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III. RESUMEN DEL PROYECTO  

Debido a los múltiples efectos beneficiosos de la vitamina C (ácido L-ascórbico, AA) para 

el buen funcionamiento y conservación de nuestra salud, el AA tiene una gran demanda en 

la industria. Por ese motivo desde inicios de los años 1930 se han desarrollado sistemas 

químicos de producción industrial. Aunque se han incorporado algunas innovaciones 

mediante biotransformaciones microbianas, aún tienen serias limitaciones porque son 

ineficientes, tienen una gran demanda energética, son costosos y causan polución 

ambiental. Por tanto, es urgente desarrollar sistemas de producción biotecnológica. El 

reciente descubrimiento de vías metabólicas para la síntesis de AA en plantas nos ofrece 

una buena oportunidad, en particular de Myrciaria dubia, una especie amazónica 

caracterizada por sintetizar y almacenar altas concentraciones de AA. Recientemente 

hemos analizado su transcriptoma e identificado 5 vías para sintetizar AA, es decir es una 

fuente de genes útiles para la producción biotecnológica de AA. Por tanto, nuestro objetivo 

es realizar la clonación molecular y caracterización de genes de Myrciaria dubia 

potencialmente útiles para la producción biotecnológica de vitamina C. Para lograr este 

objetivo las muestras botánicas (frutos pintones) serán colectadas de la Colección de 

germoplasma de M. dubia del INIA, a partir del cual se purificará el ARN total y se realizará 

la síntesis del ADN complementario. Posteriormente, se realizará el aislamiento y clonación 

molecular de los genes de la vía biosintética de AA (vía D-manosa/L-galactosa) con técnicas 

estándares y en base a la información del transcriptoma que actualmente disponemos. 

Luego e procederá a realizar la producción en Escherichia coli y purificación de las enzimas 

recombinantes de la vía metabólica mencionada. Finalmente, con las enzimas puras 

procederemos a realizar los análisis funcionales y estructurales mediante cristalografía. Los 

hallazgos científicos generados impulsarán el desarrollo de procesos biotecnológicos 

patentables que estarán basados en la ingeniería genética, ingeniería metabólica e 

ingeniería de proteínas. Estos sistemas serán sustentables e impactarán positivamente en la 

mejora del nivel socioeconómico regional y nacional. 

 

Palabras clave: biotecnología molecular, biosíntesis de vitamina C, vía D-manosa/L-

galactosa. 
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Está demostrado que los sistemas actuales de producción industrial de Ácido L-

Ascórbico (AA, vitamina C) presenta varios problemas. Por ejemplo, son poco eficientes, 

requieren de un alto suministro de energía, emplean diversos químicos y consecuentemente 

son altamente contaminantes. Debido a ello, se está incrementando la presión para 

desarrollar métodos alternativos de producción industrial de AA. Esto se atribuye a la 

creciente preocupación por la polución ambiental, el incremento en el costo de insumos 

porque se están destinando a la producción de biocombustibles, problemas legales de 

diversa índole y la necesidad de incrementar la eficiencia de procesos y reducir costos de 

capital (26,27). Por tanto, urge desarrollar aproximaciones biotecnológicas que tengan la 

capacidad de competir y desplazar a los actuales procesos de producción comercial de AA. 

Esto es factible porque mediante la biotecnología, en comparación con los sistemas de 

producción convencionales, estos procesos pueden ser más rentables porque hay menos 

desperdicio de materiales y energía, resulta en menos emisiones de gases con efecto 

invernadero y otros contaminantes, permite un mayor y más eficiente uso de recursos 

renovables  y menos dependencia de recursos no renovables (14).  

 

En este contexto, la reciente elucidación de las vías biosintéticas de AA en plantas 

representa una excelente oportunidad para desarrollar sistemas alternativos patentables de 

producción biotecnológica de esta vitamina. Hasta la fecha se han identificado cinco vías 

metabólicas putativas para la síntesis de AA en plantas. Estas vías metabólicas son la vía 

similar al de animales (1), la vía del myo-inositol (28), la vía del ácido galacturónico (29), la 

vía de la L-gulosa (30) y la vía de la D-manosa/L-galactosa (31). Esta última vía metabólica 

ha sido mejor estudiada en varias especies de plantas porque es considerada la más 

importante para la biosíntesis de AA (1,2,29,31). En esta vía la D-manosa-1-fosfato es 

convertida en AA mediante seis enzimas: GDP-manosa pirofosforilasa (E.C. 2.7.7.13), GDP-

manosa-3ꞌ,5ꞌ-epimerasa (E.C. 5.1.3.18), L-galactosa guaniltransferasa (E.C. 2.7.7.69), L-

galactosa-1-fosfato fosfatasa (E.C. 3.1.3.25), L-galactosa deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.316) y 

L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa (E.C. 1.3.2.3) (2,29,32). Tal como se muestra en la 

Figura 2 (ver anexo), todos los genes de la vía D-manosa/L-galactosa (y la mayoría de 

genes de las otras vías metabólicas) han sido identificados por nuestro grupo de 

investigación al secuenciar, ensamblar y anotar el transcriptoma de los frutos de Myrciaria 

dubia (33), un arbusto amazónico que sobresale por su gran capacidad de acumular 

altísimas concentraciones de AA (34–37).   

 

Por tanto, con el propósito fundamental de contribuir al desarrollo de sistemas 

alternativos de producción biotecnológica de AA con gran potencial para ser patentados, en 
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esta propuesta de investigación planteamos la siguiente pregunta de investigación ¿Es 

posible realizar la clonación molecular y caracterización de genes de Myrciaria dubia 

potencialmente útiles para la producción biotecnológica de vitamina C?. Con los 

análisis planteados en esta propuesta podremos responder esta pregunta y nos permitirán 

desarrollar en un futuro procesos biotecnológicos para realizar la biosíntesis de AA. Estos 

sistemas de producción frecuentemente no requiere de altas temperaturas, de solventes 

orgánicos y pH extremos. Al mismo tiempo ofrece reducción de costos e incremento de la 

calidad del producto, mayor especificidad de la reacción, la pureza del producto, mayor 

seguridad y un menor impacto ambiental (38–41). Además, los genes aislados serán 

herramientas moleculares de gran utilidad que impulsarán el desarrollo de por lo menos tres 

campos de actividad para la producción biotecnología moderna de AA: la ingeniería 

metabólica, la ingeniería genética y la ingeniería de proteínas. Al respecto, ya existen 

algunas experiencias previas en el que han empleado genes de plantas para realizar la 

ingeniería metabólica de sistemas fúngicos con el propósito de incrementar la producción de 

AA a nivel de laboratorio (42–44), pero requieren de mejoras significativas para que sean 

competitivos con los sistemas de producción actuales. Adicionalmente, se ha demostrado 

que mediante la transferencia de genes, homólogos a los identificados en M. dubia, a otras 

especies de plantas, estas han potenciado su capacidad de biosíntesis y han sido 

enriquecidas con un mayor contenido de AA (45–49).  

