‘U NAP Rectorado

Resolucién Rectoral N° 0695-2020-UNAP
lquitos, 19 de agosto de 2020

VISTO:

El oficio N° 127-VRINV-UNAP-2020, presentado el 17 de agosto de 2020, por el vicerrector de investigacion,
sobre aprobacién de proyecto de investigacion colaborativo autofinanciado;

CONSIDERANDO:

Que, la Ley Universitaria, Ley N° 30220, en su articulo 5°, sefiala entre otros, que son principios de la
Universidad, la busqueda y difusién de la verdad, el espiritu critico y de investigacion, la meritocracia, la
pertinencia y compromiso con el desarrollo del pais, la creatividad e innovacién, y la pertinencia de la
ensefianza e investigacion con la realidad social;

Que, el articulo 6° de la Ley Universitaria N° 30220 sefiala entre otros, que son fines de la universidad
preservar, acrecentar y transmitir de modo permanente la herencia cientifica, tecnoldgica, cultural y
artistica de la humanidad; realizar y promover la investigacion cientifica, tecnologica y humanistica la
creacidn intelectual y artistica; difundir el conocimiento universal en beneficio de la humanidad; promover
el desarrollo humano y sostenible en el &mbito local, regional, nacional y mundial; servir a la comunidad y al
desarrollo integral;

Que, el articulo 7° de la antes citada ley, sefiala entre otras, que son funciones de la universidad, la
investigacion; y contribuir al desarrollo humano;

Que, el articulo 48° de la misma ley, establece que la investigacion constituye una funcion esencial y
obligatoria de la universidad, que la fomenta y realiza, respondiendo a través de la produccion de
conocimiento y desarrollo de tecnologias a las necesidades de la sociedad, con especial énfasis en la
realidad nacional;

Que, el articulo 7° del Estatuto de la UNAP, entre otros fines, sefiala realizar y promover la investigacion
cientifica, tecnoldgica y humanistica, la creacion intelectual y artistica, y el articulo 8° entre otras funciones
establece realizar investigacion cientifica e innovacion tecnologica y humanistica articulada con la
ensefianza y la proyeccion social, dirigida a resolver problemas econdmicos, sociales, tecnoldgicos vy
ambientales de la region y el pais;

Que, mediante oficio de visto, don Alberto Garcia Ruiz, vicerrector de investigacion, solicita al rector
aprobar el proyecto de investigacion colaborativo autofinanciado titulado “Analisis estructural y funcional
de enzimas de la via biosintética de Vitamina C (D-manosa/L-galactosa) de Myrciaria dubia — Camu Camu”,
desarrollado por docentes investigadores de la Unidad Especializada del Laboratorio de Investigacién de
Biotecnologia del Centro de Investigaciones de Recursos Naturales (CIRNA) de la UNAP, y del Instituto de
Fisica de Sao Carlos — Universidad de Sdo Paulo (IFSC-USP);

e, por los argumentos expuestos, es procedente aprobar el proyecto de investigacién colaborativo
autofinanciado; vy,

| En uso de las atribuciones que confieren la Ley N° 30220 y el Estatuto de la UNAP, aprobado con Resolucién
de Asamblea Universitaria N° 005-2017-AU-UNAP, modificado con Resolucion de Asamblea Universitaria
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Rectorado

Resolucion Rectoral N° 0695-2020-UNAP

SE RESUELVE:

ARTICULO PRIMERO.- Aprobar el proyecto de investigacién colaborativo autofinanciado titulado “Analisis
estructural y funcional de enzimas de la via biosintética de Vitamina C (D-manosa/L-galactosa) de
Myrciaria dubia — Camu Camu”, que se desarrolla durante el afio 2020 por investigadores de la Unidad
Especializada del Laboratorio de Investigacion de Biotecnologia del Centro de Investigaciones de Recursos
Naturales (CIRNA) de la UNAP, y del Instituto de Fisica de Sdo Carlos — Universidad de Sdo Paulo (IFSC-USP),
segun el siguientes detalle:

Investigadores ] Por la Unidad Especialidad del Laboratorio de Biotecnologia del Centro
de Investigaciones de Recursos Naturales (CIRNA) de la UNAP

Juan Carlos Castro Gémez

Jorge Luis Marapara Del Aguila
Marianela Cobos Ruiz

Pedro Marcelino Adrianzén Julca
Hicler Napoledn Rodriguez Mashacuri
Jhon Antoni Vargas Santillan

Por el Instituto de Fisica de S3o Carlos — Universidad de S3o Paulo
(IFSC-USP)

Richard Charles Garrat

Diego Antonio Leonardo Cabrejos
Humberto D"Muniz Pereira

Jhon Antoni Vargas Santillan

ARTICULO SEGUNDO.- Establecer que el equipo de investigadores, deberan cumplir con presentar en el
Vicerrectorado de Investigacion, el informe técnico de avance e informe final del proyecto ejecutado
indicando las metas logradas.

Registrese, comuniquese y archivese.

Heiter Valderfama Freyre
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. TITULO
Analisis Funcional y Estructural de Enzimas de la Via Biosintética de Vitamina C (D-manosa/L-

galactosa) de Myrciaria dubia “camu-camu”.

