ANEXO IIl. F

DOCUMENTOS RELATIVOS A LA ELABORACION DEL ESTUDIO DE GENETICA Y
CONSERVACION ALSODES PEHUENCHE: UN ANFIBIO

HECHO INFRACCIONAL N° 3



INTRODUCCION

A continuacidn se acompafian diversos documentos relativos a la elaboracion del estudio
de genética y conservacién Alsodes Pehuenche: un anfibio. Se contempla el Contrato CLC
376-16 y una propuesta técnica de proyecto.
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CONTRATO CLC-379.16

“ELABORACION DE ESTUDIO DE GENETICA Y CONSERVACION DE
ALSODES PEHUENCHE: UN ANFIBIO”

EMPRESA NACIONAL DE ELECTRICIDAD S.A.

CON

ECOGEN SPA

En Santiago, a 04 de abril de 2016, entre EMPRESA NACIONAL DE ELECTRICIDAD
S.A., en adelante e indistintamente el Mandante, RUT 91.081.000-6 representada por el sefior
Patricio Perez Belmar, RUT 8.203.365-3, y el sefior Eduardo Fuenzalida Hinrichs, RUT
12.108.500-3, todos domiciliados en calle Santa Rosa N° 76, comuna y ciudad de Santiago,
por una parte; y por la otra parte, la empresa ECOGEN SPA, en adelante e indistintamente “el
Contratista”, RUT 76.578.417-4, representada por la sefiora Dayana Cecilia Visquez Méndez,
RUT 15.571.468-9, todos domiciliados en Nueva Providencia 1881, Piso 16, Oficina 1620,
Providencia, Santiago, se ha convenido el siguiente contrato:

PRIMERO: OBJETO Y ALCANCE DEL CONTRATO

El Mandante encomienda al Contratista, quien acepta y se obliga a ejecutar los Servicios
incluidos en el contrato CLC-379.16 “ELABORACION DE ESTUDIO DE GENETICA Y
CONSERVACION DE ALSODES PEHUENCHE: UN ANFIBIO”.

SEGUNDO: EL CONTRATO Y SUS DOCUMENTOS

Los trabajos deberan ejecutarse en conformidad con lo establecido en el presente Convenio de
Formalizacion y en los demds documentos que forman parte integrante del Contrato, que son,
por su orden de prelacion, los que a continuacién se indican:

— Orden de Proceder emitida a través de carta APRO_CLC N° 051.16 de fecha 01 de abril
de 2016.

— Correo electronico de fecha 24 de marzo de 2016.

— Condiciones Generales de Contratacion de ENDESA (Quinta edicién, versién octubre
2015), disponible en la pagina WEB del Mandante, www.endesa.cl, en el link
Proveedores.



— Norma General de Proteccion del Medio Ambiente para Contratistas de ENDESA (N°
026), disponible en la pagina WEB del Mandante, www.endesa.cl, en el link Proveedores.

— Reglamento especial de Seguridad y Salud en el trabajo para Empresas Contratistas y
Subcontratistas, disponible en la pagina WEB del Mandante, www.endesa.cl, en el link
Proveedores.

~ Propuesta del Contratista de fecha 03 de marzo de 2016.

En caso de diferencia o discrepancia entre uno o mas documentos aqui sefialados preferird uno

respecto de otro, segun el orden de prelacion indicado, prefiriendo a todos ellos el presente
Convenio de Formalizacion del Contrato.

TERCERO: PRECIO Y FORMA DE PAGO

Este Contrato se pacta por el sistema que las partes denominan “A Suma Alzada”, en
Unidades de Fomento y sin reajuste.

De acuerdo con las condiciones y precios pactados, el precio total estimado de este Contrato
es de UF 3.484 (tres mil cuatrocientas ochenta y cuatro Unidades de Fomento), mas el
Impuesto al Valor Agregado (IVA).

El pago por la ejecucion de los Servicios se sujetard al siguiente procedimiento:
- Modalidad de Pago:

— 20% del monto total neto del Contrato contra la entrega de la programacion
detallada del Proyecto.

—  20% del monto total neto del Contrato contra la entrega del Informe "Resultados
Campaiias de Terreno".

—~ 10% del monto total neto del Contrato contra la entrega del Informe "Estudio
Genético parte 1: Determinacion Genética de la Especie”.

— 10% del monto total neto del Contrato contra la entrega del Informe "Estudio
Patdgenos".

—~ 20% del monto total neto del Contrato contra la entrega del Informe "Estudio
Genético parte 2: Variacion Genética Poblacional".

—  20% del monto total neto del Contrato contra la entrega del Informe Técnico Final,
Restmenes de Congresos Cientificos, Tres Articulos Cientificos.

- El Contratista presentard al Inspector Jefe del Contrato, durante los diez (10) primeros
dias de cada mes, o cuando corresponda segiin modalidad de pago, un Estado de Pago.
El Inspector Jefe dispondra de diez (10) dias hébiles para revisar los Estados de Pago y
para comunicar al Contratista la aceptacion o rechazo de los mismos.



- Una vez aprobados los Estados de Pago por parte del Inspector Jefe, el Contratista los
facturard a nombre del Mandante. La factura deberd ser entregada en la Oficina de
Registro General de ENDESA, ubicada en Marcoleta N°634 y serd cancelada a los
cinco (5) dias después de la fecha de recepcion de la mencionada factura. El
Contratista debe adjuntar a la factura el Estado de Pago aprobado por ENDESA.

Queda expresamente convenido que el Contratista no podra ceder, dar en garantia, transferir o
traspasar en forma alguna, ni total ni parcialmente, el presente Contrato. Tampoco podra
hacerlo respecto de cualquier derecho derivado para el o los pagos o cobros que del mismo
contrato provengan, salvo que se trate de la transferencia de la o las respectivas facturas,
conforme a los términos y condiciones que al efecto establece la Ley N° 19.983. Por lo tanto,
salvo la excepcion sefialada, los pagos se haran exclusivamente al titular del Contrato. El
incumplimiento de la obligacién precedente, en cualquier forma o por cualquier razén, serd
causal suficiente para que el Mandante a su solo arbitrio ponga término al Contrato en forma
inmediata y sin indemnizacion de ninguna especie para el Contratista. Las partes declaran que
esta circunstancia es condicién esencial y determinante para la celebracién del presente
Contrato.

CUARTO: _ VIGENCIA DEL CONTRATO

El plazo de ejecucion de los servicios es de 18 (dieciocho) meses corridos, contados desde la
fecha indicada en la Orden de Proceder emitida por el Mandante. Considerando que la fecha
indicada en la Orden de Proceder fue 01 de abril de 2016, los Servicios deberan finalizar el 30
de septiembre de 2017.

QUINTO: TERMINO ANTICIPADO DEL CONTRATO

En cualquier momento, y sin expresion de causa, el Mandante podra poner término anticipado
al Contrato, dando aviso por escrito al Contratista, con una antelacién minima de 10 dias,
sobre la fecha de término anticipado del contrato. En tal circunstancia, el Mandante pagara al
Contratista los Servicios que éste haya ejecutado hasta el momento de producirse el término
anticipado del contrato. Esta accién no implicard pago de compensacién o indemnizacién
alguna al Contratista.

SEXTO: GARANTIA DE CUMPLIMIENTO DEL CONTRATO

Con el propésito de caucionar el estricto cumplimiento de cualquiera de las obligaciones que
emanen de este Contrato, el Mandante realizara retenciones equivalentes al 5% del monto
total de cada Estado de Pago. Estas retenciones seran pagadas al Contratista en cuanto se
obtenga la Recepcion Definitiva del Contrato.



SEPTIMO: _ OBLIGACIONES Y RESPONSABILIDADES DEL CONTRATISTA

El Contratista declara haber recibido del Mandante toda la documentacion e informacion
necesaria para planificar y ejecutar en debida forma y en todas sus partes los Servicios del
Contrato.

El Contratista declara, asimismo, que ha estudiado los antecedentes de la Licitacion, que
conoce el terreno y su topografia, y que ha verificado las condiciones de abastecimiento de
materiales y la viabilidad del trabajo encomendado en la forma y plazo previsto.

Por lo anterior, el Contratista se obliga a la ejecucién de los Servicios en los plazos y
condiciones previstas en los Documentos del Contrato.

El Contratista, como se sefiala en la clausula TERCERO de este documento, no podré ceder
este Contrato. No obstante, manteniendo su responsabilidad en toda la extensiéon y
profundidad contemplada en el Contrato, podra subcontratar partes del mismo con terceros,
previa aprobacioén escrita del Mandante. Esta autorizacion no relevarda al Contratista de
ninguna obligacion ni responsabilidad contemplada en el Contrato, respondiendo de los actos,
defectos u omisiones del Subcontratista como si dichos actos, defectos u omisiones se
debieran a su propio actuar.

Sélo de comun acuerdo y por escrito, las partes podran modificar el presente contrato.

