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Il RESUMEN DEL PROYECTO

Debido a los multiples efectos beneficiosos de la vitamina C (acido L-ascorbico, AA) para
el buen funcionamiento y conservacion de nuestra salud, el AA tiene una gran demanda en
la industria. Por ese motivo desde inicios de los afios 1930 se han desarrollado sistemas
guimicos de produccién industrial. Aunque se han incorporado algunas innovaciones
mediante biotransformaciones microbianas, aln tienen serias limitaciones porque son
ineficientes, tienen una gran demanda energética, son costosos y causan polucion
ambiental. Por tanto, es urgente desarrollar sistemas de produccién biotecnolégica. El
reciente descubrimiento de vias metabdlicas para la sintesis de AA en plantas nos ofrece
una buena oportunidad, en particular de Myrciaria dubia, una especie amazénica
caracterizada por sintetizar y almacenar altas concentraciones de AA. Recientemente
hemos analizado su transcriptoma e identificado 5 vias para sintetizar AA, es decir es una
fuente de genes utiles para la produccion biotecnoldgica de AA. Por tanto, nuestro objetivo
es realizar la clonacion molecular y caracterizacibn de genes de Myrciaria dubia
potencialmente Utiles para la produccion biotecnolégica de vitamina C. Para lograr este
objetivo las muestras botanicas (frutos pintones) serdn colectadas de la Coleccién de
germoplasma de M. dubia del INIA, a partir del cual se purificard el ARN total y se realizara
la sintesis del ADN complementario. Posteriormente, se realizara el aislamiento y clonacién
molecular de los genes de la via biosintética de AA (via D-manosa/L-galactosa) con técnicas
estdndares y en base a la informacioén del transcriptoma que actualmente disponemos.
Luego e procedera a realizar la produccion en Escherichia coli y purificacion de las enzimas
recombinantes de la via metabdlica mencionada. Finalmente, con las enzimas puras
procederemos a realizar los andlisis funcionales y estructurales mediante cristalografia. Los
hallazgos cientificos generados impulsaran el desarrollo de procesos biotecnolédgicos
patentables que estaran basados en la ingenieria genética, ingenieria metabdlica e
ingenieria de proteinas. Estos sistemas seran sustentables e impactaran positivamente en la

mejora del nivel socioecondmico regional y nacional.

Palabras clave: biotecnologia molecular, biosintesis de vitamina C, via D-manosa/lL-

galactosa.



IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Esta demostrado que los sistemas actuales de produccion industrial de Acido L-
Ascorbico (AA, vitamina C) presenta varios problemas. Por ejemplo, son poco eficientes,
requieren de un alto suministro de energia, emplean diversos quimicos y consecuentemente
son altamente contaminantes. Debido a ello, se estd incrementando la presion para
desarrollar métodos alternativos de produccion industrial de AA. Esto se atribuye a la
creciente preocupacion por la polucion ambiental, el incremento en el costo de insumos
porque se estadn destinando a la produccion de biocombustibles, problemas legales de
diversa indole y la necesidad de incrementar la eficiencia de procesos y reducir costos de
capital (26,27). Por tanto, urge desarrollar aproximaciones biotecnoldgicas que tengan la
capacidad de competir y desplazar a los actuales procesos de produccién comercial de AA.
Esto es factible porque mediante la biotecnologia, en comparacion con los sistemas de
produccion convencionales, estos procesos pueden ser mas rentables porque hay menos
desperdicio de materiales y energia, resulta en menos emisiones de gases con efecto
invernadero y otros contaminantes, permite un mayor y mas eficiente uso de recursos

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

En este contexto, la reciente elucidacion de las vias biosintéticas de AA en plantas
representa una excelente oportunidad para desarrollar sistemas alternativos patentables de
produccién biotecnolégica de esta vitamina. Hasta la fecha se han identificado cinco vias
metabdlicas putativas para la sintesis de AA en plantas. Estas vias metabdlicas son la via
similar al de animales (1), la via del myo-inositol (28), la via del acido galacturénico (29), la
via de la L-gulosa (30) y la via de la D-manosa/L-galactosa (31). Esta Ultima via metabdlica
ha sido mejor estudiada en varias especies de plantas porque es considerada la mas
importante para la biosintesis de AA (1,2,29,31). En esta via la D-manosa-1-fosfato es
convertida en AA mediante seis enzimas: GDP-manosa pirofosforilasa (E.C. 2.7.7.13), GDP-
manosa-3',5'-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 via D-manosa/L-galactosa (y la mayoria de
genes de las otras vias metabdlicas) han sido identificados por nuestro grupo de
investigacion al secuenciar, ensamblar y anotar el transcriptoma de los frutos de Myrciaria
dubia (33), un arbusto amazénico que sobresale por su gran capacidad de acumular

altisimas concentraciones de AA (34-37).

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

alternativos de produccion biotecnoldgica de AA con gran potencial para ser patentados, en
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esta propuesta de investigacion planteamos la siguiente pregunta de investigacion ¢Es
posible realizar la clonacion molecular y caracterizacion de genes de Myrciaria dubia
potencialmente Utiles para la produccion biotecnoldégica de vitamina C?. Con los
analisis planteados en esta propuesta podremos responder esta pregunta y nos permitiran
desarrollar en un futuro procesos biotecnoldgicos para realizar la biosintesis de AA. Estos
sistemas de produccion frecuentemente no requiere de altas temperaturas, de solventes
organicos y pH extremos. Al mismo tiempo ofrece reduccion de costos e incremento de la
calidad del producto, mayor especificidad de la reaccion, la pureza del producto, mayor
seguridad y un menor impacto ambiental (38—41). Ademas, los genes aislados seran
herramientas moleculares de gran utilidad que impulsaran el desarrollo de por lo menos tres
campos de actividad para la produccion biotecnologia moderna de AA: la ingenieria
metabdlica, la ingenieria genética y la ingenieria de proteinas. Al respecto, ya existen
algunas experiencias previas en el que han empleado genes de plantas para realizar la
ingenieria metabdlica de sistemas flingicos con el propdsito de incrementar la produccién de
AA a nivel de laboratorio (42—44), pero requieren de mejoras significativas para que sean
competitivos con los sistemas de produccion actuales. Adicionalmente, se ha demostrado
gue mediante la transferencia de genes, homadlogos a los identificados en M. dubia, a otras
especies de plantas, estas han potenciado su capacidad de biosintesis y han sido

