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Il RESUMEN DEL PROYECTO

La amazonia peruana sobresale por su mega biodiversidad de especies vegetales. Esta
biodiversidad viene siendo aprovechada por pobladores de comunidades indigenas y
pueblos riberefios como fuente de alimentos, fitofarmacos y materiales para construccion,
entre otros diversos usos. Pero es necesario explorar nuevas alternativas para aprovechar
sosteniblemente la biodiversidad amazonica. Es por tanto esperable que muchos de los
genes (nicos que poseen estas especies sean potencialmente (tiles para realizar mejora
genética y desarrollar procesos biotecnolégicos para la produccion de compuestos
bioactivos de alta cotizacion en el mercado mundial. Esta mina de genes con valor
incalculable debe ser estudiada y explotada para posicionarnos favorablemente a nivel
regional y mundial. Para lograr esta meta debemos realizar andlisis estructurales y
funcionales de los genomas de especies promisorias como M. dubia. Si hace algunos afios
esto era utdpico, actualmente, estos analisis son posibles con el desarrollo de plataformas
de secuenciamiento masivo, con las nuevas herramientas bioinformaticas y los potentes
sistemas de cémputo. Por tanto, el objetivo principal de este proyecto es realizar el analisis
estructural y funcional del genoma de Myrciaria dubia “camu-camu”. Las muestras botanicas
seran obtenidas de la coleccion Unica de germoplasma de M. dubia del INIA y los andlisis se
realizardn en tres fases. En la primera fase se estimara el tamafio del genoma usando
citometria de flujo a partir de nucleos celulares de plantulas de M. dubia. Adicionalmente, se
estimara la heterocigosidad de los miembros de la coleccién secuenciando de 10 a 20
regiones variables. Ambos resultados permitiran seleccionar el cultivar o acceso de la
coleccibn mas adecuado para la secuenciacion del genoma. En la segunda fase se
procedera a la secuenciaciébn masiva y ensamblaje del genoma de M. dubia usando una
combinacién de lecturas cortas producidas por el secuenciador de lllumina (con una
cobertura de 100X) y lecturas largas producidas por el secuenciador de Pacific Biosystems
(con una cobertura de 20X). En una tercera fase se procedera a la anotacioén estructural y
funcional del genoma para lo cual se necesitan datos transcriptomicos que capturen la
mayor parte los genes de esta especie. Para ello se procedera a la purificacion de ARN y
secuenciacion de flor, hoja, tallo, raiz, plantula y tres estadios de maduracion del fruto. Las
lecturas producidas se usaran para la anotacién del genoma. Una vez se haya producido un
borrador del genoma de M. dubia, se realizara diferentes andlisis bioinforméticos tales como
andlisis de familias génicas y comparacion con genomas secuenciados de la familia
Mirtaceae como Eucalyptus grandis. El proyecto planteado concluird con un equipo de
investigadores consolidado y experimentado para analizar genomas y transcriptomas de

otras especies de la biodiversidad amazdénica. Ademas, se contara con un atlas de genes



potencialmente Utiles para realizar mejoramiento genético y desarrollar procesos

biotecnol6gicos para la generaciéon de productos con valor agregado.

Palabras clave: biotecnologia, frutal amazénico, genes y genomas, secuenciamiento

masivo, transcriptoma.



IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La amazonia peruana cuenta con una excepcional biodiversidad, razén por la que
nuestro pais es considerado uno de los mas megabiodiversos del planeta (1-4). Esta
megabiodiversidad es el soporte fundamental para los habitantes de las mdltiples
comunidades y ciudades asentadas en la amazonia. Porque, ademas de brindarles diversos
servicios ecosistémicos, les suministran alimentos, medicinas, materiales para la
construccion de viviendas, entre otros mdltiples beneficios (5—7). Ademas, la extraccion y
comercializacion de diversos recursos renovables (madera, peces, fauna, etc) y no
renovables (petréleo, gas natural, minerales, etc) les proporcionan importantes ingresos
econdémicos (6) incluido a los gobiernos locales y regionales a través del canon y

sobrecanon.