1.1. AREA DE INVESTIGACION EN EL QUE SE INSERTA EL PROYECTO

Ciencias Basicas (Biologia)

1.2. DURACION DEL PROYECTO
04 afios
Inicio; Enero/2018

Término: Diciembre/2022

1.3. COSTO TOTAL DEL PROYECTO
S/. 80,000.00

1.4. NOMBRES Y APELLIDOS DE LOS INVESTIGADORES Y COLABORADORES
UELIB-CIRNA-UNAP
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Teléfono: 965-017215. Carreo electronico: juan.castro@unapiquitos edu.pe.

Dr. Jorge Luis Marapara Del Aguila

Investigador, Unidad Especializada de Biotecnologia (UEB). Centro de Investigaciones de
Recursos Naturales de la Amazonia (CIRNA), Universidad Nacional de la Amazonia
Peruana (UNAP). Psje. Los Paujiles S/N, San Juan Bautista, Loreto, Pert. Teléfono: 965-
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Dra. Marianela Cobos Ruiz

Investigadora, Unidad Especializada de Biotecnologia (UEB), Centro de Investigaciones
de Recursos Naturales de la Amazonia (CIRNA), Universidad Nacional de la Amazonia
Peruana (UNAP). Psje. Los Paujiles S/N, San Juan Bautista, Loreto, Peru. Teléfono: 990-
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Investigador, Unidad Especializada de Biotecnologia (UEB), Centro de Investigaciones de
Recursos Naturales de la Amazonia (CIRNA), Universidad Nacional de la Amazonia
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Blgo. Jhon Antoni Vargas Santillan

Investigador, Unidad Especializada de Biotecnologia (UEB), Centro de Investigaciones de
Recursos Naturales de la Amazonia (CIRNA), Universidad Nacional de la Amazonia
Peruana (UNAP). Psje. Los Paujiles S/N, San Juan Bautista, Loreto, Perl. Teléfono: 949-

877894. Correo electronico; hon.vargas@unapiquitos.edu.pe.
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Dr. Richard Charles Garrat
Investigador, Grupo de Cristalografia, Instituto de Fisica de S&o Carlos (IFSC),
Universidad de Sao Paulo (USP). Avenida Joac Dagnone 1100, Sao Carlos, Séo Paulo,

Brasil. Teléfono: 997-661368, correo electronico: richard@ifsc.usp.br.
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1.5. INSTITUCIONES COMPROMETIDAS
Universidad Nacional de la Amazonia Peruana (UNAP)
Cuenta con el CIRNA implementado con equipos para realizar la expresion y produccion de

las enzimas recombinantes del camu-camu.

Instituto de Fisica de Sao Carlos — Universidad de Sao Paulo (IFSC-USP)
Institucién participante, que cuenta con equipos para el analisis estructural y funcional de las

enzimas recombinantes del camu-camu.
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1. RESUMEN DEL PROYECTO

Estudios basicos en biologia molecular realizados por nuestro equipo de investigacién han
permitido identificar hasta cinco vias metabélicas involucradas en la biosintesis de vitamina C
en Myrciaria dubia "camu-camu®, Asimismo, algunos de los genes, particularmente de la via
biosintética D-manosa/L-galactosa ya fueron clonados en vectores de expresion bacteriana.
Por tanto, el objetivo de esta investigacion es realizar el analisis funcional y estructural de tres
enzimas de la via biosintética de vitamina C (D-manosa/L-galactosa) de Myrciaria dubia
“‘camu-camu’. Los genes sintéticos que codifican las enzimas GDP-manosa-3',5'-epimerasa
(E.C. 5.1.3.18), L-galactosa deshidrogenasa (EC 1.1.1.316) y L-galactono-1,4-lactona
deshidrogenasa (E.C. 1.3.2.3) seran expresados en Escherichia coli y purificados con
métodos de biologia molecular estdndares. Posteriormente, se procedera a realizar los
analisis estructurales (cristalografia de rayos X y/o anélisis in silico) y funcionales (analisis
cinéticos) de las enzimas recombinantes puras. Este proyecto de investigacion
multidisciplinario colaborativo contribuira con la formacion del recurso humano e incrementar
la visibilidad nacional e internacional de la UNAP mediante la publicacién de los resultados
que se obtengan en eventos cientificos y la publicaciéon de articulos cientificos en revistas

internacionales indizadas.

Palabras clave: Cristalografia, cinética enzimatica, biosintesis de vitamina C, via D-

manosa/lL-galactosa.



IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Recientemente, nuestro equipo de investigacion ha reconstruido in silico las cinco vias
metabolicas que participan en la biosintesis de vitamina C en M. dubia “camu-camu’(1). Estas
cinco vias biosintéticas son: via similar al de animales (2), via del myo-inositol (3), via del
acido galacturonico (4), via de la L-gulosa (5) y la via de la D-manosa/L-galactosa (6).
Actualmente, la via biosintética D-manosa/L-galactosa es considerada como la via mas

importante en las plantas (2,4,6,7).

Sin embargo, hasta la fecha, de todas las enzimas que participan en la via biosintética,
D-manosa/l-galactosa soélo la enzima GDP-mannosa-3',5'-epimerasa de Arabidopsis thaliana
cuenta con estructura tridimensional (8) y ha sido caracterizada funcionalmente en otras
especies como Oryza sativa “arroz” (9). También, la enzima L-galactosa deshidrogenasa del
arroz ha sido caracterizada funcionalmente (10) e investigadores japoneses lograron
cristalizar esta enzima, pero no determinaron su actividad catalitica ni pudieron determinar su

estructura tridimensional (11).