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

En conclusion, los resultados de esta investigacion brindaran productos finales con un
gran impacto inmediato y a mediano plazo para la comunidad cientifica, para el desarrollo de
sistemas de produccion biotecnologica de AA a nivel industrial y para la mejora del nivel
socioecondémico regional y nacional. Porque los hallazgos de esta investigacién aportaran
significativamente al estado del arte que serdn presentados en eventos cientificos
nacionales e internacionales y estaran publicamente disponibles en publicaciones cientificas
de revistas nacionales e internacionales indexadas. También, los genes aislados, clonados y
expresados en sistemas heterélogos seran usados para la produccion in vitro de AA 'y
podran posteriormente ser empleados en aplicaciones de ingenieria genética e ingenieria
metabdlica para incrementar la eficiencia de biotransformaciones en distintos sistemas
biolégicos (bacterias, levaduras, microalgas, etc) para la produccién de AA. Es decir, todos
los avances en ciencia, tecnologia e innovacion, gracias a los resultados de esta
investigacion, permitiran establecer nuevos sistemas de produccidon que generaran mas y
diversos puestos de trabajo en todos los niveles de la cadena productiva y de
comercializacién de AA y otros productos derivados de los nuevos sistemas de produccién

biotecnoldgica que se impulsen en la amazonia. Esto se expresara en mejoras significativas



de los niveles socioeconémicos y por ende en la calidad de vida de los pobladores a nivel

local, regional y nacional.



V. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Roles de la vitamina C en plantas y animales

La vitamina C, también denominada acido L-ascorbico (AA) es un metabolito que tiene
multiples funciones en plantas y animales. En las plantas, ha sido documentado que el AA
cumple multiples roles en el control de la fotosintesis, expansién y crecimiento celular,
transporte electrénico, antioxidante entre otros roles importantes (1,2). En los animales y
especificamente 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 bioquimicos fundamentales como regulacion de la expresiéon de genes (5-7),
es importante en todas las condiciones de estrés que estan vinculados a los procesos
inflamatorios e involucran la inmunidad (8). Ademas, actla como un cofactor esencial de
diversas metaloenzimas responsables de funciones fisiol6gicas claves, tales como la
hidroxilaciéon de colageno, biosintesis de carnitina, a-amidacion de hormonas peptidicas,
hidroxilacién de dopamina y el metabolismo de tirosina (9). También actlla como donador y
aceptor en reacciones de transferencia de electrones y su rol mas vital en el cuerpo humano

es como antioxidante hidrosoluble (10).

Tecnologias para la produccién industrial de vitamina C

Debido a las diversas funciones del AA en el hombre, esta vitamina tiene una gran
demanda en mudltiples aplicaciones industriales. Por ejemplo, es ampliamente usada en las
industrias de farmacos, 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 produccién
global del AA es de 60 000 a 80 000 toneladas métricas al afio y genera ingresos anuales
gue exceden los 500 a 600 millones de délares (13,14). La gran mayoria del AA sintetizado
actualmente es por un método quimico desarrollado por Reichstein y Grissner hace mas de
80 afios (15). Este método consta de una etapa de biocatalisis dentro de una serie de

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

Aunque el proceso quimico de Reichstein y Griissner aparentemente presenta todas las
ventajas que podria esperarse de una tecnologia con muchas décadas de desarrollo, sin
embargo tiene varias limitaciones. Primero, es poco eficiente, porque sélo permite convertir
aproximadamente el 50% de D-glucosa en acido L-ascérbico (16). Segundo, es un método
gue consume una gran cantidad de energia, porque demanda altas temperaturas y
presiones en varias etapas. Finalmente, muchas de las transformaciones quimicas requieren

cantidades considerables de solventes organicos e inorganicos y reactivos tales como
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acetona, acido sulfarico e hidréxido de sodio. Aunque algunos de estos compuestos pueden
ser reciclados, se requieren estrictos controles ambientales, resultando en costos

significativos para la disposicién de los desechos (12).

Para superar las limitaciones indicadas, las compafiias chinas (responsables de ~80% de
la producciéon mundial) han desarrollado desde hace méas de 40 afios tecnologias de
produccibn que se basan en fermentaciones bacterianas (11). Como las bacterias
industrialmente Utiles no sintetizan AA, la atencion se ha enfocado en su uso para la sintesis
de intermediarios del proceso quimico de Reichstein y Grissner (11,16-21),
especificamente la produccion del acido 2-ceto-L-gulénico (Figura 1 en anexo), un
intermediario clave para la manufactura del AA. Ademas, se han propuesto sistemas
cataliticos continuos con potencial para evolucionar a aplicaciones comerciales en la
produccion de este intermediario (22—-24). Sin embargo, en todos los casos mencionados el
acido 2-ceto-L-gulénico es convertido en AA empleando tecnologias convencionales de
procesamiento quimico. Estas son comercialmente indeseables debido al empleo de
multiples etapas quimicas o el uso de grandes cantidades de cloruro de hidrégeno gaseoso,
requerimiento de costosos equipos de procesamiento y produccion de AA con impurezas,

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

Estudios sobre la estructura tridimensional de enzimas

Hasta la fecha no se han reportado investigaciones sobre ingenieria de proteinas para
enzimas que participan en la produccion de AA en plantas. Esto se atribuye a que hasta el
momento sélo se ha resuelto la estructura tridimensional de la enzima GDP-manosa-3',5'-
epimerasa de Arabidopsis thaliana (50). Por tanto, es necesario purificar, cristalizar y
resolver la estructura tridimensional del mayor nimero posible de enzimas de la via D-
manosa/L-galactosa de las plantas, particularmente de M. dubia. Este tipo de informacion es
fundamental para entender los mecanismos cataliticos de estas enzimas y al entender las
relaciones estructura-funcién nos permitira realizar disefios racionales mediante evolucion
dirigida en combinacion 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 podran ser patentados, como
varios de los sistemas desarrollados desde principios de los afios 1930 cuando se inicid la
produccion comercial de esta vitamina (58). Ademas, de los beneficios mencionados la
produccibn de estas proteinas recombinantes pueden tener otras aplicaciones
biotecnoldgicas y como proteinas tienen una alta cotizaciéon en el mercado y estan siendo

comercializados por algunas empresas biotecnoldgicas (59).
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VI, HIPOTESIS