Del conjunto de frutales nativos de la amazonia, el camu-camu (Myrciaria dubia) es
considerado una especie bandera regional y ha sido priorizada para su investigacion
cientifica, tanto basica como aplicada. M. dubia se caracteriza por crecer naturalmente en
diversas cuencas amazonicas (8) y el gobierno regional ha impulsado su cultivo, mediante
créditos agrarios, en varias comunidades por los ingresos econdmicos que proporciona
mediante la comercializacion de sus frutos. La creciente demanda de estos frutos, se
atribuye al alto contenido de acido L-ascorbico (AsA, vitamina C) que puede superar los 2 g
por cada 100 g de pulpa (9,10). Ademas, varias investigaciones han demostrado que los
frutos, hojas, raices y semillas producen mdltiples compuestos fitoquimicos bioactivos de

interés para las industrias alimentarias, farmacol6gicas, cosméticas, entre otras (11-14).

Sin embargo, el gran potencial de este frutal nativo ain no puede ser aprovechado en
plenitud. Esto se debe a varios problemas que necesitan ser resueltos a corto, mediano y
largo plazo. Primero, varios reportes muestran que existe una gran variacion en el contenido
de AsA en los frutos de las plantaciones naturales y cultivadas (9,10,15,16), lo cual impide
gue los productores ofrezcan frutos con alto y homogéneo contenido de AsA. Segundo, el
ataque de plagas a diferentes tejidos de la planta y particularmente a los frutos (p.ej.
causadas por Conotrachelus dubiae), provoca grandes pérdidas en la produccién (17,18) y
aln no se disponen de procedimientos para el control de estas plagas. Finalmente, es
limitado el uso de tecnologias apropiadas para dar valor agregado a los productos de esta
especie, porque comunmente a nivel local y regional se comercializan los frutos sin ningun
procesamiento cuando a nivel nacional e internacional se comercializa como pulpa,

néctares, etc.(19).



Varios de los problemas mencionados, particularmente los dos primeros, pueden ser
solucionados a mediano plazo con el desarrollo de variedades genéticamente mejoradas de
M. dubia que muestren alta y homogénea produccion de AsA e independiente de factores
medioambientales y con resistencia a factores bidticos y abidticos adversos. La mejora de
cultivos mediante técnicas tradicionales de cruce y seleccion puede necesitar decenas de
generaciones antes de alcanzar resultados satisfactorios. No obstante la aplicaciéon de
técnicas de mejora basadas en metodologias gendmicas puede acelerar notablemente este
proceso. La disposicion de esta informacion nos permitird desarrollar marcadores
moleculares y genéticos imprescindibles para el mejoramiento genético asistido de M. dubia.
Ademads, con los genes identificados podremos implementar procesos biotecnolédgicos para
la biosintesis de diversos productos altamente cotizados. Cabe resaltar que las ciencias de
la vida y las biotecnologias (biologia celular y molecular, ingenieria genética, genémica) y la
bioinformatica, tienen una importancia estratégica para el desarrollo regional y nacional,
pues se relacionan con cinco de los siete sectores productivos prioritarios seleccionados y
tres de los cuatro sectores sociales (20). Por tanto, en esta investigacion planteamos la
siguiente pregunta ¢Es factible realizar el andlisis estructural y funcional del genoma de
Myrciaria dubia “camu-camu”?. Consecuentemente, los resultados de esta investigacion nos
permitiran responder esta pregunta y contribuird significativamente en el desarrollo de una

especie como M. dubia con un enorme potencial econémico.



V. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Tecnologias para el analisis estructural y funcional del genoma

Para realizar los analisis gendmicos estructurales y funcionales de las plantas y de otros
organismos se emplean tecnologias de secuenciamiento que han sido innovadas
recientemente. Por ejemplo, el método de secuenciamiento de terminacién de cadena
desarrollado a finales de los afios 70 (21), y posterior automatizacion (22), es considerada
de “primera generacion” y ha predominado por mas de 30 afios, permitiendo obtener la
secuencia de genomas del humano, animales, plantas, bacterias, virus, entre otros (23,24).
La limitante de esta tecnologia es su elevado costo, mantenimiento y consumibles, de tal
manera que emprender proyectos de secuenciamiento de genomas era una exclusividad de

consorcios internacionales.