Por tanto, para cubrir estos vacios en el conocimiento cientifico basico de tres enzimas
de la via biosintética D-manosa/L-galactosa que participan la produccion de vitamina C en M.
dubia, en este proyecto formulamos la siguiente pregunta de investigacion ¢Qué
caracteristicas funcionales y estructurales presentan las enzimas de la via biosintética

de vitamina C (D-manosa/lL-galactosa) de Myrciaria dubia “*camu-camu”?



V. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Estudios sobre analisis funcionales de enzimas de la via D-manosa/lL-galactosa

Respecto a los estudios funcionales de las enzimas de la via D-manosa/l-galactosa,
el grupo de investigacion de Mieda et al. (10) de la Universidad Kinki de Japén, estudiaron las
propiedades enzimaticas de la enzima L-galactosa deshidrogenasa. Para ello, primero los
investigadores purificaron la enzima (=560 veces) a partir de las hojas de la Spinacia olerace
“espinaca”. La enzima purificada se caracterizé por formar un homodimero de 36 kDa.
Adicionalmente, estos investigadores clonaron el ADN complementario del gen que estuvo
constituido por un marco de lectura abierto que codifica una enzima de 322 amino acidos y
una masa molecular calculada de 35,3 kDa. La secuencia aminoacidica deducida muestra
homologias de 82, 78 and 75% a las enzimas correspondientes de Actinidia deliciosa “kiwi",
Malus domestica “manzana” y Arabidopsis thaliana “arabidopsis”, respectivamente. La enzima
nativa purificada tiene alta especificidad para L-galactosa con un Km = 1162 + 3,2 M.
Asimismo, la enzima presenta retro-inhibicién por la vitamina C, el producto final de la via
metabdlica. La cinética de inhibicion, muestra una inhibiciéon competitiva lineal con un ki =
1332+ 7.2 uM.

Adicionalmente, investigadores de la Universidad de la Prefectura de Osaka de Japén
caracterizaron funcionalmente a la enzima recombinante GDP-manosa-3',5'-epimerasa (E.C.
5.1.3.18) de Oryza sativa “arroz” (9). Para lograr la caracterizacion de la enzima, los
investigadores clonaron el gen y lo expresaron en E. cofi como una proteina de fusién con la
proteina de unién a manosa. La enzima recombinante catalizé la conversién de GDP-D-
manosa a GDP-L-galactosa y GDP-L-gulosa. Asimismo, los investigadores demostraron que la
enzima es inhibida por GDP y activada por NAD*. El incremento de la actividad de la enzima
por el cofactor NAD* fue atribuida a que la variante enzimatica del arroz posee el dominio de
unién a NAD", en contraste a la enzima de A. thaliana, que carece de este dominio y no es
activada por este cofactor enzimatico. El Km aparente de la enzima es de 1,20x10° M y el
kcat es de 0,127 s en la presencia de 20 uM de NAD".

Estudios sobre analisis estructurales de enzimas de la via D-manosal/L-galactosa

De las seis enzimas de la via D-manosa/L-galactosa que participan en la biosintesis de
vitamina C en las plantas, sélo ha sido reportada la estructura tridimensional de la enzima
GDP-manosa-3',5-epimerasa de A. thaliana (8). Para determinar la estructura 3D con
resoluciones de 1,4 22,0 A, los investigadores formaron complejos de la enzima recombinante
con diferentes ligandos como GDP-«-D-manosa, GDP-[}-L-galactosa y una mezcla de GDP-3-

L-gulosa con GDP-p-L-4-ceto-gulosa. La estructura de esta enzima presenta el plegamiento



clasico de cadena corta deshidratasa/reductasa. En su actividad catalitica, la enzima
establece un equilibrio entre los productos GDP-j-L-galactosa y GDP-j3-L-gulosa. La reaccion
catalizada procede mediante la oxidacién del C4' de GDP-u-D-manosa con la consecuente
epimerizacion del C5' para generar GDP-3-L-4-ceto-gulosa. Posteriormente, este intermediario
es reducido para producir GDP-B-L-gulosa o la posicién C3' es epimerizado para dar GDP-$3-
L-4-ceto-galactosa, entonces C4' es reducido a GDP-f3-L-galactosa. Adicionalmente, mediante
analisis estructural acoplado a mutagénesis sitio-dirigida los investigadores determinaron que
los residuos de aminoacidos cisteina 145 y lisina 217 son el par acido/base responsable de

las reacciones de epimerizacion.

Otro estudio reportado en 2013 por Mommaa y Fujimoto (11), quienes sobre
expresaron en Escherichia coli y purificaron la enzima L-galactosa deshidrogenasa de Oryza
sativa “arroz”. Asimismo, estos investigadores japoneses lograron obtener cristales en forma
de varilla de la enzima. Estos cristales mostraron la simetria del grupo espacial P21
(parametros de la celda unitaria: a = 46,8, b = 54,9, ¢ = 56,9 A, B = 102,3°) y difractaron con
una resolucién de 1,2 A. Sin embargo, estos investigadores no lograron determinar la
estructura tridimensional de la enzima, probablemente atribuible a la limitada cantidad vy

tamano inadecuados de los cristales enzimaticos.