OCTAVO:  RELACIONES LABORALES DEL PERSONAL DEL. CONTRATISTA

Las partes contratantes dejan expresamente establecido que este contrato es de caracter civil y
no laboral, no derivando de él, por consiguiente, entre el personal del Contratista y el personal
del Mandante, situaciones o relaciones de subordinacion o dependencia y otras que lleguen a
configurar un Contrato de trabajo en los términos sefialados en el Codigo del ramo. En
consecuencia el Contratista libera al Mandante de todo gasto y perjuicio que pueda suftir
como consecuencia de acciones deducidas por sus trabajadores persiguiendo la
responsabilidad subsidiaria del Mandante y se obliga a indemnizar al Mandante en aquellas
cantidades que por conceptos laborales y/o previsionales, ésta resulte condenada a pagar a los
trabajadores del Contratista, ya sea por resolucion judicial o administrativa. En caso de que el
Contratista no cumpla con su obligacion de indemnizar aqui establecida el Mandante queda
especialmente facultado para hacer efectiva la Boleta Bancaria mencionada en la cldusula
SEXTO, o para retener dineros que se le adeuden por concepto de pagos por las prestaciones
objeto de este contrato o de otro que pueda estar vigente entre el Contratista y el Mandante.



NOVENO: MULTAS Y SANCIONES

En caso de que el Contratista incurra en incumplimientos respecto a la calidad y oportunidad
de los servicios prestados, el Mandante le aplicara, como clausula penal, las multas indicadas
en las Condiciones Particulares y Generales del Contrato.

Las multas tienen el caracter de incondonables y el Contratista autoriza al Mandante para
descontar su valor de cualquier Estado de Pago o de cualquier suma que el Mandante adeude

o adeudare al Contratista o bien haciendo efectiva la garantia estipulada en la Cldusula
SEXTO.

El valor total acumulado de las multas no excedera del 10% del valor del Contrato.

Lo anterior es sin perjuicio de dar por terminado el contrato en forma anticipada segin se
indica en la cldusula QUINTO de este documento.

DECIMO: __ PROTECCION DEL MEDIO AMBIENTE

Se eleva a la condicion de esencial en este Contrato, la obligacién que tiene el Contratista,
durante todo el periodo de vigencia del Contrato, de cuidar y proteger celosamente el medio
ambiente del lugar donde se presten los Servicios. El Contratista se obliga a impedir que sus
actividades provoquen contaminacion del aire, de la tierra o del agua.

Asimismo, el Contratista debera respetar y defender a toda clase de animales, a mantener y
preservar los arboles y las plantas y vegetacion en general, a no alterar el valor paisajistico o
turistico de la zona, ni alterar los monumentos, sitios con valor antropologico, arqueoldgico,
histérico y, en general, los pertenecientes al patrimonio cultural.

La violacién de estas obligaciones, que signifiquen dafio o peligro de dafio para el medio
ambiente o la naturaleza, faculta al Mandante para declarar, ipso facto, terminado el Contrato,
sin perjuicio de hacer efectiva la Garantia de Cumplimiento del Contrato y exigir el pago de
las demés indemnizaciones que correspondan segun la legislacién comun.

UNDECIMO: ARBITRAJE

Las diferencias, dificultades o conflictos que se susciten entre las partes con motivo o en razén
de la validez, interpretacion, aplicacién, ejecucidn, cumplimiento, resolucidn, extension,
terminacion o liquidacion del Contrato, y cualquier otro asunto relacionado con el presente
Contrato y las materias que cualesquiera de las partes planteare, o de cualquier otro convenio
que las partes celebraren con relacidén al mismo, serdn resueltos, como arbitro arbitrador para
el procedimiento y de derecho para la sentencia, sin forma de juicio, de la manera mas breve y
sumaria posible, por un abogado que serd designado de comun acuerdo entre las partes. En



contra de la sentencia del arbitro cualquiera sea su designacion, no procederd recurso alguno,
a excepcion del recurso de queja y de casacion en la forma por ultrapetita.

Las partes renuncian a las tachas contempladas en los nimeros 4 y 5 del articulo 358 del
Cédigo de Procedimiento Civil, relativas a la inhabilidad del testigo por su dependencia
laboral de la parte que lo presente.

En el evento de que las partes no logren convenir en la designacion del arbitro, éste serd
designado por la Justicia Ordinaria, debiendo recaer este nombramiento en un abogado que
haya sido: integrante de la Corte de Apelaciones de Santiago o de la Corte Suprema con a lo
menos tres (3) afios de antigiiedad en el cargo; o Profesor titular, ordinario o extraordinario, de
Derecho Civil, de Derecho Comercial, de Derecho Procesal o de Derecho Econémico, que
haya desempefiado dichos cargos o cétedras, a lo menos, durante cinco (5) afios en las
Escuelas de Derecho de la Universidad de Chile o Universidad Catolica de Chile, ambas de
Santiago o Universidad Catélica de Valparaiso.

No serd materia de arbitraje la facultad del Mandante para descontar de los Estados de Pago
las multas aplicadas al Contratista.

DUODECIMO: PERSONERIAS

La personeria de los sefiores Patricio Perez Belmar y Eduardo Fuenzalida Hinrichs, para
representar al Mandante, consta de la escritura publica de fecha 16 de enero de 2015, otorgada
en la Vigésimo Segunda Notaria de Santiago de don Humberto Santelices Narducci.

La personeria de los sefiores José Rodrigo de la Fuente Morales y Paulo Bezanilla Saavedra,

para representar al Contratista, consta en la escritura publica de fecha 12 de septiembre de
2011, otorgada en la Quinta Notaria de Santiago de don Patricio Raby Benavente.

DECIMOTERCERO: EJEMPLARES DEL CONTRATO

El presente Contrato se firma en dos (2) ejemplares del mismo texto, quedando uno (1) de
ellos en poder del Mandante y el otro en poder del Contratista.



DECIMOCUARTO: DOMICILIO

Para todos los efectos legales del presente Contrato, las partes fijan su domicilio en la comuna
de Santiago de Chile.

Patricio Perez Belmar
EMPRESA NACIONAL DE ELECTRICIDAD S.A.

Eduardo Fuenzalida Hinrichs
EMPRESA NACIONAL DE ELECTRICIDAD S.A.

Dayana Cecilia Vasquez Méndez
ECOGEN SPA
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Talca, 01 de abril de 2016

Sefiores:

ECOGEN SpA

Nueva Providencia 1881, Dpto. 1626, Providencia, Santiago
davana vasauezmdomail com

Fono: 95214 6672

Atencion: Sra. Dayana Visquez Méndez

REF.: PROYECTO HIDROELECTRICO CENTRAL LOS CONDORES. LICITACION
CONTRATO CLC-379.16 “ELABORACION DE ESTUDIO DE GENETICA Y
CONSERVACION DE  ALSODES PEHUENCHE: UN  ANFIBIO™.

__ADJUDICACION Y ORDENDEPROCEDER.

Die nuestra consideracion:

Tenemos el agrado de informar a ustedes nuestra aceptacién a su Oferta recibida 22 de
marzo de 2016 por los trabajos identificados en la referencia,

Conforme a la referida oferta, €l valor total del Contrato, bajo la modalidad de contratacion
denominada “A Suma Alzada”, asciende a la suma de UF 3.484 (ires mil cuatrocientas
ochenta v cuatro Unidades de Fomento), precio que no incluye el Impuesto al Valor
Agregado {IVA)} del Contrato, el que serd de cargo del Mandante.

Seghin lo acordado, damos a ustedes la Orden de Proceder sefialada en las Bases del
Contrato para comenzar los trabajos con fecha 01 de abril de 2016, El plazo para la
gjecucion del contrato serd hasta ¢l 30 de septiembre de 2017,

En sefial de aceptacidn de la presente Orden de Proceder y como constancia de recepcitn
de la misma, solicitamos a ustedes enviarnos una copia de este documento debidamente
firmado por su representante legal, sin perjuicio de remitirnos posteriormente el original de
dicho documento por correo.

Para los efectos de formalizacion del Contrato. agradecerernos a usted comunicarse con gl
sefior Pedro Merino Carrillo, al teléfono {56) 2 2630 8042, Anexo 39252 o al e-mail

pedro.merino@enel.com.



Los aspectos téonicos relativos a la ¢jecucidn de los servicios deberdn ser tratados con of Sr.
José M, Quintana E., Envirosmental & Permitting Coordinator CH Los Condores, &l
teléfono (56) 2 2630 860 o (56) 9 4213 0120, quién ha sido designado Inspector Jefe de

esic Contrato.