Los genes clonados y caracterizados de Myrciaria dubia codifican las enzimas de la via
metabdlica D-manosa/L-galactosa, porque estas enzimas presentan una estrecha relacion
entre su estructura tridimensional y la funcién catalitica especifica con sus sustratos. Esto se
evidencia por su capacidad de biosintesis de vitamina C in vitro. Consecuentemente, con la
validacién experimental de la funcidon bioquimica de estos genes podremos impulsar el
desarrollo de sistemas biotecnoldgicos patentables para la produccién comercial de vitamina
C mediante aproximaciones de ingenieria genética, ingenieria metabdlica e ingenieria de
proteinas que seran sustentables e impactaran positivamente en la mejora socioeconémica
regional y nacional.
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VIl.  OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo general

Realizar la clonacibn molecular y caracterizacion de genes de Myrciaria dubia

potencialmente Utiles para la produccion biotecnol6gica de vitamina C

Objetivos especificos
Aislar y clonar los genes de la via D-manosa/L-galactosa de M. dubia
Producir y purificar las enzimas recombinantes de la via D-manosa/L-galactosa de M. dubia

Realizar el andlisis funcional y estructural de las enzimas recombinantes de la via D-
manosa/L-galactosa de M. dubia
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VIII. METODOLOGIA DEL PROYECTO

Colecta de muestras botanicas

Los frutos pintones (70 a 80 dias después de la antesis) seran colectados del banco
de germoplasma de M. dubia, transportadas con hielo seco al laboratorio, donde seran
almacenadas a -80°C hasta el momento de su uso. Cabe indicar que el banco de
germoplasma de esta especie se encuentra en la Estacién Experimental el “Dorado”
(03°57'17"S, 73°24'55"W) del Instituto Nacional de Innovacién Agraria, en la Regién Loreto.
Este banco de germoplasma fue establecido hace aproximadamente 20 afios y consiste de
43 accesiones representativas de la variabilidad genética de M. dubia, porque la coleccion
deriva de rodales naturales de ocho cuencas hidrogréficas de la amazonia peruana
(Amazonas, Curaray, Itaya, Nanay, Napo, Ucayali, Putumayo y Tigre). Ver flujograma de

procedimientos en la Figura 3 del anexo.

Purificacion de ARN Total y sintesis de ADN complementario

El ARN total sera purificado a partir de la pulpa de los frutos colectados usando el
método CTAB, extraccion con solventes organicos y tratamiento con ADNasa tal como ha
sido estandarizado en nuestro laboratorio (60). La calidad y cantidad del ARN purificado
sera evaluado mediante andlisis espectrofotométrico y electroforesis desnaturalizante en gel
segun Sambrook et al. (61). El ADN complementario (ADNc) sera obtenido a partir de 2,0 ug
de ARN total usando MuLV Reverse Transcriptase y oligo(dT) siguiendo las instrucciones
del fabricante (Applied Biosystems). Las condiciones de la reaccidn serdn como sigue: 25°C

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

Aislamiento y clonacién molecular de los genes

Actualmente nosotros disponemos de secuencias completas de las regiones
codantes de los seis genes de la via D-manosa/L-galactosa de M. dubia gracias al
secuenciamiento, ensamblado y anotacion del transcriptoma de los frutos de esta especie
gue completamos el afio pasado (33). En base a estas secuencias se disefiaran por lo
menos dos pares de cebadores especificos para amplificar toda la region codante de cada
gen con el programa Primer 3 plus (62,63). Estas regiones génicas serdn amplificadas a
partir del ADNc usando un termociclador MasterCycler ep Gradient (Eppendorf). Cada
reaccion de PCR (20 uL) contendr& PCR buffer 1x, MgCl, 2-4 mM, dNTPs 0,8 mM,
cebadores 0,5-1,0 uM, Phusion® Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase 0,4 U y ADNc 2-4

uL. El protocolo del PCR consistira de una etapa inicial de desnaturalizacion por 5 min a
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95°C, seguido por 35 a 40 ciclos de 45 seg a 95°C, 30 seg a 45-60°C y 1 min a 72°C y
finalizard con una etapa de extension por 10 min a 72°C. Los productos amplificados seran
resueltos en gel de agarosa al 2% y las bandas de ADN candidatas (productos de tamafios
esperados) seran retirados del gel con ayuda de un bisturi. Posteriormente, los productos de
PCR seran purificados usando el Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo Kit
(Invitrogen, CA, USA) y ligados en el vector de clonacién pCR®2.1-TOPO (Invitrogen, CA,
USA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los productos de ligacion seran
introducidos en células competentes de Escherichia coli mediante electroporacion con el
sistema Gene Pulser Xcell™ Electroporation Systems o con el método de shock térmico
(61). Las secuencias génicas seran confirmadas por secuenciamiento en ambas hebras de
clones independientes usando los cebadores M13 Forward (-20) y M13 Reverse y se
verificara su identidad con andlisis bioinformaticos tales como el alineamiento con el
programa Clustal Omega (64) y andlisis BLAST (65). Las colonias que presenten las
plasmidos recombinantes correctos seran cultivadas y a partir del cultivo se purificaran los

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

Produccion y purificacion de las enzimas recombinantes

La expresion de los genes se llevara a cabo con el aLlCator™ Ligation Independent
Cloning and Expression System (Thermo Scientific, USA), que permite la clonaciéon
independientemente de ligacion y una estricta regulacion de la expresion de los genes. Para
cada gen se disefiardn dos cebadores especificos del sistema y amplificaran los genes (de
los plasmidos recombinantes) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los productos
de PCR seran purificados usando el Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo Kit
(Invitrogen, USA), los productos puros seran tratados con la ADN polimerasa del
bacteriéfago T4 (se usa la actividad exonucleasa 3'-5' de la enzima) para generar extremos
5' y 3' cohesivos. Luego los productos con sus extremos cohesivos serdn mezclados con
una alicuota del vector pLATES2, el cual afiadira al extremo amino terminal de la proteina
recombinante una cola de seis histidinas (His-tag) y un sitio de corte para la proteasa
WELQut. El vector pLATES2 + producto de PCR con extremos cohesivos seran usados para
transformar mediante electroporacion 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 expresion heteréloga. Para producir las enzimas, una colonia
de E. coli portadora del plasmido recombinante sera inoculado en 5 mL de medio Luria
Bertani (LB) fresco suplementado con 100 ug/mL de ampicilina y pre-incubado a 37°C por
12 horas con agitacion a 200 rpm. Luego el cultivo sera transferido a 1 L de medio LB

