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1. Captura de informacién tecnolégica
l.a, Captuaras tecnoldgicas
1.a.1. Periodos de desove y tiempe de recuperacién de Argopecten purpuratus

Argopecten purpuratus es una especie que desova, durante todo el afio, presentando su mayor
actividad entre los meses de Septiembre a Mayo, de acuerdo a Avendafio et al. 2001 en estudios
realizados sobre los bancos de La Rinconada y Mejillones (II Regién de Chile), otras investigaciones,
como la de Brown y Guerra (1980) determinaron que este molusco tiene periodos reproductivos
continuos ya que presenta especimenes maduros durante gran parte del afio; la regresion gonadal va
sucedida de una recuperacién gonadal en un corto tiempo y acinos en regresion tienen asociaciones
celulares con nuevas ondas de maduracién.

Acinos con gametos maduros pueden observarse 18 dias posteriores a su Gltimo desove, acinos
en regresion inicial y total a los 22 dias y nuevamente acinos en condiciones de madurez total, a los 28
dias, sin embargo, el abastecimiento de semillas es una de las mayores limitantes en los centros de
cultivos dedicados a la produccién de este molusco ya que cada vez, la obtencion de larvas por fijacion
desde ambientes naturales han ido disminuyendo, ya sea por la sobreexplotacion de este recurso, o bien
por variaciones en los pardmetros ambientales que no permiten un buen desarrollo larval.

La produccion de semillas en ecloserias, segin Gajardo & Cotteau (1996), presenta dificultades
bioldgicas. Avendaiio et al. (2001) indican que existen dos problemas que no se han podido superar
bdjo dambientes ¢ontrolados, (1) el estancainiento éin el ¢récimiento de 1as larvas entre 1os 122 y 135)im,
con apariencia globosa, asociado a ovocitos no maduros; acompafiado de una alta tasa de mortalidad
{cercana al-100%) y-{2) larvas de-48h andmalas, corr valvas desiguales y-ondulaciones en su-contorne,”
que impide su cierre, ¢sto, debido a la poliespermia por dafios estructurales en ovocitos maduros con
algin grado de atresia.

De acuerdo a los resultados obtenidos por Avendaiio (1993), las poblaciones de Argapecten
purpuratus presentes en la 1I regién de Chile, poseen periodos reproductivos anuales. Estos son
diferentes en la diracion y en el penodo en que tienen lugar. Asi, en Mejillones el proceso de desove
ocurre generalmente entre enero- febrero y comienzos de junio, con una duracién cercana a los 150dias,
en cambio en La Rinconada, ocurre desde fines de diciembre a ¢omiénzos de marzo, coil una duracién
cercana a los 120 dias. En esta poblacidn, es posible distinguir ademds un pequefio proceso
reproductivo por lo general entre junio y septiembre, en cambio la poblacion de Mejillones presenta
desoves parciales mas numerosos a lo largo del afio.

Avendaiio (1993) concluye que el desove significativo anual en cada una de estas poblaciones,
se caracteriza por ser un pericdo de actividad continua al interior de la gonada en la cual 1a evacuacién

de gametos maduros es reemplazada por nuevo material gonadal que es vuelto a emitirse, durante ¢}

periodo que dura el proceso.
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1.a.2. Metodologias propuestas para determinar el desarrolio gonadal de Argopecten purpuratus
a) indice Gonadosomdtico

Mottet (1979), Illanes et al (1985), Wolff (1988), ademas de Avendafic y Le Pennec (1997),
Gonzalez et al. (2002) entre otros, utilizaron el indice gonadosomatico para determinar el estadio de
maduracién gonadal en que se encuentra cada ejemplar de 4. purpuratus. Este indice gonadosomitico
(GSI) es calculado bajo la siguiente formula:

GSI= GW x 100
W§EP

donde GW: peso seco de 1a gonada fresca
WSP: peso seco de las partes blandas frescas

Cantillanez et al. (2005), calcularon un coeficiente de correlacion entre el GSI y el coeficiente
de variacion propuesto por Paulet ef al. (1997) para detectar cualquier grado de asociacion entre ambos
indices. Avendafio et al. (2001), indican que los GSI promedios registrados en individuos inducidos
que comienzan la evacuacion de gametos, fluctian entre 16.9 y 22.7 (Tabla I) entre los meses de
Septiembre y Diciembre.

Tabla 1. Resumen de los cultivos larvales de A. purpuratus realizados en laboratorio con
reproductores obtenidos desde el medio natural durante un pericdo de gran actividad

reproductiva.

Fecha Indice  Temperatura Tasade Duracion Supervivencia
desove gonédico promedio crecimiento titfve hasta
taboratorio promegio {umidia) (dias}) melamorfosis (%)
Pl 16,9£09726 19540,4082 288 10 00
121092 163410194 19,910,054 659 /i 87
041182 176413665 2001074680 350 10 00
1t1ee 8,141,293 05204340 161 U 23
214482 11410941 215404355 250 08 00
18112662 2742413 215403689 325 10 09
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b) Histologia gonadal

El exdimen histologico por microscopia, generalinente se¢ realiza posterior al GSI para
determinar, de acuerdo a la Tabla 2 el estado de maduracion que presenta la seccién gonadal femenina
de los especimenes.

Tabla 2. Escala de clasificacion para los diferentes estadios de maduracion de A.
purpuratus de acuerdo a Lucas (1965).

Stage no.  Steye ame  Deseripion

0 Quiescence  No eellubar ectivity ad the acini periphery, Abence of residusl ogeytes.

1 itision of  Goedal aciui s, Genmiinalline mostly oogoaa in pelferation end previseflogemic ocytes of various Sz
mafuration  adiering bo the s wall. Adni humen large ated masty ey,

2 Matniafion  Gonsdat acini enlarging, Gemuna? Lin tepreseried by vitellogatic poeyias edhering to the it wall, and

pedunscutzte oocytes. The been may contain frew vitellogenie oocytes.

3 Advancd  Acini farpe in ske, with 3 preponderence of enmpletely déveloped free vitellogenic oocyls (peivhedric shape
mamrty  due to compression). Mature oocyits undeoing atresia or complete s begia to appear in the ponad. Parthtly
ond zida o tomlly damaged acini may be preaent aly in the dists! porticn of the section, or alk acini may show parial

trlote! fysis of mature oocytes. fn some cases, penerative aciivity may be ohienved in the walls Al within
fhis siage ere included acini with oocyies in advanced v iteliogenesis but showing signs of sresta

4 Gunde  hnitimtin of @mete mhasse: evidenced by the decmase in free viteBogenic cocyles in the himen, some of which
releag showing sigrs of stresia. Ako ebsssified i 1his siage e overies i edvinced pumetogenesis with the presence

of residual aocytes and ovaries aith symgriome of tofet evacuation of garetas charmsteriond by sinel] geini
without geneative aetivity i their walls, Resifual oocytes may be Seen in their lumens,

La clasificacion cualitativa de los diferentes estadios de desarrollo que se observa en los tejidos
de ovario de A. purpuratus (Figura 1) fue adaptada desde la escala presentada por Lucas (1965) para
Pecten mdximus, presentando 4. purpuratus S ésladios de madurez sexiial.

- 5-5_“ o i P = Y
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Figura 1. Secciones histologicas de génadas
de A. purpuratus presentando los diferentes
estadios de maduracién a escala 50um, de
acuerdo a Cantillinez et al. (2005). (A)
Estado 0: quiescence (sin actividad celular en
la periferia del acino; (B) Estado I:
iniciacion de la maduracion (O: ovogenia;
PO: oocito previtelogénico; (C) Estado 2:
maduracion (PD: oocito pedunculado; VO
oocito  vitelogénico; (D) Estado 3:
maduracién avanzada y atresia (MO: oocito
maduro; AQ: oocito atresico); (E) Estado 4:
liberacioén de gametos (EA: acino vacio); (F)
Estado 4: liberacién de gametos (RO: oocito
residual).



1.a.3. Proceso de maduracién gonadal de Argopecten purpuratus

La génada madura de A. purpuratus (Figura 2) estd constituida por una zona ovirica de
coloracién anaranjada intensa ubicada en la zona apical de ésta, y una zona testicular de color blanco-
amarillento ubicada en la porcion basal o de insercion de la gbnada.

Figura 2. Individuo adulto de A. purpuratus en el cual
se identifica claramente la génada madura turgente.

En estado de plena madurez la génada se ve turgente, de colores intensos y con pequefias
granulaciones en su interior. Tanto la zona ovérica como la zona testicular estin conmstituidas por
folicalos cuyas dimensiones varian desde 105 70.5umy 100pm én ancho, y entre 105 85um y 14Spm de
largo. El tamafio de cada foliculo depende del estado de madurez alcanzado por los oocitos presentes
{Dupre, 1995).

Los pectinidos presentan diferentes fases en su ciclo gametogénico, incluyendo periodos de
reposo en la actividad reproductiva; periodos de diferenciacion celular; periodos de crecimiento
citoplasmatico; periodos de vitelogénesis (maduracion); pericdos de desove y de reabsorcion de los
restos de gametos que no han sido liberados (Dorarnige y LePerriec, 1989).

Una vez que las células germinales primordiales se encuentran en la génada, antes de la primera
maduracion gonadal, pasan por tres etapas:

o Etapa de multiplicacién: Fase vegetativa detl ciclo reproductivo, Consiste en la multiplicacion
por medio de mitosis de los elementos celulares que permanecen en la génada después de cada
desove o en el caso de los juveniles, al periodo previo al primer desove. Los eléementos celulares
que se multiplican corresponden a las células germinales y gonias (ovogonias y
espermatogonias). En este estado las gonias de A. purpuratus, de acuerdo a Dupre (1995), se
encuentran adheridas al epitelic germinativo. El nicleo presenta grinulos de cromatinas
principalmente en su periferia. El citoplasma es una delgada capa que recubre el micleo y se
extiende sobre la membrana basal del foliculo. Durante este proceso de multiplicacién de
gonias, el indice gonadico aumenta levemente y el indice de la glandula digestiva es mayor que
¢l indice gonddico.

o Etapa de crecimiento gonadal: También denominada Gametogénesis. Las gonias primarias se
multiplican y conforman las gonias secundarias que sufren las dos divisiones meidticas, luego
de lo cual comienza el crecimiento en volumen de estas células. Este periodo de crecimiento
celular ser produce solo en las hembras ya que en los machos o porcién masculina de la génada,

4
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los espermatocitos secundarios rdpidamente se transforman en espermdtidas y luego en
espermatozoides sin haber aumentade su volumen. E! aumento de volumen de los ovocitos
secondarios es por la acumulacion de citoplasina, proteinas, lipidos ¥ polisacaridos. El indice
gonadico crece a medida que el indice de la glandula digestiva decrece (Sastry y Blake, 1971
fide Dupre 1995) debido a la transferencia de nutrientes desde la glandula digestiva hacia la
génada.

e Etapa de diferenciacién celular: Es la maduracién de los gametos. Aqui ocurre la reduccion
del nimerc diploide de cromosomas de cada gameto. Esta etapa corresponde al inicio del
periodo de meiosis de la espermatogénesis, mientras que en la ovogénesis comienza con la
ultima etapa de Profase 1 (dictioteno) de la meiosis. El proceso de maduracion sexual en los
moluscos comienza con la formacién de los gametos femeninos y masculinos, proceso conocido
COMO ovogeénesis y espermatogénesis.

Sastry (1979) incluyé dentro del ciclo reproductive anual de la poblacién de A. irradians los
siguientes eventos: fase vegetativa; crecimiento gonadal y gametogénesis; maduracion gonadal; desove
y estado de reposo. Todos estos estadios son detectados tanto por el indice gonddico, como por ia
actividad gonadica a través de histologia gonadal.

El indice gonadosomatico comienza a incrementarse desde la fase vegetativa y alcanza su
maximo justo antes del desove. Con el desove, este indice decrece para permanecer en un nivel bajo
durante ¢! reposo gonadal. Estas variaciones del indice gonadico se corresponden con los eventos
celulares que ocurren dentro de la génada y que fueron nombrados anteriormente.

1.a.3.1. Periodo de diferenciacién celular en pectinidos:

En los pectinidos, 2l igual que en otros moluscos, Jos gametos femeninos son expulsados en forma
de ovocitos (diploides), por lo que ¢l desarrollo de los gametos tiene lugar durante 1a primera metafase
de la meiosis, completandose ésta después de realizado el proceso de fertilizacion. El proceso de
maduracién sexual en los moluscos comienza con la formaciéon de los gametos femeninos y
masculinos, proceso conocido como ovogénesis y espermatogeénesis

a) Ovogénesis:

Dorange vy LePennec (1989), en Pecten maximus, determiné que la etapa de ovogénesis se
divide en tres estadios:

+ El estadio premeidtico, en donde las divisiones celulares son sélo mitéticas, comienza cuando
las células madres dan origen a las ovogonias primarias, que son células alargadas y presentan
una alta retacién nicleo/citoplasma, El nicleo de estas células presentan cromatina condensada
en pequefios ciimulos y con una distribucion periférica al nicleo. En su interior también es
visible un nucleolo. En el citoplasma de estas células son visibles algunas mitocondrias y
cistenas del reticulo endoplasmaitico. Estas ovogonias primarias, por mitosis, dan origen a
ovogonias secundarias que tiene aproximadamente el mismo tamafic y estructura de sus
progenitoras.

s El estadio previtelogénico se caracteriza por que las ovogonias secundarias entran en la primera
profase de la meiosis dando origen a los ovocitos previtelogénicos. El nicleo y el citoplasma del
ovocito aumentan su volumen. Se ven ovocifos en estadio de leptoteno, zigoteno, paquiteno (se

5
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observa la presencia de los complejos sinaptonémicos) y diploteno (reaparece le nucleolo y se
ven extrusiones nucleares ricas en ribonucleoproteinas). Al alcanzar estos estadios intermedios
de la profase meidtica (paquiteno y diploteno) las células auxiliares emigran desde la periferia
de los foliculos hasta unirse estrechamente a los ovocifos, se estiran y desarrollan
prolongaciones a modo de seuddpodos. Su nicleo tiene una eucromatina muy densa y cimulos
de heterocromatina condensada en la periferia det nicleo. El citoplasma de estas células puede
contener inclusiones e tipo lisosomal.

El estadio vitelogénico se inicia cuando los ovocitos aumentan en talla, alcanzando unas 150um
al final del proceso de maduracion, dependiendo de la especie de pectinido. Primero adquieren
forma pedunculada, mientras estan todavia unidos a la pared del foliculo, luego se separan de
las células auxiliares y se desprenden de la pared del foliculo. La génada madura adquiere una
forma poliédrica por la presién ejercida por el foliculo. Se almacenan en el citoplasma del
ovocito en desarrollo una serie de inclusiones: Tipo I (proteinas basicas), tipo Il (de naturaleza
lipidica), tipo III (de naturaleza glucoproteica) y tipo IV (particulas de glucogeno B). Durante
este estadio las células auxiliares pegadas a los ovocitos se desarrollan y modifican. Su
caracteristica méas importante es un reticulo endoplasmatico muy abundante y desarrollado,
interpretandose como sefial de una actividad biosintetizadora de proteinas importantes. En el
citoplasma de estas células son visibles ademas, varias mitocondrias, vesiculas de reticulo
endoplasmatico liso, ribosomas, inclusiones de tipo lipidico y glucégeno en forma de
particulasa. También se pueden observar en este estadio figuras de endocitosis en la zona de
contacto entre estas células auxiliares y el ovocito, lo que podria indicar procesos de
transferencia de nutrientes. Cuando los ovocifos se separan de las células auxiliares, una vez que
dejan de ser estructuras unidas por un pedinculo a la pared detl foliculo, el citoplasma de estas
células auxiliares comienza a vacuolizarse y aparecen figuras de mielina, lo que es indicativo de
la ruptura de estas células.

b) Espermatogénesis:

El proceso de espermatogénesis comienza con los gametos en desarrollo agrupados en

foliculos. Tres tipos de células se pueden observar en las paredes de los foliculos: células madre, que
son facilmente reconocibles por su afcleo finamente granulado y su nucleolo con forma oval;
espermatogonias que proceden de células madre por medio de diferentes divisiones mitoticas y las
células auxiliares, que igual que en la ovogeénesis, son células que no pertenecen a la linea germinal
pero que intervienen también en el proceso de la espermatogénesis.

Las espermatogonias se pueden dividir en dos tipos: primarias y secundarias, mds un grupo de

células auxiliares.

Las espermatogonias primarias surgen de las células madre por mitosis y son las células de
mayor tamaiio de toda la linea germinal masculina. Se encuentran adheridas y acostadas en
sentido longitudinal sobre la lamina basal del tejido conjuntivo intersticial. Presentan un nicleo
oval o redondeado con cimulos dispersos de cromatina y con la presencia de uno o dos
nucleolos. En su citoplasma se observan numerosas mitocondrias con formas variables y que a
veces se ven agrupadas. El reticulo endoplasmatico rugoso tiene una localizacion perinuclear.

Las espermatogonias secundarias, de tamaifio algo menor que las primarias por reduccién de su
citoplasma, son muy numerosas al comienzo de la madurez sexual. Su ndcleo es oval o
redondeado y presenta un dnico nucleolo. Los cimulos de cromatina son mas densos que en las

6
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espermatogonias primarias. En el citoplasma son visibles mitocondrias y el reticulo
endoplasmético es menos evidente que en sus c€lulas progenitoras.

s Las células auxiliares corresponden al tercer tipo celular que se encuentra en los foliculos
masculinos. Estas células auxiliares soméficas se encuentran entre las espermatogonias,
adheridas la mayoria de las veces a la membrana basal del tejido conjuntive de delimita los
foliculos. Son células polimérficas con una estructura celular muy variable, aparentemente en
funcién del estadio del ciclo de espermatogénesis en que se encuentran. Su citoplasma presenta
con frecuencia un aspecto claro, vacuolar, con solo unas pocas inclusiones de aspecto denso y
con abundantes particulas de naturaleza glucogénica. Este aspecto lo suelen mostrar
preferentermente en periodos de gametogénesis activa.

1.2.3.2. Variaciones en la composicién biogaimica:

De acuerdo Lodeiros ef al. (2001), el tejido de los moluscos presenta un crecimiento constante
hasta iniciar la etapa reproductiva. Cuando el crecimiento somético decrece a favor de la actividad

reproductiva, la composicion bioquimica del tejido somatico puede cambiar de acuerdo a los
requerimientos reproductivos.

Whyte et al., (1990 - 1991) determinaron que Crassadoma gigantae requiere para una buena
vitelogénesis 46.7% de lipidos;, 43.5% de proteinas y 9.8% de carbohidratos, mientras que
Patinopecten yessoeniss requicre del 47.6 44.9 y 7.5 respectivamente.

La maduracion gonadal de A purpuratus requiere un alto contenido energético que de acuerdo a
Martinez & Pérez (2003) obtiene desde el musculo aductor a través del traspaso de carbohidratos.