Con nuestros sinceros descos de éxito en los irabajos que les estamos encomendando, les
saluda atertamente,

p. ENDESA
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Merino Carrillo, Pedro Moises, ENDESA CHILE

De: Dayana Vasquez [dayana.vasquezm@gmail.com]

Enviado el jueves, 24 de marzo de 2016 10:40

Para: Merino Carrillo, Pedro Moises, ENDESA CHILE

CccC: Diaz Arce, Aldo, ENDESA CHILE

Asunto: Re: PROYECTO HIDROELECTRICO CENTRAL LOS CONDORES - CONTRATO

CLC-379.16 "ELABORACION DE ESTUDIO DE GENETICA Y CONSERVACION DE
ALSODES PEHUENCHE: UN ANFIBIO" - CONSULTA
Datos adjuntos: ProgramaciénProyectoApehuenche2016.xIsx

Estimado Pedro,
Si, efectivamente como contratista estamos gestionando los permisos correspondientes para poder llevar a cabo
este proyecto; especificamente, permiso de captura y toma de muestras bioldgicas en Servicio Agricolay

Ganadero.
Adicionalmente, te adjunto la programacion actualizada del proyecto.
Atentamente,

Dayana

El 24 de marzo de 2016, 10:15, Merino Carrillo, Pedro Moises, ENDESA CHILE <pedro.merino@enel.com>
escribio:

Estimada Dayana,

Es necesario por vuestra parte ratificar que serd responsabilidad de ustedes como contratista obtener todos los
permisos necesarios para la ejecucién de las actividades asociadas al servicio.

Atentamente,

Pedro Merino Carrillo
Procurement

Proyecto Hidroeléctrico Los Candores

enaesa
H " $
- chile

|

T ot}

Grupo Enel



Ruta Internacional CH-115 - KM 126 - Talca - Chile

T +56 2 2630 8250 Anexo: 39252

pedro.merino@enel.com

Dayana Vdsquez Méndez

Bidloga

Programa Magister en Ciencias Bioldgicas, Universidad de Chile
Laboratorio de Biologia Evolutiva

Departamento de Ecologia

Pontificia Universidad Catodlica de Chile

Alameda 340, Santiago, Chile

+56 9-52146672
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PROYECTO HIDROELECTRICO LOS CONDORES

CONTRATO CLC-379.16

ELABORACION DE ESTUDIO DE GENETICA Y CONSERVACION DE
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D.- PROPUESTA DEL CONTRATISTA




Merino Carrillo, Pedro Moises, ENDESA CHILE

De: Dayana Vasquez [dayana.vasquezm@gmail.com]

Enviado el: jueves, 03 de marzo de 2016 17:17

Para: Merino Carrillo, Pedro Moises, ENDESA CHILE

CccC: Diaz Arce, Aldo, ENDESA CHILE

Asunto: Re: PROYECTO HIDROELECTRICO CENTRAL LOS CONDORES - CONTRATO

CLC-379.16 "ELABORACION DE ESTUDIO DE GENETICA Y CONSERVACION DE
ALSODES PEHUENCHE: UN ANFIBIO" - SOLICITUD COTIZACION ; ; ;

Datos adjuntos: CotizacidnEnelProyectoApehuenche2016.docx; ProyectoApehuenche2016.pdf;
ProgramaciénProyectoApehuenche2016.xisx

Estimados, les envio la propuesta técnica, econémica y la programacion de hitos y entregables (con el
correspondiente porcentaje de pago asociado).
Mafiana a primera hora les enviaré la carta Gantt actualizada.

Saludos!

Dayana

El 3 de marzo de 2016, 10:43, Merino Carrillo, Pedro Moises, ENDESA CHILE <pedro.merino@enel.com>
escribio:

Talca, 03 de marzo de 2016

Sefiores:
Ecogen StA

Presente

REF.: PROYECTO HIDROELECTRICO _CENTRAL LOS CONI?ORES - CONTRATO CLC-379.16
“ELABORACION DE ESTUDIO DE GENETICA Y CONSERVACION DE ALSODES PEHUENCHE: UN
ANFIBIO "- SOLICITUD COTIZACION

De nuestra consideracion:

Empresa Nacional de Electricidad S.A., tiene el agrado de invitar a Ud. a cotizar el Servicio contemplado en el
Contrato CLC-379.16 “ELABORACION DE ESTUDIO DE GENETICA Y CONSERVACION DE
ALSODES PEHUENCHE: UN ANFIBIO”.



Con el objeto de colaborar en el estudio de la especie Alsodes Pehuenche encontrada en la zona.

Estamos enviando via e-mail los siguientes documentos que conforman la Licitacion y que formarén parte del
Contrato:

A. Formulario de la Propuesta.

B. Declaraciones.

Condiciones Generales de Contratacion de ENDESA (Quinta edicion, version octubre de 2015) y su
respectivo anexo N° IL.

D. Manual de Estandares Seguridad y Salud Laboral.

E. Norma (N° 26) General de Proteccion del Medio Ambiente.

F. Reglamento especial para empresas contratistas Grupo Enersis

Q)

Los Proponentes podran consultar los documentos mencionados en los literales C, D, E y F identificados
anteriormente en el sitio www.endesa.cl, en el link Proveedores.

La unica informacion valida para los efectos de la licitacién sera la contenida en los documentos de licitacion
antes indicados, los que deberan ser analizados por los Proponentes, considerando que ellos pasaran a formar
parte del Contrato.

La cotizacién deberd ser expresada en Unidades de Fomento (UF).

El Proponente debera mantener sin variaciones su oferta por un perfodo minimo de 90 (noventa) dias corridos
contados desde la fecha de Recepcion de la cotizacion.

Las condiciones de pago sera a 30 dias desde que se ejecuta el Servicio en la condicién pactada.

Solicitamos hacernos llegar su cotizacién, via correo electronico, de forma urgente. Dicha oferta debera
contener, a lo menos, la siguiente informacion:



e Oferta del Contratista, la cual debe ser una oferta econdémica y una técnica (Formulario de la Propuesta):

1.1 Oferta Econdémica

e Desglose de precios por ftem segln actividad.

1.2. Oferta Técnica, la cual debe considerar:
e Metodologia de trabajo (descripcién de los trabajos)
e  Programa de trabajo (Carta Gantt)

e  Plazo total del Servicio.

Para los efectos de consultas y/o aclaraciones a lo indicado anteriormente, agradeceremos comunicarse con el
Sr. Pedro Merino C. al e-mail: pedro.merino@enel.com.

CONSIDERACIONES

1. REGISTRO DE CONTRATISTAS

Para la presentacion de las Ofertas, serd una condicién necesaria que el Proponente se encuentre con su
registro al dia en el Registro de Proveedores de ENDESA denominado “PortalOne”. Para mayores
antecedentes, contactarse al teléfono (56-2) 2378 4837 (http://globalprocurement.enel.com/) o al correo
electronico saav@enersis.cl. (Se adjunta Manual)

Para la presentacion de las Ofertas, serd una condicidn necesaria que el Proponente se encuentre con su
registro al dia en el Registro de Contratistas de ENDESA denominado REPRO. Para mayores
antecedentes, contactarse con la empresa Aquilles Chile al teléfono 2582 0668 (www.reprobd.com).

En caso de que su cotizacion sea aceptada por Endesa, esta se formalizara a través de una Orden de
Compra, para lo cual deberin encontrarse vigente en registro de proveedores “PortalOne”



Esperando contar con vuestra valiosa participacion, favor de confirmar recepcion, participacion o
Declinacion.

Atentamente,

Pedro Merino Carrillo
Procurement

Proyecto Hidroeléctrico Los Cdndores

endess
chile

erp(;ﬁwngei

Ruta Internacional CH-115 - KM 126 - Talca - Chile

T +56 2 2630 8250 Anexo: 38252

pedro.merino@enel.com

Dayana Vasquez Méndez

Bidloga

Programa Magister en Ciencias Bioldgicas, Universidad de Chile
Laboratorio de Biologia Evolutiva

Departamento de Ecologia

Pontificia Universidad Catdlica de Chile

Alameda 340, Santiago, Chile

+56 9-52146672
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EMPRESA NACIONAL DE ELECTRICIDAD S.A.

CONTRATO CLC-379.16

“ELABORACION DE ESTUDIO DE GENETICA Y CONSERVACION DE ALSODES

B.1

B.2

PEHUENCHE: UN ANFIBIO”

SECCION 5.01. PRESENTACION DE LA OFERTA

IDENTIFICACION DEL PROPONENTE Y COMPROMISO DE EJECUCION DE LOS
SERVICIOS DEL CONTRATO

__ECOGEN SpA 76.578.417-4

(Nombre y RUT del Proponente)

con domicilio en _ Nueva Providencia 1881, depto/local 1620, Providencia,
Santiago de Chile , en adelante el “Proponente”, declara que habiendo
examinado los Documentos de Licitacion, se compromete, si esta Oferta es aceptada
dentro de los 90 dias siguientes a la fecha limite de entrega de las Propuestas, a entregar
los suministros del Contrato CLC-379.16 “ELABORACION DE ESTUDIO DE
GENETICA Y CONSERVACION DE ALSODES PEHUENCHE: UN ANFIBIO”,
definidos en los Documentos de Licitacién, en conformidad con las condiciones
establecidas en ellos, y entregarlos terminados en la fecha establecida en la Oferta, por el
precio equivalente a 3484 Unidades Fomento (UF ). Este valor
no incluye el Impuesto al Valor Agregado (IVA) del Contrato.