suplementado con 100 pug/mL de ampicilina e incubado a 37°C con agitacion a 200 rpm.
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Cuando el cultivo alcance una densidad éptica apropiada (DOggonm = 0,5 a 0,6) se afiadira
Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranoésido (IPTG) de 0,1 a 1 mM para inducir la expresion de las
enzimas. Las enzimas serdn expresadas bajo el control del promotor del bacteriéfago T7,
gue es reconocido especificamente por la ARN polimerasa T7. Después de 6 a 12 horas de
induccién se cosecharan las células por centrifugacion a 5 000xg por 20 min a 4°C y el
precipitado bacteriano sera almacenado a -80°C. Posteriormente, el precipitado bacteriano
sera resuspendido en un tampoén de lisis (NaH,PO, 50 mM pH 8,0, NaCl 300 mM, imidazol
10 mMy 1 mM DTT), lisados por sonicacion y centrifugados a 20 000xg por 20 min a 4°C. El
sobrenadante sera pasado a través de un filtro de 0,2 um y transferido a una columna de
agarosa-Ni**-NTA para su purificacion con el sistema de purificacion AKTA star (GE
Healthcare Bio-Sciences). La columna serd lavada con 3 a 4 volimenes de tampén de
lavado (NaH,PO, 50 mM pH 8,0, NaCl 300 mM, imidazol 20 mM). Las enzimas
recombinantes-His-tag seran eluidas con el tampén de eluciéon (NaH,PO, 50 mM pH 8,0,
NaCl 300 mM, imidazol 300 mM) y seran tratadas con la proteasa WELQut para eliminar el
His-tag amino terminal. Posteriormente, las enzimas seran purificadas mediante una
columna de exclusiéon molecular Sephacryl S-200 y concentradas (~5 mg/mL) con Amicon®
Ultra-0.5 Centifugal Filter Concentrators (Millipore®, USA). Alicuotas de las enzimas seran
congeladas a -80°C hasta su uso. La cuantificacion de las proteinas se realizara con el
método colorimétrico de Bradford (66) y el analisis por SDS-PAGE se ejecutara segun
Laemmli (67) en un gel de poliacrilamida al 12%, usando el sistema de electroforesis Mini-
PROTEAN® 3 cell (Biorad, USA). Las proteinas seran visualizadas después de tefiirlas con

azul brillante de coomassie al 0,1%.

Andlisis funcional de las enzimas recombinantes

GDP-manosa-3'5"-epimerasa (E.C. 5.1.3.18): la actividad catalitica se medira segun Major
et al. (50) en una mezcla de reaccion que contendra Tris-HCI 50 mM pH 8,0, EDTA 10 mM,
GDP-D-manosa 100 uM, en un volumen final de reaccion de 1 mL. La reaccion se iniciara
por la adicibn de 2 a 4 uL de la enzima e incubard a 30°C por 1 hora. La reaccién se
detendra a 95°C por 10 min y las muestras seran centrifugadas a 20 000 g por 10 min a 4°C.
Los productos de la reaccion enziméatica (GDP-L-Galactosa y GDP-L-gulosa) presentes en el
sobrenadante seran cuantificados de acuerdo a Linster et al. (70). Brevemente, 20 uL del
sobrenadante serd inyectado en una columna Purospher®STAR LIChroCART 250-4,6 NH,
(5 um, 250 x 4,6 mm) con cartucho protector LIChroCART® 4-4 mantenido a 40°C. La fase
mobil serd NH,PO, 100 mM pH 3,7 con una gradiente de 10-500 mM a 2 mL/min y los
productos seran 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 catalitica se ensayara por la
formacion de NADH de acuerdo a Gatzek et al. (72) en una mezcla de reaccién Tris-HCI
100 mM pH 8,0, NAD 0,5 mM y L-galactosa 1,5 mM en un volumen final de reaccion de 1
mL. La reaccién se iniciard por la adicién de 2 a 4 uL de la enzima y la cinética de la
reaccién se realizard a 30°C y seguird a 340 nm por aproximadamente 20 min en un

espectrofotbmetro (ThermoSpectronic, Genesys 6.0).

L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa (E.C. 1.3.2.3): la actividad se medira de acuerdo
a Hancock et al. (73) y Oba et al. (74) en una mezcla de reaccidn que contiene PBS 10 mM
pH 7,8, KCN 100 uM, Triton X-100 0,03%, citocromo C 1 mg/mL y L-galactono-1,4-lactone 4
mM en un volumen final de reaccion de 1 mL. La reaccidn se iniciara por la adicion de 2 a 4
uL de la enzima y su cinética se realizar4 a 30°C y seguira la reduccion de citocromo C a
550 nm por aproximadamente 20 min en un espectrofotdmetro. Para los célculos de la
actividad catalitica de la enzima se tendra en cuenta que el valor del coeficiente de extincion

molar del citocromo C a 550 nm es 25300.

La especificidad de las enzimas se evaluara midiendo su actividad catalitica con
varios sustratos relacionados. El pH éptimo para la actividad de las enzimas se determinara
usando diferentes tampones a una concentracion 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 i6nica de 25 mM con NaCl. Para determinar el
efecto de la temperatura, las enzimas seran sometidas a distintas temperaturas de 0 a 90°C,
atemperadas a 4°C, y la actividad enzimatica residual ser& medida bajo las condiciones
mencionadas. Los pardmetros cinéticos K, ¥ Vmax Seran calculados de acuerdo a la
ecuacion de Michaelis-Menten (V,=Vmax[Sustrato]/K+[Sustrato]) en base a la actividad
enzimatica con diferentes concentraciones del sustrato (75). El nimero de recambio de las
enzimas se calculara con la ecuacion: K. = Vina/[Enzima] y su eficiencia catalitica con la

ecuacion: E. = K.a/Kn, (76).