El misculo y la glandula digestiva han sido indicadas como los érgano que almacenan
proteinas, lipidos y carbohidratos. Asi, Taylor & Venn (1979) fide Martinez & Pérez (2003), describen

que el crecimiento gonadal de Chlamys opercularis es apoyado por las reserva bioquimicas en el
musculo.

Para Lodeiros et al. (2001) el misculo y la gtindula digestiva son los principales depodsitos de
reserva energética en Lyropecten nodosus, siendo capaces de movilizar compuestos bioquimicos. Asi,
cuando la génada comienza su actividad gametogénica, los niveles de carbohidratos en e musculo v de
proteinas en la glandula digestiva comienzan a decrecer, pero la reserva de lipidos de la glindula
digestiva no fue usada. En los tejidos decrecen los carbohidratos cuando la masa gonadal se duplica.

Se han realizado numerosas investigaciones respecto a los proceso bioquimicas que controlan la
reproduccion en moluscos, Mathieu et al. (1988) indicé que la reproduccidn y otros procesos asociados
son controlados por el sistema nervioso en los moluscos vy el efecto mitogénico a sido atribuido al
cerebro ganglial en un gran nimero de especies.



1.a.4. Factores que influyen en la maduracién de Argopecten purpuratus:

En moluscos, el control de la maduracién se ha orientado principalmente al desarrolio de
técnicas para el acondicionamiento y estimulacién de la maduracion final y para el desove, utilizando
inductores.

La manipulacion artificial de la reproduccién de pectinidos depende directamente de la
respuesta a los factores ambientales. Asi, para que un organismo inicie su proceso de crecimiento de la
génada y gametogénesis es necesaria la coordinacién entre los procesos fisiologicos y eventos
reproductivos, que seglin Maeda (2001) es probable sean impuisados por una actividad neuroendocrina
aun no definida. De esta forma, el manejo del desove realizado en hatchery de ostiones se ve limitado a

la utilizacién de factores exégenos como la temperatura, calidad del alimento y el uso de algunos
quimicos.

La fase gametogénica del ciclo reproductive de los bivalvos, esti controlada, de acuerdo a
Sastry (1979), por una combinacion de factores exdgenos y endégenos. Segun Barber & Blake (1991)
Jos moluscos pectinidos poseen distintos perfodos en su ciclo reproductivo, en &l que se incluyen etapas
de reposo en la actividad reproductiva (fases vegetativas), periodo de diferenciacion celular, de
crecimiento citoplasmatico, de vitelogénesis {maduracion), de puesta (liberacidn de los gametos al
medio ambiente) y de reabsorcién de los restos de gametos que no han sido liberados en la puesta.

A nivel macroscépico, la gametogénesis es resultado del crecimiento de la gonada. Asi mismo,
para pectinidos en general, la génada puede ser caracterizada como vacia, parciaimente llena, llena
(madura), parcialnierite desovada ¥ desovadd. Varios factores €xdgenos ¥ enddgenoy deterniinan el
tiempo y duracion del evento reproductivo, siendo particular para cada especie, localizacién y tiempo.

1.a.4.1. Factores exégenos que influyen en la gametogénesis

Los factores exégenos han sido ampliamente investigados y la termperatura es el factor
medicambiental mas ampliamente utilizado para manejar la reproduccién en bivalvos (Barber & Blake,
1991).

a) Temperatura

La temperatura es el parametro ambiental mas frecuentemente utilizado para la induccidn
reiterada al desove de A. purpuratus (Gonzalez & Pérez, 2002).

Sastry {1979) comenta que los periodos de crecimiento gonadal y gametogénesis en varias
especies de bivalvos ha sido positivamente correlacionado con los cambios de temperatura de acuerdo a
las estaciones del afio. Asi, al aurmentar 1a temperatura a A. purpuratus (Wolff, 1998) y Chlamys
islandica (Thorarinsdottir, 1993) los especimenes analizados experimentaron en corto tiempo una
buena recuperacién gonadal. Cassostrea gigas produce sus gametos unas semanas antes si son
mantenidas a 24°C en vez de a 20°C (Robinson, 1992).

Rodriguez-Jaramillo et al. (2001), al investigar a Atrina maura, corroborado por Martinez &
Pérez (2003) estudiando a A. purpuratus, (Tabla 3) fundamentaron que mantener una alta temperatura
(19°C) durante todo €] periodo de acondicionamiento, no produtce un’ alto porcentaje” de gametos e’
desove, es mas, el tamafic de los oocitos liberados es pequefio. Mientras que el GSI decrece al
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aumentar la temperatura desde 15° a 19°C, debido a una liberacién parcial de gametos inmaduros pero
si se alterna la temperatura, se obtienen mejores resultados.

Tabla 3: Talla y sobrevivencia de A. purpuratus bajo diferentes regimenes de temperatura,

-

Tempesature regime {°C} Larval size fum) Larval survival {%)
5 9130+ 752 S134+ 034
15—+19 2874748 H1znd
19 $787£82¢° H4+47
915 9 A0 65T HE+LLF

Ench vabe is 8 man+ 5.0, (n=3). Difterent letters (in sperseript) indicate sigmificantly different vafues
(Tukey test P<0.08),

b) Alimentacién

Un factor importante en el buen desarrolio gonadal, lo constituye la cantidad y calidad del
alimento suministrado. Un estudio sobre Cassostrea gigas (Villalaz, 1994), expone que existe una
correlacion significativa entre el GSI, la temperaiura y el contenido de clorofila presente en el
ambiente. La calidad del alimento entregado durante el acondicionamiento reproductivo, afecta
directamente el crecimiento y sobrevivencia de larvas y postlarvas (Uriarte et al., 2004).

Otros factores nutricionales que afectan la calidad del desove en los moluscos, es el contenido
de 4cido eicosapentancico (EPA) y acido decosahexanoico (DHA) (Robinson, 1992b), Utting &
Millican (1997), observaron que la relacion EPA/DHA en huevos de una misma especie varia en
ambiente natural y controlado.

Martinez et al., {2000), consideran que las mejores condiciones de aclimatacidon para A.
purpuratus esta bajo temperaturas y alimentacion estables que permitan una adecuada acumulacién de
reservas nutricionales para obtener un alto grado de viabilidad.

Farias & Uriarte {2001) determinaron que la fecundidad de la porciéon gonadal femenina de A.
purpuratus se incrementa al alimentar a los reproductores con una dieta rica en proteinas, mientras que

una dieta pobre en proteinas, retrasa la maduracion en unas dos semanas y se liberan solo gametos
masculinos.

Uriarte et al. (2004) analizaron fres dietas gue presentaban distintos porcentajes de proteinas
(Tabla 4) utilizando microalga Isochrysis galbana y diatomeas Chaetoceros neogracile (Figura 3),
concluyendo que A purpuratus mantenida con una dieta de 100% de IH/GH presenta mejor
crecimiento larval que los especimenes alimentados con 70% I/G + 30% EPA/DHA. En un segundo
experimento (Tabla 5) determinaron que la dieta con microaiga y diatomeas con alto nivel de proteinas
(100% IH/GH) fue mejor que la dieta con emulsién lipidica (70% I/G + 30% DHA/EPA), al basarse en
el GS1y crecimiento larval de A. purpuratus y C. gigas.



Tabla 4: Contenido proteico en dietas basadas en microalgas Isochrysis galvana

(T-1s0) y Chaetoceros neogracile.

Died

i‘............................................

n Protetn content
(rgmg™")
0% IHIGH 7 922458
100% 1/'G 7 3284607
100% IL/GL 6 1308
7P% 1/G+ A% EPA/DHA 7 245403

100% IH/GH: 100% T-iso rica en proteinas + C. neogracile rica en proteinas.

100% I/G: 100% T-iso normal + C. neogracile normal.

100% IL/GL: 100% T-iso pobre en proteina + 100% C. neogracile pobre en proteinas.

70% 1/G+30%DHA/EPA: 70% T-iso normal + C. neogracile normal + 30% emulsién de lipidos
enriquecidos en DHA y EPA.

Tabla 5: Efecto de las dietas formuladas con microalgas, sobre €l indice
gonadosomatico y produccién larva y postlarval de A. purpuratus.

Dict durmg xproductive  GSI Larval gowth  Larval Postlarval growth  Postlarval
conditioning gmday™')  swvial (%) (mdy") survival (%)
Onset of experiment 0.04:4 001,
a=4
100% THIGH Q0TH001%,  $7T+0.7, BEE2E, M09 27410
r=6 n=b n=b
0P 140+ 30% 005+ 001%,  47:10.0° BHLL2, VXL 30408
EPA/DHA n=H n=h r=8

100% IH/GH: 100% T-iso rica en proteinas + C. neogracile rica en proteinas.

70% I/G+30%DHA/EPA: 70% T-iso normal + C. neogracile normal + 30% emulsién de
Hpidos enriquecidos en DHA y EPA.

n: réplicas

Figura 3. Cultivo microalgal indoor, con observacion microscopica de (A) Isochrysis galbana
y (B) Chaetoceros neogracile.
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¢) Luminosidad

Se ha determinado que en ciertas especie, existe una correlacién entre el ntimero de horas de luz
y la gametogénesis (Dupre, 1995) y pese a no encontrar documentacion, respecto A. purpuratus, de
acuerdo a Sastry (1979), el crecimiento gonadal y la gametogénesis en Argopecten irradians se inicia
en relacién al incremento de la longitud del dia que se produce durante la primavera., alcanzando su
méaxima madurez cuando la longitud del dia es maxima.

1.2.4.2. Factores endégenos que influyen en la gametogénesis

La composicion bioquimica de los bivalvos marinos es afectada no sélo por factores exégenos
como los expuestos anteriormente, sino también por factores endégenos que producen cambios en su
composicion bioquimica.

Takeda et al., {1989) plante6é que los drganos endocrinos diferenciados en moluscos marinos
(ganglios cerebral, pedal y visceral), generan el control de regulacion central de la funcién reproductiva
por intermedio de sustancias biologicamente activas, que de acuerdo a su conformacién quimica,
pueden ser moléculas que ademds de cumplir su funcion en la transmision de impulsos nerviosos
regularian funciones de naturaleza reproductiva. Dentro de los grupos de moluscos menos
evolucionados, donde se sitian los bivalvos prosobranquios, las neurgsecreciones producidas en el
sistema nervioso serian los reguladores quimicos de todo el proceso reproductivo, estas células
neurosecretoras se encuentran localizadas en las periferia de cada ganglio y desde aqui se produciria la
expulsion de neurosecreciones en su mayoria de estructura monoaminica.

a) Neurotransmisores

Las seiiales que se reciben del medio externo se traducen en otra sefial denominada “primer
mensajero” (hormonas o neurotransmisores), que llega hasta diferentes tejidos para regular su funcién.
Para obtener una respuestas intracelular a estos mensajes, existen tres elementos basicos: un receptor;
un elemento transductor y un elemento efector o amplificador (Sapag-Hagar, 1985 fide Maeda, 2001).

¢ El receptor, que se caracteriza por ser un componente macromolecular presente en la membrana
plasmatica de la célula blanco, actila como discriminador de las variadas seilales o mensajes. Al
producirse la interaccidn mensajero primario-receptor primario, este Gltimo sufre un cambio
conformacional que inicia la respuesta celular posibilitando su unién al elemento transductor.

o El elemento transductor es capaz de transducir la informacion a un sistema enzimatico que genera

un “segundo mensajero” intracelular, el cual puede regular la actividad de las proteinas (enzimas u
otras} y afectar asi funciones celulares especificas.

¢ Los “segundos mensajeros” mas conocidos son los nucledtidos ciclicos (adenosin monofosfato
ciclico AMPc y GMPc); ion calcio; inositol trifosfato y diacilglicerol (Sutherland ef al., 1968;
Rasmussen ef al., 1984; Berridge, 1984; Roman ef al., 2002; fide Maeda, 2001).

Se han analizado las variaciones en ¢l contenido gonadal de algunas monoaminas durante la
maduracion gonadal de Argopecten purpuratus (Martinez & Rivera, 1994). Para investigar el
mecanismo involucrado en la accion de estas neurosecreciones, se han medido los niveles del regulador
intracetular AMPc, durante la gametogénesis (Martinez et al., 1997), encontrdndose un incremento del

11
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nucleétido que comienza en la mitad del periedo y una leve baja cuando la maduracién de los gametos
se ha completado.

Esto sugiere que las PGs, pueden jugar un rol importante en el control de la reproduccion de los
invertebrados. Estos eicosanocides han sido detectados en una variedad de invertebrados y su rol
fisioldgico incluye regulacién del transporte de iones, temperatura, reproduccion, agregacion celular y
mecanismos de defensa celular. De igual modo, se ha encontrado la presencia de PGs en ovarios y
testiculos de Crassostrea gigas y Patinapecten yessoensis, que incrementan durante la estacion de
desove (Mori et al., 1984 fide Martinez et al., 1999).

Lubet (1955), fide Barber & Blake (1991), demostré la regulaciébn neuroendocrina para
Chlamys varia. Sugirid que las sustancias secretadas por los ganglios cerebro-pleurales y viscerales son
esenciales para controlar el ciclo sexual anual; también lo hizo Mathieu (1987) para Mytilus edulis,
indicando que la gametogénesis y el metabolismo de almacenamiento de tejido son controlados por
células neurosecretoras del ganglio nervioso.

Por su parte, Khotimchenko y Deridovich (1991} al tmabajar con Patinopecten yessoensis
demostraron que los niveles mas bajos de estas hormonas coinciden con la minima actividad
gametogénica y, por el contrario, los valores mas altos, se presentan durante la maxima actividad de
maduracion y crecimiento, para caer abruptamente en el instante predesove. Estos mismos autores
describen una dindmica estacional de neurosecreciones para algunos pectinidos y han io han
correlacionado con las actividad reproductiva.

Martinez & Rivera (1994), en estudios posteriores, orientados al mejoramiento de la
reproduccién en pectinidos, determinaron la presencia variable de ofros neurotransmisores en el
sistema nervioso y génada, entre éstos se encuentran:

s serotonina (SHT)
* noradrenalina (NA)
* dopamina (DA)

Reportande que los niveles de estas aminas biogénicas aumentaron en la génada durante el
reinicio del ciclo gametogénico.

Midieron los niveles de (5-HT), (DA) y (NA) en ganglios, branquias y goénada luego del desove
y hasta 35 dias post-desove (tiempo minimo estimado para volver a generar células sexuales maduras).
Los niveles de 5-HT reportados en la seccion masculina de la génada fueron mas del doble que los
presentes en la femenina, lo que no significa necesariamente que ocurra una menor expresion de éstas
sino que una mayor utilizacion de la aminas en el proceso gametogénico. Los niveles de estas
monoaminas disminuyen abruptamente ¢l primer dia post-desove y posteriormente, se detectado un

-leve aumento que se mantuvo constante con el periodo de recuperacion gonadal. La seccidén masculina

de la génada también mostré una disminucién constante en la concentraciéon de 5 HT después de las
primeras horas post-desove. Al generarse un incremento en la actividad gametogénica, se determinaron
variaciones en las concentraciones de SHT, generandose un incremento en el dia 7 y manteniéndose
este valor hasta el dia 21 luego de lo cual el nivel descendié abruptamente.
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Uryu et al. (2000) descubrié en trabajos realizados en Patinopecten yessoensis una nueva
proteina presente en goénada de ostién:

e calcineurina (proteina serina/treonina fosfatasa 2B), que es una fosfatasa dependiente de
calcio/calmoludin que juega un rol importante en la transduccion de las sefiales de calcio en una
variedad de células desde hongos a vertebrados (Stewart ef al., 1982), y que tiene participacién
en una variedad de procesos celulares y seflales de transduccién dependientes de Ca*® (Rusnak
& Mertz, 2000). La calcineurina es una holoenzima consistente de una subunidad catalitica de
55 kDa y una subunidad ligadora de calcio de 19 kDa (Nakatomi & Yazawa, 2003). El rol
biologico de la calcineurina no esta atn definido (Muramatsu et al., 1992), pero se ha
determinado que su expresion en la gonada es directamente proporcional al incremento del
indice gonadosomatico, por lo que podria tener relacién con el reinicio de la maduracién
gonadal de FP. yessoensis.

Martinez ef al. (1999), encontraron una relacién inversamente proporcional entre los estadios de
maduracién post-desove y otro tipo de regulados intracelular:

e prostaglandinas (PG), cuyos niveles presentes en la gonada de 4. Purpuratus y en ovarios y
testiculos de Crassostrea gigas y Patinopecten yessoensis, se incrementan durante la estacion
de desove (Mori et al., 1984 y Ono, 1982 fide Martinez et al., 1999), determinaron que los
niveles de prostaglandina en la génada de Crossotrea gigas permanece sin cambio durante la
maduracion sexual pero muestra un pequefio incremento antes del desove. Por otro lado, Osada
y Nomura (1990) fide Martinez et al., (1999), analizaron la variacion estacionai de dos tipos de
prostaglandinas, PGE; y PGF3, en la hemolinfa y ovario en el ostion Pecten yessoensis,
encontrando un notable incremento en los niveles de ambas prostaglandinas (PGs) en la
hemolinfa de ambos sexos durante la estacion de desove. Este incremento fue considerado un
reflejo de un correspondiente incremento de PGs en las gbnadas. Por otro lado un descenso de

los niveles de PGs fue detectado en ¢l ovario al mismo tiempo que el indice gonadosomaético
aumentaba.

Beckvar (1981) utilizé6 macerados gonadales desde individuos maduros para inducir al desove a
tres especies de ostiones, Tridacna gigas, T. derasa y T. squamosasin sin obtener resultados
satisfactorios, sin embargo, sirvié de base para que otros autores, como Belda & Del Norte (1988)
realizaran un procedimiento similar, al que llamaron estimulacion sexual o bioldgica. Esta consistié en
la adicién de ovocitos y espermatozoides {obtenidos desde génadas de ostiones madures, mediante
succién con una jeringa, antes de que fueran desovados), hacia el medio en donde se encontraban
inmersos los reproductores o directamente a las génadas de éstos. El procedimiento causé pequefias
liberaciones de esperma en todos los organismos, perc no se registré una liberacién de huevos; sin
embargo, al tratarse los organismos con serotonina, se logré el desove de todos los organismos.

Gwyther & Munro (1981), utilizando almejas gigantes, indujeron al desove introduciendo
material gonadal extraido desde un organismo maduro hacia 12 cavidad del manto de uno inmaduro.
Primero, extrajeron una muestra gonada madura mediante una jeringa y luego la inyectaron en un
ostién inmaduro, obteniendo desove de los organismos.

1.b. Elaboracién de base de datos con protocolos de laboratorio

Los protocolos elaborados por el laboratorio para la ejecucion de este proyecto se encuentran
como Anexo.
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11. Obtencién del extracto biolégico base

2.2, Obtencitn de reproductores de A. purpuratus

Los organismos de A. purpuratus para este estudio fueron aportados por las empresas El Golfo
y Grimar Norte. La obtencion del extracto biologico base fue preparado partir de organismos
proporcionados por la empresa Grimar Norte Ltda., empresa asociada al proyecto.