Sin embargo, a mediados del 2000 se desarrollaron nuevos métodos, referidos como
secuenciadores de segunda generacion. Estas nuevas tecnologias (FLX 454 de Life
Sciences/Roche, SOLID de Applied Biosystems, lllumina Genome Analyzer, etc), aplican
varias estrategias combinadas para la preparacion de la muestra, secuenciamiento e
imagen, alineamiento del genoma y métodos de ensamblado. La mayor ventaja ofrecida por
estas tecnologias es la capacidad de secuenciar un gran volumen de informacion, en
algunos casos mayores a 1 billéon (0,45 a 90 Gb) de lecturas cortas (25 a 250 bases) por
corrida del instrumento, con gran exactitud y a un bajo costo (25-29). Es importante
remarcar que, estas nuevas tecnologias se caracterizan por ser multipropésitos, los cuales
nos permiten estudiar no sélo el genoma, sino ademas, el transcriptoma, epigenoma, cadigo
de barras molecular y determinar eventos de union proteinas-ADN en el genoma de

cualquier especie (30-32).

Recientemente, algunas compafilas han desarrollado secuenciadores de tercera
generacion, que tienen mayor escala de produccion de secuencias y con costos mas
reducidos. La primera de estas tecnologias, comercializada por Helicos Biosciences
(Cambridge, MA USA), emplea una estrategia de secuenciamiento de moléculas simples y
se caracteriza por no requerir amplificacion del ADN (33) . En el 2011, Pacific Biosciences
lanz6 la plataforma PacBio RS, que emplea una poderosa tecnologia de molécula simple en
tiempo real 6 tecnologia SMRT™ con capacidad de realizar lecturas de fragmentos grandes
(=1kpb) y producir varias gigabases de secuencias en menos de 24 horas (34). Otras

)
compafiias como Complete Genomics (35), NABsys (36), ZS Genetics (37) y Oxford



Nanopore Technologies (38) estan desarrollando sistemas de secuenciamiento de tercera

generacion.

Avances en el analisis estructural del genoma de plantas

Los genomas de las plantas son frecuentemente grandes, complejos y poliploides,
haciendo que su secuenciamiento sea un enorme desafio (39). El gran tamafo de los
genomas de plantas se atribuyen a su duplicacién parcial o total y a la amplificacién de
elementos repetitivos, que representan del 25 al 73% del genoma (40,41). En consecuencia,
los dos grandes retos en el secuenciamiento y ensamblaje del genoma de plantas es

resolver los elementos repetitivos y discriminar las regiones duplicadas del genoma (28).

Pero estos retos han sido superados y actualmente se ha completado el andlisis
gendémico estructural de varias especies de plantas. Inicialmente los genomas fueron
secuenciados con la tecnologia estandar desarrollada por Frederick Sanger (21,22), siendo
el genoma de la planta modelo Arabidopsis thaliana (tamafio de genoma = 125Mb) el
primero en ser secuenciado y ensamblado (42). Luego fueron secuenciados los genomas
de dos subespecies del arroz Oryza sativa L. ssp. Japonica (43) y Oryza sativa L. ssp. Indica
(44). Populus trichocarpa, es la cuarta especie secuenciada y presenta mas de 45,000
genes que codifican proteinas (45). Otros genomas de plantas secuenciados con
tecnologias de primera generacion y publicados desde el 2006 son los de Medicago
truncaluta (24), Vitis vinifera (46), Carica papaya (47), Lotus japonicus (48), Physcomitrella
patens (49), Sorghum bicolor (50), Zea mays (51), Glycine max (52), Ricinus communis (53),
Brachypodium distachyon (54), Arabidopsis lyrata (55) y Eucalyptus grandis (56). Esta ultima
especie, al igual que M. dubia pertenece a la familia Myrtaceae, consecuentemente pueden

tener una alta homologia.

