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II. RESUMEN EJECUTIVO

El proyecto Trufas made in chile: posicionamiento de la truficultura chilena como actor
relevante en los principales mercados internacionales, se realiz6 durante un periodo de
tres afos, (periodo 2012-2015) donde se desarrollaron todos los objetivos y actividades
propuestos en las diferentes etapas de gestion.

Dentro de los principales logros obtenidos, se establecié una mesa de trabajo compuesta
por los principales actores que participan de forma directa en este rubro: SAG, Agrobiotruf
s.a, ATCHILE y Universidad catdlica del Maule, definiendo los principales problemas y
oportunidades para el género Tuber a nivel nacional, desarrollando estrategias que
permitan posicionar la truficultura a nivel nacional como un cultivo agroforestal y
fomentando la redaccion de resoluciones que resguarden la inocuidad de nuestro
producto, posicionando a chile como un pais exportador de trufa fresca certificada de alta
calidad.

En conjunto con la Universidad catélica del Maule se establecieron los marcadores
moleculares especificos para diferentes tipos de Tuber y hongos competidores existentes
en truferas nacionales, permitiendo identificar las especies en estudio, obtenidas en
truferas nacionales.

Ademas se desarroll6 un protocolo de certificacion de la trufa negra del périgord
recolectada en chile, certificando las primeras trufas nacionales para su exportacion.
Como parte fundamental en el reconocimiento de nuestras trufas certificadas, se
realizaron muestras gastronémicas a nivel nacional y envios de muestras a nivel
internacional para recopilar opiniones de personas especializadas.

En este proyecto se desarrollaron métodos estandarizados de manejos agronémicos de
produccién, a través de diferentes ensayos en campo, permitiendo validar la entrada en
produccion de nuevas truferas y mejorar la actividad micorricica, estimulando el aumento
en la produccién de truferas productivas.

Como uno de los principales resultados de este proyecto fue establecer la primera
asociacion de truficultores de Chile, organizando a los productores para generar los
canales de comercializacion entre los socios y agentes compradores de trufas,
desarrollando una serie de paquetes tecnoldgicos, que permitié establecer vinculos entre
sus pares nacionales e internacionales. Ademas se realizaron capacitaciones tedrico-
practico a los asociados, permitiendo a los asociados una constante capacitacion vy
renovacion de nuevo conocimiento referente a la innovacion y tecnologia aplicada en la
truficultura a nivel mundial.
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. INFORME TECNICO (TEXTO PRINCIPAL)

1. Objetivos del Proyecto: Descripciébn del cumplimiento de los objetivos general y
especificos planteados en la propuesta de proyecto, en funcion de los resultados e
impactos obtenidos. En lo posible, realizar una cuantificacién relativa del cumplimiento de
los objetivos.

Objetivo General:

Desarrollar las estrategias agrocomerciales que permitan posicionar a chile en los
mercados internacionales como un pais exportador de trufa negra certificada.

El proyecto a través de la realizacion y cumplimiento de los objetivos especificos, permitié
desarrollar varias estrategias agrocomerciales, destacando entre ellas, la participacion
activa de varios actores del rubro, principalmente del SAG como agente regulador de las
exportaciones e importaciones de trufa fresca, la certificacion de la trufa cosechada en
Chile y la formacién de una asociacion de truficultores nacionales, permitiendo posicionar
a chile en el mercado internacional como un pais productor y exportador de trufas frescas
de alta calidad gastrondmica, generando una pequefio polo productivo al sur del mundo.

Objetivos especificos:

Redactar las bases técnicas obtenidas en la mesa de trabajo, constituida por los
principales actores del rubro, que permita establecer un marco regulatorio para la
exportacion e importacion de trufas en fresco.

Para la ejecucion del primer objetivo, se estableci6 una mesa de trabajo compuesta por
los principales actores que participan de forma directa en este rubro: SAG, Agrobiotruf s.a,
ATCHILE y Universidad catélica del Maule, departamento de ciencias, definiendo los
principales problemas y oportunidades para el género Tuber a nivel nacional,
desarrollando estrategias que permitan posicionar la truficultura a nivel nacional como un
cultivo agroforestal y fomentando la redaccién de resoluciones que resguarden la
inocuidad de nuestro producto, posicionando a chile como un pais exportador de trufa.

Como parte de estas gestiones se establecié la primera resolucion exenta 7424/2013
Que establece requisitos fitosanitarios para el ingreso de hongos para propagacion y
consumo procedentes de cualquier origen, permitiendo el ingreso a chile como producto
en fresco las siguientes especies: Tuber magnatum, Tuber melanosporum, Tuber
aestivum y Tuber Borchii.
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Validar la trufa chilena, como un producto de exportacion certificado de alta calidad
gastrondmica en los mercados internacionales.

Para la ejecucion del segundo objetivo, se establecieron los marcadores moleculares
especificos para diferentes tipos de Tuber y hongos competidores en conjunto con el
departamento de biotecnologia de la Universidad catélica del Maule, realizando ajustes y
pruebas con patrones genéticos especificos para cada especie, utilizando patrones
preexistentes y muestras obtenidas en campo. Ademas se desarrollé6 un protocolo de
certificacion de la trufa negra del perigord recolectada en chile, certificando las primeras
trufas nacionales para su exportacion.

Ademas cabe sefialar que se definieron estandares de calidad de las trufas cosechadas
en base a forma, aroma y degustacion, permitiendo tipificar nuestra trufa en base a
estandares utilizados a nivel internacional, realizdndose muestras gastronémicas a nivel
nacional y envios de muestras a nivel internacional para recopilar opiniones de personas
especializadas.

Validar manejos agronémicos que permitan la entrada y el aumento en produccion
de truferas productivas y no productivas

Para la ejecucion del tercer objetivo, se desarrollaron métodos estandarizados de
manejos agronémicos de produccién, a través de diferentes ensayos en campo,
permitiendo la entrada en produccién de nuevas truferas y mejorando la actividad
micorricica, estimulando la produccion de truferas productivas.

Cabe sefialar que parte de este objetivo era la produccion de estacas de la especie
Quercus llex para la obtencion de un jardin clonal provenientes de arboles productores, ,
debido a que esta especie presento una escasa capacidad de enraizamiento, inclusive en
forma in vitro, esta situacion género, no poder dar cumplimiento de forma parcial a este
obijetivo.

Establecer la asociacion de truficultores de Chile, que permita organizar y canalizar
la produccion nacional de trufa negra.

Para la ejecucion del cuarto objetivo se redactaron los estatutos legales que permitié
establecer la primera asociacion de truficultores de Chile, organizando a los productores
para generar los canales de comercializacion entre los socios y agentes compradores de
trufas provenientes de plantaciones nacionales.

Ademas se registré la marca comercial de la asociacion y se desarroll6 una serie de
paquetes tecnoldgicos como pagina web, correo electrénico, etc. que permitié establecer
vinculos tecnicos y comerciales entre sus pares nacionales e internacionales.
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Capacitar a los productores de la asociacion de truficultores en los nuevos
métodos de manejo agronémico de truferas.

Para la ejecucion del quinto objetivo, se realizaron capacitaciones teodricas y dias de
campo, demostrando in situ una serie de manejos agronémicos y mejoras en procesos
tecnicos, permitiendo a los asociados una constante capacitacion y renovacién de nuevo
conocimiento referente a la innovacion y tecnologia aplicada en la truficultura a nivel
mundial.
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2. Metodologia del Proyecto:

e Descripcion de la metodologia efectivamente utilizada (aunque sea igual a la
indicada en la propuesta de proyecto original).

Objetivo N° 1 Redactar las bases técnicas obtenidas por la mesa de trabajo que
permita establecer un marco de regulacién para la exportacién e importacion de
trufas en fresco.

1.1.- Recopilacién bibliografica: metodologias de exportacién e importacion de productos
en chile.

Se realiz6 una revision bibliografica que permitié recopilar informacion referente a las
exportaciones e importaciones de productos no tradicionales como: setas y hongos.
Asimismo se realizé una recopilacion de las normas y restricciones de exportacion que
presentan las empresas nacionales de hongos; exigencias, formas de embalaje, redes y
cadenas de distribucion, etc. A nivel internacional se estudiaron los métodos y
regulaciones de exportacion e importacion de paises del hemisferio sur.

1.2.- Establecimiento de una mesa de trabajo con los principales actores del rubro.

Se establecié una mesa de trabajo, compuesta por distintos agentes del rubro de la
truficultura, representados por la empresa Agrobiotruf S.A, la asociacion de truficultores
de chile (compuesta por 29 socios) el departamento de biotecnologia de la Universidad
catélica del Maule, el asesor juridico especialista en temas normativos y el SAG regional,
en conjunto se establecieron las fortalezas, debilidades, amenazas y restricciones que
tiene las exportaciones e importaciones del genero Tuber, esto permiti6 desarrollar un
documento base con los principales riesgos y beneficios para la industria, generando
lazos técnico-profesionales con personal del SAG, coordinando capacitaciones y charlas
técnicas a funcionarios a lo largo de chile.

Como parte de estas gestiones se establecid la primera resolucion exenta 7424/2013
Que establece requisitos fitosanitarios para el ingreso de hongos para propagacion y
consumo procedentes de cualquier origen, permitiendo el ingreso a chile como producto
en fresco las siguientes especies: Tuber magnatum, Tuber melanosporum, Tuber
aestivum y Tuber Borchii.

1.3.- Redactar las bases técnicas obtenidas por la mesa de trabajo que permita establecer
un marco de regulacién para la exportaciéon e importacion del genero Tuber.

Se desarrollaron las bases técnicas en conjunto con los principales actores del rubro que
permitieron entregar un documento técnico a SAG, quien desarrollara en conjunto con la
empresa Agrobiotruf una serie de capacitaciones y analisis de nuevas regulaciones que
resguarde el cultivo de la trufa.
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Objetivo N° 2. Validacion de la trufa como un producto de exportacion de alta
calidad gastrondmica en los mercados internacionales.

2.1.- Certificacion de trufas cosechadas en chile

2.1.1.- Establecer los marcadores moleculares especificos para trufas no comerciales y
hongos competidores

Se realiz6 una identificacion y analisis morfolégico de las distintas especies de Tuber:
melanosporum, aestivum, uncinatum, borchii, brumale e indicum. Y otros hongos
micorricicos competidores: Hebeloma, Scleroderma, Paxillus, Sphaerosporella, Laccaria,
Melanogaster, etc. Para esto se realiz6 un muestreo de diferentes plantaciones truferas
para su identificaciébn en base a taxonomia descrita para estos géneros. Ademas de
Espafa, nos llegaron muestras y descripcion taxonémica de varias especies de Tuber,
destacando: brumale e indicum. Estas muestras se llevaron al laboratorio de biotecnologia
de la universidad catélica del Maule quienes desarrollaron los partidores moleculares para
las diferentes especies. Para determinar los patrones genéticos de la trufa negra del
perigord, se enviaron muestras de inoculo espafiol e italiano, definiendo los partidores
5I1TSML y 3'ITSLNG para esta especie. Estos partidores se aplicaron a las muestras
recolectadas en chile.

2.1.2.- Protocolo de certificacion de la trufa negra (Tuber melanosporum) para trufas
cosechadas en Chile y certificacién de lotes.

Una vez definido los marcadores especificos para cada especie, se desarrollé en conjunto
con la universidad catolica del Maule un protocolo de certificacion de lotes para trufa
negra del perigord cosechadas en chile:

Primero se tomaron las trufas correspondientes a la cosecha anual de cada productor
(2013-2014-2015) las cuales tuvieron un control de calidad visual y organoléptica. Luego
se llevaron al laboratorio de la empresa Agrobiotruf S.A, donde se realiz6 un control
morfol6gico en la lupa y microscopio: color y tipo de Peridio, esporas, ascas, distribucién y
grosor de la gleba, etc.

Luego del andlisis preliminar, se extrajeron muestras representativas a los lotes
correspondiendo al primer afio el 10%, luego el 15% vy el tercer afio el 20% de muestras
por lote de cada propietario. Estas fueron enviadas al laboratorio de biotecnologia de la
universidad catolica del Maule, quienes procedieron a realizar los controles con
marcadores moleculares ya definidos anteriormente, resultando que el 99.99% de las
trufas analizadas correspondian a Tuber melanosporum. Para cada uno de los
propietarios se extendio un certificado de calidad entregado por la Universidad catélica del
Maule.
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2.2.- Estandares de calidad de las trufas cosechadas en base a forma, aroma y
degustacién

Una vez cosechadas las trufas de cada temporada, se realizaba una calificacion segun su
forma, tamafo, peso y aroma, basado en modelos australianos, definiendo el siguiente
marco clasificatorio:

Trufa calidad alta: corresponden a trufas de forma redondeada, de un tamafio pequefio,
con un peso promedio entre 30 a 45 gramos, un aroma intenso. Alcanzando en promedio
en las temporadas del orden del 35 a 40 % de las trufas.

Trufa calidad media: corresponden a trufas de forma medianamente redondeada, con
algunas deformaciones leves, con un peso de 10 a 20 gramos y de 50 gr o mas, aroma
con otras tonalidades (acidas, etanol, dulces). Alcanzando en promedio en las
temporadas del orden del 45 a 50 % de las trufas.

Trufas calidad baja: corresponden a trufas de forma irregular, con dafios, escaso aroma,
algo de inmadurez. Alcanzando en promedio entre el 10 y 15% de las trufas cosechadas.

Los estandares de calidad se realizaron en base a la producciéon de 7 propietarios
distribuidos en Chile.

2.2.1.- Calidad organoléptica de las trufas cosechadas en chile

Referente a la calidad organoléptica, solo se ha podido recabar informacién de forma oral,
debido a que principalmente las trufas chilenas estan ain en una etapa de penetracion de
los mercados, enviando pruebas para su degustacion. A nivel nacional no se ha podida
obtener algun tipo de documentacién por parte de los hoteles que compran trufas como
son el Hyatt, ref carton, el radisson, y restaurantes como el opera y Emilia romagna,
debido a lo exclusivo de sus productos.

En general segun la opinion de diferentes chef nacionales como internacionales,
comentan de lo intenso del sabor de las trufas nacionales, considerando las trufas de la
zona centro mas intensas en aroma que las trufas del sur.

2.2.2.- Estrategia de comercializacion

Actualmente se envié el primer embarque de trufa fresca y productos a Estados Unidos a
través de la empresa comercializadora Farmer .Cabe sefialar que los productores
asociados a ATCHILE, estan en conversaciones con PROCHILE para poder canalizar las
exportaciones de forma formal el proximo afio. Durante el periodo del proyecto se
enviaron muestras de trufa fresca a 12 entes gastronémicos entre chef, restaurantes y
hoteles, incluyendo muestras a los siguientes paises: Alemania, suiza, Brasil, Pera y
estados unidos.
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Objetivo N° 3. Validar manejos agronémicos que permitan la entrada y el aumento
en produccion de truferas productivas y no productivas.

3.1.- Manejos agronémicos de produccion a largo plazo
3.1.1.- Registro e identificacion de arboles productores:

Se realizd un registro informativo de los arboles productivos y no productivos de las
truferas que al término de este proyecto se encontraban en produccion, estos arboles se
marcaron con una placa identificativa donde se sefiala la especie y la posicion. Esto
permitié establecer un registro productivo de las truferas nacionales.

3.1.2.- Seleccidn de arboles productores para establecimiento de un jardin clonal:

Una vez seleccionados los arboles productores de las principales truferas productivas, se
extrajeron los brotes basales por arbol y fueron llevados en una nevera eléctrica a 2°
grados hasta el invernadero. Los brotes basales fueron lavados en una solucién de cloro
de piscina al 50% como primera desinfeccién, luego se cortaron estacas de 10 cm y se
bafiaron con una mezcla de fungicidas benomilo (0.6 gr/lt agua) més captan (5gr/It agua).
Las hojas de las estacas se cortaron en bisel, dejando como méaximo 4 pares de hojas.
Luego las estacas se ordenan y se identifican su parte basal para ser inundadas en acido
indolbutirico (1.000 ppm) y se entierran en una mezcla de perlita en cama caliente. La
cama caliente estaba a una temperatura entre 22 a 24 ° C, con un programador de
humidificacion.

Luego de 4 meses, se realiz6 una seleccion de estacas, separando aquellas que
presentaban hojas vivas, analizando su parte radicular donde no se pudo obtener
enraizamiento, solo la formacién de callo.

Esto genero la incertidumbre de este método para reproducir arboles selectos de la
especie Quercus llex, por esta razdén en conjunto con la Universidad Catdlica Del Maule,
departamento de Biotecnologia, se realizaron pruebas en laboratorio de brotes jovenes de
Quercus llex “In Vitro” para determinar la capacidad de enraizamiento de la especie.
Luego de 6 meses las muestras obtenidas “In Vitro” no pudieron obtener raicillas, lo que
determino la escasa capacidad de enraizamiento de la especie, no lograndose el
establecimiento del jardin clonal.

Por esta razon, se realiz6 una recoleccion de las semillas de arboles productores, que
permita obtener arboles con una “tendencia” a producir las caracteristicas del progenitor
(cabe sefialar que estas caracteristicas son menores que si fuese de estacas, debido a la
homogeneidad de las semillas) estas plantas estaran inoculadas en septiembre del 2015.

11
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3.1.3.- Importacién de especies de alto rendimiento para mejora productiva

Se realizé la recoleccion de semillas de varias especies de alto rendimiento, en
producciones truferas en Espafa, Francia, Italia y Australia, destacando: Quercus Cerris,
Quercus Suber, Quercus Nigra y Populus alba, estas especies presentan caracteristicas
fenotipicas interesantes para su establecimiento en Chile.

Las semillas fueron sembradas en un sustrato inerte (Perlita) en cajas plasticas, las
cuales fueron identificadas por especie, desarrollandose en el invernadero bajo
condiciones controladas, luego de 5 meses, las plantas fueron seleccionadas e inoculadas
en Noviembre del 2013, al cabo de 4 meses, fueron analizadas en microscopio para
determinar el nivel de micorrizacion.

Luego de seleccionadas las plantas se instalaron en la trufera ubicada en Duao,
ubicAndose entre arboles no productivos de Avellano europeo (Corylus avellana)
permitiendo de esta forma una renovacidon miceliar, permitiendo que las especies
colindantes fomenten su propia produccién al tercer o cuarto afio.

El efecto solo pudo comprobarse al afio siguiente de la instalacion de las especies a
traves de el aumento en el grado de micorrizacion del micelio, lamentablemente, el
propietario vendio el predio, con lo cual los arboles fueron arrancados durante el afio
2015, no pudiendose determinar el efecto en la produccion.

3.2.- Manejos agronémicos de produccion a corto plazo
3.2.1.- Re- inoculacion para incremento productivo en arboles productores

Este ensayo se realizd en tres truferas productivas, ubicadas en la séptima region y
octava region. Para esto se utilizaron unidades experimentales de 18 arboles cada una
(arboles productivos). Cabe sefialar que se realiz6 el ensayo en estas truferas ya que
fueron las que presentan la mayor cantidad de arboles productores.

Las labores realizadas a los &rboles consistieron en mullir el suelo para descompactar los
primeros 15 cm, incluyendo una poda de raices perimetral, fuera del radio de accion
radicular mas cercana al arbol. Luego se realiz6 una mezcla de vermiculita, turba, tierra
del sector, cal y caldo esporal de trufa cosechada de otros arboles productores. Luego se
aplica una capa de 2 cm de conchuela molida para evitar compactaciones.

Al afio siguiente, se realizé el seguimiento para determinar los efectos de los manejos
agronomicos de re-inoculacion en truferas poco productivas a través de un muestreo de
raices.

Para la toma de muestra se realizé la siguiente metodologia: EI método de muestreo
consistio en 18 arboles seleccionados inicialmente (presentaban baja productividad), se
considerd la toma de muestras principalmente de la especie Encina (Quercus ilex). A cada
arbol se le extrajo una muestra de raicillas, usando herramientas propias del proceso y
enseguida se guardaron en agua dentro de frascos rotulados.

12
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Posteriormente en el laboratorio se cuantificé y analiz6 el nivel de micorrizacion de Tuber
melanosporum. Para ello, la muestra de raiz se lleva a la lupa binocular, mediante
herramientas de analisis morfolégicos se va observando y fraccionando la muestra para
luego cuantificar la cantidad de raicillas con T. melanosporum. Mediante el uso de
microscopio optico (40X y 100 X) se confirman y analizan los caracteres morfolégicos de
las micorrizas en estudio, las cuales son registradas. Cabe sefalar que las micorrizas son
comparadas con el registro previo a la aplicacién de los manejos agronémicos, teniendo
un aumento promedio del 15 a 20 %, estos arboles al afio siguiente no aumentaron su
produccién. Debe realizarse un seguimiento futuro de estos arboles para determinar el
incremento productivo futuro.

