferentes solventes para una mejor extraccion de las moléculas

de interés.

Las muestras de changles fueron secadas con aire por conveccion a 65°C por 48 horas, de
acuerdo a lo descrito por (Damiano et al., 2017). Posteriormente se pesaron 5 g de materia seca de
cada muestra, se trituraron y maceraron utilizando como solventes Agua (Extracto Acuoso), Etanol
absoluto (Extracto Etandlico), Etanol-Agua al 50% (Extracto Hidroalcohdlico) y de metanol (Extracto
Metandlico) e incubados por 24 h a 28°C y con agitacién constante en agitador orbital a 170 rpm
(Yang, 2010).

Los Extractos Acuosos (EA) fueron filtradas usando filtro de 0.22 um y mantenidas en frio hasta su
uso. Las muestras correspondientes a los Extractos Alcohdlicos (EA) e hidroalcohdlicos (EHa)
fueron rota-evaporadas para separar la fase solida y eliminar el solvente. Todos los extractos
fueron pesados con respecto a su materia seca y fueron interpretados como gramos de materia

seca por mililitro (g/mL) (Damiano et al., 2017; N.-Y. Yang, Tao, & Duan, 2010)

2.3.1.- Determinacion del contenido total de polifenoles de los extractos de changle. El
contenido total de polifenoles fue determinado a través del método de Folin-Ciocalteu, el cual se
basa en la reaccion de los compuestos fendlicos con el reactivo Folin-Ciocalteu a pH basico. Este
compuesto al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a un complejo de color azul, el cual,

dependiendo de su intensidad determinara el contenido total de polifenoles.

Para la cuantificacion de polifenoles, las muestras fueron incubadas durante dos horas en una
solucion extractante de carbonato de sodio 20%, luego se le agreg6 Folin-Ciocalteu y se incubaron

en oscuridad a temperatura ambiente por 1 hora. Luego, las muestras se midieron a través de
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espectrofotometria a una absorbancia de 765 nm. Los datos obtenidos fueron comparados con una
curva estandar de acido Galico (1000ppm) y representados como mg de Acido Galico equivalente
por mL de extracto (mgGAE/mL)(Kim & Son, 2011; Medina-Remon et al. 2009; R. Yang et al.,
2018).

2.3.2.- Capacidad antioxidante (DPPH) de los extractos de changle. Se evalud el efecto
antioxidante por el método del DPPH (Brand-Williams, Cuvelier, & Berset, 1995). Para esto las
muestras fueron diluidas 9 veces con etanol 80%, posteriormente 250uL de muestra fue adicionada
a DPPH e incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, las muestras fueron
medidas en lector multimodal a una longitud de onda de 517 nm. Las muestras fueron comparadas
en una curva de calibracion de TROLOX equivalente (20 — 300 uM) usando el protocolo de
determinacion antes descrito. Los datos fueron interpretados como uM de TROLOX equivalente por
mL (M TROLOX/mL).

2.3.3.- Capacidad antimicrobiana de los extractos de changle. Los extractos obtenidos
anteriormente, fueron evaluados sobre Escherichia coli (ATCC 25922), Staphyloccocus aureus
(ATCC 6538) y Listeria monocytogenes (Aislado clinico) para evaluar su capacidad antimicrobiana
mediante el método de Difusion en Agar. Para esto, se realizaron siembras en tres direcciones en
placas de Agar Muller-Hinton utilizando los cultivos bacterianos a una Densidad Optica (D.O.) de
1x10® UFC/mL. Posteriormente 5 ul de los extractos fueron aplicados sobre la superficie de discos

distribuidos en el cultivo. Las placas fueron incubadas por 24 horas a 37°C.

Los halos de inhibicion obtenidos (en mm) fueron comparados con un control de referencia
correspondiente a Gentamicina (0.5ug/mL). Los datos fueron normalizados con respecto al control

de referencia equivalente al 100% de inhibicion.

2.4.- Obtencion de micelio a partir de carp6foros de changle. Para la obtencidn del micelio, se
probaron diversas metodologias, en primer lugar, la siembra de material fresco, para lo cual se
debid en primer lugar lavar las muestras de changle, con agua destilada estéril con el propésito de
eliminar tierra, huevos, ramillas y restos vegetales en general, seguido de inmersién en alcohol al
70% por 3 minutos, trabajo realizado en campana de flujo laminar donde se dejaron secar. Una vez
evaporado el alcohol, los carpéforos fueron agitados sobre placas con medio de cultivo Agar Papa
Dextrosa (APD) con el propoésito que soltaran la mayor cantidad de basidiosporas. Junto con esto,

se realizaron siembras de pequefios trozos (+ 1 cm) en placas con medio de cultivo APD. Todas las

Informe técnico final
V 2018-06-29
Pag. 52



placas fueron incubadas a 28°C por aproximadamente por 5 dias, o hasta observar el desarrollo de
micelio. Ademas, este mismo procedimiento de siembra se realizd con carpéforos secos, los cuales
se obtuvieron utilizando la metodologia que se realiza para el secado de material vegetal. Para
esto, se dispuso los carpoforos de changle en estufa de secado a 65°C, realizando observacion
diaria hasta que se verificé que efectivamente los carpéforos estaban secos. Con este material se
realizaron nuevas siembras en medio de cultivo APD suplementado con Gentamicina 0.5ug/mL e

incubadas por 5 dias a 28°C.

2.5.- Condiciones para el desarrollo de micelio de changle.

Una vez obtenido el micelio de changle en medio de cultivo APD y con el propdsito de conocer los
requerimientos para su desarrollo, se realizaron repiques en medio de cultivo Rosa de Bengala, en
APD acidificado, en APD suplementado con diferentes azlicares como Glucosa, Fructosa, Sacarosa
y también en Medio de cultivo Harina tipo T. Todas las placas fueron incubadas por 5 dias en

oscuridad y a 28°C.

2.6.- Caracterizacion del micelio de changle obtenido in vitro.

Para realizar una correspondencia entre el micelio de changle fresco con el micelio obtenido in
vitro, fueron caracterizados utilizando un marcaje fluorescente usando la sonda azul-fluorescente
HOECHST 33248. Para esto, una pequefia porcion del micelio obtenido en placa fue, bajo estrictas
condiciones de esterilidad, inoculado en 200 uL de solucion fosfato salina (PBS 1X- pH 7.2)
suplementado con 10 ng/mL de HOECHST. Las muestras fueron incubadas a 37°C por 15 minutos
y posteriormente fueron centrifugadas a 300 g por 10 minutos para eliminar el exceso de sonda.
Luego, las muestras fueron resuspendidas en 20 uL de PBS1X, montadas en portaobjeto limpio y
observadas en microscopio de epifluorescencia usando el filtro de excitacion 300 nm y emision de
410 nm. Las muestras positivas que presentaban la morfologia de Ramaria sp. fueron procesadas

segun el protocolo de extraccion de ADN, PCR y secuenciacién descrito en el punto 2.1.

2.7.- Preparacion de inéculo de changle.

Para estimular el crecimiento del micelio se evalud la utilizacion de diferentes matrices de
propagacion, entre ellas arroz blanco cocido, arroz integral cocido, arroz blanco crudo (Remojado
en agua destilada estéril por 24 horas) y arroz integral crudo (Remojado en agua destilada estéril
por 24 horas). Posteriormente, 250 g de cada tipo de arroz fue llevado a bolsas de polipropileno y
esterilizados a 121°C por 15 minutos, en los que una vez frios se inoculd micelio puro dispensado

en 200 ml de agua destilada estéril. Las bolsas fueron cerradas e incubadas a 28°C en oscuridad
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hasta que el micelio cubri6 totalmente los granos (Gaitan-Hernandez, 2009).Una vez obtenida la
semilla, se corrobord la estructura del hongo a través de marcaje fluorescente usando la sonda

azul-fluorescente HOESCHT 33248, segun se indica en el protocolo descrito en el punto 2.5.

2.8.- Propagacion y fructificacion en sustrato del micelio de changle.

Luego de obtener el semillado del micelio en granos de arroz y para lograr la produccion del cuerpo
fructifero del changle, se probaron distintas mezclas de sustratos, con el fin de evaluar la velocidad
de desarrollo del micelio y crecimiento del cuerpo fructifero del hongo y asi seleccionar el sustrato
mas adecuado para su posterior propagacion Ex situ. Los sustratos evaluados fueron Fibra de coco
(81), BIOFERT de la empresa Rosario S.A (S2), trigo (S3) y aserrin de roble (S4). Estos sustratos
fueron seleccionados considerando antecedentes bibliograficos de técnicas de propagacion de
hongos comestibles como Pleurotus sp. (Angeles De lta et al., 2018; Bermudez, Garcia, Gross, &
Serrano, 2001; Gaitan-Hernandez, 2009).

Para el ensayo se consideraron 10 repeticiones de cada sustrato, rotulados como S1; S2; S3 y S4
respectivamente. Luego, 500 g de cada uno de los sustratos fueron dispensados en bolsas de
polipropileno y estas sobre bandejas las que fueron esterilizadas dos veces por 15 minutos a
121°C. Finalmente, los sustratos antes de ser utilizados, fueron humedecidos con agua destilada
estéril por 24 horas y esterilizados nuevamente, con el fin de prevenir el crecimiento de
microorganismos resistentes que impidan el crecimiento del hongo, segun los protocolos descrito

por (Gaitan-Hernandez, 2009).

Una vez esterilizado el sustrato, se inoculé con 250 g de arroz colonizado con el hongo, o que
corresponde aproximadamente al 33.3% del sustrato total. El sustrato inoculado se incubd por 15
dias a 28°C con 50% de humedad relativa en oscuridad. Una vez que se observo la propagacion
del micelio, se provoco la induccion de la fructificacion del hongo, realizando un shock térmico,

bajando la temperatura entre 7 y 10°C por 24 horas en oscuridad.