También, actualmente se dispone de la estructura de genomas de plantas analizadas
por la combinacion de tecnologias de secuenciadores de primera y segunda generacion. Por
ejemplo, Huang et al. (57) combinando tecnologias de secuenciamiento tradicional con la
plataforma de lllumina GA ensamblaron el genoma de Cucumis sativus, en base a una
cobertura del genoma de 72.2 X. Asimismo, otros investigadores emplearon las plataformas
de secuenciamiento tradicional y del GS FLX Titanium de Roche para secuenciar el genoma
de Malus domestica (58). Otras secuencias de genomas completos generados con
estrategias similares se han publicado como el de Jatropha curcas (59), Theobroma cacao
(60), Fragaria vesca (61), Cajanus cajan (62), Brassica rapa (63), Solanum tuberosum (64),

Phoenix dactylifera (65), Musa acuminate (66), Prunus mume (67), Triticum aestivum (68),
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Amborella trichopoda (69), Citrus sinensis (70), Elaeis guineensis (71), Pyrus bretschneideri
(72), Triticum urartu (73), Camelina sativa (74), Beta vulgaris (75), Solanum pennellii (76),
Oryza glaberrima (77) y Coffea canephora (78). En conclusién, con las tecnologias
disponibles actualmente es posible realizar el analisis genémico estructural de M. dubia, en

un tiempo relativamente corto y con un limitado presupuesto,

Avances en el andlisis funcional del genoma de plantas

El analisis funcional del genoma o también conocido como andlisis del transcriptoma, se
refiere al analisis de la expresién del conjunto completo y la cantidad de todos los transcritos
en una célula o tejido, para una etapa de desarrollo especifico o condicién fisiol6gica. Uno
de los objetivos de este tipo de analisis es elaborar un atlas de todos los tipos de transcritos,
particularmente de los ARN mensajeros y cuantificar sus niveles de expresion (79-83). Con
estas tecnologias de andlisis, las moléculas de ARN (total o fraccionada) son convertidas en
una libreria de fragmentos de ADNc con adaptadores unidos a uno o ambos extremos. Cada
molécula, con o sin amplificacion, es secuenciada para obtener lecturas cortas (30-400pb).
En principio, cualquier plataforma de segunda generacién nos permite hacer este proceso y
los sistemas de lllumina 1G, SOLID y GS FLX Titanium han sido empleados para este
proposito. Después de completar el secuenciamiento, las lecturas son alineadas a un
genoma de referencia o transcritos de referencia, o ensamblados de novo sin la secuencia
gendmica, para producir un mapa de transcripcién a escala gendémica que consta de la

estructura transcripcional y/o el nivel de expresion de cada gen (84,85).

Aungue el secuenciamiento del ARN es una nueva tecnologia y esta desarrollandose
activamente, nos proporciona varias ventajas con respecto a las otras tecnologias
existentes. Primero, que no esta limitado a detectar transcritos que corresponden a una
secuencia gendmica existente, consecuentemente es particularmente Util para estudiar M.
dubia u otras especies de la amazonia que no disponen de un genoma de referencia.
Ademds, permite identificar polimorfismos como los SNPs, indels y microsatélites en las
regiones transcritas. Adicionalmente, presenta un amplio rango dinamico de niveles de
expresion genética, que le permite ser mas exacto para cuantificar los niveles de expresién.
Finalmente, los resultados del andlisis gendmico funcional muestran altos niveles de

reproducibilidad, tanto para las réplicas técnicas como las bioldgicas (27,82,84).

Debido a las mdltiples ventajas mencionadas de estas nuevas tecnologias,
recientemente se ha incrementado notablemente las publicaciones cientificas sobre los

analisis gendmicos funcionales de varias especies de plantas. Por ejemplo, nuestro equipo
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ha realizado el analisis del transcriptoma de frutos de Myrciaria dubia (86). También,
estudios similares se han realizado con otras especies de plantas tales como Ananas
comosus (87), Capsicum annuum (88), Citrus sinensis (70), Litchi chinensis (89), Mangifera
indica (90), Myrica rubra (91), Momordica cochinchinensis (92), Pyrus bretschneideri (93),
Vaccinium spp. (94) y Ziziphus jujuba (95). Adicionalmente, aproximaciones similares fueron
efectivamente empleadas para realizar el andlisis genémico funcional de otros tipos de
tejidos y érganos en varias especies de plantas (96-111). Todas estas investigaciones
muestran que con las tecnologias de secuenciamiento masivo facilmente podemos abordar
analisis gendmicos funcionales relativamente complejos y responder importantes preguntas

de investigacién como la que planteamos en esta propuesta.
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VI. HIPOTESIS