3.2.2.- Re- inoculacion para estimular la produccién en arboles no productivos

Este ensayo se realiz6 en tres truferas productivas, ubicadas en la séptima region y
octava region, de forma conjunta con la re-inoculacion de arboles con poca productividad,
Para esto se utilizaron unidades experimentales de 18 arboles cada una (arboles no
productivos). Cabe sefialar que se realizé el ensayo en estas truferas ya que fueron las
gue presentan la mayor cantidad de arboles productores y no productores.

Las labores realizadas a los arboles consistieron en mullir el suelo para descompactar los
primeros 15 cm, incluyendo una poda de raices perimetral, fuera del radio de accion
radicular mas cercana al arbol. Luego se realiz6 una mezcla de vermiculita, turba, tierra
del sector, cal (mayor cantidad que el ensayo anterior) y caldo esporal de trufa cosechada
de otros arboles productores. Luego se aplica una capa de 2 cm de conchuela molida
para evitar compactaciones.

Al afio siguiente, se realizd el seguimiento para determinar los efectos de los manejos
agronomicos de re-inoculacion en truferas poco productivas a través de un muestreo de
raices. Para la toma de muestra se realizé la siguiente metodologia: EI método de
muestreo consistio en 18 arboles seleccionados inicialmente (no presentaban
productividad), se consider6 la toma de muestras principalmente de la especie Encina
(Quercus ilex). A cada arbol se le extrajo una muestra de raicillas, usando herramientas
propias del proceso y enseguida se guardaron en agua dentro de frascos rotulados.

Posteriormente en el laboratorio se cuantificé y analiz6 el nivel de micorrizacion de Tuber
melanosporum. Para ello, la muestra de raiz se lleva a la lupa binocular, mediante
herramientas de analisis morfolégicos se va observando y fraccionando la muestra para
luego cuantificar la cantidad de raicillas con T. melanosporum. Mediante el uso de
microscopio optico (40X y 100 X) se confirman y analizan los caracteres morfolégicos de
las micorrizas en estudio, las cuales son registradas. Cabe sefalar que las micorrizas son
comparadas con el registro previo a la aplicacién de los manejos agronémicos, teniendo
un aumento promedio del 8 %, Ninguno de estos arboles al afio siguiente entraron en
produccién. Debe realizarse un seguimiento futuro de estos arboles para determinar si
estos arboles entran en produccion a los afos siguientes.
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3.2.3.- Aplicacion de mulching calizo

Esta actividad se realiz6 en dos truferas productivas, ubicadas en la séptima region. Los
modulos de ensayo fueron de 12 arboles cada uno, con tres repeticiones. Los mulching
analizados fueron:

e Paja de poroto

e Compost de bosta de caballo
e Conchuela fosilizada

o Testigo

El manejo realizado previa aplicacién en los mddulos experimentales fueron:

e Eliminacion total de malezas alrededor del arbol (1mt de radio)
¢ Mullido del suelo para descompactar los primeros 10 cm superficiales

Para determinar la temperatura radicular en la zona se insert6 un T-sensor, el cual
registra la temperatura diaria de cada mulching, esta se proceso, confeccionando un
grafico mensual, permitiendo analizar el comportamiento de cada mulching. Para
determinar el efecto en periodos fundamentales en la fructificacion y produccion de trufas
se seleccionaron los meses de Diciembre-enero-febrero y Junio-Julio-Agosto.

El comportamiento de la temperatura en los 3 tipos de mulching fue igual para las dos
truferas, no existiendo diferencias significativas.

Para el periodo estival comprendido desde diciembre hasta febrero, se puede inferir lo
siguiente: El mulching con paja de poroto mantiene una temperatura promedio entre los
20 y 24 °C, de forma constante, no teniendo pick de temperatura como el testigo que
alcanz6 los 29 a 30°C. El mulching con compost de caballo y conchuela, a pesar que
mantienen temperaturas bajo el testigo, mantienen pick de temperaturas durante el dia

Para el periodo invernal comprendido desde Junio hasta agosto, se puede inferir lo
siguiente: El Mulching con paja de poroto mantiene una temperatura promedio entre los 7
y 10 °C, con poca variabilidad, no teniendo pick de frios como el testigo que alcanzé los 3
y 4 °C. El mulching de compost de caballo y conchuela, a pesar que mantienen
temperaturas un poco mas cdlidas, mantienen pick de temperaturas durante el dia.

Por esta razén el mulching de paja de poroto cumple el objetivo en periodo estival de
evitar pick de temperaturas que puedan afectar las micorrizas y la formacion de
primordios, ademas mantiene una zona con humedad durante el verano, todas estas
condiciones acotadas a la zona de secano interior donde se realiz6 el experimento.
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3.2.4.- Incremento en la produccion de trufa negra del perigord en base a manejos
agronémicos de alta produccion

Se realizaron diferentes manejos a 3 truferas productivas, ubicadas en la region del
Maule, Bio-Bio y la Araucania. En cada trufera se realizaron las siguientes actividades.

La trufera del Maule, por ser una zona muy calurosa, se aplicé mulching de paja para
disminuir la temperatura entre primavera-verano, evitando la deshidratacion de los
primordios, se realizaron riegos mas intensos, pero mas prolongados en el tiempo y se
procedié a realizar podas de forma de cono, para acrecentar la sombra en el sector de
mayor concentracion de micelio. Se incorporo al suelo una mezcla de sustrato enriquecido
con macronutrientes y micronutrientes para mejorar la fertilidad del suelo.

La trufera del Bio-Bio, por ser una zona medianamente calurosa, se aplicé mulching de
paja y se aumento el riego (de 3 al mes a 4 por mes), debido a que es un suelo franco-
arenoso, con muy poca retencion de agua, se realizé una poda en altura para evitar el
crecimiento excesivo y se procedié a mullir el suelo para descompactar la capa superior.
Se incorporé al suelo una mezcla de sustrato enriquecido con macronutrientes y
micronutrientes para mejorar la fertilidad del suelo.

La trufera de la Araucania, por ser una zona con bajas temperaturas, se procedié a
incorporar malla antimaleza de color negro en la hilera de plantaciéon, aumentando la
temperatura del suelo en el periodo de formacion de primordios ( alcanzando una
temperatura del orden de 1 a 1.5 grados mas), adema favoreci6 para evitar la
compactacién laminar producto del efecto de las lluvias, se redujo a dos riegos al mes en
pleno verano y se realizaron podas de forma de cono invertido para incentivar la
temperatura en la base de los arboles. Los resultados se registraron a los dos afios de
haber realizado los manejos agronémicos.

4.- Asociacion de truferos de Chile
4.1.- Catastro de propietarios truferos

Se realiz6 un catastro de todos los propietarios truferos de Chile que desearan participar
de esta asociacion, generando un registro que permitié cuantificar el potencial de cada
uno de ellos como productor y exportador. Para esto se analizé sus contactos de ventas,
infraestructura, existencia de canales de comercializacion, manejo de plataformas
comerciales, etc.
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4.2.- Constitucion de la asociacién de truferos de Chile (ATCHILE)

Una vez identificadas las personas o empresas en el catastro inicial, se procedi6 a
constituir la asociacion truficultores de Chile, la cual se realizo el 12 de abril del 2013 ,
formada inicialmente con 16 participantes , de los cuales 7 son personas naturales y 9 son
personas juridicas. La asociacion de truficultores de chile se instauro bajo los siguientes
objetivos:

a) representar a los asociados ante autoridades y organismos publicos y/o privados,
instituciones de toda indole, personas naturales y/o juridicas, y en general, en todas
aguellas actividades tanto nacionales como extranjeras en las cuales la asociacién lo
estime pertinente.

b) buscar canales de comercializacion, en el mas amplio sentido de la palabra, y actuar
como facilitador entre los socios y agentes compradores, en la comercializacion de Trufas
provenientes de sus plantaciones

c) promover y fomentar el consumo y comercializacién de la Trufa chilena

d) fomentar y/o desarrollar actividades de capacitacion y el encuentro con personas
naturales y/o juridicas, profesionales, productores, asociaciones u otros organismos del
rubro a nivel nacional e internacional

e) establecer vinculos con proveedores de materiales e insumos, laboratorio de suelos,
centros técnicos, profesionales y empresas afines.

f) generar una plataforma de intercambio de experiencias entre los socios
g) desarrollar proyectos de investigacion y desarrollo (I + D)

h) establecer, actualizar y formalizar los estandares de calidad para la trufa producida en
Chile, que aseguren un prestigio y posicionamiento a nivel internacional

i) gestionar ante las autoridades correspondientes todas aquellas medidas de proteccion
fitosanitarias y certificaciones de calidad, que permitan la inocuidad de las trufas
producidas en Chile.

En la actualidad la asociacion de truficultores de chile (ATCHILE) cuenta con 30
asociados, representados por personas juridicas y naturales. El presidente de la
asociacion es el Sr. Javier Rozas Vera.
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4.3.- Registro de marca comercial de la asociacion certificada para exportacion

La asociacion de truficultores de Chile, incorporo la marca ATCHILE como icono
representativo de la asociacion de truficultores de chile, creando para esto un logo
institucional. Ademas incorporo el dominio www.Atchile.cl en los registro de NIC chile.

4.4.- Desarrollo de paquete tecnoldgico para establecer plataforma comercial

La asociacion de truficultores de Chile, desarroll6 la plataforma comercial (pagina web,
twitter, correo electrénico, cuenta corriente, etc.) de ATCHILE para permitir a los
asociados acceder a informacion técnica referente a valores de mercados internacionales
de trufas, contactos de ventas, volimenes de exportaciéon, etc. Permitiendo establecer
vinculos técnico y comerciales a través de la asociacion con sus pares chilenos como
truferos internacionales. www.atchile.cl  atchile A.G Facebook

Dentro de los beneficios de los integrantes de la asociacion truferos de Chile (ATCHILE)
se cuenta:

e Convenios con la Universidad Catdlica del Maule (certificacion de trufas
nacionales), Universidad de Talca (Analisis de suelo), Universidad de Concepcién
(Analisis de micorrizas).

e Capacitacion y asesoria técnica por parte de la empresa Agrobiotruf S.A. Apoyo en
las labores de cosecha con perros adiestrados.

e Acceso a informacién sobre mercados nacionales e internacionales.

5.- Capacitar a los productores de la asociacién de truficultores

La empresa Agrobiotruf S.A., realiz6 charlas teéricas y de campo para capacitar a los
productores en la aplicacion y desarrollo de manejos agronémicos desarrollados durante
este proyecto, junto a los médulos experimentales para demostrar in situ como se debe
realizar las labores y actividades de campo, asi también se realiz6 un intercambio de
experiencias entre productores.

5.1.- Asesoria y capacitacion técnica a productores:
La empresa Agrobiotruf S.A., realiz6 asesorias y capacitaciones técnicas a los integrantes

de ATCHILE, entregando una serie de herramientas practicas que potencie la truficultura
nacional.
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¢ Principales problemas metodolégicos enfrentados.

Dentro de los principales problemas metodologicos enfrentados en este proyecto, para el
primer objetivo fue incorporar el término “normativa” dentro del documento técnico
entregado a SAG, los cuales nos sefialaron que solo se pueden incorporar “resoluciones”.

Para el segundo objetivo, el principal problema metodoldgico fue el incorporar una serie
de trufas competidoras para su internacién al pais, lo cual no se permite por SAG, la
introduccion de nuevos hongos del genero Tuber que no estén sefialados en las
resoluciones de internacion. Ademés en la estrategia de comercializacién, no
visualizamos que los propietarios establecieron contactos directamente y el envio de
productos no fue de forma convencional a través de aduana, sino a través de envio de
paquetes a través de correos de Chile o Chileexpress.

En el tercer objetivo, no se evalué con anterioridad al proyecto, la baja capacidad de
enraizamiento de las estacas de Quercus ilex, ademas la recopilacién de informacién
técnica referente a produccién, depende en su totalidad del propietario, siendo recurrente
la informacion incompleta o la falta de informacion en algunos periodos. En la actividad de
la aplicacién del mulching se agrego la incorporacién de tres tipos de mulching, el calizo,
los desechos de animales y la paja de poroto, estas dos Ultimas no incorporadas en la
metodologia inicial.

e Adaptaciones o modificaciones introducidas durante la ejecucion del proyecto, y
razones que explican las discrepancias con la metodologia originalmente
propuesta.

Las principales adaptaciones o modificaciones introducidas durante la ejecucion de este
proyecto son:

En el primer objetivo se pretendia redactar una normativa que regulara la exportacion e
importacién de trufas para chile, se nos informé a través del director del SAG regional,
gue no se puede redactar normativas, solo un documento técnico que entregue la
informacion necesaria para evaluar la redaccion de resoluciones parciales, las cuales son
redactadas previa aprobacién por parte del gobierno central.

En el tercer objetivo se pretendia establecer un jardin clonal a través de estacas de
arboles productivos seleccionados en cada trufera, Luego de 4 meses, se realizé una
seleccién de estacas donde no se pudo obtener enraizamiento, solo la formacion de callo.

Esto genero intentar a través de otro método la reproduccion de arboles selectos de la
especie Quercus llex, por esta razén en conjunto con la Universidad Catolica Del Maule,
departamento de Biotecnologia, se realizaron pruebas en laboratorio de brotes jovenes de
Quercus llex “In Vitro” para determinar la capacidad de enraizamiento de la especie.
Luego de 6 meses las muestras obtenidas “In Vitro” no pudieron obtener raicillas, lo que
determino la escasa capacidad de enraizamiento de la especie, no lograndose el
establecimiento del jardin clonal.
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Por esta razén, se realizdé una recoleccion de las semillas de arboles productores, que
permita obtener arboles con una “tendencia” a producir las caracteristicas del progenitor
(cabe sefialar que estas caracteristicas son menores que si fuese de estacas, debido a la
homogeneidad de las semillas) estas plantas estaran inoculadas en septiembre del 2015.

Dentro del segundo objetivo se pretendia la traida de una serie de especies del genero
Tuber sin valor comercial, lo cual no pudo realizarse, debido a la prohibicion por parte del
SAG de la traida de especies que no estan catalogadas en chile para su internacién. Por
esta razén se consiguieron las principales caracteristicas morfolégicas y sus respectivos
marcadores moleculares para las principales trufas contaminantes.

Dentro del tercer objetivo, se pretendia introducir una serie de especies de alto
rendimiento como Quercus faginea y Quercus pubescens, debido a que en chile no
existen registros de estas especies, el trdmite de internacion de semillas es muy complejo,
debido a que se debe primero realizar un estudio de impacto y saneamiento de estas
especies y posteriormente las plantulas deben permanecer en cuarentena por 4 afios. Por
esta razon se modificé en probar otras especies de alto rendimiento y que existieran en
chile: Como son los Populus, Quercus suber, etc.
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o Descripcion detallada de los protocolos y métodos utilizados, de manera que sea
facil su comprension y Replicabilidad (se pueden incluir como anexos).

)4 Centro de

€& Biotecnologia b e
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\? Naturales DEL MAULE

=

Protocolo de certificacién e identificacion de Tuber melanosporum (Trufa negra).

Extraccién de ADN.

Este método consiste en la extraccion de ADN mediante lisis celular mecénica con el
equipo precellys 24 (Bertin, France) el cual utiliza esferas de ceramica que desintegran el
material biolégico y la combinacion de lavados con detergentes de alto peso molecular
con la utilizacion de un reactivo denominado Buffer A creado por Edwards et al. en 1990 y
modificado por Cordero et al. en el 2011. Este dltimo utiliza separacion mediante
centrifugacion de las diferentes fracciones del contenido celular y purificacion mediante
solvente y reductora orgénica.

La concentracion de ADN total de las muestras extraidas se mide directamente en un
espectrofotometro (Thermo Scientific, Nanodrop 2000, MA, USA) a 260 nm.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Se utiliza la técnica reacciéon en cadena de la polimerasa multiplex mediante el uso de
partidores especificos para amplificar las regiones ITS de las diferentes especies de Tuber
sp. (Tabla 1).
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Visualizacion de amplificacion.
El ADN total y las amplificaciones se visualizan mediante electroforesis en gel de agarosa
(2% p/v). La corrida electroforética se desarroll6 a 100 Volts en Buffer TAE 1X como

buffer de corrida.

Tabla 1. Partidores especificos para deteccion de diferentes especies de Tuber.

Partidor Deteccion Autor

ITSML-LNG Tuber melanosporum | Paolocci et al. 1999
ITSML-ITSB Tuber brumale Paolocci et al. 1999
ITSML-CHCH Tuber Indicum Paolocci et al. 1999
TuvlsekvF-Tu2sekvR | Tuber aestivum Gryndler et al. 2011
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INFORME TIPO DE CERTIFICACION DE TRUFAS COSECHADAS EN CHILE

Servicio identificacion de identidad de Tuber melanosporum mediante

marcadores moleculares

Productor:

Fecha:

Informe Elaborado por: Dr. Rolando Garcia.
Laboratorio Biotecnologia Ltda.

Muestra: Fragmento de cuerpo fructifero.

Antecedentes generales

El uso de marcadores moleculares para la deteccién de 7. melanosporum ha sido
recomendado en Italia, Espafia y Francia (Mabru et al., 1994; Mabru et al.,
2004) con el objetivo de detectar con exactitud la especia de trufa que se
encuentra micorrizando las especies arboreas y asi garantizar un mejor control de las
plantas. También, se ha recomendado el uso de marcadores moleculares para
asegurar la calidad y la trazabilidad en el proceso de produccion y comercializacion de
las trufas (Paolocci et al., 1999), lo que le da transparencia y seguridad al productor
y al comprador. La identificacion de T. melanosporum consta de tres etapas
criticas: 1) La toma de la muestra; 2) La extraccion de ADN.; 3) La identificacion

molecular de T. melanosporum mediante marcadores especificos para la especie.

Resultados del analisis de identidad mediante marcadores moleculares
Extraccion de ADN

Se recibieron X muestras de cuerpo fructifero para ser analizadas, las cuales se
procesaron de acuerdo al protocolo recomendado por Cordero et al. (2011). Este
método consiste en la extraccion de ADN mediante la combinacién de lavados con
detergentes de alto peso molecular, separacion mediante centrifugacion de las
diferentes fracciones del contenido celular y purificacidn mediante solventes y
reductores organicos. En la toma de muestra de este material vegetal, se

utilizaron dos replicas biolégicas para la extraccién de ADN del hongo.
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Identificacion molecular de T. melanosporum .
Se utilizo la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa con 1 marcador

molecular especifico para T. melanosporum que es capaz de descartar con un 99.99
% de efectividad.

Se realizaron las siguientes reacciones:

Reacciones 2-11: Muestras Problemas conteniendo ADN de la muestras
amplificada con los partidores de Tuber melanosporum produciendo una sefal
Unica de 440 pb, especifica para T. melanosporum y similar a la muestra control. Esto

indica un 100% de identidad entre la muestra analizada y la muestra de referencia.

Reaccidén 12: Muestra control positivo conteniendo ADN de referencia para

Tuber melanosporum amplificada con los partidores de Tuber. Esta combinacion
de marcadores produjo una sefial Unica, especifica, para T. melanosporum que tiene
un tamafio de aproximadamente 440 pb, lo que indica la presencia de esta especie en
la muestra control y la efectividad del método para detectar la especie en estas

condiciones experimentales.

Reaccidén 13: Muestra control negativo de contaminacion conteniendo agua
amplificada solo con los partidores de Tuber melanosporum. No se observa
ningln tipo de sefial de reaccién, lo que indica que todos los reactivos y
materiales estan libres de contaminantes de 7. melanosporum. Confirmando la

confiabilidad de este método de deteccion de identidad.

Al comparar las sefiales de amplificacion emitidas por el cuerpo fructifero de las
Muestras problema con el control positivo de referencia de Tuber
melanosporum se observa que ambas sefales tienen un peso molecular

idéntico.
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Figura 1. Amplificacion de fragmentos con los partidores 5° ITSML (especifico para la
especie Tuber melanosporum) — y 3" ITSLNG (especifico del género Tuber sp.). 1.
Marcador de peso molecular 100 bp; 2-11. Cuerpos fructiferos denominados M1-M5 vy
sus repeticiones bioldgicas; 12. Control positivo interno de Tuber melanosporum; 13
Control negativo con H,0 destilada; 13. Marcador de peso molecular 100 bp.