Finalmente, para la fructificacion del hongo, se realizaron dos ensayos, con plantas trampa (Grupo
A) y sin plantas trampas (Grupo B). Para el ensayo con plantas trampas, se utilizaron plantas de
hualle (Nothofagus oblicua) con el fin de evaluar la micorrizacién del hongo en la planta. Mientras
que para el ensayo sin plantas trampas, se utilizaron las siguientes condiciones: luego del shock
térmico por 24 horas para inducir la fructificacion, se subioé la temperatura a 25°C y la humedad al

80%, con un fotoperiodo de 10 horas de luz y 14 de oscuridad, durante 1 semana o hasta que
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aparecieran los primeros primordios, luego de esto, el fotoperiodo fue modificado a 12 horas de luz

y 12 horas de oscuridad.
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3.- Resultados
3.1.- Recoleccion y caracterizacion morfolégica de muestras.

Durante el periodo de cosecha (finales de marzo - mediados de mayo), se realizaron diferentes
salidas a terreno con el propésito de realizar la colecta de muestras de changles, de acuerdo a lo
propuesto en la metodologia. Los predios visitados, todos localizados en la comuna de Carahue
(Figuras 1, 2, 3 y 4) fueron: Los Placeres, sector Loncollano propiedad de Sra. Jovita Breve
Carrillo, Chanco y Rucadiuca, sector Butalon, propiedad del Sr. Waldo Leal, Santa Celia, sector

Los Pellines, propiedad de Sra. Liliana Suazo (Cuadro 1).

Figura 1. Mapa localizacion muestreo N°1, sector Los Placeres, Carahue. Punto 1: 636233.00 m E;
5724216.00 m, Punto 2: 636467.00 m E; 5724021.00 m S.
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Figura 2. Mapa localizacién muestreo N°2, sector Las Minas, camino a Chacao. Punto 1:
658697.00 m E; 5718515.00 m S; Punto 2: 658578.00 m E; 5718901.00 m S; Punto 3:
658192.00 m E; 5719268.00 m S.

Predios Sta celia, La Esperanza, La Suerte, Los Pellines

Figura 3. Mapa localizacion muestreo N° 3. Punto 1: 658697.00 m E; 5718515.00 m S. Punto 2:
658578.00 m E; 5718901.00 m S. Punto 3: 658192.00 m E; 5719268.00 m S.
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Figura 4. Mapa localizacion muestreo N°3. Punto 1: 658697.00 m E; 5718515.00 mS. Punto 2:
658578.00 mE; 5718901.00 mS; Punto 3: 658192.00 m E; 5719268.00 mS.

Cuadro 1. Georeferenciacion de los sectores seleccionados para la ejecucion del proyecto.

Rescate y proteccién
de Ramaria flava
(changle) para
fortalecer la
produccioén,
comercializacioén,
identidad y usos
gastronémicos en la
Cordillera de la Costa
de la comuna de
Carahue.

Unidad central de
Investigacion

Nombr ” s w g o
ombre Unidad Direccion/Ubicacion Coordenadas
Proyecto
Técnico de Investigacion CEBEM, Facultad de Ciencias
1 | Agropecuarias y Forestales 706988m E
5708286 m S

Unidad de
Administracion 1

Unidad central financiera
y administrativa

Instituto de Agroindustria.

707286.34m E
5708622.52m S

Socio Estrategico 1 Ilustre Municipalidad de Carahue. 5675193651904'21%
(Figura 1)
Predio Los Placeres
Sector Loncollamo
Unidad Productiva 1 636233m E
Sra. Jovita Breve Carrillo 5724216m S
(Figura 2)
Predio Chanco y Rucadiuca
Unidad Productiva 2 Sector Butalon 658697m E
Sr. Waldo Leal 5718515m S

Unidad Productiva 3
Sra. Liliana Suazo

Sector Santa Celia

658781.77 m E
5722590.48 m S
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Desde los 4 sectores seleccionados fueron recolectadas 16 muestras de changles las que
presentaban diferencias ya sea de color, textura o por el ambiente en el cual proliferaban. Estas
muestras fueron rotuladas del 1 al 16 y caracterizadas morfolégicamente segun parametros
establecidos por Exeter R., ef al 2006 (Exeter, Norvell, & Cazares, 2006) y por microscopia
electrénica de barrido para determinar estructura y tamafo aparente de las basidiosporas que

recubren el cuerpo fructifero (Cuadro 2y 2.1).

La cosecha se realizé entre marzo y mayo del 2017, época de producciéon del changle, la que
puede variar por causa de las condiciones climaticas especialmente por la presencia o ausencia de
lluvias. En este caso el verano del 2017 mantuvo buenas condiciones climaticas (Figura 5), lo cual
hizo que la produccion de changles se iniciara bastante avanzado el mes de abril, lo cual se tradujo

en una temporada de cosecha bastante corta.

Importante sefalar que cada muestreo realizado por los recolectores de changle fue acompafnado
por profesionales que ademas de capacitarlos en la teoria de la cosecha de hongos en una jornada

de trabajo, también se realiz6 en la practica (Figuras 6).
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Cuadro 2. Descripcion morfolégica de las muestras de changles colectadas en los sectores de la

comuna de Carahue, regién de La Araucania, Chile.

MUESTRA

ROTULO

SECTOR

Los placeres

COLOR DEL BASIDIOCARPO

AMARILLO

RAMIFICACIONES

POCO RAMIFICADD
{8 RAMIFICACIONES
APROX}

[ TEXTURA |

CARNOSO

T AMANO DEL BASIDIOCARPO (cm)

Los placeres

BURDEC

ALTAMENTE
RAMIFICADO
{< 4 RANUFICACIONES)

CARNOSO

10 m

AMARILLO

POCO RAMIFICADO
{4 RAMIFICACIONES
APROY}

CARNOSO

C4

Los placeres

POLO RAMIFICADG
{4 RAMIFICACIONES
APROX)

CARNOSO

Los placeres

AMARILLO

POCO RAMIFICADD
(4 RAMIFICACIONES
APROX)

CARNDSO

Predio Chanco

CAFE

ALTAMENTE
RAMIFICADO
{< 4 RAMIFICACIONES)

Predio Chanco

POCO RAMIFICADO
{4 RAMIFICACIONES
APROX}

CARNOSC

10 cn

Predio Chanco

ALTAMENTE
RAMFICADO
{< 4 RAMIFICACIONES}

30 cm
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Cuadro 2.1. Descripciéon morfologica de las muestras de changles colectadas en los sectores de la

comuna de Carahue, regién de La Araucania, Chile.

MUESTRA ROTULO| SFCTOR |COLOR DEL BASIDI RAMIFICACIONES | TEXTURA IAMANODELBAHDKOCARPO‘#

POCO RAMIFICADO
9 Rucadinca AMARILLO {4 RAMIFICACIONES CARNCSO i5am
APROX}

ALTAMENTE
c10 Rucadiuea RAMIFICADO SECO 20em
{< 4 RAMIFICACIONES}

ALTAMENTE
c11 Rucadixa CAFE RAMIFICADO SECO 20am
(< 4 RAMIFICACIONES)

ALTAMENTE
€13 Rucadiuca BURDEO RAMIFICADO CARNOSO 20am
(< 4 RAMIFICACIONES)

ALTAMENTE
Cc14 Raxadios CAFE RAMIFICADO sECO 20em
{< 4 RAMIFICACIONES)

ALTAMENTE
15 Sarta celis AMARILLO RAMIFICADO CARNOSO 15om
(< 4 RAMIFICACONES)

ALTAMENTE
Cis Santa czle BURDEO RAMIFICADO CARNOSO 22an
(< 4 RAMIFICACIONES)
ALTAMENTE
€17 Los pellines AMARILLO RAMIFICADO CARNOSC 20em

{< 4 RAMIFICAQONES)
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TEMPERATURA MAXIMA, MINIMA Y MEDIA (*C)

Figura 5. Datos meteoroldgicos historicos 2017.

(Fuente:www.meteored.cl/itiempo-en_temuco....)

Las condiciones climaticas y vegetacionales permiten el desarrollo de una gran variedad
de especies (Cuadro 3). En los sectores donde se realizaron los muestreos las especies
que se repiten en todos ellos son Nothofagus obliqua, Chusquea quila y Ugni molinae. Sin
embargo la distribucién o en tipo de vegetacién presente pareciera que no es un factor
importante tanto en la presencia de changle como en sus caracteristicas morfoldgicas,
esto requiere ser evaluada en forma independiente considerando todas las condiciones

ambientales como lo seiala Valenzuela (2003).
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Cuadro 3. Caracteristicas vegetacional de los sectores muestreados en los sectores en

estudio de la Comuna de Carahue.

Nombre Proyecto

Unidad

Caracteristicas del bosque

No de muestras

Rescate y proteccion
de Ramaria flava
(changle) para
fortalecer la
produccion,
comercializacion,
identidad y usos
gastrondmicos en la
Cordillera de la Costa
de la comuna de
Carahue.

Unidad
Productiva 1,
Predio Los
Placeres.

Sra. Jovita Breve
Carrillo

Corresponde a un renoval del
Tipo  Forestal Roble-Rauli-
Coihue, entre 12 a 20 m de
altura, con especies dominante
como Roble (Nothofagus
obliqua), Arrayan (Luma
apiculata) y Laurel (Laurelia
sempervirens). Parte del
sendero corresponde a un
sector de matorral con
abundante presencia de Maqui
(Anistotelia chilensis), Chusquea
quila,  Nothofagus  obliqua,
Laurelia sempervirens,
Eucryphia cordifolia 'y Ugni
molinae. Las especies del
sotobosque, entre helechos,
arbustivas y herbaceas, junto
con moluscos y otros hongos
aparte de Ramaria sp., indican
que esta formacién
vegetacional corresponde a un
pequerio relicto de los bosques
de la costa.

5 muestras

4 Amarillos
1 Burdeo

Informado en Anexo 1

Unidad
Productiva 2,
Predio Chanco y

Corresponde a un bosque un
poco mas alterado, con
presencia de algunas especies
exbticas asilvestradas como
Pinus radiata. Las especies

En Chanco 3 Muestras
1 Café, 1 Naranjay 1
Rosado.