 

En conclusión, los resultados de esta investigación brindarán productos finales con un 

gran impacto inmediato y a mediano plazo para la comunidad científica, para el desarrollo de 

sistemas de producción biotecnológica de AA a nivel industrial y para la mejora del nivel 

socioeconómico regional y nacional. Porque los hallazgos de esta investigación aportarán 

significativamente al estado del arte que serán presentados en eventos científicos 

nacionales e internacionales y estarán públicamente disponibles en publicaciones científicas 

de revistas nacionales e internacionales indexadas. También, los genes aislados, clonados y 

expresados en sistemas heterólogos serán usados para la producción in vitro de AA y 

podrán posteriormente ser empleados en aplicaciones de ingeniería genética e ingeniería 

metabólica para incrementar la eficiencia de biotransformaciones en distintos sistemas 

biológicos (bacterias, levaduras, microalgas, etc) para la producción de AA. Es decir, todos 

los avances en ciencia, tecnología e innovación, gracias a los resultados de esta 

investigación, permitirán establecer nuevos sistemas de producción que generarán más y 

diversos puestos de trabajo en todos los niveles de la cadena productiva y de 

comercialización de AA y otros productos derivados de los nuevos sistemas de producción 

biotecnológica que se impulsen en la amazonía. Esto se expresará en mejoras significativas 
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de los niveles socioeconómicos y por ende en la calidad de vida de los pobladores a nivel 

local, regional y nacional. 
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V. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACIÓN 

 

Roles de la vitamina C en plantas y animales 

La vitamina C, también denominada ácido L-ascórbico (AA) es un metabolito que tiene 

múltiples funciones en plantas y animales. En las plantas, ha sido documentado que el AA 

cumple múltiples roles en el control de la fotosíntesis, expansión y crecimiento celular, 

transporte electrónico, antioxidante entre otros roles importantes (1,2). En los animales y 

específicamente en humanos que han perdido la habilidad de sintetizarlo por deficiencia de 

la enzima L-gulonolactona oxidasa (3), el AA es un nutriente esencial. Inicialmente fue 

identificado como el factor que previene el escorbuto (4) y se ha demostrado que cumple 

diversos roles bioquímicos fundamentales como regulación de la expresión de genes (5–7), 

es importante en todas las condiciones de estrés que están vinculados a los procesos 

inflamatorios e involucran la inmunidad (8). Además, actúa como un cofactor esencial de 

diversas metaloenzimas responsables de funciones fisiológicas claves, tales como la 

hidroxilación de colágeno, biosíntesis de carnitina, -amidación de hormonas peptídicas, 

hidroxilación de dopamina y el metabolismo de tirosina (9). También actúa como donador y 

aceptor en reacciones de transferencia de electrones y su rol más vital en el cuerpo humano 

es como antioxidante hidrosoluble (10).  

 

Tecnologías para la producción industrial de vitamina C  

Debido a las diversas funciones del AA en el hombre, esta vitamina tiene una gran 

demanda en múltiples aplicaciones industriales. Por ejemplo, es ampliamente usada en las 

industrias de fármacos, de alimentos, de cosméticos, de bebidas y en otros campos nuevos 

de la industria (11,12). Para satisfacer esta gran demanda, se estima que la producción 

global del AA es de 60 000 a 80 000 toneladas métricas al año y genera ingresos anuales 

que exceden los 500 a 600 millones de dólares (13,14). La gran mayoría del AA sintetizado 

actualmente es por un método químico desarrollado por Reichstein y Grüssner hace más de 

80 años (15). Este método consta de una etapa de biocatálisis dentro de una serie de 

unidades operativas basadas en reacciones químicas (Figura 1 en anexo). 

 

Aunque el proceso químico de Reichstein y Grüssner aparentemente presenta todas las 

ventajas que podría esperarse de una tecnología con muchas décadas de desarrollo, sin 

embargo tiene varias limitaciones. Primero, es poco eficiente, porque sólo permite convertir 

aproximadamente el 50% de D-glucosa en ácido L-ascórbico (16). Segundo, es un método 

que consume una gran cantidad de energía, porque demanda altas temperaturas y 

presiones en varias etapas. Finalmente, muchas de las transformaciones químicas requieren 

cantidades considerables de solventes orgánicos e inorgánicos y reactivos tales como 
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acetona, ácido sulfúrico e hidróxido de sodio. Aunque algunos de estos compuestos pueden 

ser reciclados, se requieren estrictos controles ambientales, resultando en costos 

significativos para la disposición de los desechos (12).  

 

Para superar las limitaciones indicadas, las compañías chinas (responsables de ~80% de 

la producción mundial) han desarrollado desde hace más de 40 años tecnologías de 

producción que se basan en fermentaciones bacterianas (11). Como las bacterias 

industrialmente útiles no sintetizan AA, la atención se ha enfocado en su uso para la síntesis 

de intermediarios del proceso químico de Reichstein y Grüssner (11,16–21), 

específicamente la producción del ácido 2-ceto-L-gulónico (Figura 1 en anexo), un 

intermediario clave para la manufactura del AA. Además, se han propuesto sistemas 

catalíticos continuos con potencial para evolucionar a aplicaciones comerciales en la 

producción de este intermediario (22–24). Sin embargo, en todos los casos mencionados el 

ácido 2-ceto-L-gulónico es convertido en AA empleando tecnologías convencionales de 

procesamiento químico. Estas son comercialmente indeseables debido al empleo de 

múltiples etapas químicas o el uso de grandes cantidades de cloruro de hidrógeno gaseoso, 

requerimiento de costosos equipos de procesamiento y producción de AA con impurezas, 

por lo que requiere una exhaustiva etapa de purificación (25). 

 

Estudios sobre la estructura tridimensional de enzimas  

Hasta la fecha no se han reportado investigaciones sobre ingeniería de proteínas para 

enzimas que participan en la producción de AA en plantas. Esto se atribuye a que hasta el 

momento sólo se ha resuelto la estructura tridimensional de la enzima GDP-manosa-3ꞌ,5ꞌ-

epimerasa de Arabidopsis thaliana (50). Por tanto, es necesario purificar, cristalizar y 

resolver la estructura tridimensional del mayor número posible de enzimas de la vía D-

manosa/L-galactosa de las plantas, particularmente de M. dubia. Este tipo de información es 

fundamental para entender los mecanismos catalíticos de estas enzimas y al entender las 

relaciones estructura-función nos permitirá realizar diseños racionales mediante evolución 

dirigida en combinación con sistemas de tamizaje apropiados para mejorar las propiedades 

de estas enzimas y sean compatibles con aplicaciones industriales (51–57). Debido al gran 

valor comercial del AA todos los sistemas que se desarrollen podrán ser patentados, como 

varios de los sistemas desarrollados desde principios de los años 1930 cuando se inició la 

producción comercial de esta vitamina (58). Además, de los beneficios mencionados la 

producción de estas proteínas recombinantes pueden tener otras aplicaciones 

biotecnológicas y como proteínas tienen una alta cotización en el mercado y están siendo 

comercializados por algunas empresas biotecnológicas (59). 