Conclusiones

Las muestras de trufas suministradas (muestras problemas) es idéntica a Tuber
melanosporum, con un 99.99% de probabilidad segun la deteccién de identidad con

marcadores moleculares especificos para la especie.
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3. Actividades del proyecto

Carta Gantt o cuadro de actividades comparativos entre la programacion planteada en la propuesta original y la real.

Ne . Programado Real
N° RE Actividades _ — _ —
OE Inicio Término Inicio Término
Recopilacion bibliografica sobre exportacion e | Agosto 2012 Octubre 2012 Septiembre Noviembre
1 11 importacion de setas 2012 2012
Establecimiento de una mesa de trabajo con los | Octubre 2012 Junio 2013 Octubre 2013 Mayo 2014
1 1.2 principales actores del rubro
Redactar las bases técnicas obtenidas en la | Abril 2013 Junio 2013 Junio 2014 Junio 2015
1 1.3 mesa de trabajo
Establecer marcadores para especies del genero | Octubre 2012 Marzo 2013 Noviembre Marzo 2013
2 2.11 Tuber sin valor comercial 2012
Resultados de los marcadores Tuber sin valor | Junio 2013 Septiembre 2013 Mayo 2013 Agosto 2013
2 211 comercial
Protocolo de certificacién genética Julio 2013 Diciembre 2013 Agosto 2013 Octubre 2013
2 2.1
Certificacién genética produccion nacional Octubre 2013 Enero 2014 Septiembre Noviembre
2 2.1 Julio 2014 Octubre 2014 2013 2013
Agosto 2015 Septiembre 2015 Julio 2014 Noviembre
Agosto 2015 2014
Julio 2015
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o Programado Real
N°OE | N°RE Actividades — ——— — ——
Inicio Téermino Inicio Término

Validacibn y muestras de calidad | Agosto 2012 | Diciembre2012 | Agosto2012 Diciembre2012
2 2.2 organoléptica de trufas chilenas a | Julio 2013 Diciembre2013 | Julio 2013 Octubre2013

restaurantes y hoteles a nivel nacional e | Julio 2014 Diciembre2014 | Julio 2014 Noviembre2014

internacional

Registro e identificacibn de arboles | Agosto 2012 | Diciembre2012 | Septiembre2012 | Diciembre 2012
3 3.1.1 productores en plantaciones nacionales

Selecciéon de arboles productores para | Agosto 2012 | Diciembre2012 Noviembre2012 | Diciembre2012
3 3.1.2 establecimiento de un jardin clonal

Importacién de especies de hospederos | Octubre2012 | Diciembre2012 - -
3 3.1.3 de alto rendimiento

Aplicacion de técnicas de re-inoculacién | Agosto2012 | Diciembre2012 | Agosto 2013 Septiembre
3 3.2.1 para incremento productivo en arboles 2014

productores

Aplicacion de técnicas de re-inoculacién | Agosto2012 | Diciembre2012 | Agosto 2013 Septiembre2014
3 3.2.2 para incremento productivo en arboles

no productores

Aplicacion de mulching y manejo | Agosto 2012 | Diciembre2012 | Septiembre2012 | Septiembre2013
3 3.2.3 intensivo radicular

Catastro de propietarios truferos para | Octubre2012 | Diciembre2012 | Octubre2012 Noviembre2012
4 4.1 conformar asociacién

Constitucién de la asociacién y registro | Julio 2013 Septiembre2013 | Diciembre 2012 Abril 2013
4 4.2 de marca comercial

Establecimiento jardin clonal y produccién | Abril 2013 Septiembre2013 - -
3 3.1 de estacas arboles productivos

Desarrollo de un paquete tecnolégico | Enero 2013 | Junio 2013 Agosto 2013 Noviembre2013
4 4.4 para establecer una plataforma de venta
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o Programado Real
N° OE N° RE Actividades — —— — ———
Inicio Téermino Inicio Término
Establecimiento en terreno de especies de | Julio 2013 Septiembre2013 | Abril 2014 Junio 2014
3 3.1 alto rendimiento
Seguimiento re-inoculacion arboles | Mayo 2013 Septiembre2013 | Noviembre2013 | Noviembre2014
3 3.2 productores y no productores
Seguimiento en la aplicacion de mulching y | Mayo 2013 Septiembre2013 | Noviembre2013 | Mayo 2014
3 3.2 manejo intensivo radicular
Seguimiento plantas clonadas Abril 2014 Marzo 2015 - -
3 3.2
Seguimiento de especies de alto | Abril 2014 Marzo 2015 Junio 2014 Mayo 2015
3 3.1 rendimiento
Asesoria y capacitacion tecnolégica para | Enero 2014 | Marzo 2014 Julio 2013 Agosto 2013
5 5.1 los asociados Abril 2015 Julio 2015 Abril 2014 Mayo 2014
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e Razones que explican las discrepancias entre las actividades programadas y las
efectivamente realizadas.

Las principales razones de las discrepancias entre las actividades programadas y
las efectivamente realizadas se basaron en los siguientes aspectos generales:

Para la actividad establecimiento de una mesa de trabajo y la redaccion de un
documento técnico, las discrepancias se debieron a las dificultades para coordinar
y establecer reuniones entre distintos organizaciones, debido a las diferentes
actividades que realizan cada organizacion, dificultando coincidir en los plazos
estipulados para las reuniones.

Para la actividad de aplicacion de técnicas de re-inoculacion de arboles
productivos y no productivos y el ensayo de la aplicacion de mulching, las
discrepancias entre los tiempos se debid principalmente que las truferas no
contdbamos con la cantidad de inoculo suficiente para incorporar a los ensayos,
para lo cual tuvimos que esperar la produccion de afo siguiente. Referente al
ensayo del mulching, se provocaron atraso en conseguir y desinfectar los
productos a aplicar como mulching.

Para la actividad del establecimiento en terreno de especies de alto rendimiento, la
discrepancia se debié a que no fue autorizado por el SAG, la introduccién de
semillas de especies que no existan en chile, la alternativa era mantener un
invernadero en cuarentena por 4 afios, lo cual no cumplia con los tiempos del
proyecto, por esta razén se procedido a cambiar las especies, lo que atraso el
tiempo comprometido de la actividad.
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4. Resultados del Proyecto:

e Descripcion detallada de los principales resultados del proyecto, incluyendo su
andlisis y discusion utilizando gréficos, tablas, esquemas, figuras u otros, que
permitan poder visualizar claramente los antecedentes que sustentan las
conclusiones relevantes del desarrollo del proyecto.

Redactar las bases técnicas obtenidas en la mesa de trabajo que permitan regular la
exportacion e importacion del genero Tuber.

Luego de conformada la mesa de trabajo por parte de SAG, el departamento de
biotecnologia de la Universidad Catdlica del Maule, la asociacion truficultores de Chile
ATCHILE y la empresa Agrobiotruf S.A, se intercambiaron ideas para definir una pauta de
trabajo que permiti6 desarrollar una serie de actividades de transferencia técnica,
definiendo los criterios a evaluar en el marco regulatorio de la exportacion e importacion
de trufa negra del perigord en fresco.

Dentro de las actividades de la pauta de trabajo destacan:

e Capacitacion a organismos publicos (SAG) en la identificacion del genero Tuber

e Establecer lazos cooperativos entre la universidad catélica y los asociados de
ATCHILE en la certificacion de trufas nacionales.

e Desarrollar un plan de estrategia para supervisar viveros truferos en conjunto con
SAG, que permita introducir inoculo certificado.

o Desarrollar un folleto técnico: principales riesgos para la industria de la truficultura

Como parte de estas gestiones se establecid la primera resolucién exenta 7424/2013
Que establece requisitos fitosanitarios para el ingreso de hongos para propagacion y
consumo procedentes de cualquier origen. Solo se autoriza el ingreso en fresco de las
siguientes especies: Tuber magnatum, Tuber melanosporum, Tuber aestivum y Tuber
borchii.

— J

i i i

I

;’

Foto 1. Participantes de la Mesa de trabajo
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ITHA4 ceropapel 53y gob.cidocumentos idocumenio.php7hdD ocumento- 16358544

Tedvisrea da CRRE

RESOLUCION EXENTAN°7424/2013

ESTABLECE REGQGUISITOS
FITOSANITARIOS PARA EL INGRESO DE
HONGOS PARA PROPAGACION Y
CONSUMO, PROCEDENTES DE
CUALGUIER ORIGEN.

Santiago, 28/ 1172013

VISTOS:

Lo dispuesto en la Ley W° 18.755, Organica del Servicio Agricola y Ganadero; el Decreto Ley N° 3.557 di
1830, sobre Proteccion Agricola; el Decreto N® 158 de 1828, del Ministeric de Agriculiura que habilita puerto:
para la importacion de vegetales, animales, producios y subproducios e insumos agricolas y pecuarios, &
territoric nackonal; las Rescluciones N* 3.080 de 2003; 3.815 de 2003; 123 de 2005; 3.580 de 2012 vy sw
modificaciones, fodas del Servicio Agricola y Ganadero.

CONSIDERANDO:

1. Que el Servicio Agricola y Ganadero es la autoridad nacional encargada de la proteccion fitesanitari
del pais.

2. Que, el Servicio Agricola y Ganadero ha recibido solicitudes de usuarios interesados para imporiar &
pais, hongos para propagacion y consumo de diferentes especies, productos sin requisitor
fitosanitarios para su impertacion.

3. Que, el Servicio Agricola y Ganadero esta facultado para establecer los requisitos fitosanitarios para k
importacion al pas de arficulos reglamentados a fin de prevenir la infroduccion y dispersion de plaga:
reglamentadas.

4, Que, se ha desamollado el Andlisis de Riesgo de Plagas para Plagas Cuarentenarias de diferente:
especies de hongos para propagacion y consumo, lo que ha permitide establecer los requisitos di
importacion.

RESUELVO:

1. Autorzase la importacion al pais de las siguienies especies de hongos para consumo o propagacion
procedentes de cualquier origen, cumplisndo las condiciones que mas adelante se detallan:

Especie

a

Agaricus bizporus (Sin: Aganicus brunnescens)
Lentinus edades

Morchels conica

Phaofiata nameko

Pleurotus boutan

Fleurotus eryngi

o Pleurotus osireatus

& Pleuroius vous )

hittp: teeropapel sag gob.clidocumenios documento phpTidDocumento=18306544 i

o |le e la
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TTHANA ceropapel 537 gob.cidocumentos idocumenio php TiiD ocumento- 16358544
Strophania rugoso-annulata
Tricholoma magnivelare
Tricholoma matsufake
Tuber sesfivum

Tubwer magnaium

Tubser melanosporam

o Tuber uncinatum

alelelle e

2. Los enwios de hongos como material para propagacion podran ingresar al pas como esporas o micelio
en agar, agar-papa o agua esteriizada, como también en los siguientes sustratos:

o Aserrin

o Mazorcas molidas de Zea mays

© Granoe de Pemnizetum spp., Tricum spp, Secale cereale, Panicum mileaceum,
Nothofagus spp.

3. Para su ingreso al pais el envio debera estar amparado por un Certificado Fitosanitario Oficial emitido
por la autoridad fitosanitaria del pais de origen, en original, sin declaraciones adicionales y que acredite
que el envio comesponde a la especie del hongo autorizado.

4. En aquellos casos de envios en sustrato granos, el grano debera ser sometido a un tratamiento de
desvitalizacion por calor, el cual deberd estar sefialado en la seccion comespondiente del Certificado
Fit itari

5. Los envios de hongos frescos destinados a propagacion y consumo, deberan venir libres de suelo y
resios wegetales.

6. El envio debera venir en envases y material de acomodacion de primer uso, no permitiendose el
reenvase.

7. Los envios seran inspeccionados a su amibo al paks por profesionales del Servicio Agricola y Ganadero
destacados en el puerto de ingreso, quienes verificaran el cumplimiento de los requisitos y condiciones
fitosanitarias, y con la documentacion adjunta, resolveran la pertinencia de su internacion u otra medida
que cormes ponda.

ANOTESE, COMUNIQUESE ¥ PUBLIQUESE

ANIBAL ARIZTIAREYES
DIRECTOR NACIONAL SERVICID AGRICOLAY
GANADERD

OHC/PWAAMRJINVLARICCS/SCIVASL

Dristribucian:
# Eduardo Cristian Monreal Brauning - Director Regional Direccion Regional - Cr.ll
* Diego Lastarria Errazuriz - Director Regional Direccidn Regional - Or.V
* | eonidas Emesto Valdivieso Sotomayor - Director Regional Direccion Regional - Cr.VII
+ Alfredo Amulfo Fréhlich Albrecht - Director Region de Los Lagos - Servicio Agricola y Ganadero - Or.X
* Henrigquez Raglianti Ramon lgnacio - Director Regidn Aysén Servicio Agricola y Ganadero - Or.X]
hiip:¥eeropapel sag g ob.clidocumenios/idocumenia phpTidDocumento= 15308544 3
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Documento técnico

Principales riesgos para la industria de la trufa negra en Chile.

Los elevados precios que alcanza la trufa negra en los mejores mercados del mundo ha
sido la causa del aumento de “fraudes” por personas inescrupulosas, que ven en esta
accién una lucrativa negociacion, este “fraude”, se realiza principalmente por la
incorporacioén de trufas sin valor comercial a lotes de trufas productivas, debido a su gran
parecido visual y la inexperiencia de muchos compradores, que son tentados por valores
de precios menores que el mercado.

Las principales especie de trufa sin valor comercial utilizada es la trufa china (Tuber
Indicum) y Tuber pseudohimalayense las que representan un riesgo para la industria tanto
a nivel de ingreso a nuestro pais como cuerpo fructifero ( trufa fresca) como inoculo no
certificado para la produccion de plantas en viveros nacionales.

Las diferencias con la trufa negra (Tuber melanosporum) no siempre son apreciables a
simple vista, por esta razén es que se debe tener una experiencia del personal que
analiza las muestras, las que son estudiadas al microscopio. La principal diferencia de la
trufa negra del perigord (Tuber melanosporum) con las trufas no comerciales es su aroma
intenso, aromatico y agradable, las trufas no comerciales carecen de aroma, por esta
razén se mezclan con la trufa negra para aumentar la cantidad al momento de la venta,
aromatizando de forma homogénea la muestra.

Este riesgo actual, no esta ajeno a nuestra industria nacional, por esta razén es de suma
importancia que los organismos fiscalizadores nacionales (SAG) definan un protocolo de
accion, que permita poder identificar esta trufa e impedir el ingreso a Chile. Actualmente
nuestro pais presenta una ventaja comparativa con truferas Europeas, debido a la
carencia de trufas contaminantes, que son endémicas de esas zonas, disminuyendo las
producciones anuales, por esta razon se han comenzado a realizar las gestiones entre los
principales actores del rubro para defender la industria nacional.
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FICHA TECNICA

Trufa negra (Tuber brumale Vitt.)

1.- Descripcion:

Trufa globosa, algo irregular de tamafio variable comprendido entre 2 y 6 cm de
didmetro. Peridio negro, rugoso con verrugas, de apice excavado, de 1 a 3 mm de
altura. La gleba es de color marrén oscuro a violaceo-negro. Las venas no son tan
abundantes como en el caso de t. aestivum, tiene color blanco con margenes
traslicidos. Olor mas intenso y persistente que t. aestivum. Esporas elipticas de
color marron claro, algo traslucido, estan rodeadas de pequefias espinas de 4-5 u de
longitud. Las ascas son elipticas-globosas, poseen a veces un corto pediculo.

Las micorrizas son de forma clavada, simples o ramificadas de forma monopodial,
pinnada o piramidal, de color ambar oscuro con menos pigmentacién en la parte
distal, el manto con aspecto de puzzle pseudoparenquimatico, el elemento
caracteristico de esta especie es la presencia de espinulas de color amarillento que le
da un forma caracteristica de “erizo”.

i WA msa%s'ann

Figura 1.- Aspecto de la micorriza, esporas y carpoforos de T. brumale Vitt.
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FICHA TECNICA

Trufa China (Tuber Indicum)

1.- Descripcion:

Trufa de color oscura, presenta verrugas piramidales en su peridio, ademas sus venas son
muy parecidas a Tuber melanosporum, en términos generales presenta un olor menos
intenso, menos aromatico y su interior es mas densa y compacta, las esporas son mas
oscuras con espinas gruesas que se unen en cortas crestas. Las micorrizas presentan un
micelio ausente o poco frecuente de hifas, la anatomia de las hifas que emanan: pinzas
ausente, el color que emana de hifas hialinas, de color blanquecino punta, u ocre, amarillo,
color marrén con presencia de cistidios de color amarillo claro; ramas presente monopodial
comun, o dicotémicas; pseudoparenquimatico micoclena proximal o medio, o distal con
células poligonales, las células con lI6bulos o pseudoparenquimatico.

T is 5 CriCEY @ 19¢< ATl

Figura 1.- Aspecto de la rhicorriia, esporasA y carpoforos de T. Indicum.
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Certificacion de la trufa negra del perigord producida en Chile

Uno de los resultados mas importantes realizados en el proyecto fue el desarrollo en
conjunto con el departamento de biotecnologia de la universidad catdlica del Maule de un
protocolo de certificaciébn de las trufas cosechadas en Chile , que permiti6 emitir un
certificado por esta entidad a cada propietario, respaldando que el producto a exportar
efectivamente es trufa melanosporum. Estos certificados se realizaron en diferentes
temporadas. Anexo N° 1. Certificados productores.

Validacién de la calidad gastrondmica de las trufas cosechadas en chile

Referente a la validacién de la calidad gastronémica de las trufas cosechadas en chile,
solo se ha podido recabar informacién de forma oral, debido a que principalmente las
trufas chilenas estdn en una etapa de penetracion de los mercados, enviando
principalmente pruebas para su degustacion a nivel nacional como internacional.

Cabe sefialar que se han realizado muchas actividades con chef profesionales, escuelas
gastronémicas, eventos con personeros publicos, quienes han definido a la trufa nacional
como una trufa para competir a nivel internacional. A continuacion una serie de
actividades gastronémicas y algunas exportaciones para penetracion de mercado.
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Muestra Culinaria en Talca

Esta actividad se realiz6 en Agosto del 2012 en la feria criolla de Talca: “Estamos de
Chancho muerto” que reune a diferentes expositores de muestras culinarias de todas las
regiones del pais, durante el evento, la empresa Agrobiotruf entrego dos trufas
cosechadas en la regiéon del Maule en julio del 2012 para ser utilizadas por el chef Héctor
Celis encargado de cocinarlas, quien preparo una serie de platos con este exquisito
aderezo. Dentro de estos platos destaca albéndigas trufadas con motemei.

Foto 3: albondigas con motemei Foto 4: albéndigas, chancho y motemei
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Dia de Campo con el chef ejecutivo en gastronomia del hotel casino Talca

Se realiz6 en el mes de Junio del 2013 un dia de campo con el personal encargado de
la gastronomia del Hotel Casino Talca y el chef Francesco Manzone para fomentar el
consumo de la trufa negra del perigord en su menu gastronémico.

Fotol. Chef Francesco Manzone

Foto 2. Personal del hotel casino Talca.
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Dia de campo Con personal del departamento de agricultura de Estados
Unidos

Se realizé en Agosto del 2013 un dia de campo con personal del departamento de
agricultura de los estados Unidos para establecer lazos comerciales con ese pais. En
esta ocasion se realizaron degustaciones para determinar la calidad organoléptica de
las trufas chilenas.

Foto2. Agrobiotruf con personal de la embajada de Estados Unidos
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Participacion feria gastronémica de Cunco

En Mayo del 2013, la empresa Agrobiotruf s.a participo de la feria gastronémica de
Cunco con el objeto de dar a conocer la calidad organoléptica de la trufa negra y la
variedad de platos donde se puede utilizar.

142 ’
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Foto 2: preparacion conejo trufado.
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Dia de Campo con el chef del restaurante Emilia romagna

Se realiz6 en el mes de Junio del 2014 un dia de campo con el personal encargado de
la gastronomia del Restaurante Emilia romagna y el chef esteban contreras para
fomentar el consumo de la trufa negra del perigord en su menu gastronémico.