El analisis estructural y funcional del genoma de Myrciaria dubia nos permitira identificar
genes promisorios para el mejoramiento genético y con potencial aplicaciébn para el
desarrollo de procesos biotecnoldgicos de importancia para las industrias alimentarias,
farmacéuticas, agroindustrias entre otras.
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VIl.  OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo general

Realizar el andlisis estructural y funcional del genoma de Myrciaria dubia “camu-camu”

Objetivos especificos

Determinar el tamafio del genoma de M. dubia

Secuenciar y ensamblar de novo el genoma de M. dubia

Desarrollar un atlas de expresion génica de M. dubia.
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VIIl.  METODOLOGIA DEL PROYECTO

8.1. Obtencion del material botanico

Las hojas, flores y frutos (verdes, pintones y maduros) seran obtenidas de plantas de M.
dubia de la Coleccion Nacional de Germoplasma, Campo Experimental El Dorado, Estacién
Experimental San Roque-Loreto, Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA), ubicado en
el Km 25% de la carretera Iquitos-Nauta (03°57'17" LS, 73°24'55" LO). Esta coleccién esta
conformada por 43 accesiones obtenidas de ocho cuencas hidrogréficas de la Region Loreto
(Nanay, Itaya, Napo, Ucayali, Putumayo, Curaray, Tigre y Amazonas), establecidas hace

aproximadamente 20 afios.

8.2. Determinacion del tamafio del genoma

Para realizar este andlisis, primero se separaran las semillas de los frutos maduros.
Estas seran lavadas meticulosamente con abundante agua potable y agua destilada.
Posteriormente, las semillas seran escarificadas especificamente en el sector donde se
ubica el embrién. Luego, las semillas seran puestas entre cuatro capas de gasa embebidas
con agua destilada, depositadas en recipientes de plastico e incubadas bajo condiciones de
oscuridad a temperatura ambiente por 10 a 14 dias. Posteriormente, las plantulas obtenidas
seran cultivadas en una solucién hidropénica bajo exposicién de luz natural y a temperatura
ambiente por 3 a 4 semanas. De estas plantulas se obtendran las hojas y se procedera a
estimar el tamafio del genoma de acuerdo a Arumuganathan y Earle (39). Con este
protocolo se obtienen nucleos celulares intactos a partir de las hojas de plantulas. Estos
nacleos seran tefiidos con yoduro de propidio y tratados con ARNasa. Para determinar el
contenido de ADN gendmico de 5000 a 10000 nucleos tefiidos, se empleara un citbmetro de
flujo FACS scalibur a 532 nm. El valor C monoploide (1C) sera calculado y expresado en Mb

empleando el factor de conversion de 1 pg de ADN =978 Mb.

8.3. Secuenciamiento y ensamblado de novo del genoma

El ADN gendmico sera purificado a partir de las hojas de plantulas de M. dubia de
acuerdo a Castro et al. (112). Para la secuenciacion y ensamblaje del genoma se usara una
estrategia hibrida combinando dos tipos de tecnologias de secuenciamiento. Por un lado se
realizar4 un secuenciamiento usando la tecnologia de lllumina (HiSeq™ 2500) de lecturas
cortas pareadas con insertos de 300 pb y longitud de lectura de 150 pb (2x150) con una
cobertura de 100 veces el tamafo estimado del genoma (100X) para crear una base de
secuencias consenso. Dichas lecturas se suplementaran con lecturas pareadas de 100 pb

con insertos de 3 y 5 Kb para extender el tamafio del ensamblaje (20X para cada una).
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Estas secuencias se ensamblaran usando dos programas, SOAPdeNovo (113) y ABySS
(114). Por otro lado, a fin de resolver los elementos repetitivos, se realizara un
secuenciamiento de lecturas largas (>5 Kb) usando la tecnologia desarrollada por Pacific
Bioscience (34). Para integrar estas lecturas, se usaran dos programas, SSPACE-Long
(115) para extender las secuencias consenso y PBJelly (116) para completar los gaps entre

estas secuencias consenso.