 



11 
 

VI. HIPÓTESIS  

Los genes clonados y caracterizados de Myrciaria dubia codifican las enzimas de la vía 

metabólica D-manosa/L-galactosa, porque estas enzimas presentan una estrecha relación 

entre su estructura tridimensional y la función catalítica específica con sus sustratos. Esto se 

evidencia por su capacidad de biosíntesis de vitamina C in vitro. Consecuentemente, con la 

validación experimental de la función bioquímica de estos genes podremos impulsar el 

desarrollo de sistemas biotecnológicos patentables para la producción comercial de vitamina 

C mediante aproximaciones de ingeniería genética, ingeniería metabólica e ingeniería de 

proteínas que serán sustentables e impactarán positivamente en la mejora socioeconómica 

regional y nacional. 
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VII. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACIÓN 

 

Objetivo general 

Realizar la clonación molecular y caracterización de genes de Myrciaria dubia 

potencialmente útiles para la producción biotecnológica de vitamina C 

 

Objetivos específicos 

Aislar y clonar los genes de la vía D-manosa/L-galactosa de M. dubia 

Producir y purificar las enzimas recombinantes de la vía D-manosa/L-galactosa de M. dubia 

Realizar el análisis funcional y estructural de las enzimas recombinantes de la vía D-

manosa/L-galactosa de M. dubia 
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VIII. METODOLOGÍA DEL PROYECTO 

 

Colecta de muestras botánicas 

Los frutos pintones (70 a 80 días después de la antesis) serán colectados del banco 

de germoplasma de M. dubia, transportadas con hielo seco al laboratorio, donde serán 

almacenadas a -80°C hasta el momento de su uso. Cabe indicar que el banco de 

germoplasma de esta especie se encuentra en la Estación Experimental el “Dorado” 

(03°57′17″S, 73°24′55″W) del Instituto Nacional de Innovación Agraria, en la Región Loreto. 

Este banco de germoplasma fue establecido hace aproximadamente 20 años y consiste de 

43 accesiones representativas de la variabilidad genética de M. dubia, porque la colección 

deriva de rodales naturales de ocho cuencas hidrográficas de la amazonía peruana 

(Amazonas, Curaray, Itaya, Nanay, Napo, Ucayali, Putumayo y Tigre). Ver flujograma de 

procedimientos en la Figura 3 del anexo. 

 

Purificación de ARN Total y síntesis de  ADN complementario 

El ARN total será purificado a partir de la pulpa de los frutos colectados usando el 

método CTAB, extracción con solventes orgánicos y tratamiento con ADNasa tal como ha 

sido estandarizado en nuestro laboratorio (60). La calidad y cantidad del ARN purificado 

será evaluado mediante análisis espectrofotométrico y electroforesis desnaturalizante en gel 

según Sambrook et al. (61). El ADN complementario (ADNc) será obtenido a partir de 2,0 µg 

de ARN total usando MuLV Reverse Transcriptase y oligo(dT)16 siguiendo las instrucciones 

del fabricante (Applied Biosystems). Las condiciones de la reacción serán como sigue: 25°C 

por 10 min, 42°C por 1 h y desnaturalización de la enzima a 95°C por 5 min.  

 

Aislamiento y clonación molecular de los genes 

Actualmente nosotros disponemos de secuencias completas de las regiones 

codantes de los seis genes de la vía D-manosa/L-galactosa de M. dubia gracias al 

secuenciamiento, ensamblado y anotación del transcriptoma de los frutos de esta especie 

que completamos el año pasado (33). En base a estas secuencias se diseñarán por lo 

menos dos pares de cebadores específicos para amplificar toda la región codante de cada 

gen con el programa Primer 3 plus (62,63). Estas regiones génicas serán amplificadas a 

partir del ADNc usando un termociclador MasterCycler ep Gradient (Eppendorf). Cada 

reacción de PCR (20 L) contendrá PCR buffer 1x, MgCl2 2-4 mM, dNTPs 0,8 mM, 

cebadores 0,5-1,0 M, Phusion® Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase 0,4 U y ADNc 2-4 

L. El protocolo del PCR consistirá de una etapa inicial de desnaturalización por 5 min a 
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95ºC, seguido por 35 a 40 ciclos de 45 seg a 95ºC, 30 seg a 45-60ºC y 1 min a 72ºC y 

finalizará con una etapa de extensión por 10 min a 72ºC. Los productos amplificados serán 

resueltos en gel de agarosa al 2% y las bandas de ADN candidatas (productos de tamaños 

esperados) serán retirados del gel con ayuda de un bisturí. Posteriormente, los productos de 

PCR serán purificados usando el Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo Kit 

(Invitrogen, CA, USA) y ligados en el vector de clonación pCR®2.1-TOPO (Invitrogen, CA, 

USA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los productos de ligación serán 

introducidos en células competentes de Escherichia coli mediante electroporación con el 

sistema Gene Pulser Xcell™ Electroporation Systems o con el método de shock térmico 

(61). Las secuencias génicas serán confirmadas por secuenciamiento en ambas hebras de 

clones independientes usando los cebadores  M13 Forward (-20) y M13 Reverse y se 

verificará su identidad con análisis bioinformáticos tales como el alineamiento con el 

programa Clustal Omega (64) y análisis BLAST (65). Las colonias que presenten las 

plásmidos recombinantes correctos serán cultivadas y a partir del cultivo se purificarán los 

plásmidos con un kit apropiado o el método de lisis alcalina (61). 

 

Producción y purificación de las enzimas recombinantes  

La expresión de los genes se llevará a cabo con el aLICator™ Ligation Independent 

Cloning and Expression System (Thermo Scientific, USA), que permite la clonación 

independientemente de ligación y una estricta regulación de la expresión de los genes. Para 

cada gen se diseñarán dos cebadores específicos del sistema y amplificarán los genes (de 

los plásmidos recombinantes) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los productos 

de PCR serán purificados usando el Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo Kit 

(Invitrogen, USA), los productos puros serán tratados con la ADN polimerasa del 

bacteriófago T4 (se usa la actividad exonucleasa 3ꞌ→5ꞌ de la enzima) para generar extremos 

5ꞌ y 3ꞌ cohesivos. Luego los productos con sus extremos cohesivos serán mezclados con 

una alícuota del vector pLATE52, el cual añadirá al extremo amino terminal de la proteína 

recombinante una cola de seis histidinas (His-tag) y un sitio de corte para la proteasa 

WELQut. El vector pLATE52 + producto de PCR con extremos cohesivos serán usados para 

transformar mediante electroporación con el sistema Gene Pulser Xcell™ Electroporation 

Systems o con el método de shock térmico (61) diferentes cepas competentes de 

Escherichia coli (BL21(DE3), BL21(DE3)pLysS, Rosetta™2(DE3)pLysS, etc) a fin de evaluar 

el mejor sistema hospedero de expresión heteróloga. Para producir las enzimas, una colonia 

de E. coli portadora del plásmido recombinante será inoculado en 5 mL de medio Luria 