Para todos los ensayos una unidad de actividad enzimatica (U) es definida como la
cantidad de enzima que en un minuto convierte 1 umol de sustrato en producto. Asimismo,
en todos los ensayos enziméticos se usard como control negativo una alicuota de la enzima

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

El andlisis cristalografico de las enzimas se realizara con y sin sus respectivos sustratos
en el Instituto de Fisica de S&o Carlos (IFSC) y se emplearan protocolos de busqueda
multiparamétricos convencionales (77) en gotas sentadas en camaras termoestables a 4°C
0 18°C. Para esto se utilizara el robot de microcristalizacibn Honeybee 931 (Genomic
Solutions Inc.) que realiza los ensayos de cristalizacién de forma automética en placas de 96
pocillos utilizando gotas de 0,7 a 1,0 uL de la solucién enzimética. Cada pocillo permite el
uso de tres enzimas distintas o diferentes concentraciones de la misma enzima, lo cual
permitira acelerar la busqueda de las condiciones éptimas para la formacién de los cristales.
Alternativamente, en el caso de que se tenga cantidades limitantes de la proteina se utilizara
el robot Gryphon que permite el montaje de 100 nL de proteina por pocillo. La colecta de
datos a partir de los cristales instantaneamente congelados se realizard en las lineas de
cristalografia de proteinas del Sincrotén de tercera generacion Diamond Light Source
(Inglaterra) empleando la tecnologia de deteccién pixel array (Pilatus), los analisis también
se llevaran a cabo con el difractdmetro Rigaku 007 disponible en el grupo de cristalografia
del IFSC. La estructura cristalografica sera determinada por técnicas del patron de
sustitucién molecular cuando sea posible, sino con la incorporacion de selenocisteina en las
enzimas expresadas y/o la incorporacion de metales pesados para poder emplear métodos
estdndares de ajuste de fases en mudltiples longitudes de onda. Asimismo, cuando sea
apropiado, se emplearan técnicas de mejoramiento de los mapas de densidades
electrénicas y extension de las fases. Para el procesamiento de los datos se emplearan los
programas MOSFLM y AIMLESS de CCP4 (78) o XDS (79). Para una mejor resolucion y
refinamiento de las estructuras protéicas se emplearan los paquetes de los programas
Phenix (80) y CCP4. Para visualizar los mapas de las densidades electronicas y
construccién de los modelos se empleard el programa COOT (81). Todas las estructuras
tridimensionales generadas en esta investigacion seran depositadas en el RCSB Protein
Data Bank (82,83).
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IX. METAS POR COMPONENTES

Componentes

Metas

Primer afio

Segundo afio

Aislamiento y clonacion de los genes de la via D-manosa/L-galactosa

Produccion y purificacion de las enzimas

Anédlisis funcional y estructural de las enzimas

Formacion de recursos humanos

Difusioén de resultados

Se ha aislado y clonado los genes de la via D-
manosa/L-galactosa de M. dubia al 100%

Se ha realizado la produccion y purificacion de las
enzimas de la via D-manosa/L-galactosa de M.
dubia enun 75%

Se ha contribuido con la formacién de 2 voluntarios,
2 practicantes, 2 tesistas de pre-grado y 1 tesista de
Maestria. También, se ha realizado 1 curso tedrico-
préctico
Se ha expuesto los avances de las investigaciones en
2 encuentros cientificos internacionales, se ha
enviado 1 articulo para su publicacién en revista
nacional o internacional indexada

Se ha realizado la produccion y purificacion de las
enzimas de la via D-manosa/L-galactosa de M.
dubia enun 100%

Se ha realizadoel andlisis funcional y estructural de
las enzimas de la via D-manosa/L-galactosa de M.
dubia enun 100%

Se ha contribuido con la formacion de 2 voluntarios,
2 practicantes, 2 tesistas de pre-grado y 1 tesista de
Doctorado. Ademés, se ha realizado 1 curso teérico-
préctico
Se ha expuesto los avances de las investigaciones en
1 encuentro cientffico internacional, se ha enviado 2
articulos para su publicacion en revista nacional o
internacional indexada
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X. RESULTADOS ESPERADOS

Al finalizarse este Proyecto de investigacion se cuenta con los genes de la via D-
manosa/L-galactosa (GDP-manosa-3',5'-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
implementacién y desarrollo de procesos biotecnolégicos para la producciéon de vitamina C
en base a los genes de M. dubia. Ademas, de contribuir con la formacién del recurso
humano, se ha consolidado una red cientifica constituida por un equipo multidisciplinario e
interinstitucional de investigadores con capacidad para el aislamiento, clonacién molecular y

caracterizacién funcional y estructural de enzimas.
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XI. ESTRATEGIAS A UTILIZAR PARA LA TRANSFERENCIA Y COMUNICACION DE
LOS RESULTADOS

Los conocimientos cientificos producidos en este Proyecto se realizardn mediante
articulos cientificos publicados en revistas indizadas nacionales e internacionales.
Adicionalmente, los resultados obtenidos serdn expuestos en encuentros cientificos locales,
nacionales e internacionales (ECI). Asimismo, los resultados y publicaciones estaran
disponibles en el portal web de la UNAP, del INIA y del IFSC. Ademas, el conocimiento
cientifico producido sera difundido a todos los estudiantes de las diferentes Facultades de la
UNAP en las disciplinas de Bioquimica, Biologia Celular y Molecular, Procesos
Biotecnoldgicos y Genética General, Genética Vegetal, Mejoramiento Genético entre otras

disciplinas relacionadas.
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Xll.  IMPACTOS ESPERADOS
a) Mejora de las capacidades técnicas

La ejecucion del presente Proyecto aportara significativamente en la mejora de las
capacidades técnicas y cientificas de las instituciones participantes, particularmente de la
UNAP. Porque para cumplir con las metas y objetivos propuestos requerira el uso de
tecnologias de ultima generacion empleados en el aislamiento y clonacién de genes,
secuenciamiento de ADN, produccibn de enzimas mediante tecnologia del ADN
recombinante y el andlisis cristalografico para determinar la estructura 3D de las tres
enzimas (GDP-manosa-3',5'-epimerasa, L-galactosa deshidrogenasa y L-galactono-1,4-
lactona deshidrogenasa). Por tanto, nuestro recurso humano (voluntarios, practicantes,
tesistasy docentes investigadores) serd fortalecido con estas nuevas tecnologias y
herramientas que incrementaran el nivel de nuestras investigaciones. Ademas, nuestra red
de colaboracion cientifica nacional e internacional con el Instituto de Fisica de Sao Carlos
(IFSC), la Universidad Cientifica del Perd (UCP), y el Instituto Nacional de Innovacién
Agraria (INIA) sera vigorizada y estimulara el desarrollo de nuevas investigaciones con M.
dubia.