VL HIPOTESIS

Las enzimas recombinantes GDP-manosa-3',5'-epimerasa (E.C. 5.1.3.18), L-galactosa
deshidrogenasa (EC 1.1.1.316) y L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa (E.C. 1.3.2.3) de
Myrciaria dubia “camu-camu” muestran estructuras tridimensionales diferenciadas y estan

directamente relacionadas con su actividad catalitica en el proceso de biosintesis de vitamina
C.
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Vil. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo general

Determinar las caracteristicas funcionales y estructurales de las enzimas de la via biosintética

de vitamina C (D-manosal/lL-galactosa) de Myrciaria dubia "camu-camu.

Objetivos especificos

s Caracterizar funcionalmente las enzimas GDP-manosa-3'5-epimerasa (E.C.
5.1.3.18), L-galactosa deshidrogenasa (EC 1.1.1.316) y L-galactono-1,4-lactona
deshidrogenasa (E.C. 1.3.2.3) de |la via D-manosa/L-galactosa de M. dubia.

e Caracterizar estructuralmente las enzimas GDP-manosa-3'5'-epimerasa (E.C.

5.1.3.18), L-galactosa deshidrogenasa (EC 1.1.1.316) y L-galactono-1,4-lactona
deshidrogenasa (E.C. 1.3.2.3) de la via D-manosal/lL-galactosa de M. dubia.

11



VI, METODOLOGIA DEL PROYECTO

Genes sintéticos y transformacién de E. coli

Los genes sintéticos que codifican las tres enzimas: GDP-manosa-3'5"-epimerasa
(E.C. 5.1.3.18), L-galactosa deshidrogenasa (EC 1.1.1.316) y L-galactono-1,4-lactona
deshidrogenasa (E.C. 1.3.2.3) seran ligados a un vector de expresion apropiado bajo el control
del promotor del bacteriéfago T7 y se procedera a transformar mediante electroporacion con
el sistema Gene Pulser Xcell™ Electroporation Systems (ver Figura 1 en anexo) o con el
método de shock térmico (12) en cepas electrocompetentes o quimiocompetentes de E. coli
(Rosetta™2(DE3)).

Produccidn y purificacion de las enzimas recombinantes

Las colonias de E. coli portadoras del plasmido recombinante apropiado serén
inoculadas en 5 mL de caldo Luria Bertani (LB) fresco suplementado con 50 pg/mL de
ampicilina (amp), cloranfenicol 34 pg/mL y pre-incubado a 37°C por 12 h con agitacion a 100
rom. Posteriormente, los cultivos seran transferidos a 1 L de caldo LB + 50 pug/mL de amp y
cloranfenicol 34 ng/mL e incubado a 37°C con agitaciéon permanente a 250 rpm. Cuando el
cultivo tenga una densidad optica adecuada (DOsponm = 0,6) se adicionara Isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranésido (IPTG) =1-3 mM para inducir la expresion de los genes codantes de las
enzimas. Después de 12 h de induccién de la expresién se procedera a colectar las bacterias
por centrifugacion (4000 rpm x 45 min a 4°C). Luego, las células bacterianas seran
resuspendido con tampdn de lisis (Tris H-Cl, pH 7,5, NaCl 150 mM, glicerol §%), lisados por
sonicacion y centrifugados (13 000 x 40 min a 4°C). La fraccién soluble sera filtrada (poro del
fitro de 0,2 um) y transferido a una columna de agarosa-Ni**-NTA para su purificacién por
afinidad con el sistema de purificacién AKTA star (GE Healthcare Bio-Sciences). La columna
conteniendo la matriz de afinidad sera lavada con 4 voliumenes de tampdn de lavado (Tris H-
Cl, pH 7,5, NaCl 150 mM, glicerol 5%). Las enzimas recombinantes con marcas de poli-
histidina seran eluidas de la columna empleando tampén de elucion (Tris H-CI, pH 7,5, NaCl
150 mM, glicerol 5%, con gradiente de imidazol de 50, 100, 250 y 500 mM). Finalmente, las
enzimas seran purificadas con una columna de exclusién molecular (Sephacryl S-200) y
concentradas (~ mg/mL) con Amicon® Ultra-0.5 Centifugal Filter Concentrators (Millipore®,
USA). Volumenes de 10 ulL de la enzima eluida seran almacenadas a -80°C. La cuantificacion
de las enzimas se determinara con el Nanodrop (se brindaré el coeficiente de extensién molar
y peso en Kda de las proteinas) y el analisis por SDS-PAGE se realizara de acuerdo a Laemmli

(14) en un gel de poliacrilamida al 10%, usando el sistema de electroforesis vertical Mini-
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PROTEAN® 3 cell (Biorad, USA). Las proteinas seran visualizadas después de tratarlas con

azul brillante de coomassie R-250 al 0,1%.