Bertani (LB) fresco suplementado con 100 g/mL de ampicilina y pre-incubado a 37°C por 

12 horas con agitación a 200 rpm. Luego el cultivo será transferido a 1 L de medio LB 

suplementado con 100 g/mL de ampicilina e incubado a 37°C con agitación a 200 rpm. 
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Cuando el cultivo alcance una densidad óptica apropiada (DO600nm = 0,5 a 0,6) se añadirá 

Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) de 0,1 a 1 mM para inducir la expresión de las 

enzimas. Las enzimas serán expresadas bajo el control del promotor del bacteriófago T7, 

que es reconocido específicamente por la ARN polimerasa T7. Después de 6 a 12 horas de 

inducción se cosecharán las células por centrifugación a 5 000×g por 20 min a 4°C y el 

precipitado bacteriano será almacenado a -80°C. Posteriormente, el precipitado bacteriano 

será resuspendido en un tampón de lisis (NaH2PO4 50 mM pH 8,0, NaCl 300 mM, imidazol 

10 mM y 1 mM DTT), lisados por sonicación y centrifugados a 20 000×g por 20 min a 4°C. El 

sobrenadante será pasado a través de un filtro de 0,2 m y transferido a una columna de 

agarosa-Ni2+-NTA para su purificación con el sistema de purificación ÄKTA star (GE 

Healthcare Bio-Sciences). La columna será lavada con 3 a 4 volúmenes de tampón de 

lavado (NaH2PO4 50 mM pH 8,0, NaCl 300 mM, imidazol 20 mM). Las enzimas 

recombinantes-His-tag serán eluidas con el tampón de elución (NaH2PO4 50 mM pH 8,0, 

NaCl 300 mM, imidazol 300 mM) y serán tratadas con la proteasa WELQut para eliminar el 

His-tag amino terminal. Posteriormente, las enzimas serán purificadas mediante una 

columna de exclusión molecular Sephacryl S-200 y concentradas (~5 mg/mL) con Amicon® 

Ultra-0.5 Centifugal Filter Concentrators (Millipore®, USA). Alícuotas de las enzimas serán 

congeladas a -80°C hasta su uso. La cuantificación de las proteínas se realizará con el 

método colorimétrico de Bradford (66) y el análisis por SDS-PAGE se ejecutará según 

Laemmli (67) en un gel de poliacrilamida al 12%, usando el sistema de electroforesis Mini-

PROTEAN® 3 cell (Biorad, USA). Las proteínas serán visualizadas después de teñirlas con 

azul brillante de coomassie al 0,1%.   

 

Análisis funcional de las enzimas recombinantes 

 

GDP-manosa-3ꞌ,5ꞌ-epimerasa (E.C. 5.1.3.18): la actividad catalítica se medirá según Major 

et al. (50) en una mezcla de reacción que contendrá  Tris-HCl 50 mM pH 8,0, EDTA 10 mM, 

GDP-D-manosa 100 M, en un volumen final de reacción de 1 mL. La reacción se iniciará 

por la adición de 2 a 4  L de la enzima e incubará a 30°C por 1 hora. La reacción se 

detendrá a 95°C por 10 min y las muestras serán centrifugadas a 20 000 g por 10 min a 4°C. 

Los productos de la reacción enzimática (GDP-L-Galactosa y GDP-L-gulosa) presentes en el 

sobrenadante serán cuantificados de acuerdo a Linster et al. (70). Brevemente, 20 L del 

sobrenadante será inyectado en una columna Purospher®STAR LiChroCART 250-4,6 NH2 

(5 m, 250 x 4,6 mm) con cartucho protector LiChroCART® 4-4 mantenido a 40°C. La fase 

mobil será NH2PO4 100 mM pH 3,7 con una gradiente de 10-500 mM a 2 mL/min y los 

productos serán detectados a 254 nm usando un HPLC (Elite La Chrome, HP 1100).  
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L-galactosa deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.316): la actividad catalítica se ensayará por la 

formación de  NADH de acuerdo a Gatzek et al. (72) en una mezcla de reacción Tris-HCl 

100 mM pH 8,0, NAD 0,5 mM y L-galactosa 1,5 mM en un volumen final de reacción de 1 

mL. La reacción se iniciará por la adición de 2 a 4  L de la enzima y la cinética de la 

reacción se realizará a 30°C y seguirá a 340 nm por aproximadamente 20 min en un 

espectrofotómetro (ThermoSpectronic, Genesys 6.0). 

 

L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa (E.C. 1.3.2.3): la actividad se medirá de acuerdo 

a Hancock et al. (73) y Oba et al. (74) en una mezcla de reacción que contiene PBS 10 mM 

pH 7,8, KCN 100 M, Triton X-100 0,03%, citocromo C 1 mg/mL y L-galactono-1,4-lactone 4 

mM en un volumen final de reacción de 1 mL. La reacción se iniciará por la adición de 2 a 4 

L de la enzima y su cinética se realizará a 30°C y seguirá la reducción de citocromo C a 

550 nm por aproximadamente 20 min en un espectrofotómetro. Para los cálculos de la 

actividad catalítica de la enzima se tendrá en cuenta que el valor del coeficiente de extinción 

molar del citocromo C a 550 nm es 25300. 

 

La especificidad de las enzimas se evaluará midiendo su actividad catalítica con 

varios sustratos relacionados. El pH óptimo para la actividad de las enzimas se determinará 

usando diferentes tampones a una concentración de 25 mM. Entre estos tampones tenemos 

al citrato (pH 4,0), acetato (pH 5,0), MES (pH 6,0), fosfato (pH 7,0), Hepes (pH 8,0), Tris (pH 

9,0) y CHES (pH 10) ajustados a una fuerza iónica de 25 mM con NaCl. Para determinar el 

efecto de la temperatura, las enzimas serán sometidas a distintas temperaturas de 0 a 90°C, 

atemperadas a 4°C, y la actividad enzimática residual será medida bajo las condiciones 

mencionadas. Los parámetros cinéticos Km y Vmax serán calculados de acuerdo a la 

ecuación de Michaelis-Menten (Vo=Vmax[Sustrato]/Km+[Sustrato]) en base a la actividad 

enzimática con diferentes concentraciones del sustrato (75). El número de recambio de las 

enzimas se calculará con la ecuación: Kcat = Vmax/[Enzima] y su eficiencia catalítica con la 

ecuación: Ec = Kcat/Km (76). 