b) Formacién de investigadores jévenes
Nuestro equipo contribuird con la formacion de jovenes investigadores que estara
constituida por lo menos de 4 voluntarios, 4 practicantes, 4 tesistas de pre-grado y 2 de

post-grado de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, Ciencias Forestales y areas afines.

c) Tesis de pregrado y/o postgrado

De acuerdo a nuestra misibn como docentes e investigadores apoyaremos con la
realizacion de 4 tesis de pre-grado y 2 tesis de post-grado (1 de Maestria y 1 de Doctorado).
Este apoyo sera constante desde la elaboracion y presentacion del anteproyecto de tesis,
asesoramiento en el desarrollo de experimentos y trabajos de Laboratorio, redaccion del

informe final de tesis y sustentacién.

d) N° de personas capacitadas

Calculamos que con el desarrollo de dos cursos tedricos-practicos previstos en el
Proyecto capacitaremos un aproximado de 100 personas. Ademas, teniendo en cuenta que
los resultados de nuestras investigaciones fortaleceran las actividades académicas de
asignaturas como bioquimica, bioquimica y nutricién, biologia celular y molecular, procesos
biotecnoldgicos y genética, entonces estaremos contribuyendo con la capacitacion de unos

200 estudiantes.
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e) Acceso para servicios especializados

Para el desarrollo de tres componentes del Proyecto (Aislamiento y clonacion de los
genes de la via D-manosa/L-galactosa, Produccion y purificacion de las enzimas y Analisis
funcional y estructural de las enzimas) se requerira el acceso a servicios especializados
como la clonacibn molecular, el secuenciamiento de ADN, produccién de proteinas
recombinantes por ingenieria genética y analisis cristalografico de las enzimas en el Instituto
de Fisica de Sdo Carlos (IFSC).

f) Publicaciones, eventos cientificos

Nuestro equipo de investigadores frecuentemente difunde los resultados de sus
investigaciones cientificas en revistas nacionales e internacionales indexadas. Asimismo,
hemos participado en encuentros cientificos internacionales exponiendo nuestros trabajos
de investigacion. En concordancia con estas actividades, en la realizacion de este proyecto
se publicara en revistas nacionales e internacionales por lo menos 3 articulos cientificos y
participar en por lo menos 2 encuentros cientificos internacionales que se desarrollaran en la

ciudad de Lima.

g) Generacion de conocimientos o produccién de nuevas tecnologias

Los resultados de esta investigacion impactaran significativamente en la ciencia y
tecnologia. Primero, al demostrar la funcién bioquimica de los genes de la via D-manosa/L-
galactosa para la biosintesis de AA en M. dubia se ampliara el conocimiento de esta via en
las plantas. Segundo, la demostracion que este sistema multienzimatico tiene capacidad de
biosintesis de AA, permitira el desarrollo de sistemas de produccién biotecnolégica de AA.
Tercero, al lograr resolver la estructura tridimensional de las tres enzimas de esta via
estaremos estableciendo un hito sin precedentes sobre la maquinaria molecular de
biosintesis de AA en plantas, que contribuirdn a dilucidar los mecanismos cataliticos y
realizar proyectos racionales de evolucion dirigida. Todos estos avances permitiran el
desarrollo de aplicaciones biotecnolégicas mediante ingenieria genética, ingenieria

metabdlica e ingenieria de proteinas para la produccion biotecnoldgica de AA.
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Xlll.  INFRAESTRUCTURA'Y EQUIPOS A UTILIZARSE

La Unidad Especializada de Biotecnologia del CIRNA tiene equipos para realizar técnicas
bioguimicas y de biologia molecular consideradas en el Proyecto, tales comoPCR en
Tiempo Real, Microcentrifugas refrigeradas, Fluorémetro de microplacas, Citdmetro de flujo
(para analizar células y determinar el tamafio 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 Fisica de S&o Carlos (IFSC) en el Area de Cristalografia esta equipado para
cumplir con todas las etapas necesarias para la resolucién de estructuras protéicas por
difraccion de rayos X. Entre otros equipos, cuenta con tres sistemas Akta de purificacion de
proteinas (General Electric), centrifugas y ultracentrifugas (Sorvall), termocicladores (C100,
BioRad), equipos de electroforesis (BioRad, General Electric), espectrofotémetros (Cary
Series, Agilent), cAmaras de cristalizacion termoestabilizadas (construccion propia), camara
fria, robot de cristalizacibn (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 difraccion de rayos X con anodos rotatorios (Rigaku
microMaz 007 con RAXIS IV++ell).

El Laboratorio de Biotecnologia y Bioenergética de la UCP cuenta con equipos para
purificacion y analisis de acidos nucleicos tales como Centrifuga Universal Refrigerada,

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

La Estacion Experimental Agraria San Roque del INIA, cuenta con la Coleccion 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 amazonia
peruana pertenecientes a 8 principales cuencas hidrograficas de la Regién Loreto (Nanay,

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

Meses

Componentes/Actividades/Responsables 123 45678 91011121314151617 181920212223 24

Aislamiento y clonacion de los genes de la via D-manosa/L-galactosa
Colecta de material botanico/SI

Purificacién de ARN total y sintesis de ADN complementario/JM, MC
Clonacion molecular de genes y secuenciamiento de ADN/JC, MC

Produccion y purificacion de las enzimas

Clonacion de genes con el sistema aLICator/JC, MC

Cultivo de bacterias y produccidn de enzimas recombinantes/JC, MC
Purificacion de enzimas recombinantes/JA, JC

Andlisis funcional y estructural de las enzimas

Andlisis funcional de las enzimas purificadas/JA, JIM

Andlisis estructural de las enzimas/RG, JC

Formacién de recursos humanos

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

Realizacién de tesis de pre- y post-grado/JC, JM, MC, RG
Realizacién de cursos teéricos-practicos/JC, JM, MC, SI, RG

Difusion de resultados

Participacion como ponentes en encuentros cientfficos/JC, JM, JA . .
Publicacion de articulos cientfficos en revistas indexadas/Todos . .