Caracterizacion funcional de las enzimas

La actividad catalitica de las enzimas se medira empleando aproximaciones metodolégicas
previamente establecidas por Major et al. (8), Hancock et al. (15), Oba et al. (16) y Mieda et
al. (10) y Watanabe et al. (9). Los pardmetros cinéticos de las enzimas recombinantes (Km y
Vinax) seran calculados de acuerdo a la ecuacion de Michaelis-Menten
(Vo=Vma|Sustrato]/K-+[Sustrato]) en base a la actividad enzimatica con diferentes
concentraciones del sustrato (17). El nimero de recambio de las enzimas se calculara con la
ecuacion: Kear = Vmad[Enzima) y la eficiencia catalitica de cada enzima se estimara con la
ecuacion: E; = Kea/Km (18). Para mediar la actividad de las enzimas, una unidad de actividad
enzimética (U) es equivalente a la cantidad de enzima que convierte 1 umol de sustrato en
producto en un tiempo de un minuto. El control negative de reaccién constara en una de las
tres enzimas hidrolizadas con proteinasa K (x 30 min) y tratada a 100°C x 10 min para

desnaturalizar las enzimas y eliminar cualquier actividad residual de las enzimas.

Caracterizacién estructural de las enzimas

Se realizara en el Instituto de Fisica de Séo Carlos (IFSC) — USP. Los cristales de las
enzimas se obtendran con y sin sus sustratos empleando multiples pardmetros de
cristalizacion (19) en gotas sentadas en camaras termoestables (4°C o 18°C). Este proceso
se hara de manera automatizada empleando un robot de microcristalizacion Crystal Gryphon
(Art Robbins Instruments). La colecta de datos se ejecutara en las lineas de cristalografia de
proteinas del Sincroton de cuarta generacion (Sirius;
Campinas - Brasil) empleando la tecnologia de deteccidn de arreglo de pixeles. La estructura
tridimensional de las enzimas se obtendra a partir de los patrones de difracciéon de rayos X
empleando técnicas del patron de sustitucion molecular y/o mediante la inclusion de residuos
de aminoacidos de selenocisteina (y/o de metales pesados) en las enzimas recombinantes
para utilizar meétodos estandares de ajuste de fases. La data ser4 analizada con los programas
MOSFLM y AIMLESS de CCP4 (20) o XDS (21). Para una mejor resolucion y refinamiento de
las estructuras tridimensionales de las enzimas se utilizaran los programas Phenix (22) y
CCP4. Para visualizar los mapas de las densidades electrénicas y construccién de los
modelos tridimensionales se utilizard el programa COOT (23). Todas las estructuras

tridimensionales generadas en esta investigacion seran depositadas en el banco de datos de
estructuras de proteinas (24,25).
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X. RESULTADOS ESPERADOS

Al término del Proyecto de investigacidén se ha obtenido las caracteristicas
estructurales y funcionales de las enzimas GDP-manosa-3',5"-epimerasa (E.C. 5.1.3.18), L-
galactosa deshidrogenasa (EC 1.1.1.316) y L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa (E.C.
1.3.2.3) de la via D-manosa/lL-galactosa de M. dubia. Asimismo, se ha contribuido
significativamente con la formacion del recurso humano, mediante la realizacion de tres cursos
tedricos-practicos, asesoramiento de voluntariados (4 estudiantes), practicas pre-
profesionales (4 estudiantes) y realizacion de dos tesis de pre-grado y una tesis de Maestria.
También, se ha logrado difundir los hallazgos de nuestras investigaciones en eventos
cientificos internacionales y mediante el envio de un articulo para su publicacién en revista
internacional indizada. En conjunto, con el conocimiento cientifico generado estaremos
contribuyendo en establecer las bases para el desarrollo de procesos para la produccion

biotecnoldgica de vitamina C en base a los genes de M. dubia.
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Xl. ESTRATEGIAS A UTILIZAR PARA LA TRANSFERENCIA Y COMUNICACION DE
LOS RESULTADOS

Los conocimientos cientificos generados en este Proyecto se difundiran mediante un
articulo cientifico sometido para publicacidn en revista internacional indizada. Asimismo, los
resultados obtenidos seran difundidos en encuentros cientificos internacionales.
Adicionalmente, los resultados del proyecto estaran disponibles en el repositorio institucional
de la UNAP y del IFSC-USP. Adicionalmente, los conocimientos cientificos basicos generados
seran compartidos con los docentes y estudiantes de las diferentes Facultades de la UNAP
en las disciplinas de Bioquimica, Biologia Celular y Molecular, Procesos Biotecnologicos y
Genética General, Genética Vegetal, Mejoramiento Genetico 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 requerird el uso de
tecnologias de Ultima generacion empleados en la clonacién molecular de genes, produccion
y purificacion de las enzimas, el anélisis estructural y funcional de las tres enzimas. Por tanto,
el recurso humano (voluntarios, practicantes, tesistas de pre- y post-grado y docentes
investigadores) sera fortalecido con estas nuevas tecnologias que mejoraran el nivel de
nuestras investigaciones. Asimismo, la red de colaboraciéon cientifica internacional con el
Instituto de Fisica de S&o Carlos (IFSC) sera fortalecida y estimulara el desarrollo de nuevas

investigaciones con M. dubia y otras especies de la diversidad amazonica.

b) Formacion de investigadores jovenes
Nuestro equipo de investigacion contribuira con la formacion de jovenes investigadores
que estara constituida por lo menos de 4 veluntarios, 4 practicantes, 2 tesistas de pre-grado

y 1 de post-grado (nivel de Maestria) de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la UNAP,

c) Tesis de pregrado y/o postgrado

De acuerdo a nuestra misiéon como docentes investigadores apoyaremos con la realizaciéon
de 2 tesis de pre-grado y 1 tesis de post-grado (nivel de Maestria). Este apoyo serd constante
desde la elaboracion y presentacion del Proyecto de Tesis, asesoramiento en el desarrollo de

experimentos y trabajos de Laboratorio, redaccion del informe final de tesis y sustentacion.