Para las pruebas de induccién de maduracién, las instalaciones fueron proporcionadas también
por ambas empresas, los monitoreos de la maduracion gonadal fueron efectuados por personal de la
empresa con un seguimiento por parte del personal del laboratorio (CBBM).

Los organismos fueron siempre recolectados desde los sistermnas de cultivo de la empresa, los
organismos se encontraban en una talla de entre 8- 12 cm. Para el transporte al laboratorio se utilizaron
recipientes de 30 litros, tipo coleman, con hielo en su interior para disminuir su metabolismo y evitar
desove, estrés y eventual mortalidad de los organismos.

;,,./;.

Figura 4. Organismos tipo seleccionados para la obtencién
del extracto biclégico base.

2.b. Preparacién del extracto biolégico base:

El extracto biologico base fue preparado de acuerdo a lo proyectado y en cantidades suficientes
para llevar a cabo pruebas experimentales de maduracién y purificacion parcial de los compuestos
activos involucrados en ¢l proceso de maduracién gonadal.

Los extractos gonadales fueron preparados a partir de un total de 120 organismos fraccionados
en porciones de aproximadamente 20 individuos, todos con un nivel maximo de maduracién. El grado
de maduracién es un criterio visual y depende del grado de coloracién anaranjado-rojo y ademas
calculado el indice gonadosomdtico el cual fluctud siempre entre 15y 21.

Dado a que no existe una escala estandar colorimétrica de maduracion para el organismo en

estudio, se confeccioné una escala de 1 a 4 la cual fue correlacionada con el indice gonadosomatico y
observaciones de ovocitos.
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Figura 5. Diferenciacién de estados de maduracion segin coloracién de la gonada. Organismos
utilizados para determinar las variacién en la expresion de las proteinas presentes en la génada en los
diferentes estados de maduracion, la diferencia de coloracion de la génada es marcada. {A) inmaduro
sin diferenciacién visual del sexo. (B) inmaduro con diferenciacién sexual. (C) maduro parcialmente

sin la presencia de acinos marcados. (D) madurez méxima con la presencia de acinos marcados en la
gonada.

Figura 6. Escala colorimétrica confeccionada a partir de los 4
estadios mas representativos de la maduracién gonadal.
Confeccionada a partir de los organismos utilizados para
analizar la variacién en la expresion de proteinas durante el
ciclo gametogénico.

Estado 1: Reposc de la génada caracterizada por translucidez de las Areas reproductivas con un tamaiio
minimo en relacién a las otras etapas. No hay diferenciacion de las secciones femenina y masculina.
Para obtener muestras representativas de la porcién femenina y masculina se tomaron segmentos de
tejido basados en la ubicacion proximal (femenina) y distal (masculina) de la génada.

Estado 2: Comienzo de la maduracion sexual con una génada color anaranjada palida esencialmente en
la parte femenina y blanco opaco en la seccidén masculina, en comparacion al estado 1, se distingue un
aumento de tamaiio, El individuo presenta una leve diferencia en la coloracién de ambos sexos.

Estado 3: Maduracién de la gonada con presencia de una coloracion anaranjada intensa en la parte

femenina y blanco pélido en la parte masculina, presenta un leve aumento de tamafio en comparacion al
estado 2..

Estado 4: Estado maximo de Ia maduracion, la génada presenta un color anaranjado intenso (brillante)
en la seccion femenina y blanco cremoso en la parte masculina, presenta su maximo aumento en el
tamafio de la gonada. Ademis, los acinos se pueden distinguir marcados en la superficie de la gonada.
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Los extractos de génada femenina y masculina fueron preparados separadamente, levantando el
epitelio gonadal, teniendo cuidado de no tocar el tubo digestivo que pasa por la génada y que
eventualmente podria contaminar la muestra. El procedimiento se realizé utilizando agujas de diseccion
y pinzas quinirgicas esterilizadas para sacar pequefias porciones de génada. Una vez obtenida la parte
femenina y masculina de la génada se utiliz6 1 mi de buffer de extraccién (150mM de NaCl, 10mM de
Na,HPO,; y 1mM de PMSF, ajustado a pH 7.2) por cada 200mg de tejido respectivamente, se prepard
con esto un homogeneizado, con un equipo homogenizador Glas-Col a una velocidad méxima de

4000rpm, y huego se centrifugd para eliminar restos de tejido a 12.000 x g por 10min en una centrifuga
Beckman modelo Avanti J-251

Se colectd el sobrenadante en tubos falcon de 50mi y se almacenoé a -80°C hasta su utilizacion.
La concentracion total de proteinas del extracto fue determinado mediante método de Bradford {1976),
variando su concentracién entre 6 - 10 mg/ml. El método de Bradford se basa en la propiedad del
reactivo de color Coomasie Blue de unirse a proteinas desplazando su maximo de absorcién de 465nm
2 595nm. El colorante posee afinidad con los aminoicidos basicos y aromaticos.

2.c. Conservacién del extracto biolégico base:

El sobrenadante del homogeneizado obtenido en 2.2, es alicuotado en porciones de 3ml en
frascos de liofilizacion de 9ml. Los frascos son congelados a -80°C durante toda 1a noche. Las muestras
son ingresadas a un liofilizador Labconco de 1L de capacidad previamente acondicionado a las
temperaturas de liofilizacién (-40°C). Las muestras son liofilizadas en un vacio maximo de 0.045mbar

por 8h. Finalizado el ciclo los frascos son retirados y sellados. Finalmente los frascos se almacenan a
4°C hasta su utilizacion.

Figura 7.

* 1 (A)Liofilizador

{ Labconco (Merck)
i adquirido con este
{ proyecto para la
generacion del
compuesto base como
1 producto comercial.
.| (B) Muestra
liofilizada y sellada.
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HI. Aplicacién del compuesto base a escala piloto
3.a. Habilitacién de estanques y acondicionamiento de los organismos

Los estanques fueron habilitados por personal de la empresa El Golfo, estos tienen un volumen
util de 50L, el flujo fue de 1 recambio de agua al dia, con agua filtrada a 10p. Los organismos fueron
acondicionados por 24-48h antes de su utilizacion en maduracion gonadal.

3.b. Aplicacién del extracto base

Las primeras pruebas de induccion a la maduracién se realizaron en la empresa El Golfo de
Antofagasta, colaboradores del proyecto. Posteriores pruebas fueron realizadas en el CBBM.

El extracto bioldgico base fue inyectado en ostiones inmaduros con tallas entre 8-12¢m, todos
los organismos se encontraban en los primeros estadios (Estade !) de maduracidn gonadal, con
goénadas translucidas sin diferenciacion entre ambos sexos.

Se inyecté Img de proteina total del extracto femenino y masculine en el musculo aductor
teniendo cuidado de no perforar el tracto digestivo ni provocar stress en el individuo. Ademss se
inyecté como control, buffer de extraccién sin proteinas y se utilizaron ostiones controles sin inyectar.

Los ostiones se mantuvieron separados en contenedores de plastico utilizados como rutina por la
empresa.

Para proceder con la inyeccién del extracto base se dejaron los ostiones fuera del agua por
algunos minutos, esto para favorecer la apertura de las valvas, luego se separaron las valvas con una
espitula 6 pinzas. La inyeccion se realiz6 por la zona posterior del ostion, insertando la aguja lejos del
tracto digestivo y evitando tocar cualquier zona que no sea el musculo aductor. El ingreso del extracto
se debe realizar en forma lenta y sin mover la aguja de su posicidn, si esto ocurre podria ocasionar
rompimiento del misculo lo que provocaria la eventual muerte del ostion. Una vez inyectados los
organismos y cerradas las valvas, se ingresaron al estanque de acondicionamiento.

Figura 8. Aplicacion de la inyeccién en uno de los
organismos prueba.
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3.b.1. Monitoreo de los estados de maduracién gonadal de organismos inyectados

La matriz experimental de inyeccion de organismos en la primera prucba se muestra en la
siguiente Tabla:

Tabla 6. Matriz experimental de aplicacion det compuesto activo. Organismos
inmaduros se inyectaron con los diferentes extractos y buffer de extraccién sin
proteinas. El control corresponde a organismos sin procedimiento de inyeccion.
Los organismos utilizados se encontraban en Estado 1, inmaduro.

N° DE INDIVIDUOS INYECCION
Extracto femenino 15 1 mg proteinas
Extracto masculino 15 1 mg proteinas
Buffer extraccién 14 1 ml
Control (sin inyeccién) 10 -

La revision del estado de maduracion segiin la escala colorimétrica de los organismos se realizé
diariamente por el personal del a empresa y personal del CBBM. A los 14 dias de iniciada Ia
experiencia se disectaron 2 ostiones por tratamiento para realizar una observacion de los ovocitos
presentes.

Se prepard un frotis de génada para cada uno de los tratamientos y se determind el estado de los
huevos mediante una separaciéon de éstos desde el tejido gonadal, este procedimiento se llevé a cabo
mediante la metodologia descrita por Chavez-Crooker et al (2001), esto consiste en la toma de
pequefias porciones de gonadas y agregarles agua de mar filtrada, este homogenizado se filtra con
doble gasa y se recoge el filtrado. Una muestra de 100ul se observd en un microscopio Axiostar, con el
programa de anélisis de imagenes Magic Pro Plus. El software fue utilizado para determinar el tamafio
de los ovocitos.

Ademas se realizaron andlisis de electroforesis de las proteinas presentes en la porcion
femenina y masculina de la génada con el objetivo de comparar los patrones de expresién de proteinas.
Para esto, las proteinas fueron extraidas de acuerdo al punto 2.2, utilizando organismos en los 4
estadios mas representativos de la maduracién gonadal para ambos sexos.

La visualizacion de proteinas se realizé en SDS-PAGE, con un gel de acrilamida de 7.5 % y el
marcador molecular Kaleidoscope (BioRad) como referencia, este marcador consiste en siete proteinas
coloreadas con un rango de peso molecular entre 200.000 y 6.500 da. Los colores han sido
covalentemente marcados en el estdndar de proteinas y no se disocian durante el procedimiento normal
de corrida o de desteftido. Las proteinas son aplicadas en una solucién acuosa, y no requiere ninguna
reconstitucion o dilucién previa. Este marcador molecular, proporciona una medicién rapida y
cuantitativa. Las bandas individuales son ficilmente reconocibles por su color caracteristico,

marcandose las proteinas de forma separada en el transcurso de la electroforesis hasta cuando el frente
de corrida llega al final dei gel.
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Figura 9. Distribucién de las proteinas utilizadas como estindar de peso
molecular Kaleidoscope (BioRad) para gel de electroforesis SDS-PAGE.

Finalmente las bandas de prote{nas fueron analizadas con el software TotalLab (Nonlinear) para
determinar los pesos moleculares y observar la diferencia entre las proteinas presentes en los distintos
estadios de maduracion.

3.c. Resultados de Ia primera aplicacién piloto.

La maduracion maxima de los ostiones inyectados con el extracto femenino ocurrié a los 14
dias, los organismes inyectados con extracto masculino no sufrieron ninglin cambio, tampoco los
blancos inyectados con buffer ni lo controles sin inyeccion.

Tabla 7. Resultados de aplicacion del
compuesto activo,

Tratamiento RESULTADO
S
(14 dias)

Extracto femenino maduracion
Extracto masculino sin cambio
Buffer extraccién sin cambio
Control (sin sin cambio
inyeccién)
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A continuacidn se disectaron 2 organismos por tratamiento para observar los ovocitos presentes.

Figura 10. Organismos utilizados en la prueba de maduracion, los 2 primeros fueron inyectados
con ! mg de proteinas, el tercer ostion es el control sin inyectar. La diferencia en la coloracién
de la génada es muy marcada, Los organismos fueron disectados para evaluar la maduracién y
calidad de los ovocitos.

Las observaciones en microscopio de los frotis de gonada de los organismos en pruebas de
maduracién inyectados con extracto femenino, mostraron una diferencia evidente en la presencia y
morfologia de huevos con los blancos inyectados con buffer, controles sin inyectar y los inyectados con
extracto masculino. Los organismos inyectados con extracto femenino presentaron un mayor nimero
de huevos con respecto a los otros tratamientos, al separar los huevos desde el tejido gonadal se pudo
observar que los ovocitos de los ostiones inyectados con buffer, controles sin inyeccién e inyectados
con extracto masculino ademas de estar presentes en baja cantidad estaban transhucidos y no poseian un
tamafio mayor a 43p a diferencia de los inyectados con extracto femenino, los cuales no sélo estaban
en gran cantidad sino también tenian un mayor tamafio, variando de 54p a 70U y ademas mostraron
mayaor contenido intracelular y una gran vacuola de lipidos.

- ‘44 . o ek .
RS

Figura 11. Frotis de las génadas extraidas de los organismos de la prueba de
maduracion. {A) organismo inyectado con 1 mg de proteinas. (B) organismo
confrol sin inyectar. Existe gran diferencia en cantidad de ovocitos presentes,
ademas los ovocitos en (B) estan vacios.
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Figura 12. Ovocitos obtenidos de los organismos utilizados en la prueba de maduracion. (A)
ovocito obtenido desde un ostion inyectado con 1 mg de proteinas. (B) ovocito obtenido desde
un organismo inyectado con extracto masculino. (C) blanco inyectado con buffer de extraccion.
(D) control sin inyectar. A pesar de tener un tamafio similar existe gran diferencia en contenido
intracelular,

Las proteinas presentes en las porciones masculina y femenina de la génada variaron
proporcicnalmente al avance en el estado de maduracién maxima. Al comparar las gdénadas de
individuos completamente maduros (estado 4) con los ejemplares inmaduros sin diferenciacion sexual
(estado 1), se puede visualizar diferencias en la expresion de proteinas. En estado 4 se observo
expresién de proteinas que no estdn presentes en los otros estados, o por lo menos estin en
concentraciones por debajo del limite de deteccion.

En e! primer grupo de resultados, para la seccién gonédica masculina, se encontraron
polipéptidos en el estado 1 que no estdn presentes en el estado 4 o estan en muy baja concentracion y
viceversa.

Figura 13. Patrones de
proteinas extraidas de la
porcién masculina de la
gonada desde un
organismo en estado de
maduracién 4 (A) y uno
en estado 1 (B). Se
cargaron 100 pg de
proteinas en un gel SDS-
PAGE 7.5%.

12665 KDa  ammr
9604 KDa  cussp

325 KDS g,

1898 KDa o,
1395KDa .
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En el caso de la porcién femenina de la génada se observé mayor presencia de proteinas con
diferencias también entre ambos estados de maduracién.

5241 KDa "=
3510 KDa .

2893 KDa =
18.16 KDa et
1193 KDa ®=

Figura 14, Patrones de
proteinas extraidas de la
porciéon femenina de la
génada desde un
organismo en estado de
maduracion 4 (A) y uno
en estado I (B). Se
cargaron 100 pg de
proteinas en un gel SDS-
PAGE 7.5%.

Al realizar una comparacion entre los 4 estadios de maduracién gonadal se aprecia claramente

las diferencias de expresion de proteinas.

197.42

TN ¥ WTha

95.92

748 KDa

31.2 Kda

14.8 KDa
6.6 KDa

Figura 15. Gel SDS-PAGE 7.5%
cargado con 100ug de proteinas
desde la porcion femenina de la
gonada en los diferentes estadios
gonadales (1) inmaduro sin
diferenciacién de sexo (2) génada
inmadura con diferenciacién sexual
(3) génada parciaimente madura (4)
génada en maximo estado de
madurez. Las flechas indican las
proteinas que varian de un estado
gametogénico a otroc y su peso
molecular.
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Lo mismo ocurre con las proteinas de la porcion masculina de la génada, pero las proteinas que
encontramos son de diferente peso molecular.

200.8 KDa

126.6 KDa

833 KDa

41.7 KDa

321 KDa

18.7 KDa

Figura 16. Gel SDS-PAGE 7.5%, con 100 ug de proteinas desde la porcion
masculina de la génada en los diferentes estadios gonadales (1) inmaduro sin
diferenciacion de sexo (2) gonada inmadura con diferenciacion sexual (3)
gonada parcialmente madura (4) génada en maximo estado de madurez.. Las
proteinas que varian durante los diferentes estados gametogénico estan
indicadas con flechas rojas.

Los patrones de expresion de proteinas nos permiticron identificar las bandas que
potencialmente pueden corresponder al compuesto bioldgico en biisqueda. De acuerdo al os resultados
el nivel maximo de expresion del compuesto fue en estado de maduracién 4. Por lo tanto, se escogio
cste estado para la obtencion de extracto crudo para el procedimiento de purificacion parcial del
compuesto activo PECTENPLUS.
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1V. Purificacién e identificacién del compuesto activo PECTENPLUS
4.a. Purificacién de compuestos activos inductores de la maduracién

El principal objetivo de esta macroactividad es la de separar el compuesto bioldgico del resto de
las proteinas para aumentar la actividad especifica ene 1 tratamiento de aplicacién del compuesto. Para
la separacién de las proteinas presentes se utiliz6 la técnica de cromatografia de intercambio ionico de
baja presién.

La cromatografia es una técnica que se emplea en el fraccionamiento de proteinas. Consiste en
la aplicacion de una muestra mixta de proteinas a una columna de vidrio en la que se ha depositado una
matriz sélida porosa que estd inmersa en un solvente. A continuacion se bombea una gran cantidad de
buffer a través de la columna. Las diferentes proteinas se van uniendo de manera distinta segin sus
interacciones covalentes con la matriz, por lo que pueden ser separadas y recogidas a medida que son
eluidas al final de la columna. Segin la matriz escogida, las proteinas se pueden separar de acuerdo a
su carga, su hidrofobicidad, su tamafio o su capacidad de unirse a grupos quimicos especificos.

La cromatografia de intercambio idnico se realiza sobre matrices que tienen una carga neta,
positiva o negativa. La carga de la matriz de la columna asi como la carga de las proteinas dependera
del pH del buffer y de su fuerza idénica (proporcional a la concentraciéon de iones). En condiciones
determinadas serdn retenidas en la columna las proteinas que tengan una carga complementaria a la de
la matriz del gel (las proteinas cargadas negativamente serdn retenidas por una matriz cargada
positivamente), siendo eluidas Ias restantes.

PRINCIPIO DE LA CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBLO JONICO

Las paricutas cargadas negativaments
5o unen 3 k2 matrz ediida cargada
positivamente, y 2on retenidas.

Las parficuas cargadas positvamente
son rechazadas por la matiz solida
‘Cargada positivamenie y 3on eluidas.

La elucitn de 1as particuias cargadas
negativaments sa consigus cambiando
8l pM da) soivente hasta iguziario a su
punto isoeiéctricd o hasta invertir su carga
neta,

flujo de sovente

Figura 17. Principio basico de la cromatografia de intercambio
iénico, las moléculas de interés son retenidas por la matriz
porosa de acuerdo a la interaccién covalentes entre la resina y
las proteinas cargada sen la columna.
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Para eluir las proteinas retenidas se puede variar la carga iénica del buffer o su pH para alcanzar
el punto isoeléctrico de la proteina de interés o el de la matriz, neutralizando de este modo la fuerza de
adhesion que retiene a las proteinas en la columna.