123456 7 8 910111213141516 1718 19 20 21 22 23 24
Leyenda: JM: Jorge Marapara, JC: Juan Castro, MC: Marianela Cobos, RG: Richard Garrat, SI: Sixto Iman
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XV. RESUMEN DEL PRESUPUESTO POR RUBROS, PARTIDAS Y COMPONENTES EN
SOLES

Presupuesto por rubros

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 viaticos para capacitacion 10,000.00 16.67
d) Adquisicion de accesorios para equipos 3,500.00 5.83
e) Mantenimiento preventivo y reparacion 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 bibliografia especializada 1,500.00 2.50
h) Organizacion de seminarios, talleres y similares 2,600.00 4.33
i) Gastos operativos del Proyecto 2,900.00 4.83

TOTALS/. 60,000.00 100.00

Presupuesto por partidas genéricas y componentes

COMPONENTES
3 Aislamiento y
PARTIDA DESCRIPCION clonaciénde los  Producciény  Analisis funcional Formacién de Difusién de TOTAL (S/.)
genes de la via purificac.ién delas y estructfjral de recursos resultados
D-manosa/L- enzimas las enzimas humanos
galactosa

23.12.11 Vestuario, accesorios y prendas diversas 100.00 100.00 100.00 0.00 0.00 300.00
23.15.12  Deoficina 100.00 100.00 100.00 100.00 200.00 600.00
23.1531  Aseo, limpieza y tocador 100.00 300.00 300.00 0.00 0.00 700.00
23.15.41 Electricidad, Iluminacidn y electrénica 100.00 100.00 100.00 0.00 0.00 300.00
23.16.199 Otros accesorios y repuestos para maquinari 1,500.00 1,500.00 500.00 0.00 0.00 3,500.00
23.18.21 Material, insumos, instrumental y acc. Medict 8,000.00 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, encuadernaciony emn 0.00 0.00 0.00 500.00 500.00 1,000.00
23.24.15  Servicios de mantenimiento, acondicionamier 1,500.00 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
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Presupuesto por componentes

COMPONENTE

UNIDAD DE MEDIDA CANTIDAD MONTO (S/.)
Aislamiento y clonacién de los genes de la via D- Informe
manosa/l-galactosa ! 1020000
Produccién y purificacion de las enzimas Base de datos 1 16,600.00
Anélisis funcional y estructural de las enzimas Base de datos 1 12,600.00
Formacion de recursos humanos Informes 4 voluntarios 12,200.00
Informes 4 practicantes
Tesis 4 tesistas de pre-grado
Tesis 1 tesista de Maestria
Tesis 1 tesista de Doctorado
Afiches 2 cursos tedricos-practicos
Difusién de resultados Certificados 2 encuentros cientificos 1,700.00
Articulos 3 articulos cientificos
TOTALS/. 60,000.00
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XVI.MONITOREO Y EVALUACION: MATRIZ DE MARCO LOGICO

OBJETIVOS

INDICADORES VERIFICABLES

MEDIOS DE VERIFICACION

SUPUESTOS DE IMPORTANCIA

FIN

Implementar y desarrollar procesos
biotecnolégicos para la produccion
industrial de vitamina C en la Amazonia
peruana en base a los genes de M.
dubia

PROPOSITO

Realizar la clonacién molecular y
caracterizacion de genes de Myrciaria
dubia potencialmente Utiles para la
produccién biotecnoldgica de vitamina C

Las empresas comercializan la
vitamina C producida
industrialmente mediante
procesos biotecnoldgicos

Base de datos con informacion
de los resultados de la clonacién
molecular, andlisis estructural y
funcional de las enzimas de la via
D-manosa/L-galactosa

Registros estadisticos de
SUNAT, ADEX, INEI, Articulos
cientfficos publicados en revistas
nacionales e internacionales
indexadas, libros, tesis de pre 'y
post-grado, informes

Bases de datos, articulos
publicados en revistas
nacionales e internacionales
indexadas, cuadernos de
laboratorio, informes de
préacticas pre-profesionales, tesis
de pre y post grado publicadas.
Resumenes de eventos
cientificos, posters cientificos y
memorias anuales del
Vicerrectorado de Investigacion

Apoyo decidido y priorizado de las
autoridades competentes para la
realizacion de investigaciones
cientificas basicas y aplicadas. M.
dubia es una de las especies
banderas de la region y el pais.

Priorizacion de la investigacion
cientffica en la UNAP. Desembolso
oportuno de los fondos,
importacién de productos en corto
tiempo, disponibilidad de
materiales y reactivos, existe
agilidad en los tramites
administrativos. Condiciones
eléctricas adecuadas.

RESULTADOS/PRODUCTOS
Aislamiento y clonacién de los genes de
la via D-manosa/L-galactosa

Produccioén y purificacién de las enzimas

Anélisis funcional y estructural de las
enzimas

Formacion de recursos humanos

Difusion de resultados

Se ha realizado el aislamiento y la
clonacién molecular de los tres
genes de la via D-manosa/L-
galactosa de M. dubia en un
100%

Se producido y purificado las tres
enzimas de la via D-manosa/L-
galactosa de M. dubia en un
100%,

Al final el segundo afio de
ejecucion del Proyecto se ha
realizado el andlisis funcional y
estructural de las tres enzimas de
la via D-manosa/L-galactosa de
M. dubia en un 100%.

Al finalizar el proyecto se habra
adiestrado a 4 voluntarios y 4
practicantes. Ademas, 4 tesistas
de pre y 2 de post-grado han
sustentado sus tesis. También,
se habran realizado 2 cursos
tedricos-practicos

Al cabo del segundo afio del
Proyecto se ha participado como
ponentes en 2 encuentros
cientificos internacionales y se
tendra 3 articulos en proceso de
publicacién en revistas
nacionales e internacionales
indexadas. Ademas, 6 tesis (4 de
pre-grado y 2 de post-grado) han
sido sustentadas y publicadas

Cuadernos de laboratorio,
informes de practicas pre-
profesionales, registros de datos
del citémetro de flujo, articulos
publicados

Bases de datos, articulos
publicados en revistas
nacionales e internacionales
indexadas, cuadernos de
laboratorio, posters cientfficos y
memorias anuales del
Vicerrectorado de Investigacion

Bases de datos, articulos
publicados en revistas
nacionales e internacionales
indexadas, cuadernos de
laboratorio, informes de
préacticas pre-profesionales, tesis
de pre y post grado publicadas.