 

Para todos los ensayos una unidad de actividad enzimática (U) es definida como la 

cantidad de enzima que en un minuto convierte 1 mol de sustrato en producto. Asimismo, 

en todos los ensayos enzimáticos se usará como control negativo una alícuota de la enzima 

pura tratada con proteinasa K por 30 min y sometido a ebullición por 10 min.  
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Análisis estructural de las enzimas recombinantes  

El análisis cristalográfico de las enzimas se realizará con y sin sus respectivos sustratos 

en el Instituto de Física de São Carlos (IFSC) y se emplearán protocolos de búsqueda 

multiparamétricos convencionales (77) en gotas sentadas en cámaras termoestables a 4°C 

o 18°C. Para esto se utilizará el robot de microcristalización Honeybee 931 (Genomic 

Solutions Inc.) que realiza los ensayos de cristalización de forma automática en placas de 96 

pocillos utilizando gotas de 0,7 a 1,0 L de la solución enzimática. Cada pocillo permite el 

uso de tres enzimas distintas o diferentes concentraciones de la misma enzima, lo cual 

permitirá acelerar la búsqueda de las condiciones óptimas para la formación de los cristales. 

Alternativamente, en el caso de que se tenga cantidades limitantes de la proteína se utilizará 

el robot Gryphon que permite el montaje de 100 nL de proteína por pocillo. La colecta de 

datos a partir de los cristales instantáneamente congelados se realizará en las líneas de 

cristalografía de proteínas del Sincrotón de tercera generación Diamond Light Source 

(Inglaterra) empleando la tecnología de detección pixel array (Pilatus), los análisis también 

se llevarán a cabo con el difractómetro Rigaku 007 disponible en el grupo de cristalografía 

del IFSC. La estructura cristalográfica será determinada por técnicas del patrón de 

sustitución molecular cuando sea posible, sino con la incorporación de selenocisteína en las 

enzimas expresadas y/o la incorporación de metales pesados para poder emplear métodos 

estándares de ajuste de fases en múltiples longitudes de onda.  Asimismo, cuando sea 

apropiado, se emplearán técnicas de mejoramiento de los mapas de densidades 

electrónicas y extensión de las fases. Para el procesamiento de los datos se emplearán los 

programas MOSFLM y AIMLESS de CCP4 (78) o XDS (79). Para una mejor resolución y 

refinamiento de las estructuras protéicas se emplearán los paquetes de los programas 

Phenix (80) y CCP4. Para visualizar los mapas de las densidades electrónicas y 

construcción de los modelos se empleará el programa COOT (81). Todas las estructuras 

tridimensionales generadas en esta investigación serán depositadas en el RCSB Protein 

Data Bank (82,83).  
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IX. METAS POR COMPONENTES 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Primer año Segundo año

Aislamiento y clonación de los genes de la vía D-manosa/L-galactosa

Producción y purificación de las enzimas 

Análisis funcional y estructural de las enzimas

Formación de recursos humanos

Difusión de resultados

Componentes
Metas

Se ha aislado y clonado los genes de la vía D-

manosa/L-galactosa de M. dubia  al 100%

Se ha expuesto los avances de las investigaciones en 

2 encuentros científicos internacionales, se ha 

enviado 1 artículo para su publicación en revista 

nacional o internacional indexada

Se ha expuesto los avances de las investigaciones en 

1 encuentro científico internacional, se ha enviado 2 

artículos para su publicación en revista nacional o 

internacional indexada

Se ha realizado la producción y purificación de las 

enzimas de la vía D-manosa/L-galactosa de M. 

dubia  en un 75%

Se ha realizado la producción y purificación de las 

enzimas de la vía D-manosa/L-galactosa de M. 

dubia  en un 100%

Se ha realizadoel análisis funcional y estructural de 

las enzimas de la vía D-manosa/L-galactosa de M. 

dubia  en un 100%

Se ha contribuido con la formación de 2 voluntarios, 

2 practicantes, 2 tesistas de pre-grado y 1 tesista de 

Maestría. También, se ha realizado 1 curso teórico-

práctico

Se ha contribuido con la formación de 2 voluntarios, 

2 practicantes, 2 tesistas de pre-grado y 1 tesista de 

Doctorado. Además, se ha realizado 1 curso teórico-

práctico
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X. RESULTADOS ESPERADOS 

Al finalizarse este Proyecto de investigación se cuenta con los genes de la vía D-

manosa/L-galactosa (GDP-manosa-3ꞌ,5ꞌ-epimerasa, L-galactosa deshidrogenasa y L-

galactono-1,4-lactona deshidrogenasa) de M. dubia clonados y caracterizados funcional y 

estructuralmente. Con estos logros estaremos estableciendo los fundamentos para la 

implementación y desarrollo de procesos biotecnológicos para la producción de vitamina C 

en base a los genes de M. dubia. Además, de contribuir con la formación del recurso 

humano, se ha consolidado una red científica constituida por un equipo multidisciplinario e 

interinstitucional de investigadores con capacidad para el aislamiento, clonación molecular y 

caracterización funcional y estructural de enzimas. 
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XI. ESTRATEGIAS A UTILIZAR PARA LA TRANSFERENCIA Y COMUNICACIÓN DE 

LOS RESULTADOS 

Los conocimientos científicos producidos en este Proyecto se realizarán mediante 

artículos científicos publicados en revistas indizadas nacionales e internacionales. 

Adicionalmente, los resultados obtenidos serán expuestos en encuentros científicos locales, 

nacionales e internacionales (ECI). Asimismo, los resultados y publicaciones estarán 

disponibles en el portal web de la UNAP, del INIA y del IFSC. Además, el conocimiento 

científico producido será difundido a todos los estudiantes de las diferentes Facultades de la 

UNAP en las disciplinas de Bioquímica, Biología Celular y Molecular, Procesos 

Biotecnológicos y Genética General, Genética Vegetal, Mejoramiento Genético entre otras 

disciplinas relacionadas. 
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XII. IMPACTOS ESPERADOS 

a) Mejora de las capacidades técnicas 

 La ejecución del presente Proyecto aportará significativamente en la mejora de las 

capacidades técnicas y científicas de las instituciones participantes, particularmente de la 

UNAP. Porque para cumplir con las metas y objetivos propuestos requerirá el uso de 

tecnologías de última generación empleados en el aislamiento y clonación de genes, 

secuenciamiento de ADN, producción de enzimas mediante tecnología del ADN 

recombinante y el análisis cristalográfico para determinar la estructura 3D de las tres 

enzimas (GDP-manosa-3ꞌ,5ꞌ-epimerasa, L-galactosa deshidrogenasa y L-galactono-1,4-

lactona deshidrogenasa). Por tanto, nuestro recurso humano (voluntarios, practicantes, 

tesistasy docentes investigadores) será fortalecido con estas nuevas tecnologías y 

herramientas que incrementarán el nivel de nuestras investigaciones. Además, nuestra red 

de colaboración científica nacional e internacional con el Instituto de Física de São Carlos 

(IFSC), la Universidad Científica del Perú (UCP), y el Instituto Nacional de Innovación 

Agraria (INIA) será vigorizada y estimulará el desarrollo de nuevas investigaciones con M. 

dubia. 