La pureza de las fracciones obtenidas se suele comprobar mediante la electroforesis en geles de
poliacrilamida o midiendo la actividad biolégica en cada fraccion.

Existen varios tipos de resina de intercambio idnico, pueden estar constituidas por compuestos
organicos, resinas sintéticas, polisacaridos, etc. Las caracteristicas de la matriz determinan sus
propiedades como resolucion, capacidad y recuperacion al igual que las propiedades fisicas como la
resistencia mecénica y flujo.

En ¢l caso de este proyecto se utilizé una matriz basada en polimeros de celulosa (DEAE-
celulosa), la cual es un intercambiador débil de tipo anidnico, o sea cargado positivamente, este es uno
de los intercambiadores mas utilizados para la purificacion de protefnas. Sus propiedades idnicas son
dependientes del pH, dentro de un rango de pH de 4 -8 donde la mayoria de la separacion de proteinas
tiene lugar.

Para la separacion de las proteinas del extracto biol6gico utilizamos una resina DEAE—celulosa
en un cromatografo de baja presion Biologic LP System, BioRad.

La columna de separacidn fue equilibrada con 10mM Tris-Hel, pH 7.5. La muestra fue cargada
a la columna y se lavo con el mismo buffer a un flujo de 0.5ml/min. Las proteinas fueron eluidas en un
gradiente de 0-100% de I{M de NaCl. Las muestras eluidas fueron colectadas automaticamente en un
colector de fracciones robotizado BioRad. Durante la elusion se registrd automaticamente absorbancia
y/o conductividad. Paralelamente el contenido total de proteinas en cada fraccién fue determinado
mediante el método de Bradford utilizando un espectrofotometro Lambda EZ210, Perkin Elmer. Esto
para calcular la concentracion real de proteinas de cada tubo y calcular asi los voliimenes de aplicaciéon
para electroforesis,

FIVITVE i ianies

Figura 18, Patrén de elucion del extracto bioldgico aplicado a una cromatografia
de intercambio i6nico en columna DEAE-celulosa. El extracto biolégico
corresponde a la porcién femenina dado a que se encuentra en esta porcion la
mayor concentracién del compuesto. Los peaks indican concentracién de las
diferentes proteinas eluidas durante la aplicacion del gradiente salino. La pendiente
es el gradiente de la concentracién de 1M NaCl.
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La muestra fue fraccionada en 50 tubos conteniendo cada uno fracciones de 2ml, las cuales
fueron analizadas para determinar su concentracion de proteinas, mediante método de Bradford (1976).

La concentracién de proteinas es proporcional a la altura del peak. Se determinaron las
concentraciones de todas las fracciones y las fracciones positivas se sometieron a una electroforesis de
proteinas.

La electroforesis de proteinas en geles con una matriz de poliacrilamida, es sin duda alguna una
de las técnicas mas ampliamente usada para caracterizar mezclas complejas de proteinas basandose en
propiedades como tamaito, forma o punto isoeléctrico. Es un método conveniente, rapido y econdémico
a nivel de muestra pues se requieren solo cantidades del orden de microgramos de proteina.

Las proteinas presentan una carga eléctrica neta si se encuentran en un medio que tenga un pH
diferente al de su punto isoeléctrico y por eso tienen la propiedad de desplazarse cuando se someten a
un campo eléctrico. La velocidad de migracion es proporcional a la relacién entre las cargas de la
proteina y su masa. Cuanto mayor carga por unidad de masa mds rdpida sera la migracion. Una ventaja
importante de los geles de poliacrilamida es que son quimicamente inertes, transparentes y estables en
un amplio rango de pHs, temperatura y fuerza idnica.

Figura 19, Esquema de un gel de electroforesis de proteinas.

Para que la separacion ocurra se utiliza una matriz o gel, este estd compuesto por diferentes
concentraciones de acrilamida. Los geles de poliacrilamida se forman por la polimerizacién de la
acrilamida por accion de un agente polimerizante, la bis-acrilamida, en presencia de un iniciador y un
catalizador. Como iniciador se suele utilizar TEMED (N,N,N,N'-tetrametilnediamina) y como
catalizador el ion persulfato que se afiade en forma de persulfato de amonio.

Las proteinas se denaturan para que su migracion en el gel sea solo por su tamafio y no por su
carga ionica, este se realiza mediante la adicion de un detergente como el dodecilsulfato sédico (SDS).
Este detergente rodea la protefna de una carga negativa. Generalmente, la cantidad de SDS que se une a
la proteina depende del tamaiio de ésta, de esta forma todas 1as proteinas tienen una carga total negativa
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y una relacion masa/carga similar. Ademads, la denaturacién hace que pierdan su estructura terciaria y
por tanto su velocidad de migracion es proporcional al tamaifio y no a su estructura terciaria.

Cuando se ha completado la electroforesis la separacién de las proteinas se debe "revelar”
mediante la adicién de un colorante especifico para hacerlas visibles. Se emplean compuestos como el
coomassie o la plata.

Las proteinas fraccionadas mediante cromatografia fueron analizadas en un SDS-PAGE
(electroforesis denaturante), con un gel de ABA &l 7.5% y utilizando como estandar de identificacién
una proteina de uso comercial, Bovine Brain Calcineurin. En €l gel a continuacién se cargaron 200ng
de proteinas totales y la electroforesis se ilevo a cabo por 2 hrs. a 120V. El gel esta tefiido con Silver
Stain Plus (BioRad) con una sensibilidad de deteccion de 0.5 a 1.2ng de proteinas.

Figura 20. Gel SDS-PAGE 7.5% de las fracciones obtenidas en la primera fase de separacion
por cromatografia DEAE-celulosa. (estandar) Bovine Brain Calcineurin (Sigma); (6-24)
fracciones del gradiente de elusion.

Para la localizacion de la proteina calcineurina en sus dos subunmidades existen diferentes
alternativas metodoldgicas. Para la primera purificacién se utilizé6 un estdndar de calcineurina y la
localizacion se realizd de acuerdo al tamafio molecular relativo de las proteinas eluidas con respecto a
este estandar. Esta aproximacidon puede ser utilizada dado a que la calcineurina aparece como una
proteina altamente conservada para todas las especies descritas seglin el anélisis bioinformatico
realizado (punto 4.2). Sin embargo, como segunda alternativa de mayor confiabilidad metodolégica, se
estd elaborando un protocolo de deteccién mediante inmunoensayo a través de las técnicas de Elisa y
Western Blot.

Las subunidades de calcineurina son obtenidas durante la aplicacion del gradiente. La
subunidad mayor (calcineurin A) es eluida entre 0.50 y 0.66 M NaCl y 1a menor (calcineurina B) entre
0.23 y 0.38 M NaCl.

27



4.b. Identificacién técnica del compuesto active
Modelamiento del compuesto activo mediante andlisis bioinformatico

La Bioinformitica es un método de estudic que facilita el descubrimiento de nuevas ideas
biolégicas asi como crear perspectivas globales a partir de las cuales se puedan discemir principios
unificadores en biologia, siendo aplicada en diversas disciplinas como la biotecnologia, biclogia
molecular y la bioquimica. Este método tiene un impulso notable en el manejo a nivel de proteinas,
nucledtidos y genomas.

A nivel de proteinas ha adquirido gran importancia, en su uso en modelamiento de proteinas,
ya que, es muy dificil realizar esta tarea por los medios conocidos (Rayos X y RMN) , debido a que
stlo entregan una imagen de la proteina, pero este no foma en cuenta puntos importantes como son los
niveles energéticos y de interaccion que produce. De este modo, han sido concebidas técnicas
bioinformaticas para el modelamiento tridimensional por similitud de secuencias, asi como ecuaciones
de campos de fuerza mecénico molecular capaz de estudiar el comportamiento dindmico de las
biomoléculas.

El medic de utilizacién de bases de datos {como Swiss-Prot y Tremble) permite la
comparacion de la proteina problema con otras ya conocidas y determinadas, y en base a esto, realizar
el modelamiento en base a homologia. Para esto es importante obtener la secuencia primaria, ya que,
determinara lo que serd su estructura tridimensional, definiendo su funcién. Las propiedades
emergentes son propias de los sistemas complejos que estin sometidos a presiones evolutivas, tales
como los organismos vivos y sus biomoléculas. La funcidén de las diversas proteinas es sélo uno de los
ejemplos de este tipo de propiedades. El conjunto de propiedades estructurales, bioquimicas e incluso
cuanticas de los dtomos que las conforman, les proveen de especificidad y funcionalidad propia, atn
cuando la secuencia o la estructura sean relativamente similares.

a) Bisqueda de la secuencia a analizar

Se analizé la proteina Calcineurin Bovine Brain utilizada como estindar en la
electroforesis de proteinas (4.1) de la cual se buscod su secuencia mediante andlisis en bases de
datos (Rusnak & Mertz, 2000; Uryu et al, 2000). Se utilizé informacién dei Instituto
Bioinformético de Europa (http://srs.ebi.ac.uk), especificamente las siguientes bases de datos:
Swissprot y Tremb]. Estas bases de datos son las més confiables, ya que, son curadas a mano y
ademads, las que proveen un alto nivel de informacion y/o anotaciones (como la descripcion de
las proteinas, funcién, dominios estructurales, modificaciones post-transcripcionales,
vanaciones, etc.), por otro lado poseen un minimo de redundancia y un alto poder de
integracién con otras bases de datos. La busqueda se desarrolla por medio de los datos
descritos anteriormente.

b) Andlisis de los resultados obtenidos
Luego de terminar la bisqueda y contrastarla con lo obtenido por bibliografia, se eligen
a las mejores secuencias, la cual debe estar respaldada por otras publicaciones. Las secuencias

que se utilizaron son: CANB1_BOVIN, CANBI HUMAN, P2BA HUMAN vy
P2BA_BOVIN de la base de datos SWISSPROT.
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¢) Bisqueda por similitud

Una vez encontrada la secuencia de 1a proteina, se realiza una busqueda por similitud,
para favorecer el desarrollo del modelo, esta se realiza mediante la utilizaciéon del programa
Fasta34 o Blast, los cuales son programas desarrollados por linea de comando en un modo

interactivo, €l cual busca en una base de datos establecida y entrega los niveles de similitud

encontrados para esa proteina. El analisis realizado es el siguiente:

1»»rSequence — 690 aa

vs UniProt library

896609133 remiduss in 2752038 sequesnces
statistics extrapolated fram 60000 to 2748505 =sequences

FASTA (3.47 Nai 2004 fuerction [optimized, BLE2 matrix (11:-4)] ktup: 2

Expectation_n fit: rho(in(x))= 3.5059+--0.000179; mu= 9,.5304+-— 0.010
aman_var=33.3747+4~ 7.208. 0's: 180 Z-triwm:
Lanbda= 0,.222007 :

join: 38, opt: 26, opensext: ~-10--2, width: 16
Scap time: 11.920

The best score=s are:

CHEEOREECECEEEEEEEAEE

UNIPROT:
URIPROT:P2BA BOVIN P4845J Serine/threomine protei
UNIPROT:EF2BA RAT P63329 Serins threcnine protein
UNIFROT:E2BA_MOUSE PE3I32E Serine-threcmine protei
UNIPROT:GQ801N4 XENLA QRBROINS Ppplca-prov protein.
UHIPROT: Q57430 YENI& 057438 Calcineurin &.
UHIPROT:0SR914 PONPY Q5ES14 Serinesthrecnine prot
UNIPROT:Q8TAWY HUMAN QA8TAWY. FPPP3CA protein.
UNIPROT: OBHZNO Calcineurin & alpha.
UNIFROT:Q3UCT1 MOUSE Q23UCH] RBone marrow nacrophag
UNIPROT: QYUY Z RAT OSWUR?7 Serine threonins specif
URIPROT:Q309F2 BOVIH 0309F2 Calcineurin.
URIFROT:Q9EMZ3 PIC Q95MZ3 Calcinsurin catalytic s
UKIPROT:P48453-2 (P48453) Splice isoforn 1 of P4B
UNIPROT:Q7T1FS CHICK Q?T1FS Calcineurin 4 alpha (
URIFROT:P2ER_MOUSE P48453 Serinesthreonins protei
UNIPROT:Q6H1ED HUHAN QAH1FS Protein phosphatase 3
UNIPROT:Q8HZH9 RABIT QSHZMS Calcineurin A beta.
UNIPROT:P2EB RAT P20651 Serine threonine protein
UNIPROT:PZ2DB HUMAN P16298 Serinesthreonines protei
UNIPROT:QSF2F9_HIHAN ORF2F9 Serins threcnine prot

003209 Serine/threonine protei

L N W R e e T TR e T T T e T T e T Tt 0 e Tt R i

407 B-trim: 5537 in 164

opt bits E(2752038)

521)
g21)
521)
521)
518)
518)

511}

511}
511)
511)
511)
511}
511)
524
504)
525)
525)
524)
525)
524)

524)

2746
2738
2738
2738
2630
2561
2375
2375
2374
23732
2372
2367
23867
2363
2334
2313
2307
23056
2305
2304
2304

BE88.
886.
806,
B86.
851 .
835.
769.
769.
769.
768,
768,
767.
767,
766,
786,
750.
748.
747,
747.
747.
747 .

MNMRNARFE DO WWLWYW R WODWO NN

Y Y W T

.5e-216
.6e-214
.de-214
. 7e—214
. Te-214
. 2e—213
2213

- E-N=-1=R-E-R=-N-R-R=E=NN =N
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ﬁ"

y»HIPROT: P20A HOMAY Q08209 Serine/threonine protein pho (521 aa)
initn: 2746 initl: 2746 opt: 2746 ZT-scove: 4748.8 bita: 88B.7 E{): 0

Saith-Uaternan score: 2746: 100.000% idemtity (100.000% ungappaed) in 521 =a overlap (1-521:1- 521)
‘

10 20 3p 40 50 60 ;
Saquen MSEPKATDPKLSTTDRYVKAVYPFFPSERLTAKEVFDNDGKPRYDILEARLNKEGRLEFSY

UNIPRO MSEPKAIDPKLSTIDRYVEAVPFFPSHRLTAKEVFDNDGKFRYDILKARIMKEGRLEESY i
10 20 k] 410 50 60

70 80 9 1oo 110 120
Sequen ALRIITEGASIIRQEXNIIDIDAPVTVCGDIHGOFFDLEKIFEVGGSPANTRYLFLGDYV

UNIFRC ALRIITEGASI LWHNHDIDAFVTVCGDIBGQFFDLHMEVGSSFANRYIFLGDW i
70 BO 90 108 110 120 :

130 140 150 160 170 180 :
Sequer DRGYFSIECYLYLUALKILYPKTLFLLRGHHECKHLTEYFTFKCECKIKYSERY YDACHD i

UHIFRO DRGYFSIECVLYLWALKILYPKTLFLLRGHHECRHLTEYFTFKQECKIKYSERVYDACHD :
130 140 150 150 170 180 ,

190 200 210 220 230 240
Sequen AFDCLPLAALMHQOFLCVHGGLSPE INTIDDIRKLDRFKEPPAYGPNCDILVSDPLEDEG

UNIPRO AFDCLPLAALMNQOFLCVHGGLSPEINTLDDIRKLDRFKEFPAYGPHCDILWSDPLEDFG
190 200 10 220 230 210

250 260 270 280 290 300

d) Anilisis por medio de alineamientos locales y globales:

Luego de establecer secuencias por medio de bisquedas por similitud, se realizaron
alineamientos globales y locales. El alineamiento global usa el algoritmo de Needleman y
Wunsch, este método intenta maximizar el nimero de coincidencias y minimizar €l nimero de
huecos o gaps. El alineamiento local, se realizé mediante el algoritmo de Smith-Waterman, el
cual es adecuado para identificar regiones compartidas con mayor similitud entre dos
secuencias, ya que, sélo toma pequeilas partes de la secuencia y se analizan, en este tipo de
alineamiento no se observan gaps tan marcados. Los gaps son parte del andlisis de la
secuencia, formando huecos sin alinear de ambas proteinas, pero este no pertenece al
alineamiento entre ellas.

Para lograr un resultado 6ptimo es importante indicar un conjunto de penalizacion para
la creacidn y extension de los gaps que determinan la longitud de estos, para ello se utilizan
matrices de sustitucion, para calcular el score del alineamiento, existen dos tipos de matrices
BLOSUM y PAM.

La matriz BLOSUM (Blocks substitution matrix) contiene scores de sustitucién de
aminodcidos, observados en bloques de alineamientos muiltiples locales de proteinas
relacionadas. Las Secuencias mas similares con cierto porcentaje se representan como una
secuencia Gnica para evitar sobre-representaciones (Ej.: BLOSUM 62 - secuencias de 62% de
similitid o mas se toman como una sola).

La matriz PAM (Percent Accepted Mutation) es una unidad introducida para cuantificar
el grado de evolucion que causa una diferencia de 1% en secuencias relacionadas
evolutivamente. Una matriz de sustitucién PAM(x) contiene puntajes (scores) de sustitucién
para los diferentes aminoécidos calculados a partir de las frecuencias de sustitucion verificadas
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en proteinas que poseen una cantidad x de divergencia evolutiva (PAM 250: 206% similitud;
PAM 120: 40%; PAM 80: 50%; PAM 60: 60%).