DECLARACIONES

VIGENCIA Y VALIDEZ DE LA PROPUESTA

El Proponente declara que esta Propuesta es valida e irrevocable por 90 dias, contados
desde la fecha de Recepcion de las Propuestas, aun en el caso que sea aceptada otra
Propuesta y se le haya dado el aviso correspondiente a otro Proponente.

AUTENTICIDAD DE LA PROPUESTA

El Proponente declara que esta Propuesta es auténtica y que no es falsa, colusoria, ni se ha
hecho a favor de los intereses ni en nombre de alguna persona o empresa que no se haya
nombrado aqui.

Declara, ademas, que no ha inducido ni solicitado directa o indirectamente a otro
Proponente a presentar una Propuesta falsa ni a abstenerse de licitar y que de ninguna
manera ha procurado, mediante colusidén con otros, asegurarse para si 0 para otra persona
o empresa, ventajas sobre otros Proponentes.
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B.3 CUMPLIMIENTO DE REQUISITOS MEDIOAMBIENTALES

En caso de que se le adjudique el Contrato, el Proponente se compromete a cumplir con la
normativa medioambiental indicada en los Documentos del Contrato y en la ley chilena
vigente en lo que corresponda.

B.4 NOTIFICACION DE LA ACEPTACION DE LA OFERTA

En el caso que esta Oferta sea aceptada, ENDESA comunicard al Proponente la
adjudicacion de ésta por medio de una notificacion escrita dirigida a:

Sefior
Cargo
Direccion
E-mail
Teléfono

Celular

Dayana Cecilia Vasquez Méndez

Gerente General
Nueva Providencia 1881, depto/local 1620

dayana.vasquezm(@gmail.com

+56952146672

Firmado en Santiago de Chile el 9 de Marzo de 2016.

Contrato CLC-379.16

Parte 5: Formulario de la Propuesta 3



SECCION 5.02. ANTECEDENTES SUMINISTRO

Adjuntar la siguiente informacion:

A Métodos de trabajo
B Programa General para la Ejecucién de las Obras del Contrato (Carta Gantt)

C Servicios o actividades por subcontratar (sélo si corresponde)

Contrato CLC-379.16 Parte 5: Formulario de la Propuesta



SECCION 5.03. REPRESENTANTE ANTE ENDESA

a) Representante del Proponente

Nombre Completo : Dayana Cecilia Vasquez Méndez

RUT : 15.571.468-9

Cargo . Gerente General
Direccion Calle . Nueva Providencia Ne° : 1881
Piso : 16 Of./Depto. : 1620
Fax : Teléfono / Celular: +56952146672
dayana.vasquezm@gmail.c
E-mail : om Casilla Postal : 7500520
b) Constitucién del Proponente
El Proponente es:
a) |Sociedad de personas X
b) |Sociedad andnima
¢) |Consorcio constituido
d) | Consorcio en formacion
e) | Otro (especificar)
Razén Social : ECOGEN SpA
RUT . 76.578.417-4
Direccion Calle : Nueva Providencia N°¢ : 1881
Piso : 16 Of./Depto. : 1620
Fax : Teléfono / Celular: +56952146672
Casilla Postal : 7500520
c) Escritura
Adjuntar escritura, certificado de vigencia y completar lo siguiente:
La personeria del sefior Dayana Cecilia Vasquez Méndez , para representar al

Proponente, consta en la escritura ptblica de fecha 07 de enero del 2016 , otorgada en la

11* Notaria de Santiago de don Susana Belmonte Aguirre
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SECCION 5.04. REGISTRO DE CONTRATISTAS PORTALONE

Adjuntar pantallazo de inscripcion del Registro en “PortalOne” y/o indicar estado del
proceso.
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DECLARACION LEY N° 20.393, OUE ESTABLECE LA
RESPONSABILIDAD PENAL DE LAS PERSONAS IURIDICAS

CONTRATO CLC 379.16

ELABORACION DE ESTUDIO DE GENETICA Y CONSERVACION DE ALSODES
PEHUENCHE: UN ANFIBIO

ECOGEN SpA _empresa del giro IDENTIFICACION TAXONOMICA DE ESPECIES A
TRAVES DE TECNICAS GENETICAS NO DESTRUCTIVAS, MONITOREO GENETICO
DE POBLACIONES NATURALES, DESARROLLO DE PLANES DE MANEJO Y
CONSERVACION DE POBLACIONES DE ESPECIES EN PELIGRO EN BASE A
TECNICAS GENETICAS NO DESTRUCTIVAS | Y SISTEMAS DE. INFORMACION
GEOGRAFICA (SIG), VENTA DE INSUMOS PARA TOMA DE MUESTRAS BIOLOGICAS
EN TERRENO, RUT 76.578.417-4, representada por Dayana Cecilia Vasquez Méndez, RUT
15.571.468-9, ambos domiciliados en Nueva Providencia 1881 depto/local 1620, Providencia,
Santiago de Chﬂe declma

Conocer que en el Diario Oficial del dfa 2 de diciembre de 2009 se pubilco la Ley N° 20.393, que
establece la reeponsablhdad penal de las personas juridicas respecto los delitos ‘de lavado de
activos, financiamiento del terrorismo y de coliecho de i'uncmnano publico nacmnal 0 extranjero

En esas condiciones, me obligo a tomar todas las medidas necesarias para prevenir cualquier
conducta que tenga o pueda llegar a tener’ los caracteres de los dehtos senalados en la citada
: leglslacmn : :

Por ultimo, declaro conocer qué EMPRESA NACIONAL DE ELECTRICIDAD S.A. tiene en
'vigencia un Modelo de Prevencion de Delitos, conforme se define en la referida Ley N°20.393, el
cual se inserta en ¢l Modelo de Prevencién de Rlesgos Penales adoptado- por la empresa, -
recibiendo en este acto el Codigo Etico y el Plan de Tolerancia Cero con la’ Corrupc1on que
forman parte del entorno de control contemplado en ellos, y que ademas se’ encuentran
disponibles en la siguiente pagina web:

http://www.endesa.cl/Endesa Chile/action.asb?id=002OO

‘QD@%W? A Lg//;z”g»%/ €3 9/ |
Dayana Cecilia Vasquez Mendez

RUT 15.571.468-9
- ECOGEN SpA
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DECLARACION OPERACIONES CON PARTES RELACIONADAS

CONTRATO CLC- 379 16

ELABORACION DE ESTUDIO DE GENETICA Y CONSERVACION DE ALSODES
PEHUENCHE UN ANF IBIO -

Yo, Dayana Cecilia Vasquez Méndez, RUT 15.571.468-9, en representacién legal de la empresa
ECOGEN SpA, declaro que la empresa que represento o- cualquiera de sus propietarios,
directores, admlmstradores o ejecutivos no tiene relacién alguna con las personas juridicas del

Grupo en los siguientes termmos

| 1.- La empresa antes mencionada no forma parte de las entidades del Grupo Empresarial Enel, al

que pertenecen las empresas del Grupo Enersis.

2.- La empresa antes mencionada no tiene; respecto de ninguna persona juridica ‘deI.Grupo Enel,
la calidad de matriz, coligante, filial o coligada, en conformidad a las definiciones contenidas en

la Ley 18.046.

3.- Quien suscribe el presenfe‘docu;tnentd ni tampoco los directores admjnistradores 0 ejecutivos
de mi empresa, tienen la calidad de dlrcctores gerentes, adnnmstradores ejecutivos prmcxpales
ni hquldadores de mnguna de las personas Jundlcas del Grupo Enel, m sus conyuges 0 sus.

parientes hasta el segundo grado de consanguinidad o aﬁmdad 1ncluswe

4.- Quien suscnbe el presente documento, ni los directores, ~adm1mstradores' o ejecutivos de mi
empresa, por si ‘solos ni tampoco con otras personas con que tengan ‘acuerdo- de actuaclonv
~conjunta, pueden designar al menos un mlembro de la admmxstramon en alguna de las personas
juridicas del Grupo Enel ni tampoco oontrolan un 10% o mas del cap1tal o del capxtal con

derecho a voto

- 5.- Que la empresa antes mencmnada no pertenece, dlrectamente 0a traves de otra persona,
: natural 0 Jurldlca en un 10% 0 mas de su capital a duectores ge1entes admnnstradores, .

e_}CCLl’[IVOS principales, ni hquldadores del Grupo Enel

6.~ Que ningiin dlrector gerente, admlmstrador ejecutlvo, ni hqmdador ha prestado funcmnes en
calidad de d1rect0r gerente, adm1mstrador ejecutivo prmcxpal ni hquldador en alguna empresa‘

del Grupo Enel dentro de los ul’umos dlccmcho meses

ContratoCLC,-.>79.16A | : ‘ S : _ " 2 .‘




Lo

Mi empresa ademds se compromete a informar por escrito a la Gerencia Regional de

Aprovisionamientos de Enersis S.A., con cardcter inmediato y tan pronto se produzca una

relacion comercial o de parentesco sobreviniente o se modifique la originalmente informada.