d) N° de personas capacitadas

Estimamos que con el desarrollo de tres cursos tedricos-précticos previstos en el Proyecto
capacitaremos un aproximado de 75 personas. Ademas, teniendo en cuenta que los
resultados de nuestras investigaciones fortaleceran las actividades académicas de
asignaturas como bioquimica, bioquimica y nutricion, biologia celular y molecular, procesos

bictecnologicos y genética, entonces estaremos contribuyendo con la capacitacion de unos
300 estudiantes.

e) Acceso para servicios especializados
Para el desarrollo de los dos componentes experimentales del Proyecto se requerira el
acceso a servicios especializados como la sintesis de tres genes, la produccion de las tres

enzimas recombinantes y andlisis cristalografico de las enzimas en el Instituto de Fisica de
Sao Carlos (IFSC)-USP.
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f} Publicaciones, eventos cientificos

Nuestro equipo de investigadores con frecuencia presenta los resultados de sus
investigaciones cientificas en revistas nacionales e internacionales indizadas. Asimismo,
hemos participado en encuentros cientificos internacionales para mostrar los resultados de
nuestras investigaciones. Por tanto, en este proyecto en particular, se elaborara y sometera a
una revista internacional indizada de por lo menos un articulo cientifico.  Asimismo,

participaremos en por lo menos 2 encuentros cientificos internacionales.

g) Generacidon de conocimientos o produccién de nuevas tecnologias

Los resultados de investigacién basica generados en este Proyecto tendran un
importante impacto cientifico y tecnoldgico. Primero, al resolver la estructura tridimensional de
las tres enzimas de la via D-manosa/L-galactosa estableceremos un hito sin precedentes
sobre la maquinaria molecular de biosintesis de vitamina C en el camu-camu y en las plantas
en general. Asimismo, evaluando la actividad catalitica de estas tres enzimas, podremos
comprender sus mecanismos cataliticos. Todos estos avances permitiran el desarrollo de
aplicaciones biotecnolégicas mediante ingenieria genética, ingenieria metabdlica e ingenieria
de proteinas para la produccion biotecnolégica de vitamina C en base a la informacion

genética del camu-camu.
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Xl INFRAESTRUCTURA Y EQUIPOS A UTILIZARSE

La Unidad Especializada de Biotecnologia del CIRNA tiene equipos para realizar tecnicas
bioquimicas y de biologia molecular consideradas en el Proyecto, tales como PCR en Tiempo
Real, Microcentrifugas refrigeradas, Fluorémetro de microplacas, Analizador Genélico
3130XL (para el secuenciamiento del ADN), equipos de electroforesis, y un Sistema de

Fotoregistro BioDocAnalyze.

El Instituto de Fisica de Sdo Carlos (IFSC) en el Area de Cristalografia esta equipado para
cumplir con todas las etapas necesarias para la resolucion de estructuras de las tres enzimas
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), espectrofotometros
(Cary Series, Agilent), camaras de cristalizacion termoestabilizadas (construccion propia),
camara fria, robot de cristalizacién (Crystal Gryphon (Art Robbins Instruments), microscopios
y estereoscopios (Olympus SZ61, Leica MZ 125), sistema BiacoreX para SPR (Biacore/GE),
fermentadores y dos sistemas para colecta de datos de difraccién de rayos X con anodos
rotatorios (Rigaku microMaz 007 con RAXIS IV++ell).
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XIV. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES POR COMPONENTES MENSUALIZADO Y
RESPONSABLES |

Adin

Componentes/Actividades/Responsables 018 2010 2030 1021 2022

1 234567 8 91011121314151617181920

Caracterizcion estructural de las enzimas

Andlisis bioinformiticos para la optimizeion y sintesis de genes/JC, MC, HR n
Clonacion molkecular de genes y purificacion de enzmas/DL, JV
Cristalizacin de enmmas y determinacon de b estructura 3D/RG, DL, JV
Caracterizacion funcional de las enzimas

Determmacion de los pardmetros cmélicos de las enzinms/HD, DL, JV
Formacion de recursos humanos

Asesoramiento de voluntarios y practicantes Todos

Asesoramiento de tesis de pre- y post-grado/RG, DH, DL, IC, IV
Realzaciim de cursos tedricos-practicos/Todos

Difusitn de resultados

Participaciin como ponentes en encuentros cientificos Todos

Publicacion de articulo centifico en revista mternacionales mdwadas/ Todos

Levenda DL Dhego Leonarda, HD Humberto D™Muniz HR: Hicler Rodriguez IM- Jorge Marapara, JC Juan Castro, MC Mananela Cobos, PA° Pedro Adnanzen, RG
Richard Garrat
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XV. RESUMEN DEL PRESUPUESTO POR RUBROS, PARTIDAS Y COMPONENTES EN

SOLES

Presupuesto por rubros

RUBRO

MONTO (S/.)