Para el alineamiento global se utilizd una matriz BLOSUM 62, con una alta
penalizacion, evitando la aparicién de gaps. Para el alineamiento local también se utilizé esta
matnz:

Alineamiento global entre CANB1_BOVIN y CANB1_HUMAN

BHAHBBARBRAHURBUUGRBBARBRBRARNBRBBBEHARY

# Program: needle

# Rundate: Fri Jan 20 22:46:02 2006

# klign format: srspair

# Report_file: ../htdocs/tmp/output/needle our.21389
BARRUBHRBRBBURBRRRBBRBABEBRARARGRREURBOREY

#----I-S--t----------!------u—oz-nsnﬂ-nn

#
# Aligned sequences: 2
# 1:
# a2
# Hatrix: EBLOSUHEZ
# Gap_penalty: 15.0
# Extend penalcy: 0.3
#
# Length: 169
# Identity: 169/169 {10D,0%)
# Similarity: 1697169 (100.0%)
# Gaps: 0/169 ( 0.0%)
# Score: B870.0
#
#
#======B=B====================ﬂ==-ﬂﬂﬂﬂﬂﬂ
1 GNEASYPLERCSHFDADE IKRLGERFEXLDLDNSGSLSVEEFMSLPELQQ 50
RN R NN R NN N R R R RN RN RN A R AR ER N DR RN RN
1 GNEASYPLEHCSHFDADEIKRLGRRFKELDLDNSGSLIVEEFHSLPELCQO 50

51 NPLVQRVIDIFDTDGNGEVDFKEFIEGVSQFSVEKGDKEQKLRFAFRIYDM 100

AR R RN AR RN R RN RN RN A R AN N RN R RR NN
51 NPLVQRVIDIFDTDGNGEVDFREFIEGVSQFSVKGDKEQKLRFAFRIYDM 100

101 DRDGYISNGELFOQVLEHEVGNNLKDTQLQQIVDETIINADKDGDGRISFE 150

RN RN R N R NN R R SRR R ERR R NN AR
101 DPEDGYISNGELFQUVLEEEVGNNLKDTQLQOIVDRTIINADKDGDGRISFE 150

151 EFCAVVGGLDIHRKKHVUDV 169

FEETELA T EEReRL el
151 EFCAVVGGLDIHKKKVVDV 169
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Alineamiento local entre CANB1_BOVIN y CANB1_HUMAN

HEBRUSHBHSHBEBB ISR HBHBHBESSHBIHNBHEY

# Program: water

# Rundace: Fri Jan 20 22:51:25 2006

# Align format: srspair

# Report_file: ../htdocs/twmp/output/water out.21391
BHBHUBKUBHABRBRBRUBRARREUBRIBHRRABHABRER

#==-’=====================================

" Aligned sequences: 2
1:

Z2:

Matrix: EBLO3UHG62
Gap penalty: 15.0
Extend penalty: 0.3

#

#

#

#

#

#

#

#

# Lengch: 169
# Identity: 169/169 (100.0%}
# Similarity: 169/169 (100.0%)
¥ Gaps: 0/169 { 0.0%)
# Score: 870.0 ‘

#
#
#

P BT d Bt P d -t - f it gt P fogg 1 3-7 4% 3 % § % £ ¥

1 GNEASYPLEHCSHFDADEIKRLGERFKELDLDNSGSLEVEEFNSLPELQQ

AR RN R NN R NN NN R R PR RN AR NN
1 GNEASYPLEHCSHFDADE IKRLGKRFKKLDLDNSGSLSVEEFHSLPELQQ

51 NPLVQRVIDIFDTDGNGEVDFREF IEGVSOFSVKGDREQELRFAFRIYDH

RN RN EN R AR RN AR RN N SRR RN NRRER AR NARANRRNAE
51 NPLVQRVIDIFDTDGNGEVDFREFIEGVSOFSVEGDKEQRLRFAFRIYDH

101 DKDGYISNGELFOVLKMEVGNNLED TOLOOIVDKTIINADKDGDGRISFE

RN RN R R RN RN A RN R AR RS RA RN AR NN RN AR AN
101 DRDGYISNGELFQVLKMMVGNNLEDTQLOOIVDKTIINADKDGDGRISFE

50

50

100

100.

150

150

151 EFCAVVGGLDIHKEAVVDV 169

(R ANRREERERRERR RN
151 EFCAVVGGLDIHEREVVDV 169

De acuerdo a los resultados obtenidos la secuencia consenso es la siguiente

MSEPKAIDPKLSTTDRVVKAVPFPPSHRLTAKEVFDNDGKPRVDILKAHLMKEG
RLEESVALRIITEGASILRQEKNLLDIDAPVTVCGDIHGQFFDEMKLFEVGGSPAN
TRYLFLGDYVDRGYFSIECVLYLWALKIEYPKTLFELRGNHECRHLTEYFTFKQ
ECKIKYSERVYDACMDAFDCLPLAALMNQQFLCVHGGLSPEINTLDDIRKLDRF
KEPPAYGPMCDILWSDPLEDFGNEKTQEHFTHNTVRGCSYFYSYPAVCEFLQHN
NLLSILRAHEAQDAGYRMYRKSQTTGFPSLITIFSAPNYLDVYNNKAAVLKYEN
NVMNIRQFNCSPHPY WLPNFMDVFTWSLPFVGEKVTEMLVNVLNICSDDELGS
EEDGFDGATAAARKEVIRNKIRAIGKMARVEFSVLREESESVLTLKGLTPTGMLPS
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GVLSGGKQTLQSATVEAIEADEAIKGESPQHKITSFEEAKGLDRINERMPPRRDA
MPSDANLNSINK ALTSETNGTDSNGSNSSNIQGNEASYPLEMCSHFDADEIKRLG
KRFKKLDLDNSGSLSVEEFMSLPELQQNPLVQRVIDIFDTDGNGEVDFKEFIEGY
SQFSVKGDKEQKLRFAFRIYDMDKDGYISNGELFQVLKMMVGNNLKDTQLQQI
VDKTIINADKDGDGRISFEEFCAVVGGLDIHKKMVVDV

¢} Andlisis de la secuencia en base de datos secundaria

Luego de establecer una secuencia consenso, se utilizan estas bases de datos que son
derivadas de las primarias, pero que entregan informacién mas especifica como son perfiles,
huellas y motifs. Ejemplo de estas base de datos: BLOCKS, PROSITE y PRINTS. Esto se
realizard con la finalidad de encontrar caracteristicas importantes de la proteina y compararlas
con las ya obtenidas por bibliografia.

f) Anilisis de la familia de la proteina

Con la secuencia consenso se realiza una bisqueda mediante la familia de la proteina,
esto se realiza mediante PFAM (http://www sanger.ac.uk/Software/Pfam/}), la finalidad de
realizar esto es, comparar los resultados obtenidos por la base de datos secundaria y encontrar
nuevas caracteristicas mediante el analisis de la secuencia con las diferentes proteinas que se
encuentran en PFAM. Por ejemplo comparar dominios, verificar especies que tengan esa
proteina, compararias con proteinas diferentes etc. De acuerdo al andlisis realizado, el
resultado que muestra es la presencia de un alto contenide de EF-hand, en la subunidad B. Las
EF-hands estin divididas en dos clases, entre las que se encuentran proteinas de seiializacion y
de transporte. En el primer grupo se encuentran miembros como calmodulina, troponina C y
SB100B, las que son proteinas que producen cambios conformacionales dependientes de
calcio. En la subunidad A se determina que la secuencia se encuentra entre familias de
fosfatasas metalo dependientes.

GUC1C_HUMAN-55-83 : HEDOUYNTED THXDEFRDELER T AR
094558_HUMAN/915~943 IBSRIROTBOENGHSTENEREEVSGTSAT
075163_HUMAN-895-923 IEGRERRLUEDENKDSIANEKERYTHHSEN
CANB_YEAST/56-84 CRIHEVEDADNSEDRDEQFRITGES TR
CANB_NEUCR/57-85 LATRE A [EDEDGCEIMDEQERVIGESAR
CANB1_WAEGR-61-89 IRKRESTEDENGDGSRNRKERT ARRSVR
CANB1_DROME~54-82 LEORMIDTEDADGNGERDERER TGRSR
CCAMK_LILIO~-400-428 LEPREEDLEDNNRDGTHDAREELCOGESNE
015583_ENTHI- 116-144 I YHEECHNDRNRSGTREPHES LFEROCH
015583_ENTHI B6-114 TELRERRIEGTDFNGHISHYERNGE VIFH

Figura 21, PFAM de proteina calcineurina en donde se muestra la secuencia
de EF-hand y la similitud con otras especies.
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g) Blsqueda de pdbs

Se realiza una busqueda de pdb (http://www.pdb.org), que son modelos de proteinas en
3-D que se encuentran en bance de datos de proteina, con la finalidad de encontrar homologias
en los modelos ya establecidos y estudiados para sacar informacién que se utiliza para resolver
y crear el modelo de la proteina a determinar, Una vez realizada esta busqueda se elige el
modelo que presente un mayor porcentaje de similitud y una alta homologia. De acuerdo a
esto, los resultados obtenidos son:

on-on-Selected Model &

specific lav1-2 -
] protein:

(109-290) :
: ‘residues 33-355

=

oo sannea‘-'rhrennme? .
daulB G189 phosphatase 2p 10EB10

Figura 22. Posibles pdbs que sirvieron de modelo para realizar Modeller

Al analizar los pdbs obtenidos, se decidio utilizar 1auiA y lauiB, ya que presenta la
totalidad de la secuencia y es el unico modelo que se acerca a las caracteristicas de
calcineurina ya planteadas.

Este modelo fue 1a base para realizar el siguiente paso.
h) Modelamiento por medio del programa Modeller

Para la realizacion del modelo se | utiliz6 el programa Modeller
(http://salilab.org/modeller/), este programa realiza un alineamiento de una secuencia
desconocida con estructuras conocidas relacionadas y calcula automaticamente un modelo,
ademis implementa modelos de estructuras de proteinas comparativas para satisfacer
refinamientos espaciales y desarrollar tareas adicionales incluyendo modelamientos nuevos de
logps en proteinas estructurales, optimizacién de varios modelos de proteinas estructurales con
respecto a la flexibilidad definida en funcidn objetiva, alineamientos multiples de secuencias
de proteinas y/o estructuras, blisquedas de secuencias de bases de datos, comparacion de
proteinas estructurales, etc.

El uso de este programa se realiza en base a scrips, los cuales se encuentran en la pagina
(http://salilab.org/modeller/) y su utilizacion se lleva a cabo segin la dificultad que presente el
desarrollo del modelo. El resultado obtenido por modeller es el siguiente:
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Figura 23. Imégenes obtenidas del modelamiento realizado. La imagen de la
izquierda muestra la presencia de dos subunidades en la proteina, la imagen de la
derecha muestra la estructura secundaria, donde se destaca el alto contenido de a-
helice sobre random coil y B-conformacion de la proteina calcineurina.

i) Clasificacion de estructuras

Con ¢l modelo definido, se realiza un analisis de la estructura obtenida por medio de dos
clasificaciones CATH y SCOP.

CATH (http://cathwww .biochem.ucl.ac.uk/latest/) es una clasificacién de dominios
estructurales de proteinas, presentando cuatro divisiones: arquitectura, topologia, superfamilia
homologa, clases de proteinas y secuencias de familias,

SCOP (http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/), es la clasificacién estructural de las
proteinas, teniendo como objetivo probar, dar detalles y una descripcién tanto estructural
como evolutiva de la proteina desconocida, con la finalidad de dar informacién relativa y
particular de esta para realizar una nueva clasificacion.

La evaluacion se realiza con la finalidad de obtener un pardmetro comparativo entre la
estructura descrita por el modelo y otras ya realizadas que se encuentran en bases de datos.

El modelo realizado, presenta las siguientes caracteristicas:

Tabla 8. Clasificacion SCOP.

Informgcrﬁn Clase Supr_::: Familia Dominio Especie
de dominio familia
Subunidad
Subunidad | oy p fosfatasas Proteina calcineurin | Humana
A r!:)teinas metalo fosfatasa a proteina| (Homo
P dependientes |serina/treonina | fosfatasa 2-{ sapiens)
B
. todas las . subunidad Humana
Subunidad Tipo
B B- ) EF-hand Calmodulina regu.iador‘a (HOan
proteinas calcineurina | sapiens)
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Tabla 9. Clasificacion CATH.

Dominio Clase Arquitectura Topologia Homologia

Fosfatasa acida purpura

Subunidad A [ayp proteinas  |Sandwich de 4 capas cadena A, dominio 2

Hidrolasa

Subunidad B |Solamente 8 Ortogonal Recoverina; dominio 1 |EF-hand

Segin las caracteristicas mostradas por SCOP y CATH el modelo es muy similar a
calcineurinas ya determinadas.

V. Técnicas de secreto tecnolégico

Este proceso se encuentra en el proceso administrativo-legal de la Universidad para proceder a
licitar el servicio.

VL. Transferencia de tecnolégica

En 1a industria de acuicultura del ostién del norte existe una necesidad de incorporar tecnologias
que permitan dar un salto significativo en la produccién anual de organismos con fines de exportacion.
Este salto significativo sin lugar a dudas esta regulado por la capacidad de obtener semillas suficientes
en cantidad y calidad para sostener ¢l crecimiento de los centros existentes.

En este sentido, existe un gran apoyo por parte de las empresas asociadas al proyecto en generar
una rapida transferencia de los resultados del proyecto con el fin de poder evaluar las tasas de
mortalidad y crecimiento de las larvas producidas a partir de una maduracion inducida.

Segin lo proyectado se han realizado las siguientes actividades:

a) Se ha realizado un seguimiento del mercado nacional e internacional para estar permanentemente
informado de los avances e investigaciones en el desarrollo de nueva tecnologia sobre maduracion
gonadal programada en ostién u otros moluscos de importancia.

b) También se han confeccionado las fichas técnicas de los protocolos para la implementacion de
técnicas de trabajo en induccidn a maduracién en ostidn.

c) Se ha elaborade un manual de informacidén sobre los mecanismos bioquimicos involucrados en el
proceso de maduracién del ostion del norte. Implementando criterios de definicion de los estados de
maduracion.

d) Las pruebas preliminares de induccién se ilevan a cabo en instalaciones de las empresas asociadas a
manera de que estas realicen un seguimiento del proceso y puedan posteriomente incorporar esta
tecnologia en forma rutinaria. Para esto, se entrena al personal de la empresa desde ya para la
aplicacion de los criterios. Durante el mes de enero se ha habilitade un hatchery experimental en la
empresa Grimar Norte, donde se realizara el segundo pilotaje del compuesto.
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id | €3] Nombre de tarea A
1 [5i| ETAPA 1: Aplicacién de Compuesto Base y Obtencion de Compuesto Activo
2 v 1.~ Captura de Informacion tecnoldglca
3 Vg 1.4, Capluras tecnoldgicas
4 \/ 1.b. Elaboracién de base de datos con protocolos de laboratorio
5 v Base de datos con protocolos de laboratorio
[ v 2.- Obtenclén de extracto blolbégico base
7 v 2.a. Obtencién de reproductores
8 v 2.b. Preparacion det extracto base
9 3.- Aplicacién dei Compuesto Base en Escala Piloto
10 Aplicacldn en Empresas
11 v 3.a. Habilitacién de estanques y acondicionamiento de organismos
12 3.b.Aplicaclén del extracto base
13 | 3.b.1 Monitoreo da los reproductores
14 \/ 3.b.1. Monitoreo de los reproductores 1
15 | 3.b.1 Monitoreo de los reproductores 2
16 v 3.b.t Monitoreo de los reproductores 3
17\ 3.b.2 Monitoreo de Ia viabilldad larval
18 3.b.2 Monitoreo de la viabilidad larval 1
19 3.b.2 Monitoreo de la viabilidad larval 2
20 3.b.2 Monitoreo de la viabilidad tarval 3
21 Informe Estadistico de la aplicacién del compuesto base
22 4.- Purificaclén , identificaclén y caracterlizacldn del compuesto active
23 4.a. Purificacién de compuestos activos inductores de la maduracién gonadal
24 4.b. Identificaclén técnica del compuesto activo
25 4. b.1 Secuenciacién amino-terminal
26 4.b.2 Analisis espectrometria de masa
27 4.b.3. Pruebas de NMR {resonancia magnética nuclear)
28 4.b.4, Andlisis de Homologias Moleculares
29 4.c. Caracterizacién Bloquimica
30 4.¢.1 pH Optimo de actividad
N 4.¢.2 Temperatura 6ptima de actividad
32 4.¢.3 Estabilidad frente agentes denaturantes
3B 4.d. Desarrollo de formas de presentacién del compuesto activo
34 Extracto Bloléglco Base Probado, Extracto Purificade Liofilizado y Ceracterizado para su Aplicacidn
35 5.-Técnicas de Secreto Tecnolégico
36 E 5.8. Preparacidn y Suscripeidn de contratos
37 E‘: 5.b. Implementacién de medidas de proteccidn en Laboratorio
38 |m 5.¢. Confeccion de un manual de secreto tecnolégico
Tarea Resumen _ Progreso resumido I Resumen del proyecto
iz{z?;:e%%qums Progreso I Tarca resumida Divisign Agrupar por sintesis
Hito . Hito resumido <> Tareas externas
Pagina 1




1d | O Nombre do tarea A
39 | 5.4. Vigilancia y Alerta Tecnolbgica
40 Proceso de Preparacion del Tramite de Patentamiento
41 Inicio de Tramites de Patentamiento
42 8.- Transferencla de tecnologia
43 (@ 6.a. Seguimiento del mercado nacional e internacional
44 I 6.b. Seguimiento de costos e insumos de Operasion
45 6.c. Edicion técnica y comunicacional de documentos
46 Emisién de Informe de Resultados ded Proceso de Transferencia Tecnologica
47 Evaluaclén Técnlca-Econbmica del compuesto
48 ETAPA 2: Aplicacién de Compuesto Activo y Andlisls Comparativo de Resultados
49 7.- Aplicacién del Compuesto Activo Purificado a Escala Plioto
50 Apllcacton an Empresas
51 @ 7.4, Habilitacién de estanques y acondicionamiento de organismos
52 7.b.Aplicacion del compuesto activo en empresa 1
53 7.b.1 Monltoreo de los reproductores
54 7.b.1 Monitoreo de los reproductores 1
55 7.b.1 Monitoreo de los reproductores 2
56 7.b.1 Monitoreo de los reproductores 3
57 7.b.2 Monitoreo de la vlabilidad larval
58 7.b.2 Monitoreo de la viabilidad larval 1
59 7.b.2 Monitoreo do la viabilidad larval 2
60 7.b.2 Monitoreo de |a viabilidad larval 3
61 8.- Analisis econdmico comparativo
62 8.8. Andlisis de la informacién estadistica
63 8.b. Andlisis Econdmico de los resuttados
64 Compuesto Activo Purificado y Probado. Evaluacion Técnico - Econdmica comparativa de la aplicacion elaborado
65 9.- Técnicas de Secreto Tecnolagico
66 9.a. Vigilancia y alerta tecnolégica
67 Verificacidn de estado de proceso de patentamiento
68 10.- Transferencla de Tecnologia
69 10.a. Seguimiento del marcado nacional & internacional
70 10.b. Seguimiénto de costos @ insumos de Operaclén
71 10.c. Edicién técnica y comunicacional de protocolos descriptivos del producto desarroflado
72 10.e. Edicién técnica y comunicacional de apuntes, gulas o manuales de capacitacién
73 10.1. Integracion y fransferencia del (de los) paquets(s) tecnologico(s):
74 10.g. Aseguramiento de la calidad de los servicios tecnolbgicos
75 informe Final de Actividades del Proceso de Transferencia Tecnoldgica
Tarea Resumen ﬁ Progreso resumido IR Resumen del proyecto
Eﬁiﬁ?fﬂ,ﬁﬁg’,‘ 106 Progreso Tarea resumida Division i iirierieas, Agrupar por sintesis
Hito . Hito resumida <> Tareas externas ;
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Tabla de contenidos

Objetivo

Lista de reactivos e instrumentos
Procedimiento

Referencias

Objetivo

Separar las diferentes proteinas presentes en el extracto biolégico base mediante el uso de
técnicas de cromatografia de intercambio idnico (fraccionamiento de las proteinas de
acuerdo a su carga ionica) y electroforesis (separacion e identificacion de las proteinas
presentes de acuerdo a su peso molecular).