Tesis de pre y post-grado
sustentadas y publicadas,
informes de practicas pre-
profesionales, cuadernos de
laboratorio, articulos publicados
en revistas nacionales e
internacionales indexadas

Certificados como ponentes de 2
encuentros cientificos, 3
articulos publicados o en
proceso de publicacion, Tesis de
pre y post-grado sustentadas y
publicadas, informes de
préacticas pre-profesionales,
cuadernos de laboratorio

Se dispone de cantidades
suficientes de materiales y
reactivos, no hay recorte
presupuestal

Importacién adecuada y rapida de
reactivos y materiales, condiciones
eléctricas adecuadas, equipos
estan en buen estado

No hay recorte presupuestal, las
autoridades priorizan el apoyo de la
investigacion, la importacion de
reactivos y materiales es rapida,
condiciones eléctricas adecuadas,
equipos estan en buen estado

Las autoridades priorizan el apoyo
de la investigacion, reactivos y
materiales en buen estado,
condiciones eléctricas adecuadas,
equipos estan en buen estado

Apoyo de las autoridades para la
difusion de los resultados,
desembolso oportuno de los
fondos
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OBJETIVOS

INDICADORES VERIFICABLES

MEDIOS DE VERIFICACION

SUPUESTOS DE IMPORTANCIA

ACTIVIDADES

Aislamiento y clonacién de los genes
de lavia D-manosa/L-galactosa
Germinacién de semillas y obtencién de
plantulas

Andlisis por citometria de flujo de los
nucleos celulares

Produccién y purificacion de las
enzimas

Purificacién del ADN genémico a partir
de plantulas

Secuenciar el genoma

Ensamblar de novo y anotar el genoma

Andlisis funcional y estructural de las
enzimas

Purificacion de ARN total y ARNm de
diferentes tejidos

Sintesis del ADNc y secuenciamiento
Ensamblado y anotacion del
transcriptoma

Formacién de recursos humanos
Adiestramiento de voluntarios y
practicantes

Realizacion de tesis de pre- y post-grado
Realizacion de cursos tedricos-practicos

Difusion de resultados
Participacién como ponentes en
encuentros cientfficos

Publicacién de articulos cientificos en
revistas indexadas

Se ha aislado y realizado la
clonacién molecular de los tres
genes de la via D-manosa/L-
galactosa de M. dubia. El
presupuesto requerido es de S/.
16,900.00

Al segundo afio de ejecucion del
Proyecto se ha realizado la
produccién y purificacién 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

Al término del Proyecto se tiene
resultados del andisis funcional y
estructural al 100% de las tres
enzimas de la via D-manosa/L-
galactosa de M. dubia. El
presupuesto requerido es de S/.
12,600.00

Al finalizar el proyecto se ha
adiestrado a 4 voluntarios y 4
practicantes. Ademas, 4 tesistas
de pre y 2 de post-grado han
sustentado sus tesis. También,
se habran realizado 4 cursos
tedricos-practicos. El
presupuesto requerido es de S/.
12,200.00

Al finalizar el Proyecto hemos
participado como ponentes en 2
encuentros cientfficos
internacionales y se tendra 3
articulos en proceso de
publicacién en revistas
nacionales e internacionales
indexadas. Ademas, 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

Cuadernos de laboratorio,
informes de précticas pre-
profesionales, registros de datos
del citémetro de flujo, articulos
publicados

Bases de datos, articulos
publicados en revistas
nacionales e internacionales
indexadas, cuadernos de
laboratorio, posters cientificos y
memorias anuales del
Vicerrectorado de Investigacion

Bases de datos, articulos
publicados en revistas
nacionales e internacionales
indexadas, cuadernos de
laboratorio, informes de
préacticas pre-profesionales, tesis
de pre y post grado publicadas.

Tesis de pre y post-grado
sustentadas y publicadas,
informes de précticas pre-
profesionales, cuadernos de
laboratorio, articulos publicados
en revistas nacionales e
internacionales indexadas

Certificados como ponentes de 2
encuentros cientificos, 3
articulos publicados o en
proceso de publicacion, Tesis de
pre y post-grado sustentadas y
publicadas, informes de
préacticas pre-profesionales,
cuadernos de laboratorio

Se dispone de cantidades
suficientes de materiales y
reactivos, no hay recorte
presupuestal

Importacion adecuada y rapida de
reactivos y materiales, condiciones
eléctricas adecuadas, equipos
estan en buen estado

Las autoridades priorizan el apoyo
de la investigacion, la importacion
de reactivos y materiales es
répida, condiciones eléctricas
adecuadas, equipos estan en buen
estado

Las autoridades priorizan el apoyo
de la investigacion, reactivos y
materiales en buen estado,
condiciones eléctricas adecuadas,
equipos estan en buen estado

Apoyo de las autoridades para la
difusion de los resultados,
desembolso oportuno de los
fondos
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Figura 1. Proceso de Reichstein y Griissner y vias microbianas asociadas para la produccion
industrial de vitamina C. Fuente: modificado de Hancock y Viola (12, 17).
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Figura 2. Vias metabolicas para la biosintesis y reciclaje de vitamin C reconstruidas en base
al metaensamblado y anotacion del transcriptoma de frutos de M. dubia. Las reacciones de la
via D-manosa/L-galactosa son representadas por las flechas de color verde. Fuente: Castro et
al. (33).
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Colecta de muestras botanicas

Purlflcacwn de ARN total y
sintesis de ADN complementario

Gene Pulser Xcell™
Electroporation Systems

Aislamiento y clonacién molecular
o

de genes
AKTA star (GE Healthcare Blo Smences)

Produccion y purificacion de las
enzimas recombinantes

- Determinacion de la actividad

catalitica de las enzimas

- Evaluacion de la especificidad

- Determinacion del pH 6ptimo

- Determinacion de la temperatura 6ptima
- Determinacion de parametros cinéticos:
K., V..o K. Y eficiencia catalitica

Analisis funcional de las
enzimas recombinantes

Microcristalizacion Patrones de
difraccion

Fases/Construccmn

Modelo atémico Irefinamiento

Analisis estructural de las
enzimas recombinantes

Figura 3. Flujograma de procedimientos que se emplearan en el proyecto para cumplir con
los objetivos propuestos.
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