La omision de esta declaracion, asf como la omisién de su actualizacién en caso de producirse algin
cambio, o la falsedad de todo o parte de lo informado, se tomard en consideracion al momento de
evaluar la continuidad de los contratos suscritos, sin perjuicio de las acciones que resulten

procedentes en derecho.

Firma

Nombre: Dayana Cecilia Vésquez Méndéz
Repl;esentantgt Legal de: 'ECOGEN SpA
RUT Apoderado: 1 55714689
RUT Empresa: 76.578.417-4

Contrato CLC-379.16 - — R E o 3.




~ Empresas del Grhno

ENERSIS S.A.
ENEL LATINOAMERICA, S.A.
ENEL IBEROAMERICA, S.L.
4. ENEL,SpA
5. CENTRAL EOLICA CANELA S.A.
6. SERVICIOS INFORMATICOS E INMOB. LIMITADA
7. SOCIEDAD AGRICOLA DE CAMEROS LIMITADA
8
9

3 I

G

EMPRESA NACIONAL DE ELECTRICIDAD S.A.
. EMPRESA ELECTRICA PEHUENCHE S.A.
10.  COMPANIA ELECTRICA TARAPACA S.A.
11.  EMPRESA ELECTRICA DE COLINA LIMITADA
12.  LUZ ANDES LIMITADA
13.  CHILECTRA S.A.
4. CHILECTRA INVERSUD S.A.
15, INGENDESA DO BRASIL LIMITADA
16.  CENTRAIS ELETRICAS CACHOEIRA DOURADA S.A.
17.  GENERANDES PERU S.A.
18.  EDEGELS.A.A.
19.  CHINANGO SA.C.
20.  ENDESA ARGENTINA S.A.
21.  ENDESA COSTANERA S A.
22. HIDROINVEST SA.
23, HIDROELECTRICA EL CHOCON S, A
24, SOU THERN CONE POWER ARGENTH\A s A.
25. EMGESA S.AESP.
26. EMGESA PANAMA S.A.
27.  SOCIEDAD PORTUARIA CENTRAL CARTAGENA
28.  BMPRESA DISTRIBUIDORA SUR S.A. (EDESUR)
29.  INVERSIONES DIS’I RILIMA S. A
30.  EMPRESA DE DISTRIBUCION ELECTRICA DE LIMA
31.  NORTES.AA. (EDELNOR) ‘
32. ENEL BRASIL S.A.
33.  AMPLA ENERGIAE SERVICOS S, A
34.  CODENSA S.A. ESP.
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35,
36.
37.
38.
39,
40,
41.

43,

44,
45.
46.
41
48,
49.
50.
51.
52,
53,
54,
5.
56.
57.

INVERSORA CODENSA LIMITADA S.A.S.

COMPANHIA ENERGETICA DO CEARA (COELCE)

COMPARIA DE INTERCONEXION ENERGETICA S.A. (CIEN)

EN-BRASIL COMERCIO E SERVICIOS S.A.

EOLICA FAZENDA NOVA GERACAO B COMERCIALIZACAO DE ENERGIA S.A.
COMPAR(TA DE TRANSMISION DEL MERCOSUR S.A. (CTM)

' TRANSPORTADORA DE ENERGIA S.A. (TESA)

COMERCIALIZADORA DE ENERGIA DEL MERCOSUR S.A. (CEMSA)
CENTRAL GERADORA TERMELECTRICA FORTALEZA §. A (CGTF)
FMPRESA ELECTRICA DEPIURA S A.

EMPRESA ELECTRICA CABO BLANCOSS. A

GENERALIMA SAC S.A.

INVERSORA DOCK SUD S.A.

CENTRAL DOCK SUDSA.

INVERSIONES GAS ATACAMA HOLDING LIMITADA

 ATACAMA FINANCE CO

ENERGEX CO.
GAS ATACAMA S.A.

GAS ATACAMA CHILE S.A.

GASODUCTO TAL - TAL S.A.
GASODUCTO ATACAMA ARGENTINA S.A.
GNL NORTE S.A.

PROGAS S.A.

Contrato CLC-379.16




Cotizacién Proyecto:

Genética y conservacion de Alsodes pehuenche: un anfibio altoandino en peligro critico de
extincion.

| M Ene
)
@ﬁ Sga L'ENERGIA CHE T ASCOLTA,

La presente cotizacion se encuentra estructurada segun los objetivos descritos en la propuesta
técnica.

Objetivo especifico 1: Realizar dos salidas a terreno para explorar nuevas localidades de Alsodes
pehuenche.

e Se contard con equipo profesional de Bidlogos y Veterinarios para explorar nuevas localidades y
realizar un muestreo para estudio genético en las cuencas del rioc Maule y Cordillera de San Fabian
de Alico. El equipo estard compuesto por cuatro especialistas de fauna.

A) Campafia 1: Laguna del Maule

. Trabajo en terreno y honorarios profesionales equipo fauna

Actividades {por especialista) T . Nedfas | Nehoras/dia | Total horas
Terreno Fauna (trabajo efectivo- dias de terreno) 10 10 100
Traslados Sitios de muestreo 2 8 16
Sistematizacion y Andlisis de Informacién de terreno 2 8 16
Total ' s | 28 S 132

Honorarios especialistas NS horas | Valor UF/h “Total {UF} Aporte eqtzg)g Scle:/i:;restigacién . P?{("F;OS ;} :‘;e'
: PR L . ; ! e ; R ; 7

Especialista Fauna 1 132 1,5 198 105,6 92,4




Especialista Fauna 2 132 1,5 198 105,6 92,4

Especialista Fauna 3 132 1,5 198 105,6 92,4

Especialista Fauna 4 132 1,5 198 105,6 92,4

Total 792 422,4 369,6

Il Costos operacionales
i : | e : o Aporte equipo de _Péticlén a Enel
Q 8 &
item Cantidad i yalor (Uf) , Nedias Total (.l-"F)v investigacion (UF) (R
Camioneta equipo Alta montafia 1 3,2 12 38,4 38,4
Combustible 12 {estanques) 2 24 24
Peajes (ida y regreso) 8 0,46 2 0,92 0,92
Alimentacién 4 (personas) 3,2 12 38,4 38,4
Alojamiento 4 (personas) 2,6 11 28,6 28,6
Equipo para trabajo en terreno 4 linternas frontales 19 19
(linternas frontales y GPS) y 2 GPS
Insumos {pilas para GPS y linternas 20 (unidades) 0,024
frontales) 0,024
Total 149,34 19 130,34




B) Campafia 2: Cordillera de San Fabian de Alico

I. Trabajo en terreno y honorarios profesionales equipo fauna

Actividades (por especialfsta)  Nedias N2 horas/dia Total horas
Terreno Fauna {trabajo efectivo- dias de terreno) 10 10 100
Traslados Sitios de muestreo 2 8 16
Sistematizacion y Andlisis de Informacién de terreno 2 8 16
Total 14 26 132
: ; : - R Aporte equipo de investigacién | Peticién a Enel
o : :
Honyranps especialistas | N2 horas Vajor pF/h Total (0,8 UF/h) (0,7 UE/h)
Especialista Fauna 1 132 1,5 198 105,6 92,4
Especialista Fauna 2 132 1,5 198 105,6 92,4
Especialista Fauna 3 132 1,5 198 105,6 92,4
Especialista Fauna 4 132 1,5 198 105,6 92,4
Total 792 422,4 3696
Il. Costos operacionales
: . ; : : A . e S Aporte equipo de /Peticién a Enel
I Vi g Ne di; g :
tem ,‘ Cantidad alotf (QF_) » ‘d as :T.otal (UF) investigacién (UF) {UF)
Camioneta equipo Alta montafia 1 3,2 12 38,4 38,4
Combustible 12 (estanques) 2 24 24
Peajes (ida y regreso) 8 0,46 2 0,92 0,92
Alimentacion 4 {personas) 3,2 12 38,4 38.4
Alojamiento 4 (personas) 2,6 11 28,6 28 6
Equipo para trabajo en terreno 4 linternas frontales 19 19
(linternas frontales y GPS) vy 2 GPS
Insumos {pilas para GPS y linternas 20 (unidades) 0,024
frontales) 0,024
Total 149,38 19 130,34

C) Determinacion de especie a través de marcador genético (400 muestras)




1. Trabajo en laboratorio y honorarios especialista genética

Actividades Ne dias ‘N2-horas/dia Total horas
Extraccién de ADN 20 8 160
Amplificacién gen Cytb 10 8 80
Secuenciacion gen Cytb*
Edicion, Zfr}a.hSI.S de selct’Jencnas y 10 3 80
analisis filogenético
Total a0 8 320

* £n esta etapa las muestras de ADN se enviardn al servicio de secuenciacién de Macrogen en Corea.