En Rucadiuca 6

Predio nativas arboles corresponden a .
Rucadiuca | Nothofagus obliqua, Nothofagus |Mmuestras 1 Amarilla, 4
dombeyi y en el sotobosque, cafés y 1 Burdeo.
Chusquea quila, y en las zonas
Sr. Waido Leal ecotonales, Rosa eglantena y |Informado en Anexo 1
Ugni molinae.
Unidad
Productiva 3, Renoval del Tipo Forestal 3 Muestras
Santa Celia Roble-Rauli-Coihue con |1 Amarillay 1 Burdeo.
especies dominantes como
Sra. Liliana | Roble, Laurel y Boldo. Informado en Anexo 1
Suazo
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Figura 6. Algunos de los integrantes de la asociacién de recolectores de Changle, realizando la

colecta de hongos en canastos para preservar la especie.

3.2.- Caracterizacion molecular de los carpéforos de changle colectados en los sectores de

Carahue.

En una primera fase se realizaron las extracciones de ADN correspondientes a cada muestra
recolectada. De los aislados, se obtuvieron muestras de ADN de diferente calidad debido a la
microbiota enddfita en este tipo de basidiocarpo, a pesar de la desinfeccion realizada antes del
procedimiento de siembra y extraccion de ADN, sin embargo, las muestras mostraron una calidad lo
suficientemente confiable como para realizar las amplificaciones del gen interespaciador ITS, como
se muestra en la Figura 7. Para confirmar algunos de los aislados (C4, C5 y C6) se amplificaron
fragmentos usando los partidores LSU que amplifican una seccion adyacente al gen
interespaciador ITS, siendo este gen hiperconservado. Los resultados muestran que los aislados y
amplificados para el gen LSU corresponden a Trichoderma minutisporum, Ramaria conjuctipes
(94% identidad) y Ramaria gelatiniaurantia (93% de identidad) respectivamente. Esto indica que las
muestras C5 y C6 no corresponden oficialmente a las especies determinadas por la base de datos,
encontrando diferencias sustanciales como para indicar que las muestras C5 y C6 corresponden a

Ramaria indeterminada o bien, especies que no han sido descritas anteriormente.

Informe técnico final
V 2018-06-29
Pag. 64



Figura 7. Electroforesis, PCR ITS1 e ITS4. Changles de distintas localidades. Predio Chanco,

Predio Los Pellines y Rucadiuca.

Figure 8. Electroforesis, PCR ITS1 e ITS4, Changles de distintas localidades. Predio los placeres.
14 y 15) Predio Santa Celia.

MPEeNe 1.3 " T2 Si2.5 MP

Figura 9. Electroforesis PCR LSU, Muestras changles C4 (SL1.3); C5 (T3); C6 (SL2.3), de los
predrios Los placeres (C4; C5) y predio Chanco.

Posterior a la amplificacidon de los fragmentos, estos fueron secuenciados y comparados en la
plataforma BLAST. Luego, de las secuencias obtenidas los datos fueron alineados en el software
Clustal Omega para observar las similitudes y distancia genética entre las muestras analizadas de

los distintos sectores de recoleccién. Los resultados obtenidos sugieren que las muestras
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evaluadas convergen en un gran nodo emparentado de manera independiente del sector de
recoleccioén (Figura 10).

RAMARIA_ABETONENSIS 0.04129
RAMARIA_BOTRYTIS_VAR_AURANTIIRAMOSA 0.02969
CHANGLE_C8_PREDIO_CHANCO 0.0006
CHANGLE_C2_LOS_PLACERES -0.0006
CHANGLE_C7_PREDIO_CHANCO -0.01138
CHANGLE_C14_RUCADIUCA 0.10535
CHANGLE_C5_PREDIO_CHANCO 0.00278
CHANGLE_C5_LOS_PLACERES -0.00278
CHANGLE_C1_LOS_PLACERES 0.10634
CHANGLE_C15_PLACA_SANTA_CELIA 0.05915
CHANGLE_C3_LOS_PLACERES 0.0839
RAMARIA_BOREIMAXIMA 0.18805
RAMARIA_AUREA 0.10069
RAMARIA_ADMIRATA 0.10741
RAMARIA_CLAVODISTALIS 0.1377
RAMARIA_MH-2013VOUCHERRAMARIA _FLAVESCENOIDES 0
RAMARIA_MH-2013VOUCHERRAMARIA_FLAVESCENOIDES_MH254 0
RAMARIA_BOTRYTIS 0.14939

———— RAMARIA_STRICTA_VOUCHERJMP0055 0.19695
E——— SR _E RAMARIA_GUYANENSIS 0.16269

RAMARIA_ACRISICCESCENS 0.16028

RAMARIA_CORRUGATA 0.03304
o RAMARIA_STUNTZI! 0.03964
RAMARIA_LUTEOVERNALIS 0.00967
RAMARIA_ADMIRATIA 0.00725
RAMARIA_ARAIOSPORA 0.01986
RAMARIA_AP|CULATA_VAR_BRUNNEA 0.03173
RAMARIA_VINOSIMACULANS 0.01797
{ RAMARIA_TESTACEO_FLAVA -0.00016
| RAMARIA_TESTACEO_FLAVA_VOUCHEROSC107885 0.00016
‘ RAMARIA_STRICTA 0.02655

rin

Figura 10. Analisis filogenético de muestras de Ramaria sp. en base a amplificados y secuenciados

del gen interespaciador ITS.

Las muestras del NODO 1, C8 y C2 muestran una gran similitud al igual que la muestra C7, sin
embargo, un analisis de depurificacion de secuencia demostré que gran parte de ambas
secuencias se encontraria contaminada con amplificados de Hypocrea pilulifera (C8) y Trichoderma
piluliferum (C2) segun lo observado en la base de datos GENBANK, (Figura 11), sin embargo, esto
ya ha sido observado en estudios anteriores por ser un hongo que produce una abundante
cantidad de conidias por lo que son llamados “mohos verdes”, muchos de estos son muy agresivos
y son altamente contaminantes y daninos para el cultivo de hongos comestibles(Romero-Arenas,
Huerta Lara, Damian Huato, Dominguez Hernandez, & Arellano Victoria, 2009), por lo que no es
raro que se encuentre como microbiota normal en este tipo de basidiocarpos aprovechando la
actividad ecoldgica que las setas realizan en el ambiente, promoviendo el reciclaje de elementos
esenciales para el crecimiento de las plantas, mediante la liberacion de moléculas hacia el suelo
que seran absorbidas por lo hongos, tarea que le facilita a los hongos como Trichoderma sp. el

proceso de alimentacion (Téllez Téllez & Talavera Ortiz, 2016).
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Liama la atencién que de los alineamientos obtenidos en las bases de datos las muestras C5, C6,
C14 (Figura 12) y C15 (Figura 13) muestran una alta similitud de secuencias con Ramarias sp.
alojadas en esta base de datos, sin embargo, corresponden a géneros reportados, pero de
especies indeterminadas (identidad inferior a 97%). Por otro lado, C3 y C1 mostraron una baja
similitud de secuencias con la base de datos, demostrando ser géneros no reportados
anteriormente, lo cual es un importante aporte de este trabajo de investigacién, que debe ser
registrado. En este sentido, las dos muestras recolectadas en el sector Los Placeres, antes
mencionadas demuestran ser, segun este analisis, Unicas en su tipo (Figura 13). Esto queda
demostrado ya que los 3 nodos evaluados difieren en el emparentamiento genético en base al gen

ITS versus la gran familia de Ramaria sp. (Figura 10).

NODO 1
Muestra depurada C2

Muestra depurada C8

Dosctiplion g S dont  Accession

Muestra depurada C7

Figura 11. Analisis de alineamiento en base de datos GENBANK para los amplificados del gen
interespaciador ITS. E-Value; asertividad de alineamiento. “ldent”; corresponde a la
identidad del total de la secuencia evaluada con respecto a la secuencia en la base de

datos.
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Muestra C6

Muestra C5

Muestra C14

NODO 2

Max Total Query E
2 Ident
scoreé score cover  valie
' 3 na 634 63 100% Se-178 1007
) T e 433 33 100% 2e-117 90%
¥ F 412 412 100% 3e-111  88%
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84 6GA3 100 0 100
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A SO
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Figura 12. Analisis de alineamiento en base de datos GENBANK para los amplificados del gen
interespaciador ITS. E-Value; asertividad de alineamiento. “Ident”; corresponde a la

identidad del total de la secuencia evaluada con respecto a la secuencia en la base de

datos.

Muestra C1

Muestra C15

Description

Descnption

At
2
Doscrption
e
t. CUrea
aoaic i

NODO 3

Max Tola
$Core score
pquence 585 rbosomal RN 327 327
Max Tota
score score
8BS 1 g 682 682
R 545 545
R 518 518
Total
s score
By 913 913
¥ 763 re3
¥ 737 73z

100% 8¢
o E
ve calue
29 o
X0 )
o ¢

Query E
oer
B cover value
100% 1e-85 829
wery E
S den
cover value
100% 0 Q4
100 e-151 89

Accession

ACCEESIC
YAt
KY462
Ac S10n

Figura 13. Analisis de alineamiento en base de datos GENBANK para los amplificados del gen

interespaciador ITS. E-Value; asertividad de alineamiento. “Ident”; corresponde a la

identidad del total de la secuencia evaluada con respecto a la secuencia en la base de

datos.
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3.3.- Determinacion del contenido total de polifenoles y de la actividad antioxidante.

El contenido total de polifenoles determinado a través del método de Folin-Ciocalteu, muestra que
existen diferencias significativas en el contenido de polifenoles y antioxidantes (Cuadro 4) con
valores de algunas muestras que superan incluso a las frutas con mayor contenido de polifenoles y

actividad antioxidante como el arandano.