/\/Le

s 7l M

Foto 1: Chef de Emilia romagna cocinando en campo
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Exportacion de las primeras trufas certificadas a suiza

El productor Guillermo Callejas con apoyo de la empresa Agrobiotruf S.A envio las
primeras trufas certificadas a Suiza, siendo pionero en las exportaciones. Cabe sefialar
gue el propietario envio a través de Chileexpress las trufas, las que llegaron al comprador
en el lapso de 3 dias. Este propietario debié cumplir con algunos requisitos por parte del
SAG (Las trufas deben estar muy limpias, sin restos de tierra o larvas de insectos)
ademas creo su propia marca comercial para enviar las trufas. La cantidad enviada por la
temporada fue de 5 kilos a un valor de US$ 1.600. Actualmente se estan estableciendo
contactos en Alemania y estados unidos para exportar las trufas cosechadas el 2014.

trufera fundo los huachos
. . DUasr v c.o
pencahue region del maule

tuber melanosporum

/60 grs.

(/60

Foto2. Marca comercial y forma de embalaje para exportar
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Exportacion de las primeras trufas certificadas a Estados Unidos

En junio del 2015, se realizé la primera exportacion de trufas certificadas chilenas a
estados unidos, donde se desarrollaron varios eventos gastronémicos para validar su
calidad gastronémica.

Farmers ~
chilele x>

Contact Ander P. del Rio Naiz FOR IMMEDIATE RELEASE
Telephone June 29, 2015

Email
Website www.farmerschile.com

FIRST CHILEAN TRUFFLES IMPORTED INTO THE UNITED STATES

For the first time ever, Chile has exported Black Perigord truffles to the world,
imported to New York City for ProChile’s Fancy Food Show Event at the Grand Banks.

Broaoklyn, NY, June 29, 2015— For the first time ever, Black Perigord truffles (Tuber melanosporum) have
been exported from Chile. The winter truffles are some of the first production of these 217 century
Chilean plantations.

“We are very excited to be able to say this event marks the first ever, official truffle
export from Chile, and its first official import into the United States. Perigord truffles
are a brand new gourmet offering for Chile, and we firmly believe these Chilean
truffles distinguish themselves with their especially high quality,” said Ander del Rio,
CEO of FarmersChile.com who imported the truffles for the event.

The truffled hors d'oeuvres were prepared compliments of FarmersChile.com for ProChile’s Fancy Food
Show event. The event, held at the Grand Banks oyster bar on June 29™, showcased a tasting of Chilean
wine and Pisco, and was sponsored by ProChile along with Chilean food and beverage producers. The
truffles used were donated by AT Chile A.G. (the Association of Truffle Growers of Chile), the Chilean
truffle oil was donated by Katankura, and both were exported by Exportadora Farmer's Friend of
Linares, Chile.
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Fotol: platos para degustar en Nueva York, Estados unidos.

Aczof®BigTrur:

Foto 2. Trufas chilenas 'junto a subproductos nacionales
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Constitucién de la asociacion de truficultores de Chile

Otro de los resultados muy importantes del proyecto fue la constitucion de la
asociacion de truficultores de Chile el 12 de Abril del 2013, siendo la primera
asociacion de truficultores de chile y América del sur.
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ASOCIACION GREMIAL TRUFICULTORES DE CHILE A.G.

En la Escuela Agricola San José de Duac, Duao, comuna de Maule, séptima Regidn
del Maule, a doce dias de abril del afic 2013, en presencia del Ministro de Fe, don
ignacio Vidal Dominguez, Notario Publico Titular de la Primera Notaria de Talca,
conforme lo dispuesto el Decreto Ley N° 2.757 de 1979, se suscribe el acta de la
Asamblea Constitufiva de la Asociacion Gremial Truficultores de Chile, con domicilio -
en la Escuela Agricola San José de Duac, Duao, comuna de Maule, séptima Regién
del Maule, con la asistencia de las personas que se individualizan al final de la
presente acta, los cuales, por unanimidad acuerdan lo siguiente:

1.- Constituir una entidad denominada Asociacion Gremial Truficultores de Chile A.G.,
dotada de personaiidad juridica y plena capacidad de acuerdo a las disposiciones
legales establecidas en el Decreto Ley N°® 2757 del afic 1979 de la republica de Chile,
siendo sus objetivo los siguientes: a) representar a los ascciados ante autoridades v
organismos publicos y/o privades, instituciones de toda indole, personas naturales y/o
juridicas, y en general, en todas aquellas actividades tanto nacicnales como
extranjeras en las cuales la asociacién lo estime pertinente; b) buscar canales de
comercializacion, en el mas amplio sentido de la palabra, y actuar como facilitador
entre los socios y agentes compradores, en la comercializacion de Trufas
provenientes de sus piantacicnes; c¢) promover y fomentar el consumo vy
comercializacién de la Trufa chilena; d) fomeniar yfo desarrcllar actividades de
capacitacién y el encuentro con perscnas naturales y/o juridicas, profesionales,
productores, asociaciones u ofros organismos del rubro a nivel nacional e
internacional; e) establecer vinculos con proveedores de materiales e insumos,
laboratorio de suelos, centros técnicos, profesionales y empresa afines; f) generar
una plataforma de intercambio de experiencias entre los socios; g) desarrollar
proyectos de investigacién y desarrollo (I + D); h) establecer, actualizar y formalizar
los estandares de calidad para la trufa producida en Chile, que aseguren un prestigio v
posicionamiento a nivel internacional; i) gestionar ante las autoridades
correspondientes fodas aquellas medidas de proteccion fitosanitarias v certificaciones
de calidad, que permitan la inccuidad de las trufas producidas en Chile.

2.- Aprobar los Estatutos por los cuales se regira esta asociacion Gremial, dando

lectura de los mismos, los que se enfienden formar parte de |z presente acta
constitutiva y que son los siguientes:

44



Gobierno de Chile
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DE LA REPUBLICA DE CHILE

Fundado el 15 de Noviembre de 1376
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Asociaciones Gremiales

ASOCIACION GREMIAL TRUFICULTORES
DE CHILE
L ]

. (Extracto)
Igmacio Vidal Dominguez, Notario Piblico Tita-
r Talea, § Norte 963, OL 103, certifico: Gue con
cha 12 de abril de 2013, se constituyd Asociacié

sus socios, cual es: 2) Representar a los asociados ante
autoridades y organismos piiblicos y/o privados, insti-
tuciones de toda indole, personas naturales ylo juridi-
cas, y, en general, en todas aquellas actividades tanto
nacionales como extranjeras en las cuales la asocia-
cién 1o estime pertinente; b) busear canales de comer-
cializacién, en elimis amplio sentido de la palabra, y
actuar come facilitador entre los socios y agentes
compradores en la comercializacién de Trufas prove-
nientes de sus plantaciones; ¢) promovery fomentar el

'~ consumo dela Trufa Chilena; d) fomentar y/o desarro-

Har actividades de capaci yel 1o con

per Presidente: Javier Norberto Rozas Vera, Vicepre-
sidente: Rafael Leopardo Henriquez Chamorro, Se-
cretario: Karin Zapata Staub, Tesorero: Patricia
Schneider Lépez, Director: Carlos Weber Dietrich.
Asistieron 2 Ja constitucién de la asociacién dieciséis
personas, siete de ellas personas natwrales y meve
personas juridicas. Quedd inscrita en Ministerio de
Economia, Fomento y Turismo con mimero 272-7.

estipulaciones constan en documento protoce-
lizado con el mimero 203, repertorio N° 1594-2013.
Talca, 6 de junio de 2013, ;

personas naturales y/o juridicas, profesionales, pro-
ductores, asaciaciones, 1 otros organismos del rubro a
nivel nacional ®dntemacional’ &) establecer vinculos
con proveedores d¢ materias ¢ insumos, laboratorio de
suelos, centros técnicos, profesionales y empresas
afines; f) generar una plataforma de intércambio de
eXperiencias entre los socios; g} desarrollar proyectos
de investigacién y desarrolio (I+D); b) establecer,
actualizar y formalizar los estindares de calidad para
la fmtapmdugida en Chile, que aseguren, un prestigio

remial Truficultores de Chile. Domicilio: Escuela
gricola San José de Duao, comuna Maule, Séptima
sgibn del Maule, Objeto: promover la racionaliza-

¥ pe a nivel internacional; i) gestionar
ante las autoridades correspondientes todas aquellas
medidas de proteccion fitosanitarias y certificaciones
de calidad, que permitan 12 inocuidad de Jas Trafas

Ministerio d;;e;;msﬁda

P3

ALIDAD JURIDICA Y:

APRUEBA ESTATUTOS ‘A"*CORPORACION

MUNICIPAL DE DEPORTES Y RECREACION
DE CURACO DE VELEZ”

CONCEDE PERSON.

Santiago, 9 de mayo de 2013.- Hoy se decretd lo
que sigue;

Nim, 382.- Vistos: Estos antecedentes, lo dis-
puesto enel articuloN® 118, de la Constitucién Politica
de la Repliblica de Chile; en el decreto con fuerza de

- Decretos, Noruias de Tntereés Particatar y Publicacionss Judiciales
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Actualmente la asociacidbn gremial Truficultores de Chile se compone del siguiente
directorio:

Presidente: Javier Norberto Rozas Vera
Vicepresidente: Rafael Leonardo Henriquez Chamorro
Tesorera: Patricia Elena Schneider Lopez

Secretaria: Karin Elizabeth Zapata Staub

Director: Carlos Ricardo Weber Dietrich

Ademas la asociacion cuenta con 30 asociados, representados por empresas privadas y
personas naturales.

Foto 1. Reunién constitutiva de la asociacion truficultores de Chile
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Cuadro comparativo de los resultados esperados en la propuesta de proyecto y los
alcanzados finalmente.

Indicador de Resultados (IR)

0 0 Meta del Fech | LS
N N Resultado Nombre del | Férmulade | Meta del ingi:adgr zlccaicr:za avance
OE | RE Espsirzado indicador célculo indicador( (s i ala

(RE) esperado) real) fecha
Bases
técnicas
regulatorias .
1 1 para la tIDégﬁ?crgento doccinrgga?os 1 1 Junio 2015 | 100%
exportacion
del genero
Tuber
Indicador de Resultados (IR)
% de
Ne | ne | Resultado Meta del | Meta del F;e:;a avanc
OE | re | ESPerado | Nombre del | Férmula | indicador | indicador alcance | eala
(RE) indicador | de célculo | (esperado | (logrado meta -
real)
Diciembre
2013
1 100%
Prot_o_colo_ Eje Cantidad 1
e certificacion
1 Certificacio de trufas documento
2 n de trufas cosechadas técnico
negras 10% del 10% del .
Diciembre
cosechada volumen volumen 2014
s en chile e % del producido producido 100%
Certificacion |
lotes de volumen
L total 20 % del 20% del
produccion
volumen volumen .
) . Julio 2015
producido producido
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Indicador de Resultados (IR)

Resultado Metadel | Metadel | Fechareal % de
. ela de ela de echa rea
Ne | N° Esperado Nombre | Formula | . . e avance
OE | RE (RE) del de indicador indicador alcance ala
L . esperado Logrado meta
indicador | célculo | (€SP ) | (Log fecha
real)
40%
o . calidad alta
30% calidad | ‘5o, calidad | . 200%
alta media Julio 2015 50%
% calidad 55% ca!ldad 10% calidad 100%
media baia
Nivel calidad 15% calidad !
trufas baja
cosechadas
segun forma,
aromay
degustacion
Validacion N° de
cal@a_d _ restaurant 12 Julio 2015 75%
gastronémica de | Calidad es, chefy 15
las trufas organoléptica | hoteles
cosechadas en
2 Chile.
150%
U$ 1.400 100%
Us/kg de U$ 1.600 calidad alta 125 %
alta, calidad alta US$ 1.100
Valor mediana y U$ 1.200 calidad
comercial por baja calidad media media Julio 2015
calidad calidad U$ 120
calidad baja U$ 300
calidad baja
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Indicador de Resultados (IR)

0,
NP NO Resultado Meta del Meta del Fgﬁ:t;e:“r:zal a\f)agge
OE | RE Esperado Nombre del Férmula de indicador indicador meta Al
(RE) indicador calculo (esperado) (Iorg:;jo (una vez fecha
logrado)
0.428 200 %
0,
kg/ha Julio 2015 | 100%
- 1.004 40%
Productivida 0.3-0.35 Kg/ha
" o Kg/ha 260%
d promedio Kg/ha 5 afio 0.8-2 Kg/ha
= 2.453 450%
de truferas Kg/ha 6 afio 3.5-5.5 Kg/ha Ka/ha 0%
segun afio Kg/ha 7 afio 7.5-10.5 Kg/ha 59725 °
plantacién Kg/ha 8 afio 12.5-18.5 Kg/ha )
= kg/ha
Kg/ha 9 afio 0 Kg/ha
Kg/ha 10 afio 17 kiha
0 kg/ha
Método
estandarizad
o de manejo 150%
agronémico
que permita o 3
un glﬁ(:;ufera 5 2 67%
incremento Cantidad Julio 2015
productivo o 4
truferas N° truferas 6 5
- o 100%
productivas | afios
1 por edad 4
3 N~ truferas 7 4 100%
afos
N° truferas 8 2 2
o 133%
afos
N° truferas 9 3 4
afios
109%
Cantidad N° truferas en 16 Julio 2015
s 17
total truferas | produccién/afi
productivas | o
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Indicador de Resultados (IR)
ne | no | Resultado ) Metadel | Metadel | Fechareal | %de
Esperado Nombre | Férmula | . = L avance a
OE | RE p del de indicador | indicador alcance
(RE) o . (esperado) | (logrado meta la fecha
indicador célculo
real)
produccion
total de trufas o o 52%
Vétodo en chile Kg total 100kg/afio 55 kg/afio Julio 2015
estandarizado
de manejo ) 0
3 agronomico C;gtrllgzd N° clones 20 0 0%
2 que permita [trufera
un terreno
|ncreme_nto Densidad de N 50 0 0%
productivo clones/ha
clones
terreno
Indicador de Resultados (IR) % de
Ne | no | Resultado Meta del Meta del Fechareal | avance
OE | RE Esperado Nombre del Férmula de indicador indicador ala
(RE) A : alcance meta
indicador célculo (esperado) (Iogre?;jo fecha
real
Product_or_es y N° socios 25 30 Abril 2014
comercializadores 120%
participante en la 0
Constitucién asociacién
de la
4 1 asociacion de
truficultores iy N° ha 20 90 Abril 2014 450%
de Chile Superficie truferas roductivas
productivas P
perteneciente a
ATCHILE
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Indicador de Resultados (IR) % de

N° RE Resultado Meta del Meta del Fecha real avance
Esperado (RE) - Férmula de indicador indicador alcance meta ala
e G TNEEEREr célculo (esperado) (logrado (una vez fecha
real) logrado)
N° capacitaciones
it 0,
o y asesorias 5 5 Mayo 2014 100%
Capacitaciones y
asesorfas entregadas
Capacitacion y Cantidad de socios N° socios
1 asesoria técnica | capacitados capacitados 52 30 Mayo 2014 58%

a la asociacién

e Razones que explican las discrepancias entre los resultados esperados y los
obtenidos.

Las principales discrepancias se obtuvieron en resultado esperado de validacion de la
calidad gastronémica de las trufas cosechadas, debido a que solo logramos que 12 entes
(chef, restaurantes y hoteles) validaran la calidad organoléptica, alcanzando solo el 75%
de los resultados esperados ( meta esperada al final del proyecto 15 entes).

Referente a la productividad promedio de las truferas productivas en chile, segun afio de
plantacion, se esperaba un rendimiento superior entre el sexto y séptimo afio, alcanzado
rendimiento bajo lo esperado del orden de un 40 % segun modelos australianos. La
disminuciéon se debid principalmente a malas practicas en el manejo agronémico y el
descuido en algunas truferas en la mantencion anual.

Asi también la produccion total de trufas en Chile, solo se alcanzé un 52% de lo esperado
(se lograron 55 kilos en total y se esperaba del orden de 100 kg total, esto se debi6 a la
perdida de algunas truferas productivas y la escasa produccién de algunas truferas por
falta de manejos agronémicos.

También se lograron discrepancias en la cantidad de socios capacitados, ya que la
asociacion estd compuesta por 30 socios, los cuales todos fueron capacitados, se
esperaba un numero mayor de socios (52 participantes), lograndose un 58% de lo
esperado.
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5. Fichas Técnicas y Analisis Econémico:

e Fichas técnicas y de costos del o los cultivos, rubros, especies animales o

tecnologias que se desarroll6 en el proyecto (segun corresponda a la naturaleza
del proyecto).

FICHA TECNICA

Trufa negra del perigord (Tuber melanosporum Vitt.)

1.-Descripcion

El nombre de la trufa negra de invierno viene del latin: Tuber= protuberancia;
melanosporums= negro, por sus esporas.

Trufa globosa a subglobosa, de 3 a 12 cm de didmetro, firme y compacta. Peridio negro,
mate, recubierto de verrugas piramidales y poligonales de 3-5 mm. Gleba compacta, al
principio gris violaceo y en la madurez parda negruzco, recorrida por venaciones estériles
blanquecinas, de tonalidades rosadas al contacto con el aire. Olor perfumado muy
caracteristico y de agradable sabor (Moreno et al., 2005). Las esporas son elipsoidales,
espinosas y de tamafio variable segun el niamero de esporas que tenga el asco, llegando
hasta 40x20 Um, son de color pardo oscuro cuando estan maduras, las espinas son muy
largas y finas llegan a medir hasta 5 um de longitud.

Figura 1. Aspecto de la micorriza, esporas y carpéforos de T. melanosporum.
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Andlisis de Rentabilidad del Cultivo de Trufa Negra

Produccién Kg 0 0 0 0 0 4 9 18 26 31
Ingresos $/hectarea 0 0 0 0 0, 1,577,055 3,558,095 6,615,000 9,671,905| 11,652,945
Egresos $/hectarea 0 746,550 891,870 933,870 1,689,870 1,608,538| 1,134,590 1,198,785 1,262,980| 1,304,582
Desmalezado, Mantencion y Riego 0 435,000 435,000 435,000 435,000 435,000 435,000 435,000 435,000 435,000
Cosecha 0 0 0 0 720,000 120,000 120,000 120,000 120,000 120,000
Encalado Mantencién 0 0 0 0 0 491,000 0 0 0 0
Poda 0 0 0 40,000 40,000 40,000 40,000 40,000 40,000 40,000
Senvicios laboratorio 0 96,000 96,000 96,000 96,000 96,000 96,000 96,000 96,000 96,000
Asesorfas 0 0 138,400 138,400 138,400 138,400 138,400 138,400 138,400 138,400
Administracién 0 180,000 180,000 180,000 180,000 211,541 251,162 312,300 373,438 413,059
Imprevistos 0 35,550 42,470 44,470 80,470 76,597 54,028 57,085 60,142 62,123
Resultado 0 -746,550 -891,870 -933,870| -1,689,870 -31,483| 2,423,505 5,416,215 8,408,925 10,348,363
Inversion 7,786,000 0 0 261,000 0, 0 261,000 0 0 261,000
Preparacion Terreno 1,806,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Establecimiento Plantacién 4,240,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Equipamiento 1,740,000 0 0 261,000 0 0| 261,000 0 0 261,000

Flujo de Caja

-7,786,000

-746,550

-891,870

-1,194,870

-1,689,870

Andlisis de Rentabilidad del Cultivo de Trufa Negra

2,162,505

5,416,215

8,408,925

10,087,363

Ano 10 Afo 11 Afo 12 Ano 14 Ao 15 Ao 16
33 34 35 35 35 35 35 35 35
12,602,556 12,992,042 13,141,454 13,197,287| 13,217,947| 13,225,563| 13,228,367 13,229,399 13,230,000
1,840,074 1,332,703 1,335,841 1,337,013 1,337,447 1,853,157 1,337,666 1,337,687 1,337,700
435,000 435,000 435,000 435,000 435,000 435,000 435,000 435,000 435,000
120,000 120,000 120,000 120,000 120,000 120,000 120,000 120,000 120,000
491,000 0 0 0 0 491,000 0 0 0
40,000 40,000 40,000 40,000 40,000 40,000 40,000 40,000 40,000
96,000 96,000 96,000 96,000 96,000 96,000 96,000 96,000 96,000
138,400 138,400 138,400 138,400 138,400 138,400 138,400 138,400 138,400
432,051 439,841 442,829 443,946 444,359 444,511 444,567 444,588 444,600
87,623 63,462 63,611 63,667 63,688 88,246 63,698 63,699 63,700
10,762,482 11,659,340( 11,805,613 11,860,274 11,880,500| 11,372,406 11,890,702 11,891,712 11,892,300
0 0 261,000 0 0 261,000 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 261,000 0 0 261,000 0 0 0

10,762,482

11,659,340

11,544,613

11,860,274

11,880,500

11,111,406

11,890,702

11,891,712

11,892,300
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Analisis de Rentabilidad del Cultivo de Trufa Negra

Insumos o

Inversién Jornada/Maq. Jornada/Hom. servicios Monto Total

Subsolado y aradura 2 0 $0[ $ 140,000
Rastraje 1 0 $0 $ 25,000
Encalado inicial 2 2 $ 1,575,000 $ 1,641,000
Preparacién Terreno $ 1,806,000
Ahoyadura, estacada, plantacion 0 10 $0 $ 80,000
Plantas y asesoria inicial 0 0 $ 4,160,000 $ 4,160,000
Plantacién $ 4,240,000
Instalacion Riego 1lt/seg 0 0 $ 1,500,000 $ 1,500,000
Establecimiento plantacion 0 5 $200,000] $ 240,000
Equipamiento $ 1,740,000

Labores afio

Insumos o

Jornada/Magqg. Jornada/Hom.

servicios Monto Total

Desmalezado, Mantencién y Riego al afio 3 45 $0[ $435,000
Encalado Mantencion cada 5 afios 1 2 $ 450,000 $ 491,000
Cosecha 0 15 $0 $ 120,000
Poda desde afio 3 0 5 $0 $ 40,000
Senicios de laboratorio al afio 0 0 $ 96,000 $ 96,000

Supuestos Valores

Labor Maquinaria pesada / jornada $ 70,000
Jornada Magquinaria liviana $ 25,000
Jornada Hombre $ 8,000
Cal agricola $/ton (puesta predio) $ 45,000
Aplicacién Cal Ton/Ha 35
Analisis laboratorio / muestra $ 32,000
Perro Recoletor (adquisicion 1 perro) $ 600,000
Electricidad, Mantencion $/mensual $ 40,000
Precio Venta Trufa Eur/Kg € 650.00
Tipo Cambio $/Euro $797
Plantas por Hectarea 416
Precio Planta micorrizada $/Un. sin IVA $ 10,000
Mantencién Equipamiento % Valor Compra 15%
Administracion $/mensuales $ 15,000
Administracion %Venta 2%
Imprevistos % Egresos 5%
Asesoria y Andlisis Técnicos UF/afio UF 8
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e Analisis econdmico actualizado, comparando con los andlisis de la propuesta de
proyecto.