. . Aporte equipode - o '
o
Honorarios especialistas N2 horas ‘ Valor (UF/h) Total (UF) investigacién (2 UF/h) | Petncjén aEnel (1 UF/h) .
Especialista Genética 320 3 960 640 320
Total 960" 640 320
i Costos operacionales
- e S ‘| “Aporte equipo de T T T
»Item : . Canttdgq \(almﬁ (UF) VTprtaI (’UF), | investigacién (UF) | Pe’ icion aiﬁ;nyel (UF)k
Equipo Termoblock para Extraccion ADN* 1 20 20 20,5
Set de 6 Micropipetas para Extraccion de 1 40 40 40
ADN*
Microcentrifuga para extraccion de ADN* 2 40 80 80
Termociclador (estandar) para amplificacién 5 160 320 320
gen Cytb*
Camara de electroforesis* 2 20 40 40
Torulas para muestro de anfibios; ultra
minitip flocked swab estéril (COPAN) - 1000 2 23,8 47,6 47,6
muestras por unidad**
Kit de extraccion de ADN; Reliaprep gDNA
Tissue Minip System (PROMEGA) - 250 2 41,33 82,66 82,66
muestras por unidad**
Envio de muestras a secuenciacién en 400 0.2 7875 78,75
Macrogen {Corea)
Reactivos generales de laboratorio*** 157,5 157,5
Pago de publlcacuon*in revista libre 1 50,08 50,08
acceso
Total © 916,59 500,5 416,09




* Los equipos necesarios para este objetivo se encuentran en el Laboratorio de Biologia Evolutiva del
Departamento de Ecologfa en la Facultad de Ciencias Biologicas de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile, laboratorio
en el cual se desarrollard todo el trabajo genético de este proyecto.

** Se adjunta cotizacién en Anexos. El costo de publicacién fue consultado en sitio web de Revista Chilena de
Historia Natural (http://www.revchilhistnat.com/about).

*** Sintesis de partidores para genes Cytb y Regién control (Macrogen, Corea), enzima Taq para PCR, agua ultra
pura, tubos falcon, puntas para micropipetas, tubos eppendorf, gradillas para tubos, cajas para almacenamiento de
muestras a -202C, placas de 96 para PCR, agarosa, ladder 100 bp, tincién GelRed, etanol 100%, guantes de nitrilo para
toma de muestras en terreno y trabajo de laboratorio, silica para secado de térulas, entre otros.

D) Resumen de costos objetivo 1

A) Terreno 1
Honorarios equipo especialistas de fauna 792 422,4 369,6
Costos operacionales 149,34 19 130,34
B) Terreno 2
Honorarios equipo especialistas de fauna 792 4224 369,6
Costos operacionales 149,34 19 130,34
C) Determinacién genética de la especie
Honorarios especialista genética 960 640 320
Costos operacionales 916,59 500,5 416,09
~ Valor Final 3759,27 2023,3 . amse7




Objetivo especifico 2: Estimar la variacion genética, niveles de diferenciacion genético
poblacional, coeficientes de endogamia y flujo genético dentro y entre las poblaciones de

Alsodes pehuenche.

A) Estudio genético-poblacional

l. Trabajo en laboratorio y honorarios especialista genética

Actividades Ne dias -Ne horas/dia " Total horas
Amplificacidn gen Regidn control 10 8 80
Secuenciacién gen Regién control*
Edicion, anéli;i(;sbc::c?s;gf:scias y andlisis 10 3 30
Amplificacion de microsatélites 5 8 40
Genotipificacion de microsatélites**
Anilisis depti)c':zg;il:::s y analisis 9 3 79
Total 34 8 272

* En esta etapa las muestras se enviardn al servicio de secuenciacién de Macrogen en Corea.

** En esta etapa las muestras se enviaran a genotipificar al Servicio de Secuenciacién de la Pontificia Universidad Catélica

de Chile {Santiago).

Aporte equipode

i ali Ne for ' ~ : Peti el (1.
Honorarios espec a»lstas N2 horas Valor {UF/h}) To@l (U’F)_, investigacién (2 UF/h) ’__‘Peftl‘cién a Ef:el (; UF{h)
Especialista Genética 272 3 816 544 272
Total - 816 544 - 232




II. Costos operacionales

: ; i : : Aporte equipo de : s
ftem Cantidad .- Valor {UF). Total (U‘F)‘ investigacién (UF) | Peticiép aEnel ’(UF)’
Termociclador (estar.wfiar) para amplificacién 1 160 160 160
gen Region controf*
Termociclador con grandiente de
temperatura para amplificacién 1 1390 190 190
microsatélites*
Set de 4 micropipetas para PCR* 1 40 40 40
camara de electroforesis™ 2 20 40 40
transiluminador UV* 1 20 20 20
refrigerador -202C* 1 8 8 8
Secuenciacién gen Region control en 400 02 78,75 78,75
Macrogen (Corea)
Secuenciacion masiva + Desarrollo de
marcadores microsatélites + Desarrollo PCR 30 780 780
multiplex en Ecogenics (Suiza) - 30 loci**
Secuenciacion de microsatélites PUC 30 4 120 120
Ticket aéreo para congreso internacional
(i.e. USA, Conservation Meeting)*** 2 40 80 80
Pago de publicacion e:*rewsta de libre 1 41,13 41,13 41,13
acceso
Total . : : 1557,88 458 . 109988

* Los equipos necesarios para este objetivo se encuentran en el Laboratorio de Biologia Evolutiva del
Departamento de Ecologia en la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile, laboratorio
en el cual se desarrollard todo el trabajo genético de este proyecto.

** Se adjunta cotizacion en Anexos. El costo de publicacidn fue consultado en sitio web de la Revista PLOS ONE

{http://iournals.plos.org/plosone/s/publication-fees).

*** Se confirmara el congreso (fecha y lugar) una vez obtenidos los datos genéticos en el mes de julio de 2016.

B) Resumen de costos objetivo 2

fm ] rown [ prestieds | reice s
Costos operacionales 1557,88 458 1099,88
Honorarios especialista genética 816 544 272
Valor Final _ 2a73es | 1002 137188




Objetivo especifico 3: Determinar la presencia de patégenos (Batrachochytrium dendrobatidis y
Ranavirus) en las poblaciones muestreadas.

A) Estudio de patdégenos

I. Costos operacionales

' . ; Aporte equipo.de N o o
item Valor (UF)‘ investigacién (UF) - [?etlmén a ﬁ_nel {UF}
Deteccidn de
Batrachochytrium
dendrobatidis {hongo 168 168
quitrido)*
Deteccion de Ranavirus* 168 168
Pago de publicacién en
revista de libre acceso** 40,15 40,15
Total 376,15 : o 37615

* En esta etapa las muestras se enviardn al “Amphibian Disease Diagnostic Laboratory” , laboratorio de referencia
mundial en patdgenos de anfibios. Este centro se encuentra ubicado en la Washignton State University (Pullman, USA) a
cargo del Dr. Andrew Storfer (colaborador externo en este proyecto). Ver link en Anexos.

** Consulta realizada en sitio web de revista PLOS ONE (http://journals.plos.org/plosone/s/publication-fees).

B} Resumen de costos objetivo 3

Aporte equipo de | . Peticién a Enel

fem | Valor(UR) |l tigacion (UF) | (UF)

Costos operacionales 376,15

Valor Final 376,15 376,15




Resumen final de costos proyecto

Genética y conservacion de Alsodes pehuenche: un anfibio altoandino en peligro critico de

extincion
' R : Aporte equipode’ | Peticidn a Enel
Objegivos 3 i Valor (UF) investigacion (UF) "1~ (UF) -
1) Ex_plor.a‘cnon d(? T]uevas locahdz_ades de Alsodes pehuenche y 3759,27 20233 1735,97
determinacion genética de la especie
2) Estudio de Genética poblacional 2373,88 1002 1371,88
3) Deteccion de Patdgenos 376,15 376,15
Valor Final : 6509,3 3025,3 3484
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1. Antecedentes generales

La Central Hidroeléctrica Los Condores, cuyo objetivo es aprovechar el potencial
hidroeléctrico presente en la Laguna del Maule, se emplazara en la parte alta de la
cuenca del rio Maule, en la Vil Region, en una zona de aproximadamente 16 km
de longitud, siendo el Unico camino de acceso a este proyecto la Ruta Talca-Paso
Pehuenche o Ruta 115-CH. Esta ruta comienza en la ciudad de Talca y finaliza en
el Paso Internacional Pehuenche en la frontera de Chile con Argentina (ver Fig. 1).
En los alrededores de este proyecto, y en un radio menor a 20 km se encuentra la
Gnica poblacién conocida hasta el momento del anfibio Alsodes pehuenche, el cual
se encuentra actualmente categorizado como en Peligro Critico de Extincion tanto
a nivel nacional (Reglamento de Clasificacion de Especies, RCE) como
internacional a través de la Lista Roja de Especies Amenazadas de la Union
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (The IUCN Red List of

Threatened Species) (ver Fig. 1).
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Figura 1. Mapa de la zona de influencia del proyecto CH Los Céndores y la distribucion del anfibio
Alsodes pehuenche (ver leyenda). Los puntos en verde corresponden a una sola poblacion

genética.