De los datos obtenidos, se demostré que la mejor extraccion de polifenoles fue realizada con el
solvente etanol al 50%, etanol al 100% y metanol (analitico 100%) donde los mejores exponentes
corresponden a las muestras C14 (Eth50%), C11 (Eth100%), C10 (Metanol) y C6 (Metanol),
conteniendo 3902.8, 5548.8, 6302.8 y 6841.72mgGAE/mL respectivamente.

Por otro lado, el extracto acuoso C1 fue el Unico extracto que demostré un contenido superior de
polifenoles (1950.8 mgGAE/mL). A nuestro entendimiento, el contenido de polifenoles se
correlaciona con el contenido de pigmentos, especialmente rojizos, observados en algunas
muestras, especialmente de frutas. Sin embargo, en el caso de las muestras de Ramaria sp.

evaluadas en este estudio, no se relaciona la coloracién con el contenido de polifenoles totales.

Variados estudios sefalan el contenido de polifenoles de hongos del género Ramaria sp., donde
los principales componentes de este tipo de moléculas corresponde a &cido cafeico, acido cinamico
y acido galico, mientras que en menores concentraciones se encuentran B-carotenos, licopeno y
acido ascorbico (Khatua, Mitra, Chandra, & Acharya, 2015).
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Cuadro 4. Contenido de polifendles totales y capacidad antioxidante (DPPH).

Codigo Extraccion/ Predio Polifenoles DPPH Codigo Extraccion/ Predio Polifenoles DPPH
solvente totales [mgTROLOXIL] solvente totales [mgTROLOXIL]
[mgGAE/L] [mgGAE/L]

c1 Eth 100% Los placeres 51,4 62,05 C10 Eth 50% Rucadiuca 334
c1 Eth 50% Los placeres 0 42,56 c10 Acuoso Rucadiuca 214,4
c1 Acuoso Los placeres 1.950,8 c11 Eth 100% Rucadiuca 5548,8
c2 Eth 100% Los placeres 6,4 52,05 C11 Eth 50% Rucadiuca 1930,8 87,18
Cc2 Eth 50% Los placeres 38,4 38,97 c11 Acuoso Rucadiuca 528,4 67,69
c2 Acuoso Los placeres 1284 138,97 c13 Eth 100% Santa Celia 3054,8 183,08
Cc3 Eth 100% Los placeres 126,4 137,69 c13 Eth 50% Santa Celia 632,4 31,54
c3 Eth 50% Los placeres 40,4 36,41 Cc13 Acuoso Santa Celia 635,4 60
c3 Acuoso Los placeres 303,4 55,38 c14 Eth 100% Santa Celia 24548 220,26
c4 Eth 100% Los placeres 78,4 78,21 c14 Eth 50% Santa Celia 3902,8 48,21
Cc4 Eth 50% Los placeres 2,4 7,18 c14 Acuoso Santa Celia 335,4 44,62
c4 Acuoso Los placeres 3494 Cc17 Eth 100% Los pellines 264,4 160,51
C5 Eth 100% Chanco 284,4 71,79 Cc17 Eth 50% Los pellines 2932,8 48,72
Cc5 Eth 50% Chanco 116,4 c17 Acuoso Los pellines 610,4 53,85
C5 Acuoso Chanco 238,4 75,38 c1 Metanol Los placeres 164,4 84,27
C6 Eth 100% Chanco 2724 94,36 c2 Metanol Los placeres 490,4 105,3
ce Eth 50% Chanco 279,4 82,56 C3 Metanol Los placeres 63,4 510
Ccé Acuoso Chanco 267,4 4,36 C4 Metanol Los placeres 3170,8 143,25
Cc7 Eth 100% Chanco 362,4 59,23 C5 Metanol Chanco 689,4 196,75
c7 Eth 50% Chanco 34,4 23,08 cé Metanol Chanco 6841,72 612,82
Cc7 Acuoso Chanco 378,4 51,54 c7 Metanol Chanco 696,4 158,46
(o2:] Eth 100% Rucadiuca 4234 228,46 cs8 Metanol Rucadiuca 487 .4 96,41
Cc8 Eth 50% Rucadiuca 136,4 44 1 c9 Metanol Rucadiuca 699 4 341,79
cs Acuoso Rucadiuca 470,4 20,26 c10 Metanol Rucadiuca 6302,8 240,51
(o] Eth 100% Rucadiuca 580,4 307,44 c11 Metanol Rucadiuca 6824 536,15
c9 Eth 50% Rucadiuca 71,4 40 c13 Metanol Santa Celia 538,2 566,92
c9 Acuoso Rucadiuca 131,4 169,23 c17 Metanol Los pellines 655,9 561,03
c10 Eth 100% Rucadiuca 74,4

3.4.- Capacidad antioxidante (DPPH) de los extractos de changle.

Con respecto a la capacidad antioxidante, se observé que la mayor actividad fue dada en muestras
extraidas en metanol, lo que se observa representado principalmente por las muestras C3 (510
mgTROLOX/L), C11 (536.15 mgTROLOX/L), C17 (561.03 mgTROLOX/L), C13 (566.92

mgTROLOX/L) y C6 (612 mgTROLOX/L), donde esta ultima demostré6 la mayor capacidad
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antioxidante en las muestras evaluadas al igual que en el contenido de polifenoles. En este sentido,
variados estudios sefialan el efecto antioxidante de hongos comestibles, donde principalmente
Ramaria sp. destaca en su capacidad reductora de radicales libres en una manera dosis-
dependiente. Al igual que en nuestros estudios, la capacidad reductora es similar a lo reportado en
literatura para Ramaria formosa (>280 mgTROLOX/L) (Khatua et al., 2015) y Ramaria botrytis
(Barros, Venturini, Baptista, Estevinho, & Ferreira, 2008) donde el contenido de polifenoles totales
es menor a 20.32 mg/g y la EC50 (concentracion efectiva al 50%) capacidad antioxidante es menor
a 0.66 mgTROLOX/L. Sin embargo, algunos de nuestros extractos demuestran un mejor

comportamiento dependiendo de la especie.

Los alimentos funcionales tienen actualmente una gran importancia por la diversidad de sus
componentes que sugieren un beneficio para la salud humana. Es reconocido, que los hongos del
género Ramaria sp. poseen importantes cualidades para la salud humana, como antioxidantes
donde sus principales componentes son: flavonoides (Toledo, Barroetavena, Fernandes, Barros, &
Ferreira, 2016), polisacaridos (Li, 2017), antigenotéxicos (Aprotosoaie et al., 2017), proteinas

antitumorales (Zhou et al., 2017), anticancerigenos y antimicrobianos (Sadi et al., 2016).

Sin embargo, aun se desconoce si estos principales componentes pueden ser transportados a

nuestro organismo.

Especificamente, variados estudios indican que el contenido maximo de polifenoles que circulan en
sangre posterior a dos horas de ingerido corresponden a menos de 1uM, indicando entonces que
independiente del gran o menor contenido de polifenoles en Ramaria sp., lo importante es cuan
efectivo es el transporte del polifenol hacia el torrente sanguineo para producir un efecto biolégico,
por ejemplo, berries nativos como la Murtilla, son clasicamente descritos como ricos en
antioxidantes, sin embargo, para generar un efecto real como protector ante el estrés oxidativo son
necesarios 1.53 ygGAE/mL (ED50) en células endoteliales y 1.69 ugGAE/mL (ED50) para inducir
un efecto vasodilatador, a pesar que el contenido total de polifenoles corresponde a 2.696

ugGAE/mL, considerado un alimento con gran contenido de polifenoles(Jofré et al., 2016).

Cabe destacar, que los principales antioxidantes y componentes fendlicos que componen las
muestras de changles analizados en este estudio, son similares a los de berries y oftras frutas
clasicamente estudiadas como ricas fuentes de antioxidantes, por lo que estos resultados,
posicionan a los changles colectados en alguno de los sectores de la comuna de Carahue como

una buena fuente de polifenoles con una actividad antioxidante comprobada, esto podria darle a los
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changles cosechados en estos sectores, una caracteristica propia ya sea a los hongos frescos

como a los procesados, lo que deberia verse reflejado en la comercializacion.

3.5.- Actividad antimicrobiana de los changles colectados.
La capacidad antimicrobiana fue evaluada in vitro usando microorganismos de interés clinico como
Escherichia coli, Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus luego de 24 horas de crecimiento

bacteriano.

Los resultados sugieren que de las tres cepas evaluadas el mejor efecto antimicrobiano fue frente a
la cepa Listeria monocytogenes (Figura 14) donde de los 14 extractos evaluados 9 generaron
susceptibilidad en el crecimiento del microorganismo, siendo similar el efecto a 0.5 ug/mL de
Gentamicina (patrén estandar de la prueba). Los extractos de la muestra C6 y C14 demostraron
generar mayor capacidad antimicrobiana que Gentamicina inhibiendo el crecimiento del
microorganismo sin generar colonias con algun grado de resistencia, mientras que el extracto C1
mostro un efecto menor (77% de inhibicion) con respecto al control. Por otro lado, las muestras C8,
C9, C10, C11 y C13 no presentaron patrones que indiquen algun grado de inhibicion o afectacion
del crecimiento del microorganismo. Este efecto nulo de los extractos antes mencionados, fue
observado en Escherichia coli como también en los cultivos de Staphylococcus aureus (Figuras 15
y 16).