La truficultura nacional ha tenido un crecimiento del orden del 30 % desde que se inicio el
proyecto, donde existian del orden de 120 hectéreas plantadas (2012) alcanzando hoy en
dia del orden de 400 hectareas, esto ha permitido una produccién anual del orden de 55
kilos de trufa fresca. En la actualidad el crecimiento anual es del orden de 40 hectéreas
anuales, con una proyeccion al 2025 del orden de 1000 hectareas a nivel nacional, que
permitiria posicionarnos en el mercado internacional. Si bien es cierto que el volumen a
nivel nacional es muy pequefio, es importante haber comenzado con las primeras
exportaciones y degustaciones en el extranjero, permitiendo posicionar la calidad de
nuestras trufas a nivel mundial, siendo capaz de competir con trufas australianas,
espafolas y francesas.

En la actualidad, a través de la aplicacion de manejos agrondmicos desarrollados por la
empresa Agrobiotruf S.A en el marco de este proyecto, ha permitido adelantar la entrada
en producciéon de nuevas truferas entre el tercer y cuarto afio, ademas de aumentar la
produccion de truferas de escasa productividad. Si a esto se le agrega que el precio de la
trufa se ha mantenido del orden de 600 a 650 euros el kilo, genera perspectivas
favorables en el futuro, permitiendo posicionar a Chile como un pequefio polo productivo
al sur del Mundo.

e Analisis de las perspectivas del rubro, actividad o unidad productiva desarrollada,
después de finalizado el proyecto.

El mercado internacional de la trufa negra esta en continua expansion, debido a la alta
demanda del producto a nivel mundial y la escasa oferta por parte de Europa, principales
productores de trufa natural, esto ha permitido que nuevos paises del cono sur, como
Australia, nueva Zelanda, Tasmania y actualmente Chile comiencen a ser actores
relevantes e influyentes en las exportaciones, abriéndose nuevos nichos de mercado.

En Chile, a pesar que el negocio de la trufa negra esta incipiente, teniendo producciones
muy bajas en comparacion con las producciones del cono sur: principalmente las
Australianas, esta en la perspectiva y orientacién correcta, lo que permitira en los
proximos 10 afios ser un actor mucho mas importante en las exportaciones de trufa del
cono sur.

Uno de los aspectos fundamentales obtenidos del proyecto y que beneficiara en el futuro
las exportaciones nacionales, fue el validar y certificar la trufa negra del perigord
cosechada en Chile como una trufa de alta calidad organoléptica, lo que respaldara
técnicamente las acciones futuras de penetracion de mercados internacionales,
permitiendo proyectarse como un polo productivo y competitivo a nivel mundial.
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e Descripcion estrategias de marketing de productos, procesos o0 servicios (segun
corresponda a la naturaleza del proyecto).

Durante la ejecucion del proyecto se desarrollaron distintas estrategias de manejo,
comercializacion y acciones para incentivar la exportacion de trufa a nivel internacional.

Para Aumentar los niveles de produccion al mediano plazo se desarrollaron manejos
agrondémicos adecuados para cada trufera, con el objetivo de aumentar el volumen de
trufas en fresco, asi también a través de los manejos agronémicos se ha adelantado la
entrada en produccién, incorporado nuevos exportadores en el corto plazo

Se ha difundido el cultivo de la trufa en diferentes medios de comunicacion: television,
prensa, programas radiales, etc. Con el objetivo de incentivar el cultivo entre empresarios
y agricultores, generando una alternativa de cultivo de alta rentabilidad y de exportacion a
mercados internacionales.

A través de la asociacion de truficultores de Chile S.A, se ha podido establecer lazos
comerciales con importadores de Europa y estados unidos, especialistas internacionales y
ademas de asociaciones de truficultores, que permita asentar las bases comerciales para
futuras exportaciones. Cabe sefalar que la asociacién esta en conversaciones con
ProChile para realizar capacitaciones a sus asociados de como exportar el producto de la
trufa a diferentes mercados internacionales.

Actualmente en chile, se esta posicionando la exportadora y comercializadora Farmer’s
Friends, quien realizo el primer envio a estados unidos de trufas frescas y productos
secundarios de la trufa (aceites trufados, Sal trufada, pastas trufadas, etc.) siendo para el
2016, un poder comprador en chile que permitird recolectar y acopiar las trufas
cosechadas de la temporada, unificando el volumen de exportacion.
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6. Impactos y Logros del Proyecto:

e Descripcion y cuantificacion de los impactos obtenidos, y estimacion de lograr
otros en el futuro, comparacion con los esperados, y razones que explican las
discrepancias.

Produccion: La produccién se midié en base al nimero de kilos de trufa por hectarea que
producen en promedio los propietarios, la comparacion se realiz6 en base a la curva de
crecimiento promedio y los parametros que han desarrollado los australianos. Durante los
dos primeros afios de produccion, el crecimiento productivo ha sido levemente mejor que
el promedio minimo de los australianos, obteniendo del orden de 200 a 300 gr mas de
producto.

En el séptimo y octavo afio, las producciones nacionales en promedio estan bajo el
minimo australiano, del orden de 600 a 1300 gr, se debe principalmente a que en esta
etapa debe realizarse manejos agronémicos que permitan una activacion miceliar e
incorporar un encalado de apoyo, lo cual se estd realizando en conjunto con los
productores.

El noveno afio ha presentado en las dos truferas que actualmente presentan esta edad
productiva un crecimiento promedio superior al modelo australiano, del orden de 5000 gr,
lo que nos da una sefial, que la productividad nacional puede ser del orden de 30-35
kg/ha al afio decimo.

Capacitacion y asesoria técnica: Durante el proyecto se capacitaron directamente 30
personas, integrantes de la asociacion de truficultores de Chile, en la aplicacién de
manejos agrondémicos que incentiven la activacion miceliar, aumentando las producciones
nacionales. Ademas se capacitaron en la certificacion y mejoras en la calidad de los
productos que seran enviados al extranjero.

Al inicio del proyecto se estimaba del orden de 50 personas los integrantes de la
asociacion, lamentablemente solo se llegé a 30 los integrantes, se espera que el préximo
afo se integren mas personas a la asociacién de truficultores de Chile.

Certificacion del producto: Durante el proyecto se desarrollé un servicio en conjunto con
el departamento de biotecnologia de la universidad catélica del Maule para certificar los
lotes de trufas cosechadas en chile. Este servicio al término del proyecto estara a
disposicion de cualquier persona que desee certificar sus productos. Cabe sefialar que
este servicio no existia en Chile antes del proyecto.
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e Indicadores de impactos y logros a detallar dependiendo de los objetivos y
naturaleza del proyecto:

Impactos Productivos, Economicos y Comerciales

Logro

Al inicio del Proyecto

Al final del
proyecto

Diferencial

Formacién de empresa o
unidades de negocio

Produccion (por producto)

N° de kilos de trufa/ha segln
curva de crecimiento (afo
productivo modelo australiano

*: aun en chile no existen
truferas productivas de 10
anos

Afo 5: 0.2-0.25 kg/ha
Afio 6: 0.7-1.5 kg/ha
Afio 7: 3-5 kg/ha

Afo 8: 7-10 kg/ha
Afo 9: 12-18 kg/ha
Afio 10: 20-25 kg/ha

Afo 5: 0.4 kg/ha
Afo 6: 1.0 kg/ha
Afo 7: 2.4 kg/ha
Afo 8: 5.7 kg/ha
Afo 9: 17 kg/ha
Afio 10: 0 kg/ha *

Afo 5: 0.2 kg/ha
Afio 6: 0.3 kg/ha
Afio 7: 0.6 kg/ha (-)
Afo 8: 1.3 kg/ha (-)
Afo 9: 5 kg/ha

Afio 10: 0 kg/ha*

Costos de produccion

Ventas y/o Ingresos

Nacional

Internacional

Convenios comerciales

Impactos Sociales
Logro Al inicio del Al final del Diferencial
Proyecto proyecto
Nivel de empleo anual
Nuevos empleos generados
Capacitaciones y asesorias a 50 30 20 (-)
integrantes de ATCHILE
Impactos Tecnologicos
Logro Numero Detalle
Nuevo en Nuevo en la Mejorado
mercado empresa
Producto
Proceso
Servicio Certificacion de Informe de

en chile

trufas cosechadas

certificacion por
lotes de trufas
cosechadas en
chile para
exportacion
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Propiedad Intelectual

Numero

Detalle

Patentes

Solicitudes de patente

Intencidn de patentar

Secreto industrial

Resultado no patentable

Resultado interés publico

Logro

Numero

Detalle

Convenio o alianza tecnoldgica

Generacidon nuevos proyectos

Impactos Cientificos

Logro

Numero

Detalle (Citas, titulo, decripcion)

Publicaciones

(Por Ranking)

Eventos de divulgacion cientifica

Integracion a redes de
investigacién

Impactos en Formacion

Logro Numero

Detalle (7itulo, grado, lugar, instituicion)

Tesis pregrado

Tesis postgrado

Pasantias

Cursos de
capacitacion
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7. Problemas Enfrentados Durante el Proyecto:

Legales

En el aspecto legal, el anico problema fue la demora en desarrollar las
resoluciones que tipificaban las variedades de trufa en fresco importadas
permitidas en chile. Cabe sefialar el compromiso de la empresa de seguir
gestionado otros aspectos legales como la regulacion por parte del SAG que los
viveros productores de plantas utilicen inoculo certificado y controlar a través de un
protocolo, la certificacion de las trufas en fresco exportadas e importadas.

Técnicos

En el aspecto técnico, nos enfrentamos a dos problemas:

La escasa capacidad de enraizamiento de estacas de arboles productores de la
especie Quercus llex., lo que se tradujo en el incumplimiento del establecimiento
del jardin clonal.

Como alternativa se recolectaron semillas de arboles productores y se inocularon
para establecer un ensayo de 50 plantas en terreno y determinar si presentan una
tendencia a entrar en produccion. Esto se realizara posterior a la fecha término del
proyecto.

La falta de experimentar con otras especies de arboles altamente productores en
Europa, principalmente Quercus pubescens y Quercus Faginea por exceder los
plazos del proyecto debido a la cuarentena que debian permanecer estas
especies.

Cabe sefalar que la empresa esta gestionando la traida de estas especies y
utilizar un area cercana al vivero para establecer un huerto experimental bajo
cuarentena.

Administrativos

En este aspecto no hubo problemas durante la ejecucion del proyecto

Gestion

En este aspecto no hubo problemas durante la ejecucion del proyecto.
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¢ Medidas tomadas para enfrentar cada uno de ellos.

Legales:

Incentivar al SAG a ser un actor relevante en la regulacion y control de la exportacion e
importacién de trufa fresca a través de la incorporacion de resoluciones y normativas
regulatorias a nivel nacional.

Establecer capacitaciones con personal del SAG para la identificacion y reconocimiento
de las principales amenazas que puedan afectar a este rubro.

Técnicos:

Como alternativa de la escaza capacidad de enraizamiento de la especie Quercus ilex, se
recolectaron semillas de arboles productores y se inocularon para establecer un ensayo
de 50 plantas en terreno y determinar si presentan una tendencia a entrar en produccion.
Esto se realizara posterior a la fecha término del proyecto.

Como alternativa por La falta de experimentar con otras especies de arboles altamente
productores en Europa, principalmente Quercus pubescens y Quercus Faginea, la
empresa esté gestionando la traida de estas especies y utilizar un area cercana al vivero
para establecer un huerto experimental bajo cuarentena.

8. Otros Aspectos de Interés

Otros aspectos de interés fue la participacion de la empresa Agrobiotruf S.A en la feria del
dia de la mujer campesina que contd con la participacion del ministro de Agricultura de la
época el Sr. Luis mayol y la primera dama la Sra Cecilia Morel en el afio 2013.

La participacion de la empresa Agrobiotruf S.A y la asociacion de truficultores de Chile en
conjunto con FIA de la inauguracion de la temporada de cosecha de trufa 2014 junto al
restaurante Emilia romagna en la cuidad de concepcidn con la participacioén del director de
FIA: El Sr Héctor Echeverria y personeros publicos.

La participacion de la empresa Agrobiotruf S.A y la asociacion de truficultores de Chile en
conjunto con FIA de la inauguracion de la temporada de cosecha de trufa 2015 junto al
ministro de agricultura el Sr. Carlos Furche Y la participacion del director de FIA El Sr
Héctor Echeverria y personeros publicos.
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9. Conclusiones y Recomendaciones:

Desde el punto de vista:
o Técnico

Durante el desarrollo del proyecto se obtuvieron resultados tecnicos que
permitieron por una parte, establecer parametros de manejos agronémicos
gue estimulen la entrada en produccion en truferas de 3 y 4 afios y que
ademas permita aumentar las producciones nacionales.

Asi también se definieron los protocolos para la certificacion de las trufas
cosechadas en chile, permitiendo exportar un producto con respaldo
técnico, generando una confianza con los importadores internacionales.

Ademas cabe sefialar el vinculo técnico-profesional entre la empresa
Agrobiotruf S.A y la asociacién de truficultores de Chile generado con
SAG, que permitira fiscalizar y regular el rubro de la truficultura nacional.

Econdmico

Durante el desarrollo del proyecto el beneficio econémico, se basoé
principalmente en la comercializacion nacional y la exportacion de trufa
fresca por parte de los propietarios.

El precio de la trufa en promedio se comercializo a nivel de productor del
orden de los U$ 1.000 a 1.200. Los propietarios que pudieron exportar la
trufas, las comercializaron en Suiza y en estados Unidos entre U$ 1.400 a
1600 ddlares el kilo en fresco, segun datos proporcionado por los
productores a nivel nacional se consumieron del orden de 12 kilos y se
exportaron del orden de 10 kilos, el resto de la produccién los propietarios
en conjunto con Agrobiotruf realizaran una re- inoculacion de sus truferas
para aumentar la produccion los préximos dos afios siguientes.

De gestion.

Durante el desarrollo del proyecto en el ambito de la gestion se establecio
la asociacion de truficultores de Chile (ATCHILE), quien ha permitido
generar vinculos profesionales y comerciales entre los asociados, ademas
de establecer y gestionar lazos comerciales con importadores
internacionales.
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IV. INFORME DE DIFUSION

¢ Difusion de los resultados obtenidos adjuntando las publicaciones realizadas en
el marco del proyecto o sobre la base de los resultados obtenidos, el material de
difusion preparado y/o distribuido, las charlas, presentaciones y otras actividades
similares ejecutadas durante la ejecucion del proyecto.

e Diptico informativo: El diptico informativo se entregaba a los productores
miembros de la asociacion de truficultores de chile, asistentes a las charlas
técnicas.
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DUAO TALCA-VII REGION DEL MAULE CHILE.

¢Qué son las trufas?

Las trufas son los cuerpos fructiferos de hongos Ascomicetos del género Tuber, que se desarrollan
bajo la superficie de la tierra (hipogeos). Estos hongos viven en simbiosis ectomicorricica con
algunos arboles forestales tales como Encinos, encinas y avellanos.

Las trufas han sido consumidas desde épocas remotas, egipcios, romanos y griegos conocian y
admiraban sus propiedades. Las trufas, hoy en dia, son consideradas, para algunos, como un
alimento de gran poder afrodisiaco y como el aromatizante por excelencia para condimentar o
aromatizar variedad de platos exquisitos, y darles un “toque” de sabor absolutamente inigualable.
Una de las trufas més interesantes de cultivar es Tuber melanosporum, conocida como trufa negra
del perigord, por su alta demanda en el mercado internacional

Los arboles mas aptos para el desarrollo del Tuber melanosporum son Quercus ilex (Encina),
Quercus robur (Roble europeo), Quercus pubescens (Roble negro) y Quercus faginea (Roble
carrasquefio) La trufa necesita de un Periodo inicial de 4-5 afios para adaptarse al terreno y
producir una sobresaturacion de micelio. Cuando alcanza volimenes muy importantes, se generan
los primordios (al que podriamos denominar estadio inicial de la trufa). Solo cuando las trufas estan
maduras emiten el potente aroma que las caracteriza y que las hace tan valoradas en la gastronomia.
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¢Qué se necesita para establecer una plantacion trufera?

Para establecer una plantacion trufera se requiere de tres factores Importantes: El suelo debe
presentar una serie de caracteristicas fisicas, estructura, capacidad de drenaje, capacidad de
retencion de agua y balance de elementos nutricionales entre otros. EI Clima debe ser de tipo
continental, con estaciones bien marcadas, inviernos frios y veranos calurosos. La Planta debe ser
de calidad, inoculada con el hongo bajo condiciones controladas en invernadero.

¢ Quiénes Somos?

Agrobiotruf, es una empresa nacional, lider en Investigacion, Desarrollo y Produccidn del cultivo de
Trufas en Chile. Nuestra empresa produce arboles (encinas y robles europeos) micorrizados con
trufa negra del perigord (Tuber melanosporum) los cudles son certificados mediante los mas
avanzados estandares Biotecnoldgicos (Anélisis Genético-PCR), entregando un producto de alta
calidad a nuestros clientes. Ademas como parte de nuestros servicios entregamos a nuestros
clientes, un completo rango de asesorias en todo el proceso de establecimiento, desarrollo,
produccion y comercializacion de este cultivo.

Somos la empresa en Chile que actualmente asesora 200 hectareas de plantaciones truferas a lo
largo de todo nuestro pais, equivalente al 95% de la superficie total plantada, con resultados
Optimos que avalan nuestros 12 afios de experiencia en la materia. Nuestros sistemas de produccion
y Know-How disponibles, son fruto de un largo proceso de investigacion y desarrollo tecnolégico a
nivel nacional e internacional.

65



Gobierno de Chile

Nuestros Productos y servicios:
Planta micorrizada de calidad

Nuestro proceso de produccién en viveros requiere de un periodo minimo de 12 meses para obtener
plantas terminadas de alta calidad y fuertemente micorrizadas. Las especies que producimos son
principalmente encinas (Quercus ilex) y robles europeos (Quercus robur y Quercus cerris), ambas
propagadas a partir de material vegetal selecto de origen nacional.

Nuestras plantas micorrizadas y sistemas de produccién de trufas son los Gnicos probados en el pais
con resultados validados y confiables, que estan respaldados por Proyectos de Investigacion
Nacionales y experiencias de campo en conjunto con la Fundacién para la Innovacion Agraria-FIA.

Nuestros arboles y técnicas de cultivo han logrado producciones de trufas en campo a los 4 y 5 afios
desde el establecimiento, garantizando que todas las plantas disponibles en el punto de venta se
encuentran micorrizadas con el hongo trufa negra (Tuber melanosporum) en sus raices, bajo
estrictos controles de calidad de laboratorios independientes.