 

b) Formación de investigadores jóvenes 

Nuestro equipo contribuirá con la formación de jóvenes investigadores que estará 

constituida por lo menos de 4 voluntarios, 4 practicantes, 4 tesistas de pre-grado y 2 de 

post-grado de la Facultad de Ciencias Biológicas, Ciencias Forestales y áreas afines.  

 

c) Tesis de pregrado y/o postgrado 

 De acuerdo a nuestra misión como docentes e investigadores apoyaremos con la 

realización de 4 tesis de pre-grado y 2 tesis de post-grado (1 de Maestría y 1 de Doctorado). 

Este apoyo será constante desde la elaboración y presentación del anteproyecto de tesis, 

asesoramiento en el desarrollo de experimentos y trabajos de Laboratorio, redacción del 

informe final de tesis y sustentación.  

 

d) N° de personas capacitadas 

Calculamos que con el desarrollo de dos cursos teóricos-prácticos previstos en el 

Proyecto capacitaremos un aproximado de 100 personas. Además, teniendo en cuenta que 

los resultados de nuestras investigaciones fortalecerán las actividades académicas de 

asignaturas como bioquímica, bioquímica y nutrición, biología celular y molecular, procesos 

biotecnológicos y genética, entonces estaremos contribuyendo con la capacitación de unos 

200 estudiantes. 
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e) Acceso para servicios especializados 

 Para el desarrollo de tres componentes del Proyecto (Aislamiento y clonación de los 

genes de la vía D-manosa/L-galactosa, Producción y purificación de las enzimas y Análisis 

funcional y estructural de las enzimas) se requerirá el acceso a servicios especializados 

como la clonación molecular, el secuenciamiento de ADN, producción de proteínas 

recombinantes por ingeniería genética y análisis cristalográfico de las enzimas en el Instituto 

de Física de São Carlos (IFSC). 

 

f) Publicaciones, eventos científicos 

Nuestro equipo de investigadores frecuentemente difunde los resultados de sus 

investigaciones científicas en revistas nacionales e internacionales indexadas. Asimismo, 

hemos participado en encuentros científicos internacionales exponiendo nuestros trabajos 

de investigación. En concordancia con estas actividades, en la realización de este proyecto 

se publicará en revistas nacionales e internacionales por lo menos 3 artículos científicos y 

participar en por lo menos 2 encuentros científicos internacionales que se desarrollarán en la 

ciudad de Lima. 

 

g) Generación de conocimientos o producción de nuevas tecnologías 

Los resultados de esta investigación impactarán significativamente en la ciencia y 

tecnología. Primero, al demostrar la función bioquímica de los genes de la vía D-manosa/L-

galactosa para la biosíntesis de AA en M. dubia se ampliará el conocimiento de esta vía en 

las plantas. Segundo, la demostración que este sistema multienzimático tiene capacidad de 

biosíntesis de AA, permitirá el desarrollo de sistemas de producción biotecnológica de AA. 

Tercero, al lograr resolver la estructura tridimensional de las tres enzimas de esta vía 

estaremos estableciendo un hito sin precedentes sobre la maquinaria molecular de 

biosíntesis de AA en plantas, que contribuirán a dilucidar los mecanismos catalíticos y 

realizar proyectos racionales de evolución dirigida. Todos estos avances permitirán el 

desarrollo de aplicaciones biotecnológicas mediante ingeniería genética, ingeniería 

metabólica e ingeniería de proteínas para la producción biotecnológica de AA. 
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XIII. INFRAESTRUCTURA Y EQUIPOS A UTILIZARSE 

 

La Unidad Especializada de Biotecnología del CIRNA tiene equipos para realizar técnicas 

bioquímicas y de biología molecular consideradas en el Proyecto, tales comoPCR en 

Tiempo Real, Microcentrífugas refrigeradas, Fluorómetro de microplacas, Citómetro de flujo 

(para analizar células y determinar el tamaño de genomas), Equipo de HPLC, Analizador 

Genético 3130XL (para el secuenciamiento del ADN), equipos de electroforesis, y un 

Sistema de Fotoregistro BioDocAnalyze. 

 

El Instituto de Física de São Carlos (IFSC) en el Área de Cristalografía está equipado para 

cumplir con todas las etapas necesarias para la resolución de estructuras protéicas por 

difracción de rayos X. Entre otros equipos, cuenta con tres sistemas Akta de purificación de 

proteínas (General Electric), centrífugas y ultracentrífugas (Sorvall), termocicladores (C100, 

BioRad), equipos de electroforesis (BioRad, General Electric), espectrofotómetros (Cary 

Series, Agilent), cámaras de cristalización termoestabilizadas (construcción propia), cámara 

fría, robot de cristalización (Honeybee861 Cartesian), microscopios y estereoscopios 

(Olympus SZ61, Leica MZ 125), sistema BiacoreX para SPR (Biacore/GE), fermentadores y 

dos sistemas para colecta de datos de difracción de rayos X con ánodos rotatorios (Rigaku 

microMaz 007 con RAXIS IV++eII). 

 

El Laboratorio de Biotecnología y Bioenergética de la UCP cuenta con equipos para 

purificación y análisis de ácidos nucleicos tales como Centrífuga Universal Refrigerada, 

Espectrofotómetro NanoDrop 2000, cabina de bioseguridad, entre otros equipos menores. 

 

La Estación Experimental Agraria San Roque del INIA, cuenta con la Colección Nacional 

de Germoplasma de M. dubia, constituido por 43 accesiones (muestras representativas de la 

variabilidad genética de esta especie) obtenidos de 43 lugares diferentes de la amazonía 

peruana pertenecientes a 8 principales cuencas hidrográficas de la Región Loreto (Nanay, 

Itaya, Napo, Ucayali, Putumayo, Curaray, Tigre y Amazonas). 
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XIV. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES POR COMPONENTES MENSUALIZADO Y 

RESPONSABLES 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Aislamiento y clonación de los genes de la vía D-manosa/L-galactosa

Colecta de material botánico/SI

Purificación de ARN total y síntesis de ADN complementario/JM, MC

Clonación molecular de genes y secuenciamiento de ADN/JC, MC

Producción y purificación de las enzimas 

Clonación de genes con el sistema aLICator/JC, MC

Cultivo de bacterias y producción de enzimas recombinantes/JC, MC

Purificación de enzimas recombinantes/JA, JC

Análisis funcional y estructural de las enzimas

Análisis funcional de las enzimas purificadas/JA, JM

Análisis estructural de las enzimas/RG, JC

Formación de recursos humanos

Adiestramiento de voluntarios y practicantes/JM, MC, JC, RG

Realización de tesis de pre- y post-grado/JC, JM, MC, RG

Realización de cursos teóricos-prácticos/JC, JM, MC, SI, RG

Difusión de resultados

Participación como ponentes en encuentros científicos/JC, JM, JA

Publicación de artículos científicos en revistas indexadas/Todos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Leyenda: JM: Jorge Marapara, JC: Juan Castro,  MC: Marianela Cobos, RG: Richard Garrat, SI: Sixto Imán