Reactivos e instrumnentos

Cromatografia

Cromatégrafo de baja presion (Biologic LP, BioRad)
Columna de vidrio para cromatografia con capacidad 10ml

Resina de intercambio idnico (DEAE-celulosa, Merck) disuelta en etanol 20%

Boemba de vacio

Matraz de kitasato de 250ml

Tubos de vidrio con capacidad 5 ml
Etancl 20%

Buffer A 10mM Tris-HCL, pH 7.5
Buffer B 1M Na(l

Buffer C 2ZM NaCl

(todos los buffers deben ser filtrados a 0.22 u y desgasificados)

Cuantificacién de proteinas (Bradford, 1976)

" B 8 8 B

Tubos de vidrio, con capacidad para Smi
Reactivo de color Coomasie blue (BioRad)
Espectrofotometro Perkin-Elmer EZ210
Bovine Suero Albumina (BSA) 0,1mg/ml
Apgua destilada desionizada (H,04)
Micopipetas (20-1000 pl)
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Electroforesis de proteinas (SDS-PAGE)

Sistema de electroforesis de proteinas MiniProtean 3 (BioRad)
Buffer de corrida de electroforesis (Tris/Glicine/SDS, BioRad)
Buffer de carga (Laemmli Sample buffer, BioRad)

estandar de identificacion, Calcineurin Bovine Brain (Sigma)
ABA, arcrilamida/bisacrilamida 30;G8%

Buffer 1 M Tris-HC], pH 8.8

Buffer 0.25M Tris-HCl, pH 6.8

TEMED (BioRad)

PSA 10% (persulfato de amonio)

SDS 10% {(sodium dodecilsulfate)

Tubos eppendorff de 200ul

Silver Stain Plus (BioRad)

agitador orbital

Procedimiento

Cromatografia de intercambio ionico

La cromatografia de intercambio i6nico consiste basicamente en la separacién de muestras
mixtas de proteinas en cada una de sus constituyentes. Esto se realiza por medio de una
matriz porosa de intercambio iénico, una resina DEAE-celulosa, y por medio de buffer
salino se hace variar su carga i0mca produciendo el efecto de elusidn. Las muestras son

fraccionadas y luego pueden ser cuantificadas e identificadas.

1. Preparacién de la columna

Para cargar la resina en la columma se debe desgasificar para evitar la formacion de
burbujas, esto se realiza con la utilizacién de una bomba de vacio; la resina se agrega en
un matraz de kitasato de 250ml y se conecta a la bomba de vacio, se debe realizar el
vacio en forma lenta, abriendo Ia llave de la bomba en forma pausada, una vez logrado
el vacio comenzar a dar suaves golpes en la paredes del matraz realizando movimientos
circulares, esto se realiza por 15-20 min, luego desconectar la bomba y permitir la
entrada de aire en forma lenta. Una vez desgasificada la resina se puede carga en la
columna de vidrio, La carga se debe realizar con la utilizacién de una micropipeta
agregando la resina suavemente por las paredes de la columna, cargar 7 ml de resina,
marcar lugar de llenado y esperar que decante, eliminar exceso de solvente y volver a
cargar resina, también se debe abrir la llave de la columna para mejorar el
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empaquetamiento de la resina y eliminar el exceso de solvente, seguir con el
procedimiento hasta completar 7ml solo de resina, sin incluir el solvente. La resina no
debe quedar con burbujas ni puede secarse, todo el tiempo debe estar cubierta por 1-2ml
de etanol. Instalar la columna en el equipo de cromatografia. La resina puede cargar
hasta 0.11 mg de proteinas por ml de resina. La columna se instala en el equipo
conectando las mangueras procurando que por estas haya circulado etanol 20%.

2. Programacion del método de elucién

Se debe disefiar el método de elusion del cromatografo, para esto seleccionamos
“metod” en el equipo y comenzamos a insertar los flujos y volumen de cada unc de los
buffers:
» Ingresar nombre del método (Pecten 1).
» Ingresar pasos del 1-3; Step 1, Buffer A: largo: 10m]
flujo: 1ml/min
Step 2, Buffer B: largo: 100 ml
flujo: ImVmin
Step 3, Buffer C: largo: 50ml
flujo: 1mY/min
» Seleccionar volumen de cada fraccion: 2ml
* presionande “valves”, elegir por donde saldrda la muestra, seleccionar
“collect™.
» Presionar enter para guardar el método.
= Elegir tipo de rack {ice bath), aqui iran ios tubos para colectar las fracciones,
debe estar siempre lleno de hielo.

3. Regeneracioén de la columna

Para regenerar la columna (carga idnica) debemos dejar circular buffer C por el sistema,
esperar a que alcance méxima conductividad y esperar que circulen 5 volimenes, luego
cambiar a buffer A hasta que la conductividad sea la minima y dejar circular 5
voliumenes.

4, Carga de ]a muestra
La muestra se carga por la entrada C del equipo, se debe realizar con un flujo de

0.5ml/min, evitando el ingreso de aire al equipo. El sistema ya esta listo para comenzar
con la elusion de las proteinas.
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5. Elusi6n de las proteinas

Una vez cargada la muestra dejar correr el programa disefiado presionando “run”. Lo
primero que ocurre es el ingreso de buffer A, luego se formara un gradiente con buffer
B, que es cuando las proteinas comienzan a eluir y las fracciones serén colectadas por
los tubos, el equipo posee un brazo robotizado que permite una colecta precisa del
volumen elegido, finalmente ingresa buffer C que cumple la funcién de separar desde la
resina cualquier proteina que no haya eluido con el gradiente. Recoger los volimenes
que caerdn antes y después de 1a formacién del gradiente, volumen inicial y final. Las
fracciones serdn recogidas en el rack con los tubos insertos, el equipo indica con una
alarma cada vez que se inicie un nuevo paso (Step). Los buffer deben estar siempre en
una bandeja con hielo. Las fracciones deben ser cuantificadas en forma inmediata o
almacenadas hasta su uso a -80°C o liofilizadas.

Cuantificacion de proteinas

Una vez fraccionada la muestra mixta de proteinas estds se deben cuantificar, para esto
utilizamos el método de Bradford (1976), este se basa en 1a propiedad del reactivo de color
Coomasie Blue de unirse a proteinas desplazando su méaximo de absorcion de 465nm a
595nm. El colorante posee afinidad con los aminoécidos basicos y aromaticos. La lectura
de la absorbancia de las muestiras se realiza en un espectrofotometro.

1. Preparacién Reactivos

* BSA 0.lmg/ml: disolver 1mg de BSA en 10mi de H;Oyq, alicuotar de 2ml] y
almacenar a -20°C.

»  Coomasie Blue: se adquiere comercialmente bajo €l nombre de Protein Assay
{BioRad), n° de catalogo 500-0006.

2. Preparacion de la curva de calibracidn
Para cuantificar las proteinas separadas por cromatografia se debe realizar una curva de

calibracion con una proteina conocida, en este caso BSA. Se prepara el BSA en
diferentes concentraciones, siguiendo el esquema a continuacion:
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vol. BSA (ul) ug de BSA vol. H,O vol. Bradford

0 0 800 200

20 2 780 200

40 4 760 200

60 6 740 200

80 8 720 200

100 10 700 200

120 12 680 200

Preparar ademas todas las fracciones a las que mediremos la absorbancia de la siguiente
manera: )
fraccién Vol. muestra Vol. agua Vol. Bradford

fraccion n® X 200 pl 600 nl 200 ul

Una vez preparados los tubos esperar Smin y leer a 395nm en el espectrofotdmetro, el cual
tiene que ser calibrado cada vez que se utilice, el equipo cuenta con esta funcion.

Se utilizan cubetas de vidrio, estas se deben lavar con alcohol y enjuagarlas con agua
destilada después de medir cada uno de los tubos, el exceso de agua se elimina dejandola
boca abajo en un papel absorbente, limpiar la cubeta también con papel antes de ingresarla
al espectrofotometro.

El espectrofotometro esta equipado con un software para la lectura de las cubetas, este nos
entrega en forma detallada la lectura lo cual nos permite realizar una curva de calibracién y
generar una ecuacidén de primer grado para la determinacidén de la concentracién de
proteinas de las fracciones analizadas. Una vez obtenida la concentracién de nuestras
fracciones podemos realizar una electroforesis de proteinas.

Electroforesis de proteinas

Cuantificadas las fracciones podemos visualizar las proteinas en un gel de SDS-PAGE, gel
de electroforesis de poliacrilamida. Las proteinas presentan una carga eléctrica neta si se
encuentran en un medio que tenga un pH diferente al de su punto isoeléctrico y por eso
tienen la propiedad de desplazarse cuando se someten a un campo eléctrico. La velocidad
de migracion es proporcional a la relacién entre las cargas de la proteina y su masa. Cuanto
mayor carga por unidad de masa méis rdpida serd Ia migracién por lo que la migracién en
gel es de acuerdo a su tamafio molecular. Las proteinas se denaturan para que su migracién
en el gel sea solo por su tamaifio y no por su carga idnica, esto se realiza mediante la adiciéon
de un detergente como el dodecilsulfato sédico (SDS) y temperatura. Este detergente rodea
la proteina de una carga negativa. Una ventaja importante de los geles de poliacrilamida es
que son quimicamente inertes, {ransparentes y estables en un amplio rango de pHs,
temperatura y fuerza idnica.
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1. Preparacion de los reactivos
Preparar los reactivos como se indica a continuacion:

» acrilamida/bisacrilamida (ABA) 30:0.8%: pesar 30g de acrilamida v 0.8g de
bisacrilamida por cada 100ml de H;Ou, la solucién se debe mezclar bien
con la ayuda de un agitador y huego se filtra con Wathman 1, se guarda a 4°C
en un frasco ambar, evitar exponer a la luz. Puede utilizarse durante 2 meses.
Evitar respirar el polvo y utilizar siempre guantes ya que es toxico.

= PSA 10% (persulfato de amonio): disolver 10gr de PSA por cada 100ml de
H,044, esta solucion es inestable y debe ser preparada justo antes de utilizar.

= SDS 10% (sodium dodecilsulfate): se prepara disolviendo 10gr por cada
100ml de H;04q, esta solucion se puede prepara una vez y se puede utilizar
durante 2 semanas, guardar a 4°C, para volver a utilizar se debe entibiar
hasta quedar totalmente liquida.

» TEMED: se adquiere comercialmente a BioRad, n° catalogo

= Buffer de Carga Laemmli: se adquiere comercialmente a BioRad, n° de
catalogo 161-0737.

=  Buffer de corrida Tris /Glicine/SDS: se adquiere comercialmente a BioRad,
n° de catalogo 161-0732, viene en concentracion 10X, diluir a 1X.

¢  Buffer iIM Tris-HCI: disolver 15.76g de Tris en 100ml de H;Ogq4, ajustar a
pH 8.8 con HCL.

v Buffer 0.25M Tris-HCI: disolver 3.84g de Tris en 100ml de H;Ou4, ajustar a
pH 6.8 con HCL.

2. Armado de los vidrios para el gel ABA

El sistema de electroforesis BioRad cuenta con todos los implementos necesarios para
su facil armado y utilizacion.

Los vidrios se deben limpiar prolijamente con alcohol y papel absorbente, se junta un
vidrio corto (short plate) con uno espaciador (spacer plate), se unen firmemente
mediante el arrazon plastico y se llevan al soporte de llenado. Se introduce la “peineta”
y se realiza una marca lcm bajo esta, esto nos indicara hasta donde llenar con ta
solucién de gel concentrador.

3. Preparacién del gel de ABA

Se deben preparar dos tipos de gel de acrilamida, un gel concentrador (stocking gel) que
permite a las proteinas concentrarse en el inicio del gel y un gel separador (resolving
gel) que tiene como funcidn separar las proteinas. En la preparacion de los geles utilizar
siempre guantes ya que poseen componentes toxicos. Preparar los geles como se indica
a continuacion:
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Reactivos Stocking gel Resolving gel
5% 15% 12% 10% 1.5%

H,0m 0.96 ml 0'1‘:3 0.945 ml 1.28 ml 1.695 ml
Tris-HCI 1M pH 8.8 "33 1.95 mi 1.95 mi 195 mi
Tris-HC1 0.25M pH 6.8 1.52 ml
ABA (30: 0.8) 05m  25mi 2m!  1.667ml 1.25ml
SDS 10 % 30w 50ul 50 ul 50 ul 50 ul
PSA 10% 30ul  50ul 50ul 50ul 50 ul
TEMED 3ul Sul 5ul 5 ul 5ul
vol total Iml Sml Sml 5ml 5 mi

Preparar en primer lugar el gel separador ya que va en la parte baja, agregar los
volimenes en un tubo de vidrio con capacidad de 15ml, utilizar una micropipeta para ia
toma de los volimenes y realizar la mezcla. Una vez completado todos los reactivo
agregar rapidamente la solucidn entre los vidrios hasta la marca 1cm bajo el nivel de la
peineta, agregar agua para que el gel polimerice, el ABA no polimeriza en presencia de
aire. Cuando el gel separador este solidificado, preparar el gel concentrador de 1a misma
manera anterior. Agregar el gel entre los vidrios y una vez lleno insetar la peineta
cuidadosamente, desde uno de los extremos para evitar la formaciéon de burbujas.
Esperar a que solidifique. Lavar los bolsillos del gel con H,O44, secarlos con tiras de

papel filire cuidadosamente.

@ Anode

Direction of
Sapargfion

(&) Cathods

Figura 1. Gel de electroforesis, SDS-PAGE, indicando la
zona de concentracién y separacion de las proteinas. La
flecha indica la direccién de migracién de las proteinas.

Protocolo Confidencial: Centro de Biotecnologia y Biologia Molecular Control de copias
Protocolo Original
Proyecto: “Tecnologia limpia para inducir la reproduccién del ostién del norte” Pagina 7 de 10




Fecha de Elaboracion: Nombre del Protocolo Codigo

:{Lgeo‘:l‘;‘l‘ﬁ: de 2005 PURIFICACION PARCIAL DEL COMPUESTO | D M005/06
ponsane. . BIOLOGICO “PECTENPLUS”

Carlos Hidalgo Villarroel

4. Preparacion de la camara de electroforesis

Una vez listo el gel ABA armar Ja cAmara de electroforesis como indica la figura a

continuacion:

Figura 2. Armado de la cimara de electroforesis MiniProtean 3

(BioRad).

5. Preparacion de las muestras

En el gel se debe cargar la misma cantidad de proteinas por belsillo, concentracién
determinada en el punto de cuantificacién, preparar una bateria de tubos eppendorff de
200p1, debidamente marcados, agregar el velumen de muestra necesario y luego H;Ouq
hasta completar 12pl, se agrega 3 pl de buffer de carga Laemmli, el buffer de carga
tiene la funcién de denaturar las proteinas y subunidades y darles una alta carga
negativa total para que la separacion en el gel ocurra solo en base a su tamafio y no su
carga eléctrica. Ademds permite ser utilizada como frente de corrida y facilita la carga

de la muestra,
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Para que la denaturacién ocurra somete a las muestras a 95°C por 5min a baiio maria.

Figura 3. Denaturacion y carga idnica de una proteina por temperatura y
un detergente iénico (SDS). Luego de esto ia migracién ocurre solo por su

peso molecular.

Las muestras se cargan en el gel con una micropipeta, no se carga el primero ni el
ultimo bolsillo. Ademas se carga 12pl del estindar de identificacién, Calcineurin

Bovine Brain. El gel se corre a 150V por 120min.

Tincién de los geles

Cuando se ha completado 1a electroforesis la separacion de las proteinas se debe "revelar”
mediante la adicién de un colorante especifico para hacerlas visibles. Se emplean

compuestos como ¢l coomassie o la plata.

Uno de las tinciones mas utilizadas es Silver Stain Plus (BioRad) que es de facil uso y con

una sensibilidad de deteccion de 0.5-1.2 ng de protefnas.

1. Preparacién de los reactivos
En primer lugar debemos preparar las siguientes soluciones:
= Acido Nitrico 50%
= Acido Acético 5% Reagent Grade Methanol
* solucién de fijacion:  Reagent Grade Acido Acético
Fixative Enhancer Concentrate

50%v/vy  100ml
10% v/iv  20ml
10% v/iv  20mi

Agua Destilada Desionizada 30%v/iv  60ml
Agua Destilada Desionizada 35ml
* solucién de tincién: Silver Complex Solutions 5 ml
Reduction Moderator Solutions  Smi
Image Development Reagent Smi
Development Accelerator Sol. 50ml
(agregar solo antes de usar)
Protocolo Confidencial: Centro de Biotecnologia y Biologia Molecular Control de copias
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2. Tincion de los geles

Finalizada la electroforesis retirar los geles del vidrio con mucha precaucion, utilizando
una espatula plastica y agua destilada. Despositarios en recipientes de plastico
previamente lavados con la solucién de Ac. Acético 50%, enjuagar los geles con agua
destilada. Agregar la solucion de fijacion, el gel debe quedar completamente sumergido
en la solucion, dejar en un agitador orbital con velocidad suave (50-60rpm)} por 20min.
El siguiente paso es el lavado, para eliminar los restos de solucion de fijacién poner los
geles en 200ml de H2044 por 20min en agitacion. Repetir la operacion. Realizado esto
los geles estdn listos para ser tefiidos, eliminar el agua y agregar la solucién de tincion,
deben quedar completamente sumergidos, realizar movimientos del recipiente para
evitar que queden manchas en el gel, el tiempo de tincion es relativo dependieate de la
concentracion de protefnas presentes por lo que no se puede descuidar. Cuando las
bandas ya se visualicen con claridad eliminar la solucién de tincioén, depositar la
solucion usada en un frasco de vidro, esperar a que decante la plata y eliminar
sobrenadante, tener mucha precaucién de no eliminar la solucidn de plata por el
desagiie, ya que es toxica. La reaccion de tincidon debe ser detenida, aun después de
eliminar la solucidn de tincién, para esto sumergir el gel en la solucidén de Ac. Acético
5% por 15min en agitacién suave. Finalmente lavar el gel con 200mi de H.Oguy por

Smin. El gel se puede guardar en una proteccién plastica para fotografiarlo y analizarlo
posteriormente.

Referencias

* Hames & Rickwood. 1990. Gel electrophoresis of proteins, 2nd Edition.

» Kincaid, Manganicllo, Odya, Osborne, Stith-Coleman, Danello &
Vaughan. 1984. Purification and properties of calmodulin-stimulated
phosphodiesterase from mammalian brain. The Joumnal of Biological
Chemistry, vol 259: 5158-5166.

= Rybicki & Purves. 1996. SDS polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE). Molecular Biology Techniques Manual.

* Sharma, Desai, Waisman & Wang. 1979. Punfication and subunit
structure of bovine brain moulator binding protein. The Journal of
Biological Chemistry, vol 254: 4276-4282.

*  Groblewski, Wishart, Yoshida & Williams. 1986. Purification and
identification of a 28 kDa calcium-regulated heat-stable protein. The Journal
of Biclogical Chemistry, vol 271: 31502-31507

=  Wang & Desai. Modulator binding protein. 1977. The Journal of Biological
Chemistry, vol 252: 4175-4184.