Asesoria en el manejo agronémico

Agrobiotruf S.A. cuenta con el Know how para brindar a sus clientes el asesoramiento
técnico en el seguimiento y productividad de los huertos productores de trufas negras.

Cada proyecto tiene necesidades particulares, por lo cual cada asesoramiento es unico e
irrepetible. Este apoyo comienza desde el establecimiento hasta la produccion de trufas.

Asesoria en la cosecha y comercializacion

Agrobiotruf ofrece asesoria especializada en la cosecha, como asimismo podemos
proveerle de perros especialmente adiestrados.

Nuestra empresa tiene contactos internacionales para la colocacion del producto.
Manteniendo lazos comerciales con los principales comercializadoras del mundo.

66



)

Gobierno de Chile

e Taller de capacitacion personal del SAG regional

www.trufaschile.cl

CONTENIDO DEL TALLER PERSONAL SAG REGIONAL

Sabado 19 de julio 2014

9:30-10:30 Los hongos de micorriza y su interés en la silvicultura
10:30 - 10:50 Coffee break
10:50 - 11:30 Micorrizas: Identificacidén y aplicaciones practicas. Laboratorio
11:40-12:30 Biologia de las trufas
12:30-13:15 Almuerzo
13:30-14:30 Ecologia de las trufas negras
14:30 - 14:50 Coffee break
14:50 — 15:50 Analisis Edafo-climatico de truferas productivas a nivel nacional e Internacional
15:50 — 16:50 Nociones bdsicas de la cosecha de trufas
16:50-17:10 Ronda de preguntas

Domingo 20 de julio 2014

9:30-10:30 Factores a considerar en el establecimiento de una trufera
10:30 - 10:50 Coffee break

10:50 - 11:30 Establecimiento de una trufera

11:30-12:30 Manejos agronémicos en una trufera

12:30-13:15 Almuerzo

13:20-18:00 Visita terreno:



FIA

IRV, Ministero de Agricttues

Gobierno de Chile

e Participacion de la empresa en la exposago
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o Reportaje alas exportaciones de trufa negra certificada
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31 de julio de 2013
Comenzé la exportacion de trufas a Suiza y ya existen clientes interesados en EE.UU. y Alemania

Agrobiotruf es una empresa dedicada a la produccién de plantas micorrizadas con trufa y asesoria técnica
especializada a los truficultores desde hace 13 afios. En esta ocasion, uno de sus socios, Rafael Henriquez,
hablé con www portalfruticola.com para contamos mas sobre el cultivo de este hongo, que ya cuenta con
exportaciones a Suiza, y los desafios que deberan enfrentar las exportaciones futuras.

“La trufa negra de périgord, llamada asi por su origen de
una region de Francia, es causa de dewocion en el
mundo de la alta gastronomia, casi una religion. No por
nada la llaman el “diamante negro” y su precio puede
superar los US$ 1.000 por kilo en promedio pagados al
agricultor, y cuando se trata de algunos gramos el precio
aumenta hasta US$2.500 en el comercio local”, comento.

Y es que la trufa, un hongo subterraneo “adosado” a las
raices de arboles, es considerado un tesoro para la
gastronomia, el cual se cultiva en el campo chileno, entre
la region Metropolitana yla de Los Lagos, desde el 2009.

De acuerdo a lo declarado por Henriquez, actualmente, en Chile hay mas de 50 truferas establecidas, las cuales
sobrepasan las 250 hectareas. Sin embargo, sélo nueve estan en produccion, ya que tienen la edad y los
cuidados necesarios. De estas nueve, cuatro eran ensayos que se hicieron hace un tiempo en los proyectos de
inicios de la truficultura en Chile, por lo cual son muy pequefias y las cinco restantes son unidades de baja

superficie.

“Los huertos pueden tardar entre cinco y siete afios en comenzar a producir, se da en pocos lugares del mundo'y, g
ademas, para cosecharlas, se requiere de métodos muy particulares basados en el uso de perros entrenados '

que pueden detectar el potente y agradable aroma de la trufa que esta bajo tierra, desde mayores distancias que ma
los humanos”, sefialé Henriquez

FRESH

“Todo esto se inici6 con el apoyo de la Fundacion para la Innovacion Agraria (FIA). Ya ha pasado todo el tema de CONRECTIONS
investigacion y el desarrollo, asi que ahora hay que empezar a tener datos y resultados para que la gente empiece
a plantar y motivar a aquellos que deseen invertir en este cultivo. Lo principal es difundir, todavia hay gente en
Chile que piensa que esto es un chocolate, por eso hayque hacer hincapié en que esto es un producto de alto
valor culinario y monetario”, dijo.

Seminario

Fresh Connections : Pert

“Este afio surgio la posibilidad de exportar trufa fresca a
Suiza, ya que uno de nuestros clientes tiene contactos
en ese pais y, a partir de eso, comenzaron los contactos HOTE'- LOS DELFINES 5 I-IMA > PERU
para exportar trufas negras de perigord. Asi surgié un
interesado, que actualmente esta comprando casi un kilo
por semana y tenemos ofros interesados en Estados
Unidos y Alemania. No obstante, la principal dificultad de
esta operacion es la escasez del producto a nivel
nacional”, comentd Henriquez

Sin embargo, el socio de Agrobiotruf destacé que lo mas
importante, por ahora, no son las cantidades exportadas,
sino los comentarios de los consumidores finales en Suiza.

“Las trufas chilenas destacan por su calidad organolépticas y su tamafio”, asevero.

Consultado sobre las proyecciones y los futuros mercados a los que quisieran llegar, Henriquez indicé que:
“Nuestra meta es que el pais pueda llegar a mil hectareas productivas para el 2025, lo que posicionaria a Chile
como un actor relevante, con un 10% del mercado global de las trufas frescas. Lo que necesitamos es gente
comprometida, visionaria que comprenda que esta es una oportunidad de negocio a largo plazo”.

www.portalfruticola.com/2013/07/31/comienzan-las-exportaciones-del-diamante-negro-chileno/?pais=chile 1/3
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Chile comienza las exportaciones de trufa

Fecha de publicacion:31/07/2013
Pais: Chile
Fuente: portalfruticola.com

Agrobiotruf es una empresa dedicada a la produccién de plantas micorrizadas con trufa y asesoria técnica
especializada a los truficultores desde hace 13 afios. En esta ocasidn, uno de sus socios, Rafael Henriquez,
hablé con www portalfruticola.com sobre el cultivo de este hongo, que ya cuenta con exportaciones a Suiza, y
los desafios que deberan enfrentar las exportaciones futuras.

“La trufa negra de perigord, llamada asi por su origen de una region de Francia, es causa de devocion en el
mundo de la alta gastronomia, casi una religion. No por nada la llaman el “diamante negro” y su precio
puede superar los US$ 1.000 por kilo en promedio pagados al agricultor, y cuando se trata de algunos gramos
el precio aumenta hasta US52.500 en el comercio local”, comentd.

Y es que la trufa, un hongo subterraneo “adosado” a las raices de arboles, es considerado un tesoro para la
gastronomia, el cual se cultiva en el campo chileno, entre la region Metropolitana y la de Los Lagos, desde el
2009.

De acuerdo a lo declarado por Henriquez, actualmente, en Chile hay mas de 50 truferas establecidas, las
cuales sobrepasan las 250 hectareas. Sin embargo, solo nueve estan en produccion, ya que tienen la edad y
los cuidados necesarios. De estas nueve, cuatro eran ensayos que se hicieron hace un tiempo en los
proyectos de inicios de la truficultura en Chile, por lo cual son muy pequenas y las cinco restantes son
unidades de baja superficie.

“Los huertos pueden tardar entre cinco y siete anos en comenzar a producir, se da en pocos lugares del
mundo y, ademas, para cosecharlas, se requiere de métodos muy particulares basados en el uso de perros
entrenados que pueden detectar el potente y agradable aroma de la trufa que esta bajo tierra, desde
mayores distancias que los humanos”, sefalo Henriquez.

“Todo esto se inicid con el apoyo de la Fundacién para la Innovacion Agraria (FIA). Ya ha pasado todo el
tema de investigacion y el desarrollo, asi que ahora hay que empezar a tener datos y resultados para que la
gente empiece a plantar y motivar a aquellos que deseen invertir en este cultivo. Lo principal es difundir,
todavia hay gente en Chile que piensa que esto es un chocolate, por eso hay que hacer hincapié en que esto

es un producto de alto valor culinario y monetario”, dijo.

“Este ano surgio la posibilidad de exportar trufa fresca a Suiza, ya que uno de nuestros clientes tiene
contactos en ese pais y, a partir de eso, comenzaron los contactos para exportar trufas negras de périgord.
Asi surgio un interesado, que actualmente esta comprando casi un kilo por semana y tenemos otros
interesados en Estados Unidos v Alemania. Mo obstante, la principal dificultad de esta operacion es la
escasez del producto a nivel nacional”, comento Henriquez.

Sin embargo, el socio de Agrobiotruf destacd que lo mas importante, por ahora, no son las cantidades
exportadas, si no los comentarios de los consumidores finales en Suiza.

“Las trufas chilenas destacan por su calidad organolépticas y su tamano”, asevero.

Consultado sobre las proyecciones y los futuros mercados a los que quisieran llegar, Henriquez indicé que:
“Nuestra meta es que el pais pueda llegar a mil hectareas productivas para el 2025, lo que posicionaria a
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e Listado (numero y detalle) de actividades por instrumento de difusion, como por
ejemplo:

O

Presentaciones en congresos y seminarios

Dentro del periodo de ejecucién del proyecto se organizé en conjunto con
FIA, un simposio internacional durante el 2014 “La truficultura en Chile: a
una década de iniciada la truficultura nacional” con la participacion de dos
expertos internacionales: Espafia: El Sr. Santiago Reyna Domenech y de
Italia: EI Sr. Gianluigi gregori.

Organizacién de seminarios y talleres

Dentro del periodo de ejecucion del proyecto se realizé un taller de
capacitacion al personal del SAG regional, en Julio del 2014, con la
participacion de director del SAG regional el Sr. Nicanor cuevas

Dias de campo o reuniones técnicas
Dentro del periodo de ejecucion del proyecto se realizaron las siguientes
actividades:

Julio 2013. Charla técnica a integrantes de la asociacion de truficultores
de chile (ATCHILE): manejo agronémico y cosecha en plantaciones
productoras.

Agosto 2013. Degustacion de platos trufados a integrantes de ATCHILE.
Centro eventos Caupolican, Pencahue. objetivo: identificar el grado de
madurez de las trufas cosechadas y su calidad organoléptica.

Junio 2013. Dia de campo con el chef ejecutivo en gastronomia del hotel
casino de Talca. Francesco Manzone. Objetivo: Fomentar el consumo de
la trufa negra nacional en su menua gastronémico.

Agosto 2013. Dia de campo con personal del departamento de agricultura
de Estados Unidos. Objetivo: establecer lazos comerciales y degustar la
calidad gastrondmica de la trufa nacional.

Mayo 2013. Participacion feria gastronémica de Cunco. Objetivo: dar a
conocer la calidad culinaria y sus variadas aplicaciones.

Agosto 2013. Dia de campo personal FIA. Objetivo fomentar y dar a
conocer el cultivo

Septiembre 2013. Seminario de truficultura. Objetivo: dar a conocer los

avances de la truficultura nacional a productores y empresarios de la
sexta, séptima y octava region.
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Abril 2014. Capacitacion y asesoria técnica a ATCHILE. Objetivo:
capacitacion en el control de malezas y mejoramiento de la zona radicular.

Julio 2014. Capacitacion técnica en terreno a ATCHILE. Obijetivo:
identificacion de contaminantes en truferas productivas.

Junio 2014. Evento gastrondmico restaurante Emilia romagna.
Degustacion de platos trufados, con la participacion de director de FIA: Sr.
Héctor Echeverria.

Publicaciones cientificas: No hubo publicaciones en el proyecto

Publicaciones divulgativas: No hubo publicaciones en el proyecto
Articulos en prensa
-Julio 2013. Agronoticias. Chile comienza con las exportaciones de trufa.

-Octubre 2013. Portalfruticola. Comienzan las exportaciones del diamante
negro chileno.

- Octubre 2013. Economia y negocios del mercurio. Participacion de la
trufa en la exposago.

Agosto 2015. Participacion de la empresa Agrobiotruf en programa
NICOLATE del cable.

Agosto 2015. Entrevista Agrobiotruf en CNN Chile sobre el cultivo de la
trufa y perspectivas futuras.
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V. ANEXOS

Entregar los antecedentes como fue indicado para los informes técnicos de avance, pero
en este caso la informacién no corresponde sélo a la actualizacion sino a la historica. Por
ejemplo, cambios en el equipo técnico, se debe adjuntar la ficha de todos los participantes
gque participaron en alguna de las etapas del proyecto aunque hayan sido reemplazados.

Anexo N° 1. Certificado de productores

¥ Centro de

Biotecnologia UNIVERSDAD
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(

INFORME

Servicio identificacion de identidad de Tuber melanosporum mediante

marcadores moleculares

Productor: Guillermo Callejas

Fecha: 6 de Agosto de 2013

Informe Elaborado por: Dr. Rolando Garcia.
Laboratorio Biotecnos Ltda.

Muestra: Fragmento de cuerpo fructifero.

Antecedentes generales
El uso de marcadores moleculares para la deteccién de 7. melanosporum ha sido

recomendado en Italia, Espafia y Francia (Mabru et al., 1994; Mabru et al.,
2004) con el objetivo de detectar con exactitud la especia de trufa que se
encuentra micorrizando las especies arboreas y asi garantizar un mejor control de las
plantas. También, se ha recomendado el uso de marcadores moleculares para
asegurar la calidad y la trazabilidad en el proceso de produccion y comercializacidon de
las trufas (Paolocci et al., 1999), lo que le da transparencia y seguridad al productor
y al comprador. La identificacion de T. melanosporum consta de tres etapas
criticas: 1) La toma de la muestra; 2) La extraccion de ADN.; 3) La identificacion

molecular de T. melanosporum mediante marcadores especificos para la especie.

Resultados del analisis de identidad mediante marcadores moleculares
Extraccion de ADN

Se recibieron 7 muestras de cuerpo fructifero para ser analizado, las cuales se
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procesaron de acuerdo al protocolo recomendado por Cordero et al. (2011). Este

método consiste en la extraccion de ADN mediante la combinacién de lavados con
detergentes de alto peso molecular, separacion mediante centrifugacién de las
diferentes fracciones del contenido celular y purificacion mediante solventes vy

reductores organicos.

En la toma de muestra de este material vegetal, se utilizaron dos replicas
biolégicas para la extraccién de ADN del hongo. Se obtuvo ADN de alta calidad y a

una concentracién estimada mediante electroforesis en gel de agarosa de 25 ng/ul.

Identificacion molecular de T. melanosporum .
Se utilizd la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa DUPLEX con dos

marcadores moleculares especificos para 7. melanosporum y Tuber brumale que son
capaces de descartar entre las dos especies con un 99.99 % de efectividad.

Se realizaron las siguientes reacciones:

Reacciones 1-14: Muestras Problemas conteniendo ADN de la muestra
amplificada con los partidores de Tuber melanosporum y de Tuber brumale.
Esta combinaciéon de marcadores produjo una sefial Unica de 440 pb, especifica para
T. melanosporum y similar a la muestra control. Esto indica un 100% de identidad
entre la muestra analizada y la muestra de referencia y que no hay contaminacién con
ninguna bioldgica con Tuber brumale.

Reaccidon 15: Muestra control positivo conteniendo ADN de referencia para
Tuber melanosporum amplificada con los partidores de Tuber melanosporum y
Tuber brumale. Esta combinacion de marcadores produjo una sefial Unica,
especifica, para T. melanosporum que tiene un tamafio de aproximadamente 440 pb,
lo que indica la presencia de solo esta especie en la muestra control y la efectividad
del método para detectar la especie en estas condiciones experimentales.

Reaccién 16: Muestra problema conteniendo ADN de referencia para Tuber

brumale amplificada con los partidores de Tuber melanosporum y Tuber
brumale. Esta combinacion de marcadores produjo una sefial Unica, especifica, para
T. brumale que tiene un tamafio de aproximadamente 820 pb en el ADN, lo que

indica la presencia de solo esta especie en la nuestra control y la efectividad del
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método para detectar la especie en estas condiciones experimentales.

Reaccién 17: Muestra control negativo de contaminaciéon conteniendo agua
amplificada solo con los partidores de Tuber melanosporum y Tuber brumale.
No se observa ningun tipo de sefial de reaccion, lo que indica que todos los
reactivos y materiales estan libres de contaminantes de 7. melanosporum o T.
brumale, confirmando la confiabilidad de este método de deteccién de
identidad.

Al comparar las sefiales de amplificacion emitidas por el cuerpo fructifero de las
Muestras problema con el control positivo de referencia de Tuber

melanosporum se observa que ambas sefiales tienen un peso molecular idéntico.

Figura 1. Amplificacién de fragmentos con los partidores 5° ITSML (especifico para la
especie Tuber melanosporum) - ITSB (especifico para la especie Tuber brumale) y 3°
ITSLNG (especifico del género Tuber sp.). 1. Marcador de peso molecular 100 bp; 2-
15. Cuerpos fructiferos denominados M1-M7 y sus repeticiones bioldgicas; 16. Control
positivo interno de Tuber melanosporum; 7.- Control positivo interno de Tuber
brumale, 18. Control negativo con H,O destilada; 19. Marcador de peso molecular 100
bp.

Conclusiones
e Las muestras de trufas suministradas (muestras problemas) es idéntica a
Tuber melanosporum, con un 99.99% de probabilidad segln la deteccidén de

identidad con marcadores moleculares especificos para la especie.
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e Las muestras de trufas suministradas (muestras problemas) NO corresponde a

Tuber brumale con un 99.99% de probabilidad, segun la deteccién de
identidad con marcadores moleculares especificos para la especie.

e La muestras de trufa suministradas (muestra problema) NO presenta ningun
tipo de contaminacién con Tuber brumale con un 99.99% de probabilidad,
segun la deteccién de identidad con marcadores moleculares especificos para

la especie.
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INFORME

Servicio identificacion de identidad de Tuber melanosporum mediante

marcadores moleculares

Productor: P. Schneider

Fecha: 14 de Agosto de 2013

Informe Elaborado por: Dr. Rolando Garcia.
Laboratorio Biotecnos Ltda.

Muestra: Fragmento de cuerpo fructifero.

Antecedentes generales

El uso de marcadores moleculares para la deteccion de 7. melanosporum ha sido
recomendado en Italia, Espafia y Francia (Mabru et al., 1994; Mabru et al,,
2004) con el objetivo de detectar con exactitud la especia de trufa que se
encuentra micorrizando las especies arboreas y asi garantizar un mejor control de las
plantas. También, se ha recomendado el uso de marcadores moleculares para
asegurar la calidad y la trazabilidad en el proceso de produccion y comercializacion de
las trufas (Paolocci et al., 1999), lo que le da transparencia y seguridad al productor
y al comprador. La identificacion de T. melanosporum consta de tres etapas
criticas: 1) La toma de la muestra; 2) La extraccion de ADN.; 3) La identificacién

molecular de 7. melanosporum mediante marcadores especificos para la especie.

Resultados del analisis de identidad mediante marcadores moleculares
Extraccion de ADN

Se recibieron 3 muestras de cuerpo fructifero para ser analizado, las cuales se
procesaron de acuerdo al protocolo recomendado por Cordero et al. (2011). Este
método consiste en la extraccion de ADN mediante la combinacién de lavados con
detergentes de alto peso molecular, separacion mediante centrifugacion de las
diferentes fracciones del contenido celular y purificacion mediante solventes y

reductores organicos.
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En la toma de muestra de este material vegetal, se utilizaron dos replicas

bioldgicas para la extraccién de ADN del hongo. Se obtuvo ADN de alta calidad y a

una concentracién estimada mediante electroforesis en gel de agarosa de 25 ng/ul.

Identificacion molecular de T. melanosporum .
Se utilizd la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa DUPLEX con dos

marcadores moleculares especificos para 7. melanosporum y Tuber brumale que son
capaces de descartar entre las dos especies con un 99.99 % de efectividad.