Meses
Componentes/Actividades/Responsables
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XV. RESUMEN DEL PRESUPUESTO POR RUBROS, PARTIDAS Y COMPONENTES EN 

SOLES 

 

Presupuesto por rubros 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Presupuesto por partidas genéricas y componentes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RUBRO MONTO (S/.) %

a) Desarrollo de los componentes y actividades 21,000.00 35.00

b) Movilidad local para el equipo de investigadores 6,000.00 10.00

c) Pasajes y viáticos para capacitación 10,000.00 16.67

d) Adquisición de accesorios para equipos 3,500.00 5.83

e) Mantenimiento preventivo y reparación de equipos 4,500.00 7.50

f) Servicios de terceros vinculados a las actividades del Proyecto 8,000.00 13.33

g) Pago para adquirir bibliografía especializada 1,500.00 2.50

h) Organización de seminarios, talleres y similares 2,600.00 4.33

i) Gastos operativos del Proyecto 2,900.00 4.83

TOTAL S/. 60,000.00 100.00

Aislamiento y 

clonación de los 

genes de la vía 

D-manosa/L-

galactosa

Producción y 

purificación de las 

enzimas 

Análisis funcional 

y estructural de 

las enzimas

Formación de 

recursos 

humanos

Difusión de 

resultados

23.12.11 Vestuario, accesorios y prendas diversas 100.00 100.00 100.00 0.00 0.00 300.00

23.15.12 De oficina 100.00 100.00 100.00 100.00 200.00 600.00

23.15.31 Aseo, l impieza y tocador 100.00 300.00 300.00 0.00 0.00 700.00

23.15.41 Electricidad, Iluminación y electrónica 100.00 100.00 100.00 0.00 0.00 300.00

23.16.199 Otros accesorios y repuestos para maquinarias y equipos1,500.00 1,500.00 500.00 0.00 0.00 3,500.00

23.18.21 Material, insumos, instrumental y acc. Medicos y de laboratorio8,000.00 8,000.00 5,000.00 0.00 0.00 21,000.00

23.19.11 Libros, textos y otros materiales impresos 500.00 500.00 500.00 0.00 0.00 1,500.00

23.21.11 Pasajes y gastos de transporte Internacional 0.00 0.00 0.00 5,000.00 500.00 5,500.00

23.21.22 Viaticos y asignaciones en el exterior 0.00 0.00 0.00 4,000.00 500.00 4,500.00

23.21.299 Movilidad Local 2,000.00 2,000.00 2,000.00 0.00 0.00 6,000.00

23.22.44 servicio de impresiones, encuadernación y empastado 0.00 0.00 0.00 500.00 500.00 1,000.00

23.24.15 Servicios de mantenimiento, acondicionamiento y reparación de maquinarias y equipos1,500.00 1,500.00 1,500.00 0.00 0.00 4,500.00

23.27.101 Seminarios, talleres y similares 0.00 0.00 0.00 2,600.00 0.00 2,600.00

23.27.1199 Servicios diversos 3,000.00 2,500.00 2,500.00 0.00 0.00 8,000.00

TOTAL (S/.) 16,900.00 16,600.00 12,600.00 12,200.00 1,700.00 60,000.00

COMPONENTES

PARTIDA DESCRIPCIÓN TOTAL  (S/.)
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Presupuesto por componentes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

COMPONENTE UNIDAD DE MEDIDA CANTIDAD MONTO (S/.)

Ais lamiento y clonación de los  genes  de la  vía  D-

manosa/L-ga lactosa
Informe 1 16,900.00

Producción y puri ficación de las  enzimas  Base de datos 1 16,600.00

Anál is is  funcional  y estructura l  de las  enzimas Base de datos 1 12,600.00

Formación de recursos  humanos Informes 4 voluntarios 12,200.00

Informes 4 practicantes

Tesis 4 tesistas de pre-grado

Tesis 1 tesista de Maestría

Tesis 1 tesista de Doctorado

Afiches 2 cursos teóricos-prácticos

Difus ión de resultados Certificados 2 encuentros científicos 1,700.00

Artículos 3 artículos científicos

60,000.00TOTAL S/.
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XVI. MONITOREO Y EVALUACIÓN: MATRIZ DE MARCO LÓGICO 

 

 

 

 

 

OBJETIVOS INDICADORES VERIFICABLES MEDIOS DE VERIFICACIÓN SUPUESTOS DE IMPORTANCIA

FIN

Implementar y desarrollar procesos 

biotecnológicos para la producción 

industrial de vitamina C en la Amazonía 

peruana en base a los genes de M. 

dubia

Las empresas comercializan la 

vitamina C producida 

industrialmente mediante 

procesos biotecnológicos 

Registros estadísticos de 

SUNAT, ADEX, INEI, Artículos 

científicos publicados en revistas 

nacionales e internacionales 

indexadas, libros, tesis de pre y 

post-grado, informes

Apoyo decidido y priorizado de las 

autoridades competentes para la 

realización de investigaciones 

científicas básicas y aplicadas.  M. 

dubia  es una de las especies 

banderas de la región y el país.

PROPÓSITO

Realizar la clonación molecular y 

caracterización de genes de Myrciaria 

dubia potencialmente útiles para la 

producción biotecnológica de vitamina C

Base de datos con información 

de los resultados de la clonación 

molecular, análisis estructural y 

funcional de las enzimas de la vía 

D-manosa/L-galactosa

Bases de datos, artículos 

publicados en revistas 

nacionales e internacionales 

indexadas, cuadernos de 

laboratorio, informes de 

prácticas pre-profesionales, tesis 

de pre y post grado publicadas. 

Resúmenes de eventos 

científicos, posters científicos y 

memorias anuales del 

Vicerrectorado de Investigación

Priorización de la investigación 

científica en la UNAP. Desembolso 

oportuno de los fondos, 

importación de productos en corto 

tiempo, disponibilidad de 

materiales y reactivos, existe 

agilidad en los trámites 

administrativos. Condiciones 

eléctricas adecuadas.

RESULTADOS/PRODUCTOS

Aislamiento y clonación de los genes de 

la vía D-manosa/L-galactosa

Se ha realizado el aislamiento y la 

clonación molecular de los tres 

genes de la vía D-manosa/L-

galactosa de M. dubia  en un 

100% 

Cuadernos de laboratorio, 

informes de prácticas pre-

profesionales, registros de datos 

del citómetro de flujo, artículos 

publicados

Se dispone de cantidades 

suficientes de materiales y 

reactivos, no hay recorte 

presupuestal

Producción y purificación de las enzimas Se producido y purificado las tres 

enzimas de la vía D-manosa/L-

galactosa de M. dubia  en un 

100%, 

Bases de datos, artículos 

publicados en revistas 

nacionales e internacionales 

indexadas, cuadernos de 

laboratorio,  posters científicos y 

memorias anuales del 

Vicerrectorado de Investigación

Importación adecuada y rápida de 

reactivos y materiales, condiciones 

eléctricas adecuadas, equipos 

están en buen estado

Análisis funcional y estructural de las 

enzimas

Al final el segundo año de 

ejecución del Proyecto se ha 

realizado el análisis funcional y 

estructural de las tres enzimas de 

la vía D-manosa/L-galactosa de 

M. dubia  en un 100%. 

Bases de datos, artículos 

publicados en revistas 

nacionales e internacionales 

indexadas, cuadernos de 

laboratorio, informes de 

prácticas pre-profesionales, tesis 

de pre y post grado publicadas. 