El efecto antimicrobiano observado en hongos comestibles ha sido reportado anteriormente en
otros estudios (Bala, A.B. Aitken, Fechner, Cusack, & Steadman, 2011; Giri, Biswas, Pradhan, C.
Mandal, & Acharya, 2012). Diferentes mecanismos de accién han sido propuestos como
responsables de la inhibicidon antibacteriana, siendo los flavonoides los principales agentes (en
mezclas complejas como extractos) que interfieren en la viabilidad de los microorganismos
(Cushnie & Lamb, 2005). Entre mecanismos destacan la inhibicién de &cidos nucleicos (Ohemeng,
Schwender, Fu, & Barrett, 1993), inhibicion de la funcién de la membrana plasmatica(Tsuchiya &
linuma, 2000) y disminucién del metabolismo energético (Haraguchi, Tanimoto, Tamura, Mizutani, &
Kinoshita, 1998). En este sentido, llama la atencidn que a pesar de demostrar presencia de
polifenoles en el contenido de los extractos C8, C9, C10, C11 y C13, estos no presentaron
actividad antimicrobiana. Esto podria ser explicado en el efecto sinérgico de estos flavonoides para

interactuar en diferentes blancos moleculares y potenciar el efecto antimicrobiano.
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Actividad antimicrobiana sobre Listeria monocytogenes
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Figura 14. Representacion grafica del analisis de capacidad antimicrobiana de Ramaria sp. sobre
cultivos de Listeria monocyfogenes. Los resultados corresponden a la inhibicién en

placa equivalente a 0.5 ug/mL de Gentamicina.

Actividad antimicrobiana sobre Escherichia coli
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Figura 15. Representacion grafica del analisis de la capacidad antimicrobiana de Ramaria sp.
sobre cultivos de Escherichia coli. Los resultados corresponden a la inhibicién en

placa equivalente a 0.5 ug/mL de Gentamicina.
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Actividad antimicrobiana sobre Staphylococcus aureus
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Figura 16. Representacion grafica del andlisis de la capacidad antimicrobiana de Ramaria sp.
sobre cultivos de Staphylococcus aureus. Los resultados corresponden a la inhibicion

en placa equivalente a 0.5 ug/mL de Gentamicina.

3.6.-Obtencion de micelio a partir de los carpéforos de changles colectadas.

Con el propésito de lograr obtener el micelio de muestras de changles que permitan realizar la
multiplicacion en condiciones controladas de laboratorio y evaluar la forma de domesticar esta
especie, se prepararon diferentes medios de cultivo, variando factores como el pH y nutrientes,
principalmente carbono. Los resultados de cultivo se muestran en las Figura 17, donde se observa
el desarrollo del micelio, usando medios de cultivo suplementado con azucares. De estos cultivos

se obtuvo el ADN y fue secuenciado, dando como resultado Ramaria sp. con un 100% de identidad.

De los aislamientos realizados, el tejido vegetativo del hongo se desarrolla de manera normal, con
crecimiento rastrero hasta alcanzar el maximo de cobertura en la placa de cultivo, posterior a esto,
el micelio incrementa su volumen y se transforma en micelio aéreo con forma algodonosa (Figura
17). Al evaluar el crecimiento radial por dia, se observé que los medios de cultivos minimos
suplementados con glucosa, permiten el crecimiento del hongo por sobre los suplementos sucrosa
y el medio de cultivo Harina T, mientras que la fructosa presenté un peor desempefo en la

velocidad de crecimiento radial del hongo (Figura 18).
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Figura 17.- Micelio aislado en medio de cultivo APD acidificado. Fotografia de aislados con cinco

dias de crecimiento.
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Figura 18. (A) analisis del crecimiento radial del micelio de Ramaria sp. en diferentes medios de
cultivos minimos suplementados con Fructosa, Sucrosa, Glucosa y Medio de cultivo
Harina tipo T. (B). Imagen representativa del crecimiento radial del micelio de Ramaria
sp. en medio minimo suplementado con glucosa. Cambio de coloracion indica el

crecimiento radial del micelio sobre el agar.
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3.7.- Caracterizacion del micelio de changle obtenido in vitro.

Los aislamientos obtenidos desde los basidiocarpos y purificados en medios minimos
suplementados con glucosa (como mejor suplemento) fueron caracterizados segun su forma y
subestructuras por distintos métodos. En primera instancia, Las basidiésporas obtenidas desde la
capa mas externa del basidiocarpo, fue evaluada en el microscopio de barrido (SEM) para
determinar la localizacion de este material reproductivo. Se observo que las muestras presentaban
una gran cantidad de basidiosporas sobre el tejido vegetativo (Figura 19A), estas, posicionadas
principalmente sobre una capa de surcos de diferente espesor permitiendo la exposicion de las

células hacia el exterior (Figura 19B).

La externalizacion de las basidiésporas en el tejido es aleatoria, se observan segmentos en lo que
no aparecen células, especialmente los segmentos mas profundos del tejido (Figura 19C). A
medida que estas células son externalizadas queda en evidencia la presencia de pequenos orificios
por donde las basidiosporas son transportadas desde la matriz hacia el exterior del basidiocarpo,
donde principalmente son propagadas por el viento para la colonizacion rizosférica contigua
(Figura 19D).
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Figura 19: Microscopia electrénica de barrido de Ramaria sp. En A; basidosporas. En B; pliegues

de posicionamiento de basidiésporas. En C; ordenamiento aleatorio de externalizacion

de basididsporas. En D; pliegues y orificios de externalizacion de basidiosporas.

La produccién principal de micelio propagativo en placas de medio minimo suplementado fue
partiendo desde basidiosporas. La posterior propagacion y evaluacion de pureza fue realizada por
una tincion azul-fluorescente HOESCHT, sonda permeable a la membrana y que se une
irreversiblemente a los nucleos celulares. El objetivo de este andlisis es caracterizar el micelio en
busca de septos y nucleos en pares como principales caracteristicas de micelios de basidiomicetes.
En este analisis observamos que la sonda HOESCHT marca irreversiblemente los ntcleos de los
micelios, principalmente en pares (Figura 20A, flecha blanca) y separadas por septos.
Sorprendentemente, el marcaje también fue observado en los septos en todas las muestras
evaluadas (Figura 20B), a nuestro entendimiento, este efecto es un artefacto de la técnica, ya que
esta sonda ha sido utilizada como referente en el marcaje de ADN y no de compartimentos

celulares o estructuras complejas.
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Figura 20. Marcaje fluorescente con Hoescht 33254. En A; flecha blanca indica la presencia de
nucleos de fluorescencia intensa separado entre los septos del micelio. En B; flecha

blanca indica septos.

3.8.- Elaboracion del inéculo de changle.

Teniendo el micelio de changle puro, se iniciaron las pruebas para obtener la semilla del hongo,
multiplicandolo en diferentes tipos de arroz como sustrato, los que incubados a 28°C en oscuridad
y 80% de humedad, permitieron observar la colonizacién del micelio sobre los granos de arroz
aproximadamente a los 10 dias (Figura 21). Transcurrido el tiempo de incubacién, se descartaron
los sustratos que contenian arroz integral cocido, debido a la baja propagacion del micelio como
consecuencia de la consistencia viscosa adquirida por el arroz tras su coccion y autoclavado.
También fue descartado el sustrato que contenia arroz integral crudo, debido a que presentaba una
gran tendencia a contaminarse con levaduras, que impiden la colonizacion completa por parte del
hongo. Mientras que el sustrato preparado con arroz blanco, presentd la colonizacién completa de
los granos luego de 10 dias de incubacion y no se encontraron otros contaminantes al momento de

evaluar la pureza del micelio en el sustrato.
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Figura 21- Sistema de arroz montado como sustrato con 24 horas de inoculado para la produccién

de micelio de changle.

3.9.- Propagacion y fructificacion en sustrato del in6culo de changle.

Una vez obtenida la semilla del hongo en arroz, se buscé obtener una mezcla de sustrato para la
propagacion de la semilla de changle y a la vez donde se pudiera obtener los cuerpos fructiferos
del hongo. Para esto la semilla obtenida, de acuerdo a los descrito en el punto 3.8, se mezclo con
los diferentes sustratos para su fructificacion en proporcion 1:2 (250 g de arroz colonizado y 500 g
de sustratos S1, S2, S3, S4), los cuales fueron incubados a 28°C por 15 dias, cada uno con 10
repeticiones. Luego del tiempo de incubacioén, los sustratos S1 (Fibra de coco) y S2 (Biofert) fueron
descartados, debido a que no presentaban crecimiento del micelio luego del periodo de incubacion.
Junto a esto el sustrato S4 también fue descartado por presentar contaminacién ambiental con
Penicillium sp. y Trichoderma sp., por lo tanto, las evaluaciones posteriores fueron realizadas en
base al sustrato que contenia la mezcla de trigo y arroz. Esta mezcla, fue dividida en dos grupos:
Grupo A) Sustrato para Fructificacion en plantas trampa y Grupo B) Sustrato para fructificacion sin
plantas trampa. Para el grupo A, una vez propagado el micelio, fue inoculado en la raiz de cinco
plantas de Nothofagus oblicua (hualle), donde transcurridos aproximadamente 7 meses desde la
inoculacion se podran evaluar si la inoculacién fue efectiva observandose la formacion de

ectomicorrizas y luego de 1 a 2 afios se podran evaluar la produccion de carpoforos en las plantas.

Por otra parte, para el Grupo B, luego de la propagacion del micelio en sustrato, se evalu6é por

entre 15 y 30 dias la aparicion de primordios, sin embargo, fue imposible establecer la aparicion de
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cuerpos fructiferos a partir de esta metodologia. Esto se debe a que los hongos del género
Ramaria, crecen formando asociaciones micorricicas principalmente con especies del género
Nothofagus sp. y Pinus sp. Donde dentro de esta asociacion benéfica, el hongo entrega a la planta
fésforo asimilable, nitrégeno y oligoelementos, mientras que la planta otorga al hongo el ambiente
optimo en pH, humedad y temperatura para su crecimiento, ademas de un 20% de carbono usado
por el hongo para la formaciéon de carpéforos (Heinonsalo, Juurola, Linden, & Pumpanen, 2015;
Roman, 2000; Terrer, Vicca, Hungate, Phillips, & Prentice, 2016). Por lo tanto, no se puede
establecer un método de fructificacion del hongo en sustrato sin la interaccion del micelio con la
planta, por lo que se sugiere seguir indagando en metodologias de micorrizaciéon para elaborar
protocolos de crecimiento especificos para especies del género Ramaria sp., teniendo en cuenta
las caracteristicas nutricionales y fisicoquimicas del suelo para su desarrollo y posterior

fructificacion.