Se realizaron las siguientes reacciones:

Reacciones 1-6: Muestras Problemas conteniendo ADN de la muestra
amplificada con los partidores de Tuber melanosporum y de Tuber brumale.
Esta combinacion de marcadores produjo una sefial Unica de 440 pb, especifica para
T. melanosporum y similar a la muestra control. Esto indica un 100% de identidad
entre la muestra analizada y la muestra de referencia y que no hay contaminacion con
ninguna bioldgica con Tuber brumale.

Reaccidén 7: Muestra control positivo conteniendo ADN de referencia para
Tuber melanosporum amplificada con los partidores de Tuber melanosporum y
Tuber brumale. Esta combinacion de marcadores produjo una sefial Unica,
especifica, para T. melanosporum que tiene un tamafio de aproximadamente 440 pb,
lo que indica la presencia de solo esta especie en la muestra control y la efectividad
del método para detectar la especie en estas condiciones experimentales.

Reaccidén 8: Muestra problema conteniendo ADN de referencia para Tuber
brumale amplificada con los partidores de Tuber melanosporum y Tuber
brumale. Esta combinacion de marcadores produjo una sefial Unica, especifica, para
T. brumale que tiene un tamafio de aproximadamente 820 pb en el ADN, lo que
indica la presencia de solo esta especie en la nuestra control y la efectividad del
método para detectar la especie en estas condiciones experimentales.

Reaccidn 9: Muestra control negativo de contaminacién conteniendo agua

amplificada solo con los partidores de Tuber melanosporum y Tuber brumale.
No se observa ningun tipo de sefial de reaccidon, lo que indica que todos los
reactivos y materiales estan libres de contaminantes de T. melanosporum o T.
brumale, confirmando la confiabilidad de este método de deteccién de
identidad.
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Al comparar las sefiales de amplificacion emitidas por el cuerpo fructifero de las

Muestras problema con el control positivo de referencia de Tuber

melanosporum se observa que ambas sefiales tienen un peso molecular idéntico.

Figura 1. Amplificacion de fragmentos con los partidores 5° ITSML (especifico para
la especie Tuber melanosporum) - ITSB (especifico para la especie Tuber brumale) y
3" ITSLNG (especifico del género Tuber sp.). 1. Marcador de peso molecular 100 bp;
2-7. Cuerpos fructiferos denominados M1-M2-M3 y sus repeticiones bioldgicas; 8.
Control positivo interno de Tuber melanosporum; 9.- Control positivo interno de Tuber
brumale, 10. Control negativo con H,O destilada; 11. Marcador de peso molecular 100
bp.

Conclusiones

. Las muestras de trufas suministradas (muestras problemas) es idéntica a
Tuber melanosporum, con un 99.99% de probabilidad segun la deteccién de
identidad con marcadores moleculares especificos para la especie.

. Las muestras de trufas suministradas (muestras problemas) NO corresponde
a Tuber brumale con un 99.99% de probabilidad, segun la deteccién de identidad
con marcadores moleculares especificos para la especie.

La muestras de trufa suministradas (muestra problema) NO presenta ningln tipo de
contaminacion con Tuber brumale con un 99.99% de probabilidad, segun la deteccidn

de identidad con marcadores moleculares especificos para la especie.
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INFORME
Servicio identificacion de identidad de Tuber melanosporum mediante

marcadores moleculares

Productor: Pedro Bejares

Fecha: 6 de Agosto de 2013

Informe Elaborado por: Dr. Rolando Garcia.
Laboratorio Biotecnos Ltda.

Muestra: Fragmento de cuerpo fructifero.

Antecedentes generales
El uso de marcadores moleculares para la deteccién de 7. melanosporum ha sido

recomendado en Italia, Espafia y Francia (Mabru et al., 1994; Mabru et al.,
2004) con el objetivo de detectar con exactitud la especia de trufa que se
encuentra micorrizando las especies arboreas y asi garantizar un mejor control de las
plantas. También, se ha recomendado el uso de marcadores moleculares para
asegurar la calidad y la trazabilidad en el proceso de produccion y comercializacion de
las trufas (Paolocci et al., 1999), lo que le da transparencia y seguridad al productor
y al comprador. La identificacion de T. melanosporum consta de tres etapas
criticas: 1) La toma de la muestra; 2) La extraccion de ADN.; 3) La identificacion

molecular de T. melanosporum mediante marcadores especificos para la especie.

Resultados del analisis de identidad mediante marcadores moleculares
Extraccion de ADN

Se recibieron 2 muestras de cuerpo fructifero para ser analizado, las cuales se
procesaron de acuerdo al protocolo recomendado por Cordero et al. (2011). Este
método consiste en la extraccion de ADN mediante la combinacién de lavados con
detergentes de alto peso molecular, separacion mediante centrifugacion de las
diferentes fracciones del contenido celular y purificacion mediante solventes vy

reductores organicos.

81



Gobierno de Chile

En la toma de muestra de este material vegetal, se utilizaron dos replicas

bioldgicas para la extraccién de ADN del hongo. Se obtuvo ADN de alta calidad y a
una concentracién estimada mediante electroforesis en gel de agarosa de 25 ng/ul.
Identificacion molecular de T. melanosporum .

Se utilizé la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa DUPLEX con dos
marcadores moleculares especificos para 7. melanosporum y Tuber brumale que son
capaces de descartar entre las dos especies con un 99.99 % de efectividad.

Se realizaron las siguientes reacciones:

Reacciones 1-4: Muestras Problemas conteniendo ADN de la muestra
amplificada con los partidores de Tuber melanosporum y de Tuber brumale.
Esta combinacion de marcadores produjo una sefial Unica de 440 pb, especifica para
T. melanosporum y similar a la muestra control. Esto indica un 100% de identidad
entre la muestra analizada y la muestra de referencia y que no hay contaminacion con
ninguna bioldgica con Tuber brumale.

Reaccidén 5: Muestra control positivo conteniendo ADN de referencia para
Tuber melanosporum amplificada con los partidores de Tuber melanosporum y
Tuber brumale. Esta combinacion de marcadores produjo una sefial Unica,
especifica, para T. melanosporum que tiene un tamafio de aproximadamente 440 pb,
lo que indica la presencia de solo esta especie en la muestra control y la efectividad
del método para detectar la especie en estas condiciones experimentales.

Reaccidén 6: Muestra problema conteniendo ADN de referencia para Tuber
brumale amplificada con los partidores de Tuber melanosporum y Tuber
brumale. Esta combinacion de marcadores produjo una sefial Unica, especifica, para
T. brumale que tiene un tamafio de aproximadamente 820 pb en el ADN, lo que
indica la presencia de solo esta especie en la nuestra control y la efectividad del
método para detectar la especie en estas condiciones experimentales.

Reaccidn 7: Muestra control negativo de contaminacién conteniendo agua

amplificada solo con los partidores de Tuber melanosporum y Tuber brumale.
No se observa ningun tipo de sefial de reaccidon, lo que indica que todos los
reactivos y materiales estan libres de contaminantes de 7. melanosporum o T.
brumale, confirmando la confiabilidad de este método de deteccién de
identidad.

82



Gobierno de Chile

Al comparar las senales de amplificacion emitidas por el cuerpo fructifero de las

muestras problema con el control positivo de referencia de Tuber

melanosporum se observa que ambas sefiales tienen un peso molecular idéntico.

Figura 1. Amplificacion de fragmentos con los partidores 5° ITSML (especifico para la
especie Tuber melanosporum) - ITSB (especifico para la especie Tuber brumale) y 3°
ITSLNG (especifico del género Tuber sp.). 1. Marcador de peso molecular 100 bp; 2-5.
Cuerpos fructiferos denominados M1-M2 y sus repeticiones bioldgicas; 6. Control
positivo interno de Tuber melanosporum; 7.- Control positivo interno de Tuber
brumale, 8. Control negativo con H,O destilada; 9. Marcador de peso molecular 100
bp.

Conclusiones

. Las muestras de trufas suministradas (muestras problemas) es idéntica a
Tuber melanosporum, con un 99.99% de probabilidad segin la detecciéon de
identidad con marcadores moleculares especificos para la especie.

. Las muestras de trufas suministradas (muestras problemas) NO corresponde
a Tuber brumale con un 99.99% de probabilidad, segun la deteccién de identidad
con marcadores moleculares especificos para la especie.

La muestras de trufa suministradas (muestra problema) NO presenta ningun tipo de
contaminacion con Tuber brumale con un 99.99% de probabilidad, segun la deteccién

de identidad con marcadores moleculares especificos para la especie.
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Servicio identificacion de identidad de Tuber melanosporum mediante

marcadores moleculares

Productor: J. Bannister

Fecha: 14 de Agosto de 2013

Informe Elaborado por: Dr. Rolando Garcia.
Laboratorio Biotecnos Ltda.

Muestra: Fragmento de cuerpo fructifero.

Antecedentes generales

El uso de marcadores moleculares para la deteccién de T. melanosporum ha sido
recomendado en Italia, Espafia y Francia (Mabru et al., 1994; Mabru et al.,
2004) con el objetivo de detectar con exactitud la especia de trufa que se
encuentra micorrizando las especies arboreas y asi garantizar un mejor control de las
plantas. También, se ha recomendado el uso de marcadores moleculares para
asegurar la calidad y la trazabilidad en el proceso de produccion y comercializacion de
las trufas (Paolocci et al., 1999), lo que le da transparencia y seguridad al productor
y al comprador. La identificacion de T. melanosporum consta de tres etapas
criticas: 1) La toma de la muestra; 2) La extraccion de ADN.; 3) La identificacion

molecular de T. melanosporum mediante marcadores especificos para la especie.

Resultados del analisis de identidad mediante marcadores moleculares
Extraccion de ADN

Se recibieron 2 muestras de cuerpo fructifero para ser analizado, las cuales se
procesaron de acuerdo al protocolo recomendado por Cordero et al. (2011). Este
método consiste en la extraccion de ADN mediante la combinacién de lavados con
detergentes de alto peso molecular, separacion mediante centrifugacion de las
diferentes fracciones del contenido celular y purificacion mediante solventes vy

reductores organicos.
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En la toma de muestra de este material vegetal, se utilizaron dos replicas

bioldgicas para la extraccién de ADN del hongo. Se obtuvo ADN de alta calidad y a

una concentracién estimada mediante electroforesis en gel de agarosa de 25 ng/ul.

Identificacion molecular de T. melanosporum .
Se utilizd la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa DUPLEX con dos

marcadores moleculares especificos para T. melanosporum y Tuber brumale que son
capaces de descartar entre las dos especies con un 99.99 % de efectividad.

Se realizaron las siguientes reacciones:

Reacciones 1-4: Muestras Problemas conteniendo ADN de la muestra
amplificada con los partidores de Tuber melanosporum y de Tuber brumale.
Esta combinacion de marcadores produjo una sefial Unica de 440 pb, especifica para
T. melanosporum y similar a la muestra control. Esto indica un 100% de identidad
entre la muestra analizada y la muestra de referencia y que no hay contaminacion con
ninguna bioldgica con Tuber brumale.

Reaccidén 5: Muestra control positivo conteniendo ADN de referencia para
Tuber melanosporum amplificada con los partidores de Tuber melanosporum y
Tuber brumale. Esta combinacion de marcadores produjo una sefial Unica,
especifica, para T. melanosporum que tiene un tamafio de aproximadamente 440 pb,
lo que indica la presencia de solo esta especie en la muestra control y la efectividad
del método para detectar la especie en estas condiciones experimentales.

Reaccidén 6: Muestra problema conteniendo ADN de referencia para Tuber
brumale amplificada con los partidores de Tuber melanosporum y Tuber
brumale. Esta combinacion de marcadores produjo una sefial Unica, especifica, para
T. brumale que tiene un tamafio de aproximadamente 820 pb en el ADN, lo que
indica la presencia de solo esta especie en la nuestra control y la efectividad del
método para detectar la especie en estas condiciones experimentales.

Reaccidn 7: Muestra control negativo de contaminacién conteniendo agua

amplificada solo con los partidores de Tuber melanosporum y Tuber brumale.
No se observa ningun tipo de sefial de reaccion, lo que indica que todos los
reactivos y materiales estan libres de contaminantes de 7. melanosporum o T.
brumale, confirmando la confiabilidad de este método de deteccién de
identidad.
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Al comparar las sefiales de amplificacion emitidas por el cuerpo fructifero de las

muestras problema con el control positivo de referencia de Tuber

melanosporum se observa que ambas sefiales tienen un peso molecular idéntico.

1 Z 3 4 5 6 y 8 9
. W . e
. - . -

e
* - -
S ame S AR e

Figura 1. Amplificacion de fragmentos con los partidores 5° ITSML (especifico para la
especie Tuber melanosporum) - ITSB (especifico para la especie Tuber brumale) y 3°
ITSLNG (especifico del género Tuber sp.). 1. Marcador de peso molecular 100 bp; 2-5.
Cuerpos fructiferos denominados M1-M2 y sus repeticiones bioldgicas; 6. Control
positivo interno de Tuber melanosporum; 7.- Control positivo interno de Tuber
brumale, 8. Control negativo con H,O destilada; 9. Marcador de peso molecular 100
bp.

Conclusiones

. Las muestras de trufas suministradas (muestras problemas) es idéntica a
Tuber melanosporum, con un 99.99% de probabilidad segun la deteccién de
identidad con marcadores moleculares especificos para la especie.

. Las muestras de trufas suministradas (muestras problemas) NO corresponde
a Tuber brumale con un 99.99% de probabilidad, segun la deteccién de identidad
con marcadores moleculares especificos para la especie.

La muestras de trufa suministradas (muestra problema) NO presenta ningln tipo de
contaminacion con Tuber brumale con un 99.99% de probabilidad, segun la deteccion

de identidad con marcadores moleculares especificos para la especie.
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Muestra: Fragmento de cuerpo fructifero.

Antecedentes generales

El uso de marcadores moleculares para la deteccion de 7. melanosporum ha sido
recomendado en Italia, Espafia y Francia (Mabru et al., 1994; Mabru et al.,
2004) con el objetivo de detectar con exactitud la especia de trufa que se
encuentra micorrizando las especies arbdreas y asi garantizar un mejor control de las
plantas. También, se ha recomendado el uso de marcadores moleculares para
asegurar la calidad y la trazabilidad en el proceso de produccién y comercializacién de
las trufas (Paolocci et al., 1999), lo que le da transparencia y seguridad al productor
y al comprador. La identificacion de T. melanosporum consta de tres etapas
criticas: 1) La toma de la muestra; 2) La extraccion de ADN.; 3) La identificacién

molecular de 7. melanosporum mediante marcadores especificos para la especie.

Resultados del analisis de identidad mediante marcadores moleculares
Extraccion de ADN

Se recibieron 5 muestras de cuerpo fructifero para ser analizadas, las cuales se
procesaron de acuerdo al protocolo recomendado por Cordero et al. (2011). Este
método consiste en la extraccion de ADN mediante la combinacién de lavados con
detergentes de alto peso molecular, separacion mediante centrifugacion de las
diferentes fracciones del contenido celular y purificacion mediante solventes y
reductores organicos. En la toma de muestra de este material vegetal, se

utilizaron dos replicas biolégicas para la extraccién de ADN del hongo.
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Identificacion molecular de T. melanosporum .
Se utilizo la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa con 1 marcador

molecular especifico para T. melanosporum que es capaz de descartar con un 99.99
% de efectividad.

Se realizaron las siguientes reacciones:

Reacciones 2-11: Muestras Problemas conteniendo ADN de la muestras
amplificada con los partidores de Tuber melanosporum produciendo una sefal
Unica de 440 pb, especifica para T. melanosporum y similar a la muestra control. Esto
indica un 100% de identidad entre la muestra analizada y la muestra de referencia.
Reaccién 12: Muestra control positivo conteniendo ADN de referencia para
Tuber melanosporum amplificada con los partidores de Tuber. Esta combinacién
de marcadores produjo una senal Unica, especifica, para 7. melanosporum que tiene
un tamafo de aproximadamente 440 pb, lo que indica la presencia de esta especie en
la muestra control y la efectividad del método para detectar la especie en estas
condiciones experimentales.

Reaccidén 13: Muestra control negativo de contaminacion conteniendo agua
amplificada solo con los partidores de Tuber melanosporum. No se observa
ningln tipo de sefial de reaccién, lo que indica que todos los reactivos y
materiales estan libres de contaminantes de 7. melanosporum. Confirmando la
confiabilidad de este método de deteccion de identidad.

Al comparar las sefiales de amplificacion emitidas por el cuerpo fructifero de las
Muestras problema con el control positivo de referencia de Tuber
melanosporum se observa que ambas sefales tienen un peso molecular

idéntico.
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Figura 1. Amplificacién de fragmentos con los partidores 5° ITSML (especifico para la
especie Tuber melanosporum) - y 3" ITSLNG (especifico del género Tuber sp.). 1.
Marcador de peso molecular 100 bp; 2-11. Cuerpos fructiferos denominados M1-M5 vy
sus repeticiones bioldgicas; 12. Control positivo interno de Tuber melanosporum; 13
Control negativo con H,0 destilada; 13. Marcador de peso molecular 100 bp.
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Conclusiones
. Las muestras de trufas suministradas (muestras problemas) es idéntica a
Tuber melanosporum, con un 99.99% de probabilidad segin la deteccion de

identidad con marcadores moleculares especificos para la especie.
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Servicio identificacion de identidad de Tuber melanosporum mediante

marcadores moleculares

Productor: Jonh Banister

Fecha: 14 de agosto de 2014

Informe Elaborado por: Dr. Rolando Garcia.
Laboratorio Biotecnologia Ltda.

Muestra: Fragmento de cuerpo fructifero.

Antecedentes generales

El uso de marcadores moleculares para la deteccion de 7. melanosporum ha sido
recomendado en Italia, Espafia y Francia (Mabru et al., 1994; Mabru et al,,
2004) con el objetivo de detectar con exactitud la especia de trufa que se
encuentra micorrizando las especies arbdreas y asi garantizar un mejor control de las
plantas. También, se ha recomendado el uso de marcadores moleculares para
asegurar la calidad y la trazabilidad en el proceso de produccién y comercializacién de
las trufas (Paolocci et al., 1999), lo que le da transparencia y seguridad al productor
y al comprador. La identificacién de T. melanosporum consta de tres etapas
criticas: 1) La toma de la muestra; 2) La extraccion de ADN.; 3) La identificacién

molecular de 7. melanosporum mediante marcadores especificos para la especie.

Resultados del analisis de identidad mediante marcadores moleculares

Extraccion de ADN

Se recibieron 5 muestras de cuerpo fructifero para ser analizado, las cuales se
procesaron de acuerdo al protocolo recomendado por Cordero et al. (2011). Este
método consiste en la extraccion de ADN mediante la combinaciéon de lavados con
detergentes de alto peso molecular, separacion mediante centrifugacion de las
diferentes fracciones del contenido celular y purificacion mediante solventes y

reductores organicos.
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En la toma de muestra de este material vegetal, se utilizaron dos replicas

bioldgicas para la extraccién de ADN del hongo.

Se obtuvo ADN de alta calidad y a una concentracidon estimada mediante electroforesis
en gel de agarosa de 25 ng/ul

Identificacion molecular de T. melanosporum .

Se utilizd6 la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa con 1 marcador
molecular especifico para T. melanosporum que es capaz de descartar con un 99.99
% de efectividad.

Se realizaron las siguientes reacciones:

Reacciones 2-11: Muestras Problemas conteniendo ADN de la muestras
amplificada con los partidores de Tuber melanosporum produciendo una sefal
Unica de 440 pb, especifica para T. melanosporum y similar a la muestra control. Esto
indica un 100% de identidad entre la muestra analizada y la muestra de referencia.

Reaccién 12: Muestra control positivo conteniendo ADN de referencia para

Tuber melanosporum amplificada con los partidores de Tuber. Esta combinacion
de marcadores produjo una sefial Unica, especifica, para T. melanosporum que tiene
un tamafo de aproximadamente 440 pb, lo que indica la presencia de esta especie en
la muestra control y la efectividad del método para detectar la especie en estas
condiciones experimentales.

Reaccidén 13: Muestra control negativo de contaminacion conteniendo agua
amplificada solo con los partidores de Tuber melanosporum. No se observa
ningln tipo de sefial de reaccién, lo que indica que todos los reactivos y
materiales estan libres de contaminantes de T. melanosporum. Confirmando la
confiabilidad de este método de deteccion de identidad.