* Yamamoto, S., Nakanishi, K. & Matsuno, R. Ion FExchange
Chromatography of Proteins.

* Zhuo, Clemens, Hakes, Bradford & Dixon. Expression, purification,
crystallization and biochemical characterization of a recombinant protein
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Tabla de contenidos
=  Objetivo

= Lista de materiales
*»  Procedimiento

Objetivo

Conservar la actividad biolégica de los compuestos activos presentes en el compuesto
bioldgico base y parcialmente purificado.

Materiales

Liofilizador Labconco 1L
= Frascos de vidrio para liofilizacién, 9mi de capacidad
» refrigeracién a -80°C

Procedimiento
1. Preparacién de las muestras

Las muestras del compuesto bieldgico base (oblenido con protocolo de exiraccion) y
fracciones parcialmente purificado (obtenidos con protocolo de purificacién) se deben
congelar a -80°C en frascos para liofilizacién debidamente rotulados.

Los frascos para liofilizacion poseen una capacidad maxima de 9ml pero solo se deben
lienar hasta 1/3 del total, 3ml.

La preparacién de las muestras a liofilizar debe realizarse inmediatamente después de la
extraccion o purificacidn, en camara fria o utilizando hielo.

Una vez listos los frascos taparlos y sellarlos con parafina en tiras, levarlos al
congelador por al menos 12h, procurar usar guantes al sacar los frascos del congelador.

Figura 2. Manal ” utilizado para
liofilizar el compuesto biolégico o

parcialmente purificado.
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2. Liofilizacién de las muestras

Preparar el liofilizador encendiendo el equipo al menos 30min antes de su utilizacion,
esto es para que alcance la minima temperatura posible, -40°C. Una vez alcanzada la
temperatura encienda la bomba de succién hasta alcanzar la presién de 0.050mBar,
apagar la bomba y volver a dar presién normal. Ahora puede ingresar las muestras,
retire la tapa y limpie cualquier particula que tenga en su exterior, para esto utilice un
papel absorbente. Los frascos deben estar secos al ingresarlos al equipo.,

e TR

Figura 1. Equipo de liofilizacidn
Labconco con capacidad de liofilizar
1L en 24h.

Comience el ciclo de liofilizacidn ingresando las muestras y vueiva a encender la
bomba de vaci6. Una vez que alcance la presién de 0.100mBar comenzara la
sublimacion del agua, pasa de estado sélido a gaseoso sin transformarse en liquido, se
observara una especie de burbujeo y las muestras comenzaran a elevarse hasta el cuello
del frasco. El equipo alcanzara la presién méxima de 0.055mBar a los 40min
aproximadamente. Dejar las muestras liofilizando por 8h. Vigilar el sisterna todo el
tiempo. Recuperar la presién nommal abriendo la llave suavemente, utilice un trozo de
papel filtro Wathman 1 en la entrada de la llave para evitar la entrada de particulas en el

equipo.
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3. Presentacion del producto “PectenPlus”

Una vez liofilizadas las muestras se sellan con tapones de goma y sellos de
aluminio especialmente fabricados para este propésito. Como la
concentracion de proteinas fue previamente determinada (protocolo de
purificacion) sabemos la cantidad de proteinas totales, la rotulacién debe
indicar Ia francio o compuesto bioldgico vy proteinas totales por frasco.

Figura 2. Presentacion final de los
inducteres de maduracion “PectenPlus™,

4. Mantencion del equipo liofilizador

Una vez finalizado el ciclo de liofilizacion el equipe se debe descongelar y secar su
interior con papel absorbente, ademas abrir ¢l la manguera de evacuacion del agua
retenida, la cAmara de liofilizacién asi como la bandeja de muestras deben limpiarse
también. Revisar periédicamente el nivel y estado del aceite de acuerdo al manual de

uso.
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Referencias
= Anchordoquy, Izutu, Randolph & Carpenter. 2001. Maintenance of quaternary
structure in the frozen state stabilizes lactate dehydrogenase during freeze-drying.
Archives of Biochemistry and Biophysics, vol 390: 35-41.
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* Sonner, Maa & Lee. Spray freeze-drying of proteins: causes of inactivation of
trypsinogen. Dept. of Pharmaceutics, University of Erlangen.
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Tabla de contenidos

= Objetivo
Lista de materiales
»  Procedimiento

Objetivo

Inducir la duracién gonadal en forma programada del ostion del norte, A. purpuratus
mediante la inyeccién de compuesto biolégico base y compuesto activo parcialmente

purificado.
Materiales
* Jeringasde Ilml
= Espatulas de metal
» Estanques para el mantenimiento de los ostiones

inductores de 1a maduracion (compuesto base o fracciones semi-purificadas)

Procedimiento
1. Seleccion de los organismos a induccion
Para la prueba de induccién se deben seleccionar individuos que se encuentre en la fase

de reposo de la maduracién gonadal, esto se evidencia por la coloracién de la génada y
utilizando 1a escala de colores confeccionada por el laboratorio:

Estado}s) Estadold

Figura 1. Escala colorimétrica confeccionada en base a
experiencias realizadas en el laboratorio, la intensidad varfa de
acuerdo al estado de maduracion gonadal.

Para revisar la gonada los ostiones se deben dejar fuera del agua por 1-2min, esto
facilita la abertura de las valvas y se puede observar facilmente la génada. Los
organismos a inducir a maduracion deben estar en estado de maduracién 1 o 2.
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Se forman 4 grupos de ostiones con un minimo de 15 individuos por grupo, los
grupos de tratamiento serdn los siguientes:

tratamiento n° ostiones | Inyeccion
Fracciones semi-purificadas | 15 Img proteinas
Compuesto biolégico base 15 Img proteinas
Buffer de extraccion 15 I ml buffer

Controles sin inyectar 15 -

Tabla 1. Grupos de tratamiento para la induccion de la
maduracidn gonadal.

2. Acondicionamiento de los estanques

Preparar los estanques a utilizar, ya sea realizando separaciones en un mismo estanque
o acondicionando un estanque para cada tratarniento. Deben tener un volumen minimo
de 50L por tratamiento. Dejar circular agua, un recambio diario, para proveer una
adecuada cantidad de oxigeno disuelto y buena provisién de alimento. Ademas se debe
suministrar zlimento adicional, microalgas como Isochrysis y/o Chaetoceros a 10°-
107cet por organismo.

3. Preparacion de los inductores de maduracion

Las fracciones y compuesto biclogico base se encuentran liofilizadas por lo tanto se
deben resuspender en HoOpsyy, filtrada a 0.22u.

Agregar 1ml de agua con una jeringa y se resuspende el liofilizade mezclando por
inversién.

Determine la concentraciéon de proteinas, esta dependerd de las proteinas totales del
liofilizado; supongamos que tiene 4mg de proteinas totales, entonces al agregar 1ml de
agua la concentracién final serd de 4mg/ml, determinar el volumen para inyectar 1mg
de proteinas.

Mantener todos los extractos a inyectar en recipientes con hielo para evitar la
denaturacién de las proteinas.

4. Induccion de maduracién
Se induce la maduracion de ostiones con la inyeccion de proteinas extraidas desde

gonadas maduras de ostidén, las proteinas han sido purificadas por cromatografia y/o
concentradas por liofilizacién.
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Cuando este todo preparado sacar los organismos del agua, dejarlos fuera por 1-2min,
esto hard que abran las valvas, insertar la espatula de metal para mantenerlas abierta,

sea cuidadoso de no dafiarlo.

Preparar la inyeccion (con ¢! volumen anteriormente determinado), penetrar con la
aguja el masculo aductor 0.5-6.7cm de profundidad, esto es aproximadamente la mitad
de la aguja, por la region opuesta a la génada del ostién, que es donde hay menos

posibilidad de dafiarlo.

Figura 2. Inyeccién de los inductores
se debe realizar en el misculo aductor,
en la zona opuesta a la gonada. La
flecha indica la zona de inyeccion.

Realice la inyeccion en forma pausada y sin mover la aguja de su posicién inicial, lo
que podria ocasionar dafio en el misculo o perforar el tracto digestivo que atraviesa la
gonada y termina en la region superior del misculo. Una vez inyectados espere 1-2min

antes de volver a introducirlos al agua.

Inyecte los inductores, también Iml de buffer de extraccién y como controles deje

organismos sin inyectar.

5. Revision de los organismos

Para analizar los cambios en el estado de maduracién de los organismos se deben
disectar 3-5 organismos, el primer dia y luego los dias 7 y 14 de iniciada la experiencia.
Se debe determinar 1G y revisar los ovocitos presentes el estado de estos y el tamaiio.
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Para realizar la diseccion abrir las valvas del ostion e insertar una pinza, luego realizar
un corte al musculo aductor, esto hard que el ostion se abra completamente separar la
gonada del resto del ostibn y preparar un frotis de gonada para cada uno de los
tratamientos para determinar el estado de los huevos mediante una separacion de éstos
desde el tejido gonadal.

Esto consiste en la toma de pequeifias porciones de gonadas y agregarles agua de mar
filtrada, este homogenizado se filtra con doble gasa y se recoge el filtrado, una muestra
de 100 ul se observa en un microscopio Axiostar, con el programa de anilisis de
imagenes Magic Pro Plus. El software fue utilizado para determinar el tamaifio de los
ovocitos.

La maduraciéon maxima de los organismos ocurre a los 14 dias.

Protocolo Confidencial: Centro de Biotecnologia y Biologia Molecular Control de copias
Protocolo Original
Proyecto: “Tecnologia limpia para inducir la reproduccién del ostion del norte” Pagina 4 de 4




i

000000000000

..}

}

Fecha de Elaboracion: Nombre del Protocolo

Codigo

11 de octubre de 2005

Responsable: EXTRACCION DEL COMPUESTO BIOLOGICO

Carlos Hidalgo Villarroel BASE “PECTENPLUS”

CBBMO008/06

Tabia de contenidos

Objetivo

Lista de reactivos e instrumentos
Procedimiento

Referencias

Obijetivo

Extraer las proteinas solubles presentes en la gonada de Argopecten purpuratus para su

utilizacion en induccion de 12 maduracion.

Reactivos € instrumentos

Recipientes para el transporte de los organismos (tipe Coleman)
Hielo o gel-pack

Trozos de esponja

Homogenizador

Centrifuga

Sulfato de amonic (NH4)2SO4en polvo

Pinzas y tijeras esterilizadas

Balanza

Membrana de didlisis (Spectra/por, MW: 8000)
Buffer Tris-HCl 10mM, pH 7.5

Agitador magnético

Vaso precipitado de 2600mli

Guantes de latex

Procedimiento

1. Seleccion de los organismos

Buffer de extraccién (150mM NaCl, 10mM NaH,PO4 y ImM PMSF, pH 7.2)

Los organismos a utilizar en la extraccién del compuesto biolégico deben estar en su
maximo estado de maduracion, esto se evidencia por la coloracidén naranja-rojiza de la
gonada, los ostiones deben ser transportados en recipientes con hielo para disminuir su
metabolismo y en exceso de humedad, esto se logra con trozos de esponja hiimeda.

Se deben transportar rdpidamente al laboratorio y deben ser utilizados en forma
inmediata,
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2. Extraccidn de los tejidos gonadales

Los organismos se deben disectar en una cdmara fria preferentemente y utilizando hielo
durante todo el proceso, para evitar la denaturacién de las proteinas. Para disectar el
ostion se abren las valvas de este por medio de una pinza o espéitula desde la regién
posterior, en donde se encuentra una hendidura propicia para tal efecto. Realizar un
corte al midsculo aductor, el ostion quedara totalmente abierto. Luego de esto separar la
gonada y el tejido blando del ostién. Pesar ambos tejidos para determinar el Indice
Gonadosomatico mediante la siguiente formula:

. PesoGonada
IG: PesoPartesBlandas xl 00

Registrar todos los datos para realizar cilculos posteriores.

Una vez separada la gonada levantar y remover el epitelio gonadal utilizando pinzas y
tijeras esterilizadas, se deben tomar trozos pequedtos de tejido cuidando de no tocar el
tracto digestivo que atraviesa la génada y que podria contaminar la muestra. Tomar los
tejidos gonadales femenino y masculine por separado. Pesar el tejido a utilizar y
depositarlo en un tubo de homogenizacion, el tubo debe ir dentro de un recipiente con
hieto.

3. Homogenizado

Agregar 5 volamenes de buffer de extraccion y homogenizar, para esto utilizamos un
homogenizador de pedestal a velocidad maxima de 4000 RPM, realizar un movimiento
vertical del tubo para procurar que todo el tejido sea homogenizado. Realizar esta
operacion hasta que todo el material gonadal quede disuelto en el buffer. Utilizar
durante todo el proceso un recipiente con hielo para evitar la denaturacion de las
proteinas.

4. Centrifogado

Una vez homogenizado el tejido traspasar €l contenido a tubos para centrifuga, estos se
deben pesar y equilibrar de manera adecuada en la centrifuga. Centrifugar a 12000 x g
por 15 min a 4°C. Recuperar el sobrenadante en tubos Falcon de 50 ml, con la ayuda de
una micropipeta, evitar tomar trozos de tejido.

5. Precipitado de las proteinas

Con el sobrenadante recuperado realizar una precipitacién de las proteinas con
(NH4)2S04 a un 60%, agregando la sal en polvo, molida en un mortero, en forma
pausada y por toda la superficie. Centrifugar la solucion resultante a 10000 x g por 10
min a 4 °C, recuperar el pellet y resuspenderto en el volumen minimo posible de buffer
10mM de Tris-HCl, pH 7.5, esto se realiza con la ayuda de una micropipeta, tomando y
soltando el buffer hasta que el pellet quede totalmente disuelto.

Protocolo Confidencial: Centro de Biotecnologia y Bioclogia Molecular
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Fecha de Elaboracion: Nombre del Protocolo Cadigo
11 de octubre de 2005 CBBM008/06
Responsable: EXTRACCION DEL COMPUESTO BIOLOGICO
Carlos Hidalgo Villarroe! BASE “PECTENPLUS”
6. Dialisis

Para eliminar el exceso de sal (iones) en la solucion efectuar una dialisis, utilizar una
membrana Spectra/por, la membrana se carga con 5ml/cm, esta debe ser humedecida
con el buffer antes de utilizarla. Anudar uno de los extremos (con firmeza) y cargar la
solucion, una vez cargada anudar el otro extremo evitando dejar aire. La bolsa que se
formara no debe estar suelta 0 demasiado apretada. Utilizar guantes y pinzas durante
todo el proceso debido a que la membrana posee componentes toxicos.

Realizar una diélisis en buffer 10mM de Tris-HCl, pH 7.5, durante 24 h con un
recambio de medio, instalar el sistema en la camara fria (4°C). Utilizar un vaso de
precipitado de 2 L en un agitador magnético.

7. Recuperacion de proteinas

Una vez realizada la dialisis, retirar la membrana del vaso precipitado y realizar un
pequeilc corte, depositar la solucién en un vaso precipitado. Centrifugar nuevamente a
15000 x g por 15 min a 4°C. Recuperar el sobrenadante, el cual es listo para ser cargado
en una columna de intercambio iénico.

Referencias

= Boutet, Tanguy, Auffret & Moraga. 2002. Inmunochemical quantification of
metallothionein in marine mollusc: characterization of metal exposure
bioindicator. Environmental Toxicology and Chemistry, vel 21, n° 5: 1609-
1014.

» Teo, Wang & Wang, 1979, Purification and properties of the protein activator
of bovine heart cyclic adenosine 3°, 5'-monophostate phosphodiesterase. The
Journal of Biological Chemistry, vol 248: 588-595.

* Nakatomi & Yazawa. 2003. Identification and characterization of a novel

calcineurin-binding protein in scallop testis. Journal of Biochemistry, vol 133:
159-164.

*» Wang, M. Enzyme purification by salt (ammonium sulphate) precipitation.
Departament of Chemical Engineering, University of Maryland.
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1.1

1.2

1.3

1.4

DISPOSICTONFS GENFRALFS

OBJETIVO

La Universidad de Antofagasta llama a propuesta privada para la confrataciéon a
honorarios de un profesional del érea de Biologia Molecular ¢ a fin, para que preste sus
servicios en la realizacién de la libreria de ADN del ostion del Norte Argopecten
purpuratus y localizacion en ella la proteina “Pecten Plus™ conforme a las exigencias de
las presentes Bases, aclaraciones, y al financiamiento del Fondo de Desarrollo ¢
Innovacién - Corfo

Las presentes bases con sus aclaraciones forman parte de la presente Propuesta
Privada.

PARTICIPANTES

Podran participar en esta Propuesta personas naturales seleccionadas que tengan gran
expenencia técnica y profesional en el area de biologia molecular de moluscos marinos
y clonaje de ADNs en bacteria con acceso a centros de secuenciacion genomica, que
envien su oferta a través de la via correo electronico y postal, y que cumplan con las
dem4s exigencias solicitadas en la carta de invitacion.

LLAMADO A PROPUESTA PRIVADA

Los antecedentes se entregardn via postal a los proveedores seleccionados a contar del
dia 5 de Septiembre del 2005.

ACLARACIONES O RESOLUCIONES DE CONSULTA
Cualquiera de los oferentes podra solicitar aclaraciones sobre los documentos de
licitacién mediante comunicacion electronica o postal y remitidas a:.

Sr. Rene Aguirre Lazo . Unidad de Adquisiciones ;

- Viafax 055-637144

- Via correo electronico a: raguirre@uantof.cl

- Av. Angamos 601

Las aclaraciones, consultas y/o respuestas se realizaran entre los dias 8 y 9 de Septiembre
del 2005.
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RECEPCION DE OFERTAS
La documentacion fisica, solicitada como parte de la oferta, debera enviarse a mas tardar
el dia 22 de Septiembre 2005 a las 16:00 hrs., a la siguiente direccidén postal
- Universidad de Antofagasta, Av. Angamos 601- Oficina de Partes (Adquisiciones),
en los siguientes horarios:
Maiiana: 08:00 hrs. — 13:00 hrs.
Tarde: 15:00 hrs. - 18:00 hrs.
O via internet a la siguiente direccion pchavez@uantof.cl

TIPO DE FINANCIAMIENTO

Los gastos que impliquen la contratacion del profesional requerido, serdn financiados
con cargo a la Cuenta Proyecto FDI-CORFO 04CR71XM-04 (Centro de Costo 4536) el
monto debera ser ofertado por el proponente correspondiente.

FRESENTACION DE LA FROPUESTA

El oferente que participe de esta propuesta privada, debera enviar como parte de su oferta
en documentacion fisica separada lo siguiente:

Propuesta Técnica

a) ANEXO 1. Obligatorio segan formato de bases
b) Fotocopia del pasaporte (en su caso)
) Descripeion de la metodologia a emplear

Propuesta Econémica

a) ANEXO 2. Obligatorio segin formato de bases

En caso de duda, la Universidad de Antofagasta, se reserva el derecho, de solicitarle a los
oferentes, antecedentes complementarios a su oferta.