Informe técnico final
V 2018-06-29
Pag. 80



4.- Conclusiones

1.- De los sectores muestreados se recolectaron 16 muestras de changle que presumiblemente

eran Ramaria flava.

2.- Las caracteristicas morfolégicas de color y textura difieren entre las muestras colectadas las que

pueden agruparse en cuanto a color en amarillas, cafés, burdeo, naranjo y rosado.

3.- Los resultados de las secuenciaciones indican que ninguna de las muestras corresponde a
Ramaria flava, dos de las muestras corresponderian a Ramaria indeterminada o bien, a

especies que no han sido descritas anteriormente.

4.- Las muestras C3 y C1 mostraron una baja similitud de secuencias con la base de datos,
demostrando ser géneros no reportados anteriormente, lo cual es un importante aporte de este
trabajo de investigacion, que debe ser registrado, ya que demuestran ser, segun este estudio,

Unicas en su tipo.

5.- los resultados muestran que existen diferencias significativas en el contenido de polifenoles y
antioxidantes con valores de algunas muestras que superan incluso a las frutas con mayor

contenido de polifenoles y actividad antioxidante, como el arandano.

6.- Los resultados de la actividad antimicrobiana sugieren que de las tres cepas evaluadas el mejor
efecto antimicrobiano fue frente a la cepa Listeria monocytogenes, donde de los 14 extractos
evaluados 9 generaron susceptibilidad en el crecimiento del microorganismo, siendo similar el

efecto a 0.5 pg/mL de Gentamicina utilizado como patrén estandar de la prueba.

7.- El crecimiento del hongo en los medios de cultivos minimos suplementados con glucosa,
permitieron el crecimiento del micelio de changle, superando el crecimiento obtenido en los
medios suplementados con sucrosa y también del medio de cultivo Harina T. En los medios
suplementados con fructosa fue donde el hongo tuvo el peor desempefo en la velocidad de
crecimiento.

8.- Los resultados obtenidos indican que el changle seria un hongo medianamente exigente en sus
requerimientos nutricionales, aunque son basicos son esenciales, como la glucosa, lo que le
permite el desarrollo de micelio solo en 5 dias a diferencia de en otros medios donde el micelio

es muy pobre y se tarda una semana.
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9.- La caracterizacion del micelio obtenido in vitro fue corroborado por secuenciaciéon y microscopia
SEM y de fluorescencia, corroborando que efectivamente corresponde al género Ramaria, no se

ha podido determinar la especie.

5.- Proyecciones

1.- El determinar que en las 16 muestras de changles obtenidas en 5 sectores de la Comuna de
Carahue existe una amplia diferencia tanto morfoldgicas, como de color y textura, lo cual
también sucedio en analisis moleculares realizados, y en las determinaciones de polifenoles
totales y actividad antioxidante y antimicrobiana, amerita que estos importantes Recursos
Forestales No Madereros continden siendo investigados, por un lado para preservar este
patrimonio, que cada afo se ve disminuido y por otro ladopara darle a los lugarefios un

producto con caracteristicas propias que podrian producir.

2.- La obtencién de micelio bajo condiciones in vitro ha sido un gran paso para lograr domesticar
este importante recurso forestal, ahora se requiere continuar investigando para lograr el

desarrollo de los cuerpos fructiferos del hongo.

3.- La Sala de Minimo Proceso, que con este proyecto quedo instalada, requiere que se le de un
buen uso por parte de la Agrupacién de Recolectores de Changle, lo cual a su vez requiere del
apoyo cientifico y econémico para continuar el proceso y lograr que esta agrupacién tenga junto

a esta una sala de ventas.

6.- Recomendaciones

1.- Que exista la forma de lograr una continuidad de los proyectos.
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ANEXO 2

OBJETIVO 2
1. CHANGLE CONGELADO

De acuerdo a la Norma General del Codex para hongos comestibles, define este proceso
como sigue: Los hongos comestibles frescos de una sola especie que, luego de ser
limpiados, lavados y blanqueados, se someten a un proceso de congelaciéon en una
instalacion apropiada y que se ajusta la temperatura de tal manera que el producto
finalmente alcance una temperatura en su centro entre -18 y -22° C.

Las pruebas de congelacion realizadas en el Instituto de Agroindustria, se realizaron en un
congelador doméstico vertical. Primeramente se limpié el Changle, se clasificaron por
tamarno y dafos fisicos presentes y posteriormente se envasaron en bandejas de plumavit,
cubiertas con alussa film plastico transparente y etiquetadas, luego siendo puestas en el
congelador. Los dias siguientes se fue observando el comportamiento del Changle a las
bajas temperaturas, no existiendo cambio de coloracién aparente, ni ninguna caracteristica
extraia a la vista. Sélo en algunos casos, se evidencia un pequefio cambio de coloracion,
el cual torna de café claro (color original) a una muy leve coloraciéon café un poco mas
oscura.

Evaluacién Sensorial: Luego de pasado 3 meses, sin existir ningun cambio organoléptico
aparente en las setas, se realizaron pruebas sensoriales, donde se evalué sabor y textura,
parametros de importancia luego de cualquier proceso y se determiné que luego de
descongelar y preparar (solo salteado en aceite) los hongos pierden su textura turgente, y
el sabor disminuye sélo un poco su intensidad. Es importante destacar que todo vegetal o
fruta que haya pasado por un proceso de congelacién siempre pierde en mas o menos
intensidad sus caracteristicas sensoriales, como sabor y textura principalmente.

Etiquetado Nutricional: También se realizaron analisis de composicién nutricional para
elaborar las etiquetas del este producto cumpliendo toda la normativa de etiquetado
vigente en Chile en el Reglamento Sanitario de los Alimentos.
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1.1. LINEA DE FLUJO CHANGLE CONGELADO.
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1.2.FOTOS DE CHANGLE CONGELADO.
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4. CHANGLE EN CONSERVA.

Conserva es aquel producto que generalmente esterilizado, permanece sin contaminarse
a temperatura ambiente durante largos periodos de tiempo (1 a 2 afos), preparado en
recipientes metalicos, de vidrio, o de plastico, que tiene cierre hermético y ha sido sometido
a un tratamiento que debe garantizar la destruccion de todas las formas bacterianas
vegetativas o esporuladas y de cualquier enzima.

En este caso se desarrollé el protocolo de conservas acidas, las cuales son aun mas
seguras, ya que al utilizar un liquido de gobierno o cobertura en base a agua y vinagre, le
otorga un pH acido al producto, lo cual lo hace mas seguro, debido a que la acidez es una
barrera para el crecimiento de microorganismos patdgenos y ademas con el tratamiento
térmico aumenta la seguridad e inocuidad del producto final.

Evaluacién Sensorial: Luego de pasado 3 y 6 meses, sin existir ningin cambio aparente
en las setas envasadas, se realizaron pruebas sensoriales, donde se evalué color, sabor y
textura, se determiné que el Changle pierde aproximadamente un 50% su textura
comparado con producto fresco, esto debido al escaldado previo y al tratamiento térmico
final realizado con envase. El sabor y color fueron muy bien evaluados, ya que el sabor se
acentua con la mezcla de vinagre-agua-sal y el color por el efecto antioxidante del vinagre
se mantiene un café claro y sin manchas, otorgando al producto una excelente apariencia
visual para el consumidor.

Etiquetado Nutricional: También se realizaron analisis de composiciéon nutricional para
elaborar las etiquetas del este producto cumpliendo toda la normativa de etiquetado
vigente en Chile en el Reglamento Sanitario de los Alimentos.
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2.1 LINEA DE FLUJO CONSERVA DE CHANGLE.

Recoleccién de Changle

v

Transporte a sala de proceso

v

Recepcion y Seleccion ——pp |  Almacenamiento

. '
- Escaldado en vinagre y agua |-

v
Llenado de frascos

v

Liquido de cobertura y tapado de frascos

v

Tratamiento térmico

v

Enfriado

.

Chequeo de vacio

v

Etiquetado
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2.2 FOTOS CHANGLE EN CONSERVA
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3. CHANGLE DESHIDRATADO

Se entiende por hongos deshidratados, desecados o secados al producto obtenido por
desecacion de hongos comestibles de una sola especie o0 mezclas de éstos, ya sean
enteros o en lonjas.

El secado de los hongos es una técnica de conservaciéon que generalmente es utilizada
cuando los mercados son muy lejanos o cuando son para utilizarlos posteriormente en otro
tipo de alimentos, ademas para este tipo de proceso no se necesitan hongos de alta
calidad como si lo requiere el estado fresco y en segundo lugar el congelado.

Para este proceso se utilizd un secador de bandeja con circulacién de aire forzado, que
cuenta con 5 bandejas circulares y la fuente de calor es corriente eléctrica. La temperatura
alcanzada para el deshidratado era de 50° C por 6 horas, obteniendo un producto con 8 %
de humedad, siendo muy efectivo el deshidratado.

Evaluacion Sensorial: Luego de pasado 3 meses, sin existir ningin cambio organoléptico
aparente en el producto deshidratado y envasado, se realizaron pruebas sensoriales,
donde se evalué sabor, aroma y textura, parametros de importancia luego de cualquier
proceso y se determiné que luego de deshidratado y envasado el Changle mantiene un
aroma y sabor intenso y textura crujiente. Al momento de rehidratar con agua, pierde su
textura, pero mantiene intensidad de sabor y aroma.

Etiquetado Nutricional: Se realizaron analisis de composiciéon nutricional para elaborar
las etiquetas del este producto cumpliendo toda la normativa de etiquetado vigente en
Chile en el Reglamento Sanitario de los Alimentos.
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3.1. LINEA DE FLUJO DE CHANGLE DESHIDRATADO.
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3.2 FOTOS DE CHANGLE DESHIDRTADO

Informe técnico final
V 2018-06-29
Pag. 94



4. PASTA DE CHANGLE.

La pasta de Changle corresponde a un tipo de conserva vegetal, la diferencia es que este
caso el Changle junto con los vegetales y condimentos estan todos formado una emulsion
coloidal al procesarse en una licuadora. Esta mezcla debe agregarse un conservante
sorbato de potasio para asegurar su conservacion debido a que su pH es mayor a 4,6.
Este producto ademas, del conservante debe aplicarse un tratamiento térmico en
autoclave a 120°C por 10 minutos. Con esto aseguramos la vida util del producto por 1
afo.