No hay recorte presupuestal, las 

autoridades priorizan el apoyo de la 

investigación, la importación de 

reactivos y materiales es rápida, 

condiciones eléctricas adecuadas, 

equipos están en buen estado

Formación de recursos humanos Al finalizar el proyecto se habrá 

adiestrado a 4 voluntarios y 4 

practicantes. Además, 4 tesistas 

de pre y 2 de post-grado han 

sustentado sus tesis. También, 

se habrán realizado 2 cursos 

teóricos-prácticos

Tesis de pre y post-grado 

sustentadas y publicadas, 

informes de prácticas pre-

profesionales, cuadernos de 

laboratorio, artículos publicados 

en revistas nacionales e 

internacionales indexadas

Las autoridades priorizan el apoyo 

de la investigación, reactivos y 

materiales en buen estado, 

condiciones eléctricas adecuadas, 

equipos están en buen estado

Difusión de resultados Al cabo del segundo año del 

Proyecto se ha participado como 

ponentes en 2 encuentros 

científicos internacionales y se 

tendrá 3 artículos en proceso de 

publicación en revistas 

nacionales e internacionales 

indexadas. Además, 6 tesis (4 de 

pre-grado y 2 de post-grado) han 

sido sustentadas y publicadas 

Certificados como ponentes de 2 

encuentros científicos, 3 

artículos publicados o en 

proceso de publicación, Tesis de 

pre y post-grado sustentadas y 

publicadas, informes de 

prácticas pre-profesionales, 

cuadernos de laboratorio

Apoyo de las autoridades para la 

difusión de los resultados, 

desembolso oportuno de los 

fondos
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OBJETIVOS INDICADORES VERIFICABLES MEDIOS DE VERIFICACIÓN SUPUESTOS DE IMPORTANCIA

ACTIVIDADES

Aislamiento y clonación de los genes 

de la vía D-manosa/L-galactosa                  

Germinación de semillas y obtención de 

plántulas                                               

Análisis por citometría de flujo de los 

núcleos celulares

Se ha aislado y realizado la 

clonación molecular de los tres 

genes de la via D-manosa/L-

galactosa de M. dubia . El 

presupuesto requerido es de S/. 

16,900.00

Cuadernos de laboratorio, 

informes de prácticas pre-

profesionales, registros de datos 

del citómetro de flujo, artículos 

publicados

Se dispone de cantidades 

suficientes de materiales y 

reactivos, no hay recorte 

presupuestal

Producción y purificación de las 

enzimas                                                              

Purificación del ADN genómico a partir 

de plántulas                                      

Secuenciar el genoma                                                   

Ensamblar de novo y anotar el genoma

Al segundo año de ejecución del 

Proyecto se ha realizado la 

producción y purificación de las 

tres enzimas de la via D-manosa-

L-galactosa de M. dubia en un 

100%. El presupuesto requerido 

es de S/. 16,600.00

Bases de datos, artículos 

publicados en revistas 

nacionales e internacionales 

indexadas, cuadernos de 

laboratorio,  posters científicos y 

memorias anuales del 

Vicerrectorado de Investigación

Importación adecuada y rápida de 

reactivos y materiales, condiciones 

eléctricas adecuadas, equipos 

están en buen estado

Análisis funcional y estructural de las 

enzimas                                         

Purificación de ARN total y ARNm de 

diferentes tejidos                                     

Síntesis del ADNc y secuenciamiento                           

Ensamblado y anotación del 

transcriptoma

Al término del Proyecto se tiene 

resultados del anáisis funcional y 

estructural al 100% de las tres 

enzimas de la vía D-manosa/L-

galactosa de M. dubia. El 

presupuesto requerido es de S/. 

12,600.00

Bases de datos, artículos 

publicados en revistas 

nacionales e internacionales 

indexadas, cuadernos de 

laboratorio, informes de 

prácticas pre-profesionales, tesis 

de pre y post grado publicadas. 

Las autoridades priorizan el apoyo 

de la investigación, la importación 

de reactivos y materiales es 

rápida, condiciones eléctricas 

adecuadas, equipos están en buen 

estado

Formación de recursos humanos                                      

Adiestramiento de voluntarios y 

practicantes                                     

Realización de tesis de pre- y post-grado                                      

Realización de cursos teóricos-prácticos

Al finalizar el proyecto se ha 

adiestrado a 4 voluntarios y 4 

practicantes. Además, 4 tesistas 

de pre y 2 de post-grado han 

sustentado sus tesis. También, 

se habrán realizado 4 cursos 

teóricos-prácticos. El 

presupuesto requerido es de S/. 

12,200.00

Tesis de pre y post-grado 

sustentadas y publicadas, 

informes de prácticas pre-

profesionales, cuadernos de 

laboratorio, artículos publicados 

en revistas nacionales e 

internacionales indexadas

Las autoridades priorizan el apoyo 

de la investigación, reactivos y 

materiales en buen estado, 

condiciones eléctricas adecuadas, 

equipos están en buen estado

Difusión de resultados                          

Participación como ponentes en 

encuentros científicos                                                 

Publicación de artículos científicos en 

revistas indexadas                        

Al finalizar el Proyecto hemos 

participado como ponentes en 2 

encuentros científicos 

internacionales y se tendrá 3 

artículos en proceso de 

publicación en revistas 

nacionales e internacionales 

indexadas. Además, 6 tesis (4 de 

pre-grado y 2 de post-grado) han 

sido sustentadas y publicadas. El 

presupuesto requerido es de S/. 

1,700.00

Certificados como ponentes de 2 

encuentros científicos, 3 

artículos publicados o en 

proceso de publicación, Tesis de 

pre y post-grado sustentadas y 

publicadas, informes de 

prácticas pre-profesionales, 

cuadernos de laboratorio

Apoyo de las autoridades para la 

difusión de los resultados, 

desembolso oportuno de los 

fondos
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Figura 1. Proceso de Reichstein y Grüssner y vías microbianas asociadas para la producción 

industrial de vitamina C. Fuente: modificado de Hancock y Viola (12, 17). 
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Figura 2. Vías metabólicas para la biosíntesis y reciclaje de vitamin C reconstruídas en base 

al metaensamblado y anotación del transcriptoma de frutos de M. dubia. Las reacciones de la 

vía D-manosa/L-galactosa son representadas por las flechas de color verde. Fuente: Castro et 

al. (33). 



37 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Flujograma de procedimientos que se emplearán en el proyecto para cumplir con 

los objetivos propuestos. 