Wy
fo

a) Desarrollo de los componentes y actividades

b) Movilidad local para ¢l equipo de investigadores

¢) Pasajes v vilticos para capacitacion

d) Adquisicion de accesorios para equipos

) Mantenimiento preventivo y reparacion de equipos

i) Servicios de terceros vinculados a las actividades del Provecto
g} Pago para adquirir bibhografia especializada

Iy Organizacion de semmarios, talleres y simikires

i) Gastos operativos del Proyecto

42.000,00
6.000,00
7.000,00

10.000,00
5.000,00
3.000,00

500,00
1.300,00
5.000,00

52,50
7,50
8,75

12,50
6.25
3,75
0,63
1.88
6,25

TOTAL S/

50.000,00

100,00

Presupuesto por partidas genéricas y componentes

COMPONENTES
PARTIDA DESCRIPCION Caracterizacion  Caracterizacion  Formacion de R TOTAL (5/.)
estructural de  funcional de las FECUrsos
las enzimas enzimas humanos T

231231 Vestuario, accesorios y prendas diversas 250,00 250,00 0,00 0,00 500,00
231533 De oficina 750,00 750,00 750,00 0,00 2.250,00
P e Aseo, limpieza y tocador 500,00 500,00 0,00 0,00 1.000,00
23.15.41 Electricidad, lluminacion y electronica 2.500,00 2.500,00 0,00 0,00 5.000,00
23.16.199 Otros accesorios y repuestos para maguinari 5.000,00 5.000,00 0,00 0,00 10.000,00
23.18.21 Material, insumos, instrumental y acc. Medic 15.000,00 20.000,00 0,00 0,00 35.000,00
231811 Libros, textos y otras materiales impresas 1.500,00 1.500,00 2.000,00 0,00 5.000,00
232111 Pasajes y gastos de transporte Internacional 0,00 0,00 3.000,00 0,00 3.000,00
23,2122  Miaticos y asignaciones en el exterior 0,00 0,00 2.500,00 0,00 2.500,00
23.21.299 Movilidad Local 2.000,00 2.000,00 0,00 0,00 4.000,00
23.22.44 servicio deimpresiones, encuadernacion y em 0,00 0,00 250,00 500,00 750,00
23.24.15 Servicios de mantenimiento, acondicionamier 2.500,00 2.500,00 0,00 0,00 5.000,00
23.27.101 Seminarios, talleres y similares 0,00 0,00 1.500,00 0,00 1.500,00
23.27.1199 Servicios diversos 500,00 500,00 0,00 3.500,00 4.500,00

TOTAL (5/.} 30.500,00 35.500,00 10.000,00 4.000,00 80.000,00
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Presupuesto por componentes

COMPONENTE

UNIDAD DE MEDIDA CANTIDAD MONTO (5/.)
Caracterizacion estructural de las enzimas Base de datos 1 30.500.00
Caracterizacidn funcional de las enzimas Base de datos 1 35.500,00
Formacidn de recursos humanos Informes 4 valuntarios 10.,000,00
Informes 4 practicantes
Tesis 2 tesistas de pre-grado
Tesis 1 tesista de Maestria
Afiches 2 cursos tedricos-practicos
Difusién de resultados Certificados 2 encuentros cientificos 500,00
Articulos 1 articulo cientifico 3.500,00
TOTAL /. 80.000,00
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XVI.MONITOREQ Y EVALUACION: MATRIZ DE MARCO LOGICO

OBJETIVOS

INDICADORES VERIFICABLES

MEDIOS DE VERIFICACION

SUPUESTOS DE IMPORTANCIA

FiN

Incrementar signdicativaments el conocimients basco oe las
anzimas de 1a via D-manosal-galaciosa de Myrcana dubsa
“camu-camu’ para establecer |35 bases del desarrolio de
procEsos para la produccidn binlecnologea de wtamina C en la
Amazonia

PROPOSITO

Determinar las caracterishicas esiructurales y furcionales de las
erzimas de la via biosintétca de warmina C (D-mancsail-
galaciosa) de Myrciana dutsa “camu-camu

Se produce indusinaimenta ta
wtamina C mediante procasos
biotecncidgicos basadas en las
enzimas bosintéticas del camu-
camu

Base de dalos con resuttados oel
andisis estruciural y funcional de
las enzimas de la via D-
manosa’l-galactosa

Reqgstros estadistcos de
SUNAT, ADEX. INEI, Articulos
clentficos publicados en revstas
nacionales e internacionales
indizadas, libros. tesis de prey
post-grado, informes

Articulo pubiicado en revisia
internacional indizada,
cuademos de laboralono,
informes de practicas pre-
profesionales, iInformes finales
oe tesis de pre y post grado
Resurnenas de aventos
ciantificos, posters cientificos y
maemonas anuates del
Micerreciorado de iInvestigacion

Apoyo de las autondades de la
UNAP para la realizacion de
investigaciones cientificas basicas
y aplicadas sobre M dubva

Priorizacion de la investigacion
cientifica en la UNAP. Exste
agiidad en los tramiles
adminisirativos  Condiciones
glécincas adecuadas

RESULTADOS/PRODUCTOS

Caraclenzar estruciuraimenia las enzimas GOP-manosa-3.5-
epmerasa (EC 513 18), L-galactosa deshidrogenasa (EC
111 316} ¥ L-galactono-1 4-lactona destidrogenasa (E C