Al comparar las sefiales de amplificacion emitidas por el cuerpo fructifero de las
Muestras problema con el control positivo de referencia de Tuber
melanosporum se observa que ambas sefiales tienen un peso molecular

idéntico.
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Figura 1. Amplificaciéon de fragmentos con los partidores 5° ITSML (especifico para la
especie Tuber melanosporum) — y 3" ITSLNG (especifico del género Tuber sp.). 1.
Marcador de peso molecular 100 bp; 2-11. Cuerpos fructiferos denominados M1-M5 vy
sus repeticiones bioldgicas; 12. Control positivo interno de Tuber melanosporum;. 14
Control negativo con H,0 destilada; 16. Marcador de peso molecular 100 bp.

Conclusiones

. Las muestras de trufas suministradas (muestras problemas) es idéntica a
Tuber melanosporum, con un 99.99% de probabilidad segun la deteccién de

identidad con marcadores moleculares especificos para la especie.
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Laboratorio Biotecnologia Ltda.

Muestra: Fragmento de cuerpo fructifero.

Antecedentes generales

El uso de marcadores moleculares para la deteccién de 7. melanosporum ha sido
recomendado en Italia, Espafia y Francia (Mabru et al., 1994; Mabru et al.,
2004) con el objetivo de detectar con exactitud la especia de trufa que se
encuentra micorrizando las especies arboreas y asi garantizar un mejor control de las
plantas. También, se ha recomendado el uso de marcadores moleculares para
asegurar la calidad y la trazabilidad en el proceso de produccion y comercializacion de
las trufas (Paolocci et al., 1999), lo que le da transparencia y seguridad al productor
y al comprador. La identificacion de T. melanosporum consta de tres etapas
criticas: 1) La toma de la muestra; 2) La extraccion de ADN.; 3) La identificacion

molecular de T. melanosporum mediante marcadores especificos para la especie.

Resultados del analisis de identidad mediante marcadores moleculares
Extraccion de ADN

Se recibieron 2 muestras de cuerpo fructifero para ser analizadas, las cuales se
procesaron de acuerdo al protocolo recomendado por Cordero et al. (2011). Este
método consiste en la extraccion de ADN mediante la combinacién de lavados con
detergentes de alto peso molecular, separacion mediante centrifugacion de las
diferentes fracciones del contenido celular y purificacion mediante solventes vy
reductores organicos. En la toma de muestra de este material vegetal, se

utilizaron dos replicas bioldgicas para la extraccién de ADN del hongo.
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Se obtuvo ADN de alta calidad y a una concentracion estimada mediante electroforesis

en gel de agarosa de 25 ng/ul.

Identificacion molecular de T. melanosporum .
Se utilizo la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa con 1 marcador

molecular especifico para T. melanosporum que es capaz de descartar con un 99.99
% de efectividad. Se realizaron las siguientes reacciones:

Reacciones 2-5: Muestras Problemas conteniendo ADN de la muestras
amplificadas con los partidores de Tuber melanosporum produciendo una sefal
Unica de 440 pb, especifica para T. melanosporum y similar a la muestra control. Esto
indica un 100% de identidad entre la muestra analizada y la muestra de referencia.

Reaccidén 6: Muestra control positivo conteniendo ADN de referencia para

Tuber melanosporum amplificada con los partidores de Tuber. Esta combinacion
de marcadores produjo una sefial Unica, especifica, para T. melanosporum que tiene
un tamafo de aproximadamente 440 pb, lo que indica la presencia de esta especie en
la muestra control y la efectividad del método para detectar la especie en estas
condiciones experimentales.

Reaccidén 7: Muestra control negativo de contaminacién conteniendo agua
amplificada solo con los partidores de Tuber melanosporum. No se observa
ningln tipo de sefial de reaccién, lo que indica que todos los reactivos y
materiales estan libres de contaminantes de 7. melanosporum. Confirmando la

confiabilidad de este método de deteccidon de identidad.
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Al comparar las sefiales de amplificacion emitidas por el cuerpo fructifero de las

Muestras problema con el control positivo de referencia de Tuber

melanosporum se observa que ambas sefales tienen un peso molecular

idéntico.
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Figura 1. Amplificacion de fragmentos con los partidores 5° ITSML (especifico para la
especie Tuber melanosporum) - y 3 ITSLNG (especifico del género Tuber sp.). 1.
Marcador de peso molecular 100 bp; 2-5. Cuerpos fructiferos denominados M1-M2 vy
sus repeticiones bioldgicas; 6. Control positivo interno de Tuber melanosporum;. 7
Control negativo con H,0O destilada; 8. Marcador de peso molecular 100 bp.

Conclusiones

. Las muestras de trufas suministradas (muestras problemas) es idéntica a
Tuber melanosporum, con un 99.99% de probabilidad segun la deteccion de

identidad con marcadores moleculares especificos para la especie.
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Muestra: Fragmento de cuerpo fructifero.

Antecedentes generales

El uso de marcadores moleculares para la deteccién de 7. melanosporum ha sido
recomendado en Italia, Espafia y Francia (Mabru et al., 1994; Mabru et al.,
2004) con el objetivo de detectar con exactitud la especia de trufa que se
encuentra micorrizando las especies arboreas y asi garantizar un mejor control de las
plantas. También, se ha recomendado el uso de marcadores moleculares para
asegurar la calidad y la trazabilidad en el proceso de produccion y comercializacion de
las trufas (Paolocci et al., 1999), lo que le da transparencia y seguridad al productor
y al comprador. La identificacion de T. melanosporum consta de tres etapas
criticas: 1) La toma de la muestra; 2) La extraccion de ADN.; 3) La identificacion

molecular de T. melanosporum mediante marcadores especificos para la especie.

Resultados del analisis de identidad mediante marcadores moleculares
Extraccion de ADN

Se recibid 1 muestra de cuerpo fructifero para ser analizada, la cual se procesé de
acuerdo al protocolo recomendado por Cordero et al. (2011). Este método consiste en
la extraccion de ADN mediante la combinacion de lavados con detergentes de alto
peso molecular, separacion mediante centrifugacién de las diferentes fracciones del
contenido celular y purificacion mediante solventes y reductores organicos. En la
toma de muestra de este material vegetal, se utilizaron dos replicas bioldgicas

para la extraccién de ADN del hongo.
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Se obtuvo ADN de alta calidad y a una concentracion estimada mediante electroforesis

en gel de agarosa de 25 ng/ul.

Identificacion molecular de T. melanosporum .

Se utilizd6 la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa con 1 marcador
molecular especifico para T. melanosporum que es capaz de descartar con un 99.99
% de efectividad. Se realizaron las siguientes reacciones:

Reacciones 2-3: Muestras Problemas conteniendo ADN de la muestras
amplificada con los partidores de Tuber melanosporum produciendo una sefal
Unica de 440 pb, especifica para T. melanosporum y similar a la muestra control. Esto

indica un 100% de identidad entre la muestra analizada y la muestra de referencia.

Reaccién 4: Muestra control positivo conteniendo ADN de referencia para
Tuber melanosporum amplificada con los partidores de Tuber. Esta combinacién
de marcadores produjo una senal Unica, especifica, para T. melanosporum que tiene
un tamafo de aproximadamente 440 pb, lo que indica la presencia de esta especie en
la muestra control y la efectividad del método para detectar la especie en estas

condiciones experimentales.

Reaccidn 5: Muestra control negativo de contaminacién conteniendo agua
amplificada solo con los partidores de Tuber melanosporum. No se observa
ningln tipo de sefial de reaccién, lo que indica que todos los reactivos y
materiales estan libres de contaminantes de 7. melanosporum. Confirmando la

confiabilidad de este método de deteccion de identidad.

Al comparar las sefiales de amplificacion emitidas por el cuerpo fructifero de las
Muestras problema con el control positivo de referencia de Tuber
melanosporum se observa que ambas sefales tienen un peso molecular

idéntico.
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Figura 1. Amplificacion de fragmentos con los partidores 5° ITSML (especifico para la
especie Tuber melanosporum) — y 3" ITSLNG (especifico del género Tuber sp.). 1.
Marcador de peso molecular 100 bp; 2-3. Cuerpos fructiferos denominado M1 y su
repeticion bioldgica; 4. Control positivo interno de Tuber melanosporum; 5. Control
negativo con H,0 destilada; 6. Marcador de peso molecular 100 bp.

Conclusiones
. La muestra de trufa suministrada (muestra problema) es idéntica a Tuber
melanosporum, con un 99.99% de probabilidad segun la deteccién de identidad con

marcadores moleculares especificos para la especie.
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Muestra: Fragmento de cuerpo fructifero.

Antecedentes generales

El uso de marcadores moleculares para la deteccién de 7. melanosporum ha sido
recomendado en Italia, Espafia y Francia (Mabru et al., 1994; Mabru et al.,
2004) con el objetivo de detectar con exactitud la especia de trufa que se
encuentra micorrizando las especies arboreas y asi garantizar un mejor control de las
plantas. También, se ha recomendado el uso de marcadores moleculares para
asegurar la calidad y la trazabilidad en el proceso de produccion y comercializacion de
las trufas (Paolocci et al., 1999), lo que le da transparencia y seguridad al productor
y al comprador. La identificacion de T. melanosporum consta de tres etapas
criticas: 1) La toma de la muestra; 2) La extraccion de ADN.; 3) La identificacion

molecular de T. melanosporum mediante marcadores especificos para la especie.

Resultados del analisis de identidad mediante marcadores moleculares
Extraccion de ADN

Se recibieron 10 muestras de cuerpo fructifero para ser analizadas, las cuales se

procesaron de acuerdo al protocolo recomendado por Cordero et al. (2011). Este
método consiste en la extraccion de ADN mediante la combinacién de lavados con
detergentes de alto peso molecular, separacion mediante centrifugacion de las
diferentes fracciones del contenido celular y purificacion mediante solventes vy
reductores orgdnicos. En la toma de muestra de este material vegetal, se

utilizaron dos replicas bioldgicas para la extraccién de ADN del hongo.
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Se obtuvo ADN de alta calidad y a una concentracion estimada mediante electroforesis

en gel de agarosa de 25 ng/ul.

Identificacion molecular de T. melanosporum .
Se utilizo la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa con 1 marcador

molecular especifico para T. melanosporum que es capaz de descartar con un 99.99

% de efectividad.

Se realizaron las siguientes reacciones:

Reacciones 2-21: Muestras Problemas conteniendo ADN de la muestras
amplificada con los partidores de Tuber melanosporum produciendo una sefal
Unica de 440 pb, especifica para T. melanosporum y similar a la muestra control. Esto

indica un 100% de identidad entre la muestra analizada y la muestra de referencia.

Reaccidén 22: Muestra control positivo conteniendo ADN de referencia para
Tuber melanosporum amplificada con los partidores de Tuber. Esta combinacion
de marcadores produjo una sefial Unica, especifica, para T. melanosporum que tiene
un tamafo de aproximadamente 440 pb, lo que indica la presencia de esta especie en
la muestra control y la efectividad del método para detectar la especie en estas

condiciones experimentales.

Reaccidon 23: Muestra control negativo de contaminacion conteniendo agua
amplificada solo con los partidores de Tuber melanosporum. No se observa
ningun tipo de sefial de reaccidén, lo que indica que todos los reactivos y
materiales estan libres de contaminantes de 7. melanosporum. Confirmando la

confiabilidad de este método de deteccidn de identidad.

Al comparar las sefiales de amplificacion emitidas por el cuerpo fructifero de las
Muestras problema con el control positivo de referencia de Tuber
melanosporum se observa que ambas sefiales tienen un peso molecular
idéntico.
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Figura 1. Amplificacién de fragmentos con los partidores 5° ITSML (especifico para la
especie Tuber melanosporum) - y 3° ITSLNG (especifico del género Tuber sp.). 1.
Marcador de peso molecular 100 bp; 2-21. Cuerpos fructiferos denominados M1-M10 y
sus repeticiones biolédgicas; 22. Control positivo interno de Tuber melanosporum; 23.
Control negativo con H,0 destilada; 24. Marcador de peso molecular 100 bp.

Conclusiones

. Las muestras de trufas suministradas (muestras problemas) es idéntica a
Tuber melanosporum, con un 99.99% de probabilidad seguin la deteccién de

identidad con marcadores moleculares especificos para la especie.

Referencias bibliograficas

Agerer, R. 1987-2002.. Colour Atlas of Ectomycorrhizae. Einhorn-Verlag. Munich.
Giraud, M., 1988. Prélevement et analyse de mycorhizes. CTIFL, 1988- La truffe.
p49-63 FNPT.

Juillet, 1988- né10. Ed. Charles PARRA. Congrés de la trufficulture. Saintes, 27-28
novembre 1987.

Cordero C., Caceres P., Gonzalez G., Bravo C., Quiroz K., Carrasco B., Garcia-
Gonzalez R. 2011. Rapid and efficient detection of Black truffle (Tuber melanosporum)
in soil and roots from artificially inoculated plants. Chilean Journal of Agricultural
Research 71(3): 488-494

103



Gobierno de Chile

Centro de

: Biotecnologia DYERSIDAD
?' de los Recursos i CATOLICA
\g Naturales DEL MAULE

INFORME
Servicio identificacion de identidad de Tuber melanosporum mediante

marcadores moleculares

Productor: Jordi Grau

Fecha: 22 de Julio 2014

Informe Elaborado por: Dr. Rolando Garcia.
Laboratorio Biotecnologia Ltda.

Muestra: Fragmento de cuerpo fructifero.

Antecedentes generales

El uso de marcadores moleculares para la deteccion de T. melanosporum ha sido
recomendado en Italia, Espafia y Francia (Mabru et al., 1994; Mabru et al.,
2004) con el objetivo de detectar con exactitud la especia de trufa que se
encuentra micorrizando las especies arboreas y asi garantizar un mejor control de las
plantas. También, se ha recomendado el uso de marcadores moleculares para
asegurar la calidad y la trazabilidad en el proceso de produccion y comercializacion de
las trufas (Paolocci et al., 1999), lo que le da transparencia y seguridad al productor
y al comprador. La identificacion de T. melanosporum consta de tres etapas
criticas: 1) La toma de la muestra; 2) La extraccion de ADN.; 3) La identificacion

molecular de T. melanosporum mediante marcadores especificos para la especie.

Resultados del analisis de identidad mediante marcadores moleculares
Extraccion de ADN

Se recibieron 3 muestras de cuerpo fructifero para ser analizado, las cuales se
procesaron de acuerdo al protocolo recomendado por Cordero et al. (2011). Este
método consiste en la extraccion de ADN mediante la combinacién de lavados con
detergentes de alto peso molecular, separacion mediante centrifugacion de las
diferentes fracciones del contenido celular y purificacion mediante solventes vy
reductores orgdnicos. En la toma de muestra de este material vegetal, se

utilizaron dos replicas bioldgicas para la extraccién de ADN del hongo.
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Se obtuvo ADN de alta calidad y a una concentracion estimada mediante electroforesis

en gel de agarosa de 25 ng/ul.

Identificacion molecular de T. melanosporum .

Se utilizd6 la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa con 1 marcador
molecular especifico para T. melanosporum que es capaz de descartar con un 99.99
% de efectividad. Se realizaron las siguientes reacciones:

Reacciones 2-7: Muestras Problemas conteniendo ADN de la muestras
amplificada con los partidores de Tuber melanosporum produciendo una sefal
Unica de 440 pb, especifica para T. melanosporum y similar a la muestra control. Esto

indica un 100% de identidad entre la muestra analizada y la muestra de referencia.

Reaccién 8: Muestra control positivo conteniendo ADN de referencia para
Tuber melanosporum amplificada con los partidores de Tuber. Esta combinacién
de marcadores produjo una senal Unica, especifica, para T. melanosporum que tiene
un tamafo de aproximadamente 440 pb, lo que indica la presencia de esta especie en
la muestra control y la efectividad del método para detectar la especie en estas

condiciones experimentales.

Reaccidén 9: Muestra control negativo de contaminacién conteniendo agua
amplificada solo con los partidores de Tuber melanosporum. No se observa
ningln tipo de sefial de reaccién, lo que indica que todos los reactivos y
materiales estan libres de contaminantes de 7. melanosporum. Confirmando la

confiabilidad de este método de deteccion de identidad.

Al comparar las sefiales de amplificacion emitidas por el cuerpo fructifero de las
Muestras problema con el control positivo de referencia de Tuber
melanosporum se observa que ambas sefales tienen un peso molecular

idéntico.
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Figura 1. Amplificacién de fragmentos con los partidores 5° ITSML (especifico para la
especie Tuber melanosporum) - y 3" ITSLNG (especifico del género Tuber sp.). 1.
Marcador de peso molecular 100 bp; 2-7. Cuerpos fructiferos denominados M1-M7 y
sus repeticiones bioldgicas; 8. Control positivo interno de Tuber melanosporum;. 9
Control negativo con H,O destilada; 10. Marcador de peso molecular 100 bp.

Conclusiones
. Las muestras de trufas suministradas (muestras problemas) es idéntica a
Tuber melanosporum, con un 99.99% de probabilidad seguin la deteccion de

identidad con marcadores moleculares especificos para la especie.
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Muestra: Fragmento de cuerpo fructifero.

Antecedentes generales

El uso de marcadores moleculares para la deteccién de 7. melanosporum ha sido
recomendado en Italia, Espafia y Francia (Mabru et al., 1994; Mabru et al.,
2004) con el objetivo de detectar con exactitud la especia de trufa que se
encuentra micorrizando las especies arboreas y asi garantizar un mejor control de las
plantas. También, se ha recomendado el uso de marcadores moleculares para
asegurar la calidad y la trazabilidad en el proceso de produccion y comercializacidon de
las trufas (Paolocci et al., 1999), lo que le da transparencia y seguridad al productor
y al comprador. La identificacion de T. melanosporum consta de tres etapas
criticas: 1) La toma de la muestra; 2) La extraccion de ADN.; 3) La identificacion

molecular de T. melanosporum mediante marcadores especificos para la especie.

Resultados del analisis de identidad mediante marcadores moleculares
Extraccion de ADN

Se recibieron 9 muestras de cuerpos fructifero para ser analizadas, las cuales se
procesaron de acuerdo al protocolo recomendado por Cordero et al. (2011). Este
método consiste en la extraccion de ADN mediante la combinacién de lavados con
detergentes de alto peso molecular, separacion mediante centrifugacion de las
diferentes fracciones del contenido celular y purificacion mediante solventes vy
reductores orgdnicos. En la toma de muestra de este material vegetal, se

utilizaron dos replicas bioldgicas para la extraccién de ADN del hongo.
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Se obtuvo ADN de alta calidad y a una concentracion estimada mediante electroforesis

en gel de agarosa de 25 ng/ul.

Identificacion molecular de T. melanosporum .

Se utilizd6 la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa con 1 marcador
molecular especifico para T. melanosporum que es capaz de descartar con un 99.99

% de efectividad. Se realizaron las siguientes reacciones:

Reacciones 2-21: Muestras Problemas conteniendo ADN de la muestras
amplificada con los partidores de Tuber melanosporum produciendo en 18
muestras una sefial Unica de 440 pb, especifica para T. melanosporum y similar a la
muestra control. Esto indica un 100% de identidad entre las muestras que

presentaron amplificaciéon y la muestra de referencia.

Reaccién 22: Muestra control positivo conteniendo ADN de referencia para
Tuber melanosporum amplificada con los partidores de Tuber. Esta combinacion
de marcadores produjo una sefial Unica, especifica, para T. melanosporum que tiene
un tamafio de aproximadamente 440 pb, lo que indica la presencia de esta especie en
la muestra control y la efectividad del método para detectar la especie en estas

condiciones experimentales.

Reaccidén 24: Muestra control negativo de contaminacion conteniendo agua
amplificada solo con los partidores de Tuber melanosporum. No se observa
ningun tipo de sefial de reaccidén, lo que indica que todos los reactivos y
materiales estan libres de contaminantes de 7. melanosporum. Confirmando la

confiabilidad de este método de deteccion de identidad.

Al comparar las sefiales de amplificacion emitidas por las muestras de los
cuerpos fructiferos de las Muestras problema con el control positivo de
referencia de Tuber melanosporum se observa que ambas sefiales tienen un

peso molecular idéntico.
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Figura 1. Amplificacion de fragmentos con los partidores 5° ITSML (especifico para la
especie Tuber melanosporum) - y 3" ITSLNG (especifico del género Tuber sp.). 1.
Marcador de peso molecular 100 bp; 2-21. Muestras problema denominadas M1-M10
y sus repeticiones bioldgicas; 22. Control positivo interno de Tuber melanosporum; 23.
Marcador de peso molecular 100 bp. 24 Control negativo con H,O destilada; 24.

Conclusiones

» Las muestras de cuerpos fructiferos (muestras problemas) son idéntica a Tuber melanosporum,
con un 99.99% de probabilidad segln la deteccion de identidad con marcadores moleculares
especificos para la especie.
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