Alsodes pehuenche es un anfibio endémico de Los Andes de Chile y Argentina, y
en nuestro pais es una de las especies de anfibios menos estudiadas, lo cual se
relaciona con su confirmacién para nuestro territorio recién en el afio 2013 por los
investigadores Claudio Correa (UdeC) y Dayana Vasquez (PUC). En ese estudio
confirmaron la presencia de esta especie en Chile en base a caracteres
moleculares y cromosémicos obtenidos de individuos adultos (anteriormente habia
sido descrito en el afio 2010 sdlo en base a observacion de estados larvarios).
Posterior a la confirmacién de esta especie, el mismo grupo de trabajo realizé un
estudio genético preliminar para establecer los niveles de variacion genética de la
Unica poblacion conocida hasta la fecha. Los resultados indicaron un nivel de
variacion genética mitocondrial extremadamente baja y la presencia de una sola
unidad a nivel genético (datos no publicados, presentados en Congreso Chileno

de Herpetologia en 2013).



Durante los Ultimos afos, los anfibios han sido foco de intensa investigacion
debido a que se han posicionado como el grupo de vertebrados con mayores
problemas de conservacion a nivel global. Entre las principales causas se
encuentran la pérdida y fragmentacion del habitat, enfermedades emergentes, el
cambio climatico, especies introducidas, toxicidad y acidez ambiental producto de
la intervenciéon antropica, entre otras. Estos factores o la interaccion entre ellos
son los principales causantes de la declinacién y extincion de poblaciones en todo
el mundo. La vulnerabilidad de este grupo esta directamente relacionada con su
biologia. Los anfibios son vertebrados ectotérmicos, y la mayoria de las especies
dependen directamente de la disponibilidad de cuerpos de agua para su
reproduccion y balance hidrico. Su ciclo de vida complejo (que transcurre en dos
fases: una acuatica y otra terrestre) restringe su desarrollo en el agua o en sitios
con alta humedad ambiental, y debido a que tienen piel himeda tienen baja
tolerancia a la desecacion, lo que sugiere una baja capacidad de dispersion de los
individuos. Una caracteristica adicional que incrementaria los efectos nocivos en
este grupo es que muchas de las especies suelen ser filopatricas (tendencia a
volver a sus sitios natales para reproducirse). Este conjunto de requerimientos
ambientales especificos convierten a los anfibios en excelentes indicadores del
estado de conservacion de los ecosistemas, siendo de especial utilidad en
ecosistemas intervenidos antrépicamente; en donde se asume que al garantizar la
estabilidad y conectividad de poblaciones de especies menos mdviles tambien
quedara asegurada la estabilidad y conectividad para el resto de las especies con
mayores posibilidades de movimiento.

En el contexto de la biologia de la conservacion y mas especificamente en el
desarrollo de planes de manejo adecuados, la informacion genética ha jugado un
papel importante en el desarrollo de esta area durante los Ultimos afios; centrando
la atencion en los procesos evolutivos y la variacidn genética de pequefias
poblaciones. Una de las consecuencias mas evidentes de la evolucion en una
poblacién de tamario pequefio es la pérdida de variacion genética por la deriva
genética. Debido a que la evolucion adaptativa depende de la existencia de la

variacién genética, la pérdida de variacion reduce la posibilidad de adaptacion y



aumenta los riesgos de extincion en el futuro. Una segunda consecuencia de la
pérdida de la variacion genética es el aumento en el niumero de individuos
homocigotos. Tal endogamia puede estar asociada con una reduccion en la
aptitud individual. En consecuencia, las poblaciones pequefias y que se
encuentran aisladas pueden reducir la media del “fithess” o potencial reproductivo
de la poblacién y experimentar mayores tasas de extincion debido al aumento de
la expresion de la depresion endogamica, la disminucidon de los niveles de
diversidad genética y la mayor probabilidad de fijacion de mutaciones deletéreas.
Esta situacion tiene potenciales implicancias para la persistencia de las
poblaciones a corto y largo plazo, debido a que la variacion genética representa la
materia prima para la evolucién adaptativa, y una disminucién de ésta reduce la
oportunidad de adaptacién en respuesta a diferentes condiciones ambientales. Por
lo tanto, el mantenimiento de (o, al menos, la cuantificacion de) la variacion
genética es considerada actualmente como un objetivo primordial en los esfuerzos
de conservacion y da cuenta de la utilidad actual de la informacion genética en

biologia de la conservacion.

Dados los antecedentes y marco tedrico anteriormente expuestos, y debido a que
el area de influencia del proyecto CH Los Céndores se encuentra muy proxima a
la Gnica poblacion descrita para esta especie; mas aun con un registro de Alsodes
pehuenche dentro de su estudio de Linea de Base realizado en el afio 2013 (ver
Fig. 1), es de suma importancia realizar una investigacion con multiples enfoques.
De esta forma, se podra caracterizar el estado real de esta especie y los posibles
efectos que este proyecto hidroeléctrico pueda generar en sus poblaciones a corto
y largo plazo, lo cual se hace mas urgente al no tener informacién relacionada con

los aspectos reproductivos ni del ciclo de vida de este anfibio.



2. Objetivos

Obijetivo general

Establecer el estado de conservacion de las poblaciones de Alsodes pehuenche

en base a evidencia geografica, genética y de patégenos.
Objetivos especificos:
1. Explorar nuevas localidades de Alsodes pehuenche.

2. Estimar la variacion genética, niveles de diferenciacion genético poblacional,

coeficientes de endogamia y flujo genético dentro y entre las poblaciones.

3. Determinar la presencia de patégenos (Batrachochytrium dendrobatidis y

Ranavirus) en las poblaciones muestreadas.



3. Metodologia

3.1. Zona de estudio

Se exploraran dos zonas de estudio. La primera ubicada en los alrededores de la

Laguna del Maule y la segunda, correspondiente a la Cordillera de San Fabian de

Alico (ver Fig. 2).
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Figura 2. Mapa de las zonas propuestas para el estudio de Alsodes pehuenche.



3.2. Obtencion de muestras

En cada punto se tomaran muestras de aproximadamente 20 individuos adultos
(con un total estimado para nuestro estudio de 400). Dado que Alsodes
pehuenche es una especie categorizada actualmente como en Peligro Critico de
Extincién se utilizara un protocolo no-destructivo de toma de muestra. Esta
metodologia consiste en la utilizacion de torulas estériles (ultra minitip flocked
swab, COPAN) la cual nos permitirda obtener material genético (ADN) de las
células de la mucosa bucal. Las muestras seran llevadas al Laboratorio de
Biologia Evolutiva (Departamento de Ecologia de la Pontificia Universidad Catolica
de Chile) para los andlisis posteriores. Ademas, se determinara el sexo de cada
individuo, seran medidos y fotografiados (vista dorsal, ventral e iris) y liberados en

el mismo lugar.

3.3. Extraccion de ADN

El ADN se extraera utilizando el kit ReliaPrep™ gDNA Tissue Miniprep System
(Promega) de acuerdo al protocolo del fabricante. Este kit se ha desarrollado
especificamente para la extraccion de material genético a través de muestras de

torulas y ha resultado exitoso en estudios con anfibios.
3.4. Determinacién molecular de la especie

Debido a que el estudio contempla trabajar en un rango geografico no explorado
anteriormente en estudios herpetologicos, es de suma importancia determinar la
presencia de poblaciones de Alsodes pehuenche no solo a través de caracteres
morfoldgicos, sino que también incorporar un marcador molecular utilizado para
determinacion de especies de anfibios. En este caso, utilizaremos el gen
mitocondrial citocromo b (Cytb). Se amplificard este fragmento de
aproximadamente 1000 pares de bases a través de PCR (Polymerase Chain

Reaction) y se enviaran a secuenciar al servicio de secuenciacion de Macrogen



(Corea). Luego de la edicion y alineamiento de las secuencias se realizard un
analisis filogenético para confirmar la presencia de la especie en las nuevas

localidades muestreadas.
3.5. Estudio genético-poblacional

Dada la actual categoria de conservacion de esta especie, la cual se conoce en
una sola localidad con un rango geografico extremadamente acotado y teniendo
en cuenta que nuestros datos previos (no publicados) con un marcador
mitocondrial (gen Regién control) muestran una variacion genética
extremadamente baja la cual tendria serias implicancias para la persistencia de
esta especie, desde el punto de vista genético, proponemos realizar un estudio
completo y que nos proporcione informacion de ambas partes del genoma
(mitocondrial y nuclear).