La anotacion estructural de los modelos génicos se realizard usando la combinacién de
programas de prediccién de novo tales como SNAP (117) o Augustus (118) que se basan en
el entrenamiento de programa de analisis de secuencias para predecir ORF con programas
de alineamiento de transcritos tales como Blast (119) y Exonerate (120). Ambos resultados
seran integrados con Maker-P (121) para generar una prediccién consenso. Adicionalmente,
las repeticiones seran anotadas con RepeatModeler (122) y RepeatScout (123). La
anotacion funcional de los modelos génicos se realizara comparando la secuencia de dichos
modelos con las secuencias conocidas de bases de datos como GenBank, SwissProt y
TAIR usando Blast. Los dominios de proteina serdn anotados usando InterProScan (124).
Finalmente, todos los datos seran puestos a disposicion de los integrantes del grupo a
través de Blast (para buscar secuencias homoélogas), JBrowser (para explorar los modelos

génicos) y Pathway Tools (para explorar las anotaciones metabdlicas).

Para conocer la historia evolutiva de M. dubia se realizard un analisis comparativo de su
genoma con otros genomas vegetales que comprendera: 1) Andlisis de familias génicas con
otras Myrtaceas secuenciadas (Eucalyptus grandis), otras rosidas de otras familias como
Brasicaceas (Arabidopsis thaliana), Malvaceas (Theobroma cacao), Leguminosas (Glycine
max, Medicago truncatula), astéridas (Solanum lycopersicum, Solanum tuberosum) y
distintos linajes de monocotileddéneas (Oryza sativa, Zea Mays y Musa acuminata). Este
analisis nos permitird conocer si M. dubia posee eventos de poliploidia ancestrales, o si bien
existen familias bajo fendmenos de expansion o contraccion propios del género Myrciaria o
de la familia Myrtaceae. 2) Analisis de sintenia con especies de la misma familia como
Eucalyptus grandis, para conoces hasta qué punto se mantiene el orden posicional de genes
en el genoma de ambas especies. 3) Analisis de los genes involucrados en el metabolismo
de AsA en un entorno comparativo con otras especies, para conocer si la diferencia en el
contenido de AsA se debe a una variacion estructural (por ejemplo polimorfismos
especificos de secuencia o variacion en nimero de copias de un gen) o de dosis génica

(expresion diferencial de genes implicados en la biosintesis de AsA).
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8.4. Desarrollar un atlas de expresién génica

El ARN total serd purificado de hojas, flores, frutos (verdes, pintones y maduros) y
plantulas (raices, tallos y plimulas) empleando el método CTAB, extracciones con solventes
organicos y tratamiento con ADNasa como describe Castro et al. (128). La calidad y
cantidad del ARN purificado serd determinado mediante analisis espectrofotométrico y
electroforético (129). Posteriormente, se purificara el ARNm vy sintetizarda el ADN
complementario (ADNc) usando el SuperScript double-stranded cDNA synthesis kit
(Invitrogen, CA). EI ADNc sera usado para construir las librerias y proceder a su
secuenciamiento masivo con la plataforma de lllumina HiSeq™ 2000 (lllumina Inc., San

Diego, CA, USA) por la empresa Macrogen Inc.

Previo al ensamblado las lecturas de las secuencias “crudas” seran filtradas usando
Trimmomatic v0.32 (130) y luego se procedera a ensamblar las secuencias siguiendo la
aproximacion de mdltiples k-mer de Melicher et al. (131). Para dilucidar las funciones
potenciales de los genes expresados se utilizara el programa en linea FastAnnotator (132).
Para reconstruir las vias metabdlicas las secuencias asignadas con un codigo de enzimas
serdn mapeadas en la base de datos de vias metabdlicas del Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes (133). Finalmente, para enriquecer la anotacion funcional las secuencias
génicas seran enviadas al KEGG Automatic Annotation Server — KAAS (134). En base a
todos los analisis bioinformaticos indicados se podra elaborar el atlas de genes expresados
de M. dubia.