Evaluacion Sensorial: Luego de transcurrir 6 meses, sin existir ningun cambio aparente
en el producto envasado, se realizaron pruebas sensoriales, donde se evalud color, sabor,
aroma y textura (untuosidad), el panel de expertos determind que el producto posee un
sabor y aroma agradable y caracteristico del Changle, acentuado con la incorporacion de
algunos condimentos. La textura que presenta el producto es muy adecuada para
consumir con pan o galletas y muy suave al paladar.

Etiquetado Nutricional: Se realizaron analisis de composicién nutricional para elaborar
las etiquetas del este producto cumpliendo toda la normativa de etiquetado vigente en
Chile en el Reglamento Sanitario de los Alimentos.
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4.1 LINEA DE FLUJO DE PASTA DE CHANGLE
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4.2 FOTOS DE PASTA DE CHANGLE.
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ECRSS e Municipalidad de Carahue ~ CEEEN

ANEXO 3

OBJETIVO 2

DIARIO OFICIAL \% |

DE LA REPUBLICA DE CHILE ..
Minscrerio del Intenor y Segundad Publica SECCION

MARCAS, IGDO. PATENTES DE INVENCION, MODELOS Y DISENOS INDUSTRIALES
Pagns 1 de l

Nam 42184 Viemes 19 de Octubre de 2018

Marcas v Patentes

CVE 1478660

MARCA COLECTIVA DE PRODUCTOS

Solicitud: 1.285982.- RECOLECTORES DE CHANGLE DE CARAHUE. CHILE.-
Denominativa: CHOZ .- Marca Colectiva de P&S: Setas u hongos (procesados enteros yio
fraccionados en conserva, transformados en salsa y/o pasta, deshidratados enteros v'o molidos).,

de la clase 29.
Fecha de pago de publicacion: 12 de Octubre de 2018.
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Municipalidad de Carahue ~ “EEEM

ANEXO 4
OBJETIVO 2

UNIVERSIDAD DE LA FRONTERA
Instituto de Agroindustria

INFORME DE ENSAYO
AREA ALIMENTOS Y AGUA
N°452/18
;T-soiom""";d o 128662 1
_Fecha recepcion 26-03-2018 !
Fecha informe 19042018
Pagina  Jlge2

1. IDENTIFICACION DEL CLIENTE

[Empresa [~ - ]
[ Atencién | Karin Basaul Mufioz - o o !
| Direccion |~ " [Fonoffax | .
| Ciudad A] - | RUT !

2. IDENTIFICACION DE LA MUESTRA

‘Muestra Changle Congelacc | Tipode muestra___| Alimanto
(26603 (266621 _ |N°demuestas | 112
| Responsable muestreo [ Cliente |
| Fecha_muestreo 05-05-2017 ~ 'Horamuestreo  [sfi _hrs.
| Fecha ingresoc 26-03-2018 | Horaingreso | 11:00hrs. |
| Punto de muestreo Campo Lonquimay — Proyecto Lieuque
3. RESULTADOS S S W . o
"PARAMETRO METODOLOGIA i FECHA [ UNIDAD RESULTADO
‘ ANALISIS
Gravimetria, secado a 100+/- | r i N h 1
2°Cx 1° periodo ‘3 hrs ; 2° .
| HUMEDAD periodo 2 hora hastapeso | 2038 | * 8528
. |constante()(1) ! !
MATERIA GRASA _ Grasa total  (2)(5) ! 02/04-04-2018 2 % 0.4§
PROTEINA (Nx6,25) | Kielsht ()5 I 27032018 J % 5.01
FIBRA CRUDA Hidroisis dcide-aicalina (5) | 05042018 | % 269
1 & Gravimetria, caicinacion a ” | =
| CENIZAS 550-425 C (B)5) | 2728032018 | % 0,62
| EXTRACTO NO ; ) [ f —
NTROGENADD | FImR®® I - * A
Kcalorias Formula Atwater (7) | na Kclr100g 47,94
- T
SR Absorcién Atdmica (5)(8) | 1819042018 mgit00g | <4

http://agroindustria.ufro.cl
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UNIVERSIDAD DE LA FRONTERA
Instituto de Agroindustria

INFORME DE ENSAYO

AREA ALIMENTOS Y AGUA
N°452/18
"N soiciud 26662 1
_Fecha recepcian _ 26032018 |
Fecha informe 19-04-2018
Pagina 2de2

OBSERVACIONES:

(1) ME-711-02-023.Determinacicn de humedad en alimentos ,Método de estufa universal y/o estufa al vacio
{2) IT.LBA-02 Determinacién de materia grasa con hidrélisis acida
(3) IT.LBA-01 Determinacion de proteina

(4) Calculo por diferencia entre 100% y la sumatoria de: humedad ,materia grasa, proteina, fibra cruda y

cenizas

(5) Resultados expresados en base Himeda

(6) ME-711.02.011 ISP 2014.Determinacion de cenizas totaies en Alimentos . Método Gravimetrico

(7) Formula Atwater, sumatona de. ( 9* grasa+ 4* proteina +4*exiracto no nitrogenado)- Ciencia y
Tecnologia de los Alimentos Hermann Schmidt- Hebbel
(8) IT.LBA-04.v2 Determinacién de sodio
* Limite de cuantificacion para este ensayo
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UNIVERSIDAD DE LA FRONTERA
Instituto de Agroindustria

INFORME DE ENSAYO

AREA ALIMENTOS Y AGUA
N°453/18
;1‘ solicitud 26662
Fecha recepcion 268-03-2018
Fecha informe 13-04-2018 ]
| Pagna [ 1de2

1. IDENTIFICACION DEL CLIENTE

Empress | '
Atenci6n Karin Basaul Mufioz
Direccién ) S Fono/Fax
Ciudad o RUT
2. IDENTIFICACION DE LA MUESTRA o _
Muestra Changle en conserva [ Tipo de muestra Alimento }
26603 26662-2 | N° de muestras 2/2 ]
Responsable muestreo Cliente o B o
Fecha muesireo 05-11-2017 | Hora muestreo [sfi nrs.
Fecha ingreso 26-03-2018 | Horaingreso | 11:00 hrs.
Punto de muestreo Planta Piloto Ufro. o ]
3. RESULTADOS -
PARAMETRO METODOLOGIA FECHA UNIDAD RESULTADO
ANALISIS
Gravimetria, secado a 100+/-
2°Cx 1° periodo :3 hrs ; 2°
HUMEDAD periodo 2 hora hasta peso 27-03-2018 % 89,20
(1) 1 %
MATERIA GRASA Grasa fotal  (2)(5) 02/04-04-2018 % 0,75
PROTEINA (Nx6,25) | Kedant - (3 () 27032018 % 3,26
FIBRA CRUDA Hidrélisis 4cida-aicalina (5) 05-04-2018 % 1,81
- Gravimetria, calcinacion a
CEN!ZASA 550./+25 C (6)5) 27/28-03-2018 % el 0,8
EXTRACTO NO :
NITROGENADO Férmuia (4) (5) na % 418
Kcalorias Formula Atwater (7) na Kcl/1G0g 36,51
SODIO” i ol
Absorcion Atémica (5)(8) 06/12-04-2018 mg/i100g 148,9

http://agroindustria.ufro.cl
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UNIVERSIDAD DE LA FRONTERA
Instituto de Agroindustria

INFORME DE ENSAYO

AREA ALIMENTOS Y AGUA
N°453/18
Fecha recepcion 26-03-2018
Fecha informe 13-04-2018
Pagina 2de2
OBSERVACIONES:

(1) ME-711-02-023.Determinacion de humedad en alimentos ,Método de estufa universal y/o estufa ai vacio
(2} IT.LBA-02 Determinacion de materia grasa con hidrdlisis acida
(3) IT LBA-01 Determinacién de proteina

(4) Calculo por diferencia entre 100% y la sumatoria de: humedad ,materia grasa, proteina, fibra cruda y

cenizas

(5) Resultados expresados en base Humeda

(6) ME-711.02 011 ISP 2014 Determinacion de cenizas totales en Alimentos . Método Gravimetrico

(7) Formula Atwater, sumatoria de: { 9* grasa+ 4* proteina +4"extracto no nitrogenado)- Ciencia y
Tecnologia de los Alimentos Hermann Schmidt- Hebbel
(8) IT LBA-04.v2 Determinacién de sodio
*Ensayos acreditados segin Nch17025
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OBJETIVO 2
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V 2018-06-29

CHILE LO FI *‘/ﬁ%

HACEMOS U =/ NG
TODOS ,im = ' e >

ANEXO 5

CHOZ

Changle
congelado

Conservacion y duracion mantener s -18°C
en ¢ congeador gel refrigerador, hasta su
consume. S se descongela, consumalo durante
el dia, no vuehva a congelar. Consumir antes de
la feche de vencimienio del envase

Ingredientes. Criingle lenirmda  Eksborado y
{N‘O‘W.}CC& NUTRICIONAL

aratis, Hegin
a Araucania

Conteryda neto 1 ) Arsaania
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Ingredientes
Changle deshidratado.

INFORMACION NUTRICIONAL , » - f’\\
Poreyr haraois picada {159 B
0g 1 Porcitr ',ASOGACC\& DE & RECOLECTORES ‘i

DE CHANGLE DE CARAHUE

Loz,

. Changle
deshidratado

Contenido neto 35 g
Duracion: Consumir antes
de la fecha de vencimiento
del envase.

Caonservar en un lugar fresco
y Seco.