De esta forma, podremos saber si el patron que observamos anteriormente se
repite en las nuevas localidades y si hay concordancia entre ambos marcadores,
lo cual nos permitira establecer conclusiones robustas en cuanto al estado y

persistencia de las poblaciones de esta especie.

Marcador mitocondrial: gen Regidn control

Como se menciond anteriormente, se utilizara el gen mitocondrial Regién control
el cual se amplificara a través de PCR. Los productos de la amplificacion se
enviaran a secuenciar al servicio de secuenciacion de Macrogen (Corea). Las
secuencias obtenidas se editaran y alinearan, y posteriormente se realizaran una
serie de analisis para estimar la diversidad genética mitocondrial en cada
localidad: nimero de haplotipos (variantes genéticas mitocondriales, K), diversidad
haplotipica (H, indica la probabilidad de que al elegir dos haplotipos al azar, éstos
sean diferentes) y promedio de diferencias por par de secuencias (1, indica el
numero de diferencias promedio que existe entre todos los pares de secuencias
que hay en la muestra).

Luego, para estimar y visualizar las relaciones entre haplotipos de diferentes



localidades se realizara una red de haplotipos. Ademas, para establecer si hay
estructura filogeografica (haplotipos relacionados a zonas geogréficas especificas)
se realizara: un analisis de varianza molecular (Analysis of MOlecular VAriance,
AMOVA) y un andlisis GENELAND.

Finalmente y para detectar sefiales de expansioén demogréfica (cuellos de botella y
crecimientos poblacionales), se calcularan los estadisticos D de Tajima y Fs de
Fu.

Marcador nuclear: Microsatélites

Actualmente, los microsatélites son los marcadores genéticos mas utilizados en
estudios de Genética para la Conservacion en todo el mundo. Sus ventajas son
varias: poseen un nivel de variacion mucho mas alto que los marcadores
mitocondriales por lo que nos entregan informaciéon sobre eventos recientes
(pérdida y fragmentacion de habitat, intervenciones antropicas, etc), permiten
identificar genéticamente a cada uno de los individuos muestreados en una
poblacién y nos permiten realizar una serie de analisis adicionales como estimar
los niveles de endogamia, flujo genético y cuellos de botella, los cuales tienen gran
impacto en el manejo de poblaciones de especies con problemas de conservacion.
En este proyecto se enviaran a desarrollar 30 loci microsatélites especificos para
Alsodes pehuenche. Este trabajo se realizara en la empresa Ecogenics (Suiza),
especializada en el desarrollo de estos marcadores a nivel mundial.

Una vez obtenidos estos marcadores, se amplificaran por PCR y se enviaran a
genotipificar al servicio de secuenciacion del Departamento de Ecologia de la
Pontificia Universidad Catodlica de Chile (Santiago). Luego de la edicion de cada
uno de los genotipos se realizaran analisis para estimar la diversidad genética:
riqueza alélica (promedio de alelos por locus), heterocigosidad observada y
esperada bajo equilibrio de H-W y coeficientes de inbreeding (Fis).

Para estimar los niveles de diferenciacién genética se utilizaran: el indice de
fijacion de Wright (Fst) y el indice de Hedrick (Gst). Ademés, para evaluar la
presencia de estructura poblacional e identificar el nimero de grupos genéticos (K)

en la muestra y asignar probabilisticamente individuos para unos o mas de esos



grupos en base a su genotipo, se realizara un anélisis de asignacion bayesiana
utilizando el programa STRUCTURE. Por Ultimo y para estimar las tasas de
migracion recientes (en las Ultimas dos o tres generaciones) entre las poblaciones
se realizara un analisis con el programa MIGRATE.

Todo el trabajo de laboratorio (determinacién genética de la especie y estudio
genético poblacional) se desarrollard en el Laboratorio de Biologia Evolutiva del
Departamento de Ecologia de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile, el cual
cuenta con las instalaciones y equipos necesarios para llevar a cabo este tipo de
metodologia.

Por otra parte, los analisis de los resultados se realizardn en colaboracion con el
laboratorio del Dr. Andrew Storfer, experto en Genética del Paisaje y Genética
para la Conservacion de anfibios, de la Washington State University, Pullman,
USA.

3.6. Determinacion de patégenos: Batrachochytrium dendrobatidis y

Ranavirus

El hongo quitrido (Batrachochytrium dendrobatidis) y Ranavirus son los dos
patdgenos que mas amenazan a las poblaciones de anfibios en todo el mundo. Su
presencia tiene serias implicancias para la persistencia de poblaciones pequefias
y aisladas; mas aln, en poblaciones con baja variabilidad genética y coeficientes
de endogamia elevados es de suma importancia su deteccion.

En Chile, la detecciébn de estos patdogenos no se encuentra extendida,
principalmente por los costos y dificultades relacionadas a la implementacion de
estas técnicas en el laboratorio; sin embargo, y dada la importancia de esta
especie para objetivos de conservacion es que esta etapa del proyecto se llevara
a cabo en el “Amphibian disease diagnostic laboratory” de la School of Biological
Sciences, Washington State University, USA, a cargo del Dr. Storfer (colaborador
externo del proyecto).

Las muestras tomadas en terreno se enviaran a este laboratorio en el cual y a

través de la técnica de PCR en tiempo real se determinara la presencia del



patégeno (el ensayo se hara por friplicado para la obtencion de resultados

robustos) y su concentracion en la muestra.



4. Impacto y proyecciones del estudio, publicaciones y presentaciones a

congresos nacionales e internacionales.

Hasta la fecha, no existe ningln estudio que involucre simultdneamente aspectos
de la historia natural, genética poblacional ni estudios de patdégenos de una
especie de anfibio en peligro critico de extincién. Alsodes pehuenche es uno de
los anfibios con menor rango de distribucién geografica conocida en nuestro pais;
siendo el Unico del cual se cuentan con datos previos de variacién genética, por lo
que este estudio sera un real aporte de la empresa privada al desarrollo del area

de la Genética para la Conservacion y Herpetologia en Chile.

Con estos resultados se podra desarrollar un plan de manejo de las poblaciones
de esta especie, de manera de asegurar su persistencia en el mediano y largo

palzo.

Respecto a las publicaciones cientificas a continuacion detallamos lo planteado en
el plan de trabajo (ver seccién 4 de esta propuesta). Cabe mencionar que los tres
objetivos especificos se publicaran de forma independiente y en revistas

indexadas y de libre acceso:

1. Explorar nuevas localidades de Alsodes pehuenche (con determinacion

genética de especie): Revista Chilena de Historia Natural.

2. Estimar la variacion genética, niveles de diferenciacién genético poblacional,
coeficientes de endogamia y flujo genético dentro y entre las poblaciones:

Conservation Genetics.

3. Determinar la presencia de patdégenos (Batrachochytrium dendrobatidis y

Ranavirus) en las poblaciones muestreadas: Conservation Biology.

Ademas el desarrollo de los marcadores microsatélites, ain no extendidos en
su uso en nuestro pais también seran publicados: Molecular Ecology

Resources.

Finalmente se presentaran los resultados de este estudio en las siguientes

reuniones cientificas (detalladas por objetivo especifico):



1. Explorar nuevas localidades de Alsodes pehuenche (con determinacion
genética de especie): Congreso Chileno de Herpetologia (reunion

nacional, lugar y fecha por definir).

2. Estimar la variacion genética, niveles de diferenciacion genético poblacional,
coeficientes de endogamia y flujo genético dentro y entre las poblaciones:
Sociedad Chilena de Evolucién, Sociedad de Ecologia de Chile, Congreso
Chileno de Herpetologia (reuniones nacionales, lugares y fechas por

definir).

Student Conference on Conservation Science (SCCS), Congreso
Argentino de Herpetologia, Conservation Genetics Meeting (reuniones

internacionales, lugares y fechas por definir).

3. Determinar la presencia de patégenos (Batrachochytrium dendrobatidis y
Ranavirus) en las poblaciones muestreadas: Congreso Chileno de

Herpetologia (reunién nacional, lugar y fechas por definir).

Student Conference on Conservation Science (SCCS), Congreso
Argentino de Herpetologia (reuniones internacionales, lugares y fechas

por definir).



5. Equipo de trabajo (se adjunta archivo con Cvs).

Msc. (c) Dayana Vasquez (Pontificia Universidad Catdlica de Chile): Bidloga.

Directora de proyecto/ Especialista genética. Directora EcoGen.

Dr. Claudio Correa (Universidad de Concepcion): Asesor Senior.
PhD. Andrew Storfer (Washington State University): Asesor Senior
José Luis Fajardo: Bidlogo. Coordinador terrenos/ Especialista fauna.
Msc. Hugo Salinas: Médico Veterinario/ Especialista Fauna.

Dra. (c) Marjorie Correa-Solis: Bidloga/ Ayudante geneética.
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