1.3 2 3) 0a la via O-manosall-galactosa de M duba

Caracterizar funcionaimente las erzimas GDP-manosa-3.9'-
smmerasa (EC 51.318), L-gaiaciosa deshidrogenasa (EC
11.1.316) y L-galactone-1 4-lactona deshidrogenasa (EC
132 3) de la via D-manosa/l-galactosa de M dubva

Farmacion de recursos humancs

Difusicn de resultadoes

Se ha caractenzado
estructuralmente a las tres
enzimas e ia via D-manosa/l-
galactosa de M dubia enun
100%

Se ha caractenzada
tuncionalmante a las tres
enzimas de la via D-mancsal-
galactosa ge M dubea enun
100%

Al firaliz ar el proyeciho se hated
adiestrado a 4 voluntanos y 4
practcantes. Asemas. 2 tesislas
de pre y T lesista de Maestra han
sustentado sus tesis También,
se habran reshzado 3 cursos
teoncos-practicos

Al cabo del quinto afo del
Proyecto s& ha paricipads comg
ponentes en 2 encueniros
cientificos intemacionales y se
tendra 1 articulo en proceso de
Pubbcacion en revista
mternacional indizada

Cuadernos de laboratono,
informes de practicas pre-
profesionales, aniculo publicada
en rewsta intemacional indizada

Bases de datos, aniculo
pubhcado en revista internacional
indizada, cuademes de
laboratona, informes de
praclicas pra-profesionales, fesis
de pre y post grado pubhcadas

Tess de pre y posl-graca
sustentadas y publcadas,
informes de practicas pre-
profesonales, cuadernos de
laboratono, articulo publicado en
revistas intermacional indzada

Cerificados como ponentes de 2
encuentros cientificos, 1 articuo
en proceso de publicacion en
revisia intemacional iIndizada

Se dispone de canbdades
suficientss de materales y
reactivos, no hay recorte
presupuestal

Mo hay recone presupuestal, las
autcndades pnonzan el apoyo ge
la investigacion, la importacion de
reaclivos y materales es rapida,
condiciones. elécincas adecuadas,
equIipcs estan en buen estado

Las autondades pronzan el apoyo
de la investigacion, reactivos y
malenaies en buen estado.
condiciones elécincas adecuadas,
equepos estan en buen estado

Apoyo de las autondades para la
difusion de los resultados,
desembolso oportuna de los
fonaos
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ACTVIDADES

Caracterizacion estructural de las enzimas

Anibss hionfrmaticos pan b optememcitn v sitedis de genes
Clonacsin molkecular de penes y purificacion de erzmas
Cristalencan de enamas y determmaciin de b estrucnun 30

Caracterizacion funcional de las enzimas
Determingcion de los pardmetros cinéhcos de las enzimas

Formacian de recursos humanos
Asesoramento de vohwtaros y practicantes
Asesoramentn de tess de pre- v post-grado
Reahmcion de cursos tedneos-practices

Difusitn de resultados
PParix ipacon como poneites en encuentros centificos
Publcacion de articulo clentifico en revista miermaciona ks ndumdas

Al finatizar ol Proyecto se ha
caracternzado estructuralments
las tres enzimas la via D-
manosall-galaciosa de M. dubia
E! presupuesia requendo es de
S/ 3050000

Al 1érmino del Proyecto se ha
caracterizado funcionalmente las
tres enzimas |a va D-manosal-
galaciosa de M dubia E|
presupuesto requendo e de S/
35.500.00

Al finalizar el proyecta se ha
adiestracdo a 4 voluriarios y 4
pracbcantes. Ademds, 2 lesistas
de pre y 1 de Maestria han
susientado sus tesis. Tambwén,
s& habran realizado 3 cursos
tedncos-prachicos. El
presupuesto requendo es de S,
10.000.00

Al finabizar el Proyecto hemos
participado como ponentes en 2
encuentros cientificos
internacionales y se tendra 1
articula en proceso de
publicacitn en revistas
internacional indizada. El
presupuesio requando es de Sf
400000

Cuadarnos de laboratorio,
informes de practicas pre-
profasionales, registros de datos
del ciometro de fliyo, articulos
publicadas

Bases de datos, articulos
publicadas en revistas
racionales & intermacionales
indexadas, cuadernos de
laboratono, informes de
préacicas pre-profesionales, 1esis
de pre y post grado publicadas

Tesis de prey post-gradg
suslentadas y publicadas,
informes de practicas pra-
profesionales, cuademos. de
laboratoria, arliculos publicados
en revisias nacionales e
internacionales indexadas

Certficados como ponentes de 2

encuentros cientificos, 1 articulo
en proceso de pubhicacion. Tesis
de pre y post-grado sustentadas
¥ publicadas, nformas de
practicas pre-profesionales,
cuademos de laboratono

Se dispone de cantidade?
suficientes de matenales y
reacives

Las autondades prionzan el apoyo
de la investigacion, |a importacion
de reactivos y matenales es
rapida, condiciones elécincas
adecuadas. equipes estan en buen
estado

Apoyo permanante de las
autoridades de |as inshituciones.
participantas en 1a formacion del
recurso humano winculaso al
Proyecto

Apoyo de las autondades de las
Instituciones paricipantes para la
difusion de los resultados,
desembolso oporiuno da los
fondos
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Figura 1. Flujograma de procedimientos que se emplearan en el provecto para cumplir con los
objetivos propuestos.
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