CARACTERISTICAS DF 1A OFERTA

TIPO DE CONTRATO

La licitacion a que se refieren las presentes bases administrativas, serd contratacién de
servicios a honorarios.
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4.1

4.2

4.3

5.1

APERTURA DE LA PROPUESTA

LUGAR Y FECHA

La documentacion fisica, se abrirdn en acto piiblico y esto se efectuara en la Oficina
del Depto. de Adm. y Finanzas, Ubicada en Av Angamos 601 2do. Piso . El dia 23 de
Septiembre del 2005 a las 16:30 hrs.

PROCEDIMIENTO DE APERTURA

La Comisién de Apertura designada para tal efecto, procedera a abrir el documento de la
Propuesta Técnica, verificindose la existencia de todos los antecedentes exigidos en las
Bases, de no estar todos los antecedentes solicitados, no se abrira el documento
Propuesta Economica, devolviéndose de inmediato los antecedentes al Proponente.

Lo anterior, es sin perjuicio de la revisién posterior de los antecedentes.

La Universidad de Antofagasta, se reserva el derecho de admitir ofertas que presenten
defectos de forma, omisiones o errores evidentes, siempre que no alteren el tratamiento
iguatitario de los oferentes ni la correcta evaluacién de la propuesta.

Enseguida, se procedera a abrir el documento Propuesta Econémica, dandose lectura al
monto total de las ofertas de cada uno de los Proponentes (Anexo 2).

ELABORACION DEL ACTA
Terminada la apertura de la ultima documentacion, se elaborari el Acta correspondiente,
en la que se consignaran las observaciones al Acto de Apertura mismo si las hubiere. El

Acta sera firmada por los asistentes y por la Comision de Apertura. De dicha Acta se
entregara una copia a los suscriptores.

EVALUACION DE ANTECEDENTES Y ADJUDICACION DE LA PROPUESTA

FACTORES DE PONDERACION

Las ofertas serdn evaluadas por el director del proyecto quien cuenta con la formacién
especializada para definir si la metodologia propuesta es la adecuada. Ademds se
considerara, aspectos tales como:

»  Monto de la oferta

»  CV de la persona que realizara el trabajo.

La ponderacion se realizara de la siguiente forma:

1). Metodologia propuesta: 40%

2). Experiencia en trabajo de Biologia Molecular en organismos marinos: 20%
3). Publicaciones: 16%

3). Monte de 1a oferta: 30%



La mejor metodologia sera evaluada por la directora del proyecto.
La comisi6n de evaluacion sera integrada por el Encargado de Compras Sr. Rene

Aguirre, Sr. Secretario General de 1a UA quien actuard como ministro de fe, ¢l director de
finanzas, encargada de administracion financiera proyectos FDI-UA y la Directora del proyecto.

5.2

5.3

5.4

5.5

5.6

5.7

5.8

DERECHO A PEDIR ACLARACIONES

Para la debida comprensién del contenido de [as ofertas entregadas por los proponentes,
La Universidad de Antofagasta, podri solicitar por escrito via e-mail u otro medio a
éstos, durante el proceso de evaluacién, aclaraciones y entrega de antecedentes
complementarios, como asimismo, informacion necesaria para salvar errores de hecho u
omisiones evidentes, observando siempre los términos de las presentes Bases y el
principio de igualdad entre los oferentes.

DERECHO DE DESESTIMAR LAS OFERTAS

La Universidad de Antofagasta se reserva el derecho de desestimar, desechar, aceptar,
parcial o totalmente, cualquiera de las ofertas, independientemente de sus montos,
precios y condiciones, si asi conviniera al interés fiscal. Los fundamentos de esta
decision se incluirdn en el Acta de Adjudicacién correspondiente. En tales casos, los
proponentes no podran reclamar indemnizacion alguna en contra de la Universidad de
Antofagasta.

ADJUDICACION

La adjudicacién de la propuesta se matenalizara mediante Resolucién de la autoridad
respectiva. Formaran parte integrante de esta Resolucion: las presentes Bases, las ofertas
presentadas por las Empresas adjudicadas y sus aclaraciones.

La Universidad de Antofagasta, se reserva el derecho de exigir de parte de los
proponentes, las Garantias que considere necesarias, conforme a la evaluacion de los
antecedentes entregados por los oferentes.

NOTIFICACION

La Umversidad de Antofagasta, notificara por carta certificada y/o via correo electrénico,
a los representantes de las Empresas participantes los resultados de la Propuesta, como
asimismo al adjudicatario la tramitacion oficial de la Resolucién de adjudicacion.

BOLETA DE FIEL CUMPLIMIENTO DE CONTRATO.,
No se requiere.

PLAZOS

El oferente que sea adjudicado de la presente Licitacién Privada, debera cumplir
cabalmente con los plazos propuestos.

MODALIDAD DE CONTRATACION
La formalidad de la adjudicacion se realizara mediante un contrato a honorarios.



5.9

FORMA DE PAGO

El servicio se pagara por adelantado mediante transferencia bancaria. Para esto se debe
otorgar la informacion de cuenta bancaria y swift number, Se realizara un contrato de
servicio bajo la normativa existente en la Universidad.



ESPECIFICACIONES TECNICAS

PROPUESTA PRIVADA
“CONTRATACION A HONORARIOS DE LOS SERVICIOS DE UN PROFESIONAL
DEL AREA DE BIOLOGIA MOLECULAR O A FIN PARA REALIZACION DE LA
LIBRERIA DE ADN DEL ARGOPECTEN PURPURATUS Y LOCALIZACION DE
GENES DE LA PROTEINA INDUCTORA “PECTEN PLUS”
FDI-CORFO 04CR7PPD-05 »”

La Universidad de Antofagasta, para la presente propuesta privada, requiere que el
proponente considere los siguientes aspectos técnicos:

ANEXO 1

Antecedentes de Ia Empresa:

b Identificacion del proponente

BOUTET Isabelle

2) RUT o pasaporte
01CA50940

3) Nombre Representante(s) Legal(es)

4) Domicilio legal *
Ile Lesquelen

29860 Piabennec
France

5) Fono *
(33)29849 86 27
(33)298 36 8563

6) Fax *- E-mail*



0000000000000000000000000000000000000000000000

boutetisabelle@vahoo.fr
(33)29849 86 45

N Nombre de la Licitacién Privada a que postula
FDI-CORFO 04CR7PPD-05

8) Garantia expresada en meses

9) Plazos de Entrega expresada en dias corridos

10)  Nombre Servicio técnico directo en la Il Region

* Toda documentacion oficial se remitira a los puntos indicados por Ud. (4, 5, 6)

ANEXO 2

Antecedentes de Ia Oferta:

NOMBRE DEL PROPONENTE Isabelle BOUTET

ITEM QUE SE POSTULA:
Licitaci6n privada FDI-CORFO 04CR7PPD-05




0000000000000 00000000000000000000000000000000°

DESCRIPCION DE LA OFERTA:

CONTRATACION A HONORARIOS DE LOS SERVICIOS DE UN
PROFESIONAL DEL AREA DE BIOLOGIA MOLECULAR O A FIN PARA
REALIZACION DE LA LIBRERIA DE ADN DEL ARGOPECTEN
PURPURATUS Y LOCALIZACION DE GENES DE LA PROTEINA
INDUCTORA “PECTEN PLUS”

1. Ostion sample collection and storage for RNA exfraction: gonade, digestive
gland, gills and mantle of mature ard immature scallops. Storage in
RNAlater (Ambion) at -20°C.

2. RNA extraction: total RNA are extracted using Trizol reagent according to
manufacturer instructions.

3. ¢DNA library construction: the Iibraries are constructed using Creator

c¢DNA libraries kit (BD Biosciences Clontech) according to manufacturer

instructions. Two libraries will be generated: one with immature ostion
tissues and the other with mature ostion tissues.

Library sequencing: 5000 clones will be sequenced and analysed.

haracterisation of “pecten plus” ¢cDNA sequence: if this protein is present
in the libraries, the entier sequence will be charaterised by PCR using
specific primers.

6. Microarray construction: slides will be spotted with all the clones obtained
in the libraries to follow “pecten plus” mRNA expression during a
reproduction cycle.

7. Antibody svnthesis: a specific antibody for “pecten plus” will be generated
by using cDNA sequence by Eurogentec antibody custom services to
follow “pecten plus” protein expression during ostion reproduction cycle.

o

MONTO NETO (SIN IVA)
12 000 000 § ~w-msem

IVA (DEL MONTO NETO)
3000000 % (20% retencion de impuesto)

PRECIO TOTAL ---15 600 000 $ -

NOTA: todos los valores deberan ser expresados en pesos chilenos
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o UNIVERSIDAD DE ANTOFAGASTA Bod
® SECRETARIA GENERAL
RECRETACION
o LICITACION  PARA LA
® CONTRATACION DE UN PROFESIONAL PARA
P PROYECTO FDI-CORFO OACRTPFD-08.
. .
o PP P
®
: W ARTOTAGASTA, 12087 705

VISTOS: Lo dispuesto en los DL. Nos 11 y 148,
8. de Educacién N® 182 de 2002; y Oficio DAR. N° 178-05

;s D.
de 07 de noviembre de 2005, do 1a Direccion de Administracion y Finanzas,

CONMDIERANDO:

)

1.- Que la Universidad llevs a cabo lcitacién
plblica para la contratacion de un profesional que preste servicios en el Proyecto FDI-
CORFO O4CRTPPD-05,

2.- Que con fecha 23 de septiembre de 2005, se
procedit al acto de Apertura de ln evaluacién y adjudicacian de la referida licitacion,

3.- Que de los tres profesionales participantes, la
Cominisn ha resuelto edjudicar la contratacién a honorarics, a la Sra. Isabelle Boutet,

DECRBTO:

OFICIALIZASE, & partir de esta fecha, Ia
adjudicacién de la contratacién para el Prayecte FDI-CORFO: 04CR7PPD-05, denominado
“Tecnolagia limpla para inducir Ia reproduccion del ostién de Norte”, uasmmu:u
BOUTEY, nacionalidad Francesa, Pasaperte N® O1CAS0940, por un valor total de
$15.000. 000, impuesto incluido.

ANOTESE, REGISTRRSE Y COMUNIQUESE.

)
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

BASES ADMINISTRATIVAS

DISPOSICIONES GENERALES

OBJETIVO

La Universidad de Antofagasta llama a propuesta privada para la contratacién de
servicios de preparacion de solicitud de patente, presentacién y tramitacién en Chile para
el producto inducitor de la maduracion del ostién del Norte Argopecten purpuratus.

Las presentes bases con sus aclaraciones forman parte de la presente Propuesta
Privada.

PARTICIPANTES
Podran participar en esta Propuesta personas naturales o juridicas especializadas en

patentamiento nacionales con experiencia en el drea de patentamiento de productos
biotecnologicos.

LLAMADO A PROPUESTA PRIVADA

Los antecedentes se entregardn via postal a los proveedores seleccionados a contar del
dia 26 Septiembre del 2005.

ACLARACIONES O RESOLUCIONES DE CONSULTA
Cualquiera de los oferentes podra solicitar aclaraciones sobre los documentos de
licitacion mediante comunicacién electrénica o postal y remitidas a:.

Sr. Rene Aguirre Lazo . Umidad de Adquisiciones :
- Via fax 055-637144

- Via correo electronico a: raguirre@uantof.cl

- Av. Angamos 601

Las aclaraciones, consultas y/o respuestas se realizardn entre los dias xx de Agosto del
2005.

RECEPCION DE OFERTAS
La documentacién fisica, solicitada como parte de la oferta, debera enviarse a mas tardar
el dia 2 de Octubre 20035 a las 16:00 hrs., a la siguiente direccién postal
- Universidad de Antofagasta, Av. Angamos 601- Oficina de Partes (Adquisiciones),
en los siguientes horarios:
Maiiana: 08:00 hrs. — 13:00 hrs.
Tarde: 15:00 hrs. - 18:00 hrs.
O via internet a la siguiente direccién pchavez@uantof.c]

TIPO DE FINANCIAMIENTO
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4.0

4.1

4.2

Los gastos que impliquen la contratacion del profesional requerido, serdn financiados
con cargo a la Cuenta Proyecto FDI-CORFO 04CR71XM-04 (Centro de Costo 4536) el
monto debera ser ofertado por ¢l proponente correspondiente.

PRESENTACION DF LA PROPUESTA

El oferente que participe de esta propuesta privada, debera enviar como parte de su oferta
en documentacion fisica separada lo siguiente:

Propuesta Técnica

a) ANEXO 1. Obligatorio segin formato de bases
b) Copia Rol de la empresa
c) Descripcion de la metodologia a emplear

Propuesta Econdémica

a) ANEXO 2. Obligatorio segin formato de bases

En caso de duda, 1a Universidad de Antofagasta, se reserva el derecho, de solicitarle a los
oferentes, antecedentes complementarios a su oferta. -

CARACTERISTICAS DE LA OFERTA

TIPO DE CONTRATO

La licitacién a que se refieren las presentes bases administrativas, serd contratacidon de
servicios.

APERTURA DE LA PROPUESTA

LUGAR Y FECHA
La documentacién fisica, se abrirdn en acto piblico y esto se efectuara en la Oficina

del Depto. de Adm. y Finanzas, Ubicada en Av Angamos 601 2do. Piso . El dia 3 de
Octubre del 2005 a las 16:30 hrs.

PROCEDIMIENTO DE APERTURA
La Comision de Apertura designada para tal efecto, procedera a abrir el documento de la
Propuesta Técnica, verificandose Ia existencia de todos los antecedentes exigidos en las



4.3

5.2

Bases, de no estar todos los antecedentes solicitados, no se abrird el documento
Propuesta Economica, devolviéndose de inmediato los antecedentes al Proponente.

Lo anterior, es sin perjuicio de la revisién posterior de los antecedentes.

La Universidad de Antofagasta, se reserva el derecho de admitir ofertas que presenten
defectos de forma, omisiones o errores evidentes, siempre que no alteren el tratamiento
igualitario de los oferentes mi la correcta evaluacion de la propuesta.

Enseguida, se procedera a abrir el documento Propuesta Econémica, ddndose fectura al
monto total de las ofertas de cada uno de los Proponentes (Anexo 2).

ELABORACION DEL ACTA

Terminada ia apertura de la ultima documentacion, se elaborara el Acta correspondiente,
en la que se consignaran las observaciones al Acto de Apertura mismo si las hubiere. El
Acta sera firmada por los asistentes y por la Comision de Apertura. De dicha Acta se
entregara una copia a los suscriptores.

FACTORES DE PONDERACION

Las ofertas seran evaluadas por el director del proyecto quien cuenta con la formacion
especializada para definir si la metodologia propuesta es la adecuada. Ademds se
considerard, aspectos tales como:

»  Monto de la oferta

»  Experiencia de la Empresa.

La ponderacién se realizara de la siguiente forma:

1). Metodologia propuesta: 30%

2). Experiencia en trabajo de patentamiento de productos biotecnoldgicos: 40%
3). Monto de la propuesta: 30%

La mejor metodologia sera evaluada por la directora del proyecto. La comisiéon de
evaluacion serd integrada por el Encargado de Compras Sr. Rene Aguirre, Sr. Secretario
General de la UA quien actuard como ministro de fe, el director de finanzas, encargada
de administracién financiera proyectos FDI-UA vy la Directora del proyecto.

DERECHO A PEDIR ACLARACIONES

Para la debida comprension del contenido de las ofertas entregadas por los proponentes,
La Universidad de Antofagasta, podra solicitar por escrito via e-mail u otro medio a
éstos, durante el proceso de evaluacion, aclaraciones y entrega de antecedentes
complementarios, como asimismo, informacién necesaria para salvar errores de hecho u
omisiones evidentes, observando siempre los términos de las presentes Bases y el
principio de igualdad entre los oferentes.
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5.4

5.5

5.6

5.7

58

5.9

DERECHO DE DESESTIMAR LAS OFERTAS

La Universidad de Antofagasta se reserva el derecho de desestimar, desechar, aceptar,
parcial o totalmente, cualquiera de las ofertas, independientemente de sus montos,
precios y condiciones, si asi conviniera al interés fiscal. Los fundamentos de esta
decisiéon se incluiran en el Acta de Adjudicacion correspondiente. En tales casos, los

proponentes no podran reclamar indemnizacion alguna en contra de la Universidad de
Antofagasta.

ADJUDICACION

La adjudicacion de la propuesta se materializara mediante Resolucion de la autoridad
respectiva. Formaran parte integrante de esta Resolucion: las presentes Bases, las ofertas
presentadas por las Empresas adjudicadas y sus aclaraciones.

La Universidad de Antofagasta, se reserva el derecho de exigir de parte de los
proponentes, las Garantias que considere necesarias, conforme a la evaluacién de los
antecedentes entregados por los oferentes.

NOTIFICACION

La Universidad de Antofagasta, notificara por carta certificada y/o via correo electrénico,
a los representantes de las Empresas participantes los resultados de la Propuesta, como
asimismo al adjudicatario la tramitacién oficial de la Resolucion de adjudicacion.

BOLETA DE FIEL CUMPLIMIENTQO DE CONTRATO.
No se requiere.

PLAZOS

El oferente que sea adjudicado de la presente Licitacién Privada, debera cumplir
cabalmente con los plazos propuestos.

MODALIDAD DE CONTRATACION
La formalidad d¢ la adjudicacion se realizara mediante un contrato de servicios.

FORMA DE PAGO

El servicio se pagara contra término del tramite de patente.



ESPECIFICACIONES TECNICAS

PROPUESTA PRIVADA
“CONTRATACION DE LOS SERVICIOS DE PREPARACION DE SOLICITUD DE
PATENTE, PRESENTACION Y TRAMITACION EN CHILE PARA EL

BIOPRODUCTO “PECTEN PLUS”
FDI-CORFO 04CR7PPD-05 »

La Universidad de Antofagasta, para la presente propuesta privada, requiere que el
proponente considere los siguientes aspectos técnicos:

ANEXO 1
Antecedentes de la Empresa:

1) Identificacion del proponente

2) RUT o pasaporte

3) Nombre Representante(s) Legal(es)

4) Domicilio legal *

5) Fono *

6) Fax *- E-mail*



7) Nombre de la Licitaciéon Privada a que postula

8) Garantia expresada en meses

9) Plazos de Entrega expresada en dias corridos

10)  Nombre Servicio técnico directo en la 1T Region

* Toda documentacién oficial se remitird a los puntos indicados por Ud. (4, 5, 6)

EXO 2
Antecedentes de la Oferta:



NOMBRE DEL PROPONENTE

ITEM QUE SE POSTULA:

DESCRIPCION DE LA OFERTA:

MONTO NETO (SIN IVA)

$

IVA (DEL MONTO NETO)

<
N

PRECIO TOTAL

NOTA: todos los valores deberén ser expresados en pesos chilenos




	