Ingredientes: Changle,
agua, vinagre blanco de
alcohol y sal

INFORMACION NUTRICIONAL

P~

DEC LE DE CARAHUE

S

Changle
en
conserva

Modo de uso:Usela en la
preparacion de salsas,
estofados, carnes y
también para acompanar
pastas y guisos. Hidratar
el contenido en dos tazas
de agua por 2 horas antes
de usar.

Elaborado y envasado por
Asociacion de recolectores
de Changle de Carahue.
Alcalde Floody 310,
Carahue, Region de la
Araucania, Chile

Res. Sanitaria N

Seremi Salud Araucania

Modo de uso
Producto listo para
consumir.

Duracion: Una vez abierto
el envase mantener
refrigerado y consumir
antes de 5 dias.

Elaborado y envasado por:
Asociacion de recolectores
de Changle de Carahue.
Alcalde Floody 310,
Carahue, Region de la
Araucania, Chile.

Res. Sanitaria N

Seremi Salud Araucania
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In%redientes Changle
cebolla, aceite, ajo, agua,
vinagre blanco de alcohol,
y sal.

INFORMACION NUTRICIONAL

il

Contenido neto 250 g
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LE DE CARAHUE

SHoe.

Pasta
de
Changle

Modo de uso
Producto listo para
consumir.

Duracién: Una vez
abierto el envase
mantener refrigerado y

consumir antes de 5 dias.

Elaborado y envasado por
Asociacion de recolectores
de Changle de Carahue.
Alcalde Floody 310,
Carahue, Region de la
Araucania, Chile

Res. Sanitaria N

Seremi Salud Araucania
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ANEXO 6

OBJETIVO 4
Lista de asistencia
Curso Buenas Practicas de Recoleccidn {parte practica)
7-06-2017
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Lista de asistencia

Curso Buenas Pricticas de Recoleccién (parte practica)

7-06-2017
' Nombre N ; . RUT T - B Firma 1
i i f
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“RESCATE Y PROTECCION DE RAMARIA FLAVA (CHANGLE) PARA FORTALECER LA PRODUCCION, COMERCIALIZACION. IDENTIDAD Y
USOS GASTRONOMICOS EN LA CORDILLERA DE LA COSTA DE LA COMUNA DE CARAHUE™
Lista de Asistencia
TALLER BUENAS PRACTICAS DE RECOLECCION DE HONGOS SILVESTRES
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ANEXO 8

OBJETIVO 4

¢

TMESCATE ¥ PROTECTION Of RAMARIA FLAVA [CHANGLE) PARA FORTALECER LA PRODUCC:ON.
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ANEXO 10

OBJETIVO 4
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OBJETIVO 4

ESPECIFICACIONES TECNICAS.

Proyecto Médulo para procesamiento del changle
Unidad mandante: Instituto de Agroindustria — Universidad de la Frontera
Unidad Técnica: Division de Infraestructura — Universidad de la Frontera.

1. CIERRE PERIMETRAL
Se considera un cierre perimetral con placas de hormigén microvibrado tipo pandereta en los
deslindes oriente, poniente y sur. En tanto para el deslinde norte se consulta cerco metalico.

2. LIMPIEZA DE TERRENO
Se efectuara un escarpe de la capa vegetal en el area de emplazamiento del médulo.

3. FUNDACIONES
Se consulta fundaciones tipo aisladas con utilizacién de dados de hormigdn prefabricado.

4. OBRA GRUESA

La obra gruesa de la edificacion se realizara por medio del sistema modular, considerando construir
en fabrica los paneles para estructuras de piso, muros perimetrales, muros interiores y estructura
de techumbre.

4.1 Estructura de piso:
Se consulta envigado metalico con perfil canal de 150 x 100 x 3 mm montado sobre dados de
fundacion. Sobre el envigado se instalara placa de terciado estructural de 18 mm.

4.2. Estructura de muros.

Tanto para muros perimetrales como para muros interiores se considera paneles de perfil de
metalcom de 90 mm de espesor, a instalarse segun plano. Los muros seran revestidos con placa
tipo OSB de 9,5 mm en ambas caras.

4.3. Estructura de techumbre.

Se consulta cerchas prefabricadas de metalcom de 90 instaladas a un agua segun disefio. Las
costaneras seran de perfil de metalcom de 50 mm sobre la cual se instalara placa tipo OSB de 9,5
mm y aislacion con fieltro de 10 Lbs.

5. CUBIERTA

Sobre estructura de techumbre se instalara planchas de zinc alum acanalado de 0.4 mm de
espesor con traslape de 2 ondas y sus respectivas hojalaterias en forros de coronacion, forros
laterales y canaletas de desarrollo 0.50 mts.
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6. REVESTIMIENTO EXTERIOR
Se consulta revestimiento exterior de muros perimetrales con planchas tipo instapanel PV4
instaladas sobre aislacion de fieltro de 10 Lbs.

7. REVESTIMIENTOS INTERIORES

7.1. Revestimiento de muros-

Se consulta revestimiento con plancha de yeso carton de 10 mm para muros. En zona de bafos se
consulta plancha de yeso cartén R.H. de 15 mm.

7.2. Revestimiento de pisos.
Para pisos interiores se considera revestimiento lavable en todos los espacios.

7.3. Revestimiento de cielos.
Bajo estructura de techumbre se instalara cielo raso revestido con planchas de yeso cartén de 10
mm.

8. PINTURA
8.1. Pintura exterior.
Para muros exteriores se aplicard 3 manos de pintura latex sobre previa preparacion de superficie.

8.2. Pintura interior.
En muros y cielos interiores se aplicaran 2 manos de esmalte al agua sobre una mano de latex
aparejo y previa preparacion de superficie.

9. PUERTAS Y VENTANAS

9.1. Puertas.

Para acceso principal, vestidor, bafio y salida posterior se consultan puertas de tipo atablerada. En
puerta divisoria entre area limpia y area sucia se considera puerta de aluminio medio cuerpo
vidriado.

9.2. Ventanas.
Las ventanas seran de aluminio con un pafo fijo y una hoja proyectante color mate.

10. SERVICIOS HIGIENICOS
Se consulta instalar lavamanos, inodoro y ducha en sala de bafo. En zona de area sucia se
consulta la instalacion de fuentén o lavafondo.

11. RED DE AGUA Y ALCANTARILLADO

Las redes de agua potable y alcantarillado se efectuaran segun proyecto elaborado para la
especialidad basado en reglamento R.I.D.A. Las instalaciones exteriores se efectuaran de acuerdo
a certificados de factibilidad de la empresa de servicios sanitarios.

12. ELECTRICIDAD
Las instalaciones eléctricas interiores se efectuardn segun proyecto elaborado para la
especialidad. El empalme se realizara segun lo establecido en el certificado de factibilidad.

13. INSTALACIONES DE GAS

13.1. Acceso

Se considera la construccién de pavimento tipo acera peatonal para facilitar el transito hasta el
acceso al médulo.

13.2. Limpieza.

Se debera realizar la limpieza del recinto, con el retiro de todos los escombros. Ademas se
considera limpiar la superficie de terreno hasta la puerta de salida del area sucia para facilitar el
transito vehicular.
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14. RECEPCION MUNICIPAL
Los tramites administrativos para obtener recepcidn municipal estaran a cargo de la unidad
mandante (Instituto de Agroindustria de la Universidad de la Frontera).

Samuel Garcia Gatica

Arquitecto
Division de Infraestructura
Universidad de la Frontera
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ANEXO 19

OBJETIVO 4

En el contexto de la asesoria de obtencion “RESOLUCION SANITARIA SALA PROCESO DE
CHANGLE “se entrega el presente informe que detalla las actividades desarrolladas por el
profesional asesor Sra. Ana Maria Mora.

Este informe describe el trabajo desarrollado hasta el ingreso de la carpeta de Agua Potable y
Alcantarillado en la Empresa Aguas Araucania de la sala de changle, para su posterior ingreso de
antecedentes ante la Seremi de Salud en la oficina ubicada en la Comuna de Imperial y autorizar
la SALA DE PROCESO DE CHANGLE.

Objetivo General
Implementar asesoria para la obtencion de Resolucion Sanitaria de alimentos, para que ésta pueda

funcionar dentro de la normativa de la Seremi de Salud.

Objetivos Especificos
- OE1. Recopilar y preparar antecedentes

- OE2. Elaborar documentos y preparar carpeta

Descripcion de la Asesoria

Esta Asesoria contempld el desarrollo de diversas actividades, las cuales se detallan a
continuacion:

1.-Ingreso de carpeta a la oficina de Aguas Araucania: De forma personal en el mes de junio el
dia 29-06-18 se ingresa la carpeta que reune todos los antecedentes del proyecto en Agua Potable
y Alcantarillado, de la sala de proceso para su revision el dia 4 de julio del 2018 se devuelven los

antecedentes con observaciones por parte de la empresa revisora.

1.- La cual indica que debe adjuntar los planos de arquitectura de la sala y el permiso de
edificacion.

Se reingresa el proyecto de forma personal el dia 13-11-2018 y se encuentra en la etapa de
revision fecha maxima de respuesta por parte de la empresa el 18-12-18.

Para su posterior aprobacion de los proyectos mencionados anteriormente y hacer los trabajos en

terreno que corresponden de permisos de romper calles y hacer atraviesos para la conexién de
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agua potable a la red publica, en el caso del alcantarillado deben conectarse al colector publico
que pasa por fuera de la sala de changle, de igual forma en ambos casos deben cancelar los

permisos que corresponden en vialidad este item esta coordinado con la empresa contratista.

2.- Ingreso carpeta servicio de salud: Este proceso no se puede realizar hasta obtener los
certificados del saneamiento basico.

Posterior al tramite antes mencionado, se deben recopilar los documentos para el proyecto de
Resolucion sanitaria de sala proceso de changle.

Se solicitara documentacion cuando esté completamente equipada la sala de changle con lo
mencionado anteriormente, para su posterior ingreso na la SEREMI DE SALUD DE IMPERIAL, y

obtener la Resolucién de Funcionamiento de la sala de proceso.

Ana Maria Mora Parada

Coordinadora y Gestora de Proyectos Sanitarios
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