8.5. Control de calidad y bioseguridad

La calidad de las diferentes actividades en este proyecto de investigacion sera
garantizada con la aplicacién de protocolos estandarizados, equipos calibrados, materiales
apropiados e insumos quimicos grado biologia molecular. Asimismo, se seguiran estrictas
medidas de bioseguridad en el trabajo de campo y del Laboratorio a fin de minimizar los
riesgos que atenten en contra de la salud del equipo de investigadores, practicantes,
tesistas y otras personas de la comunidad directa e indirectamente involucradas. Todas las
personas participantes del proyecto recibirdn charlas sobre bioseguridad y todas las cartillas
de informacién de seguridad de las sustancias que seran manipuladas se estudiaran
minuciosamente. Las sustancias quimicas empleadas seran inactivadas antes de su

eliminacion en base a protocolos que se implementaran.
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IX. METAS POR COMPONENTES

Metas

Componentes

Primer afio

Segundo afio

Determinacion del tamafio del genoma Se ha determinado el tamafio del genoma de M.
dubia al 100%

Secuenciamiento y ensamblado de novo del genoma Se ha secuenciado y ensamblado de novo el genoma
de M. dubia enun75%

Desarrollo de un atlas de expresion génica

Formacion de recursos humanos Se ha contribuido con la formacion de 4 voluntarios,
4 practicantes, 2 tesistas de pre-grado y 1 tesista de
Maestria. También, se ha realizado 2 cursos tedricos-

préacticos
Difusion de resultados Se ha expuesto los avances de las investigaciones en
2 encuentros cientificos internacionales, se ha
enviado 2 articulos para su publicacion en revista
nacional o internacional indexada

Se ha secuenciado y ensamblado de novo el genoma
de M. dubia en un 100%

Se ha desarrollado el atlas de genes expresados de
M. dubia en un 100%

Se ha contribuido con la formacién de 4 voluntarios,
4 practicantes, 2 tesistas de pre-grado y 1 tesista de
Doctorado. Ademas, se ha realizado 2 cursos
tedricos-practicos
Se ha expuesto los avances de las investigaciones en
1 encuentro cientifico internacional, se ha enviado 2
articulos para su publicacion en revista nacional o
internacional indexada
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X. ASPECTOS ETICOS
Todos los miembros del equipo estdn comprometidos en salvaguardar la informacién
generada en esta investigacion, manteniendo la confidencialidad de la misma. Asimismo,

garantizaremos que la informacién generada sea fidedigna.
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XI. RESULTADOS ESPERADOS

Al término del Proyecto se ha completado el andlisis gendmico estructural y funcional de
M. dubia. Por tanto, con el desarrollo de una base de datos genémica con acceso publico de
los resultados y la entrega de datos crudos a repositorios publicos como GenBank tal como
se solicita en las publicaciones cientificas internacionales. Con todos estos aportes
estaremos contribuyendo a sentar las bases para el desarrollo de variedades mejoradas
asistida con marcadores genéticos y para la implementacién de procesos biotecnolégicos.
Ademés, de contribuir con la formacién del recurso humano, se ha consolidado una red
cientifica constituida por un equipo multidisciplinario e interinstitucional de investigadores
potencializada en el andlisis de genomas y transcriptomas de especies vegetales de la

biodiversidad amazonica.
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Xll.  ESTRATEGIAS A UTILIZAR PARA LA TRANSFERENCIA Y COMUNICACION DE
LOS RESULTADOS

La transferencia de los conocimientos cientificos generados como resultado de la
investigacion se hara a través de los articulos cientificos que se publiquen en las revistas
especializadas indexadas nacionales e internacionales. También, presentando los
resultados de la investigacion en eventos cientificos como: congresos, simposios y mesas
redondas. Ademas, los resultados y publicaciones estaran disponibles en el portal web de la
UNAP y de las Instituciones participantes. Finalmente, el conocimiento generado se
impartird a los estudiantes de las diferentes facultades en las disciplinas de Bioquimica,

Biologia Celular y Molecular, Procesos Biotecnoldgicos y Genética.
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Xll.  IMPACTOS ESPERADOS
a) Mejora de las capacidades técnicas

El desarrollo de este Proyecto contribuirA de manera significativa en la mejora de
nuestras capacidades técnicas y cientificas. Porque las diversas actividades previstas
incluyen el uso de tecnologias de ultima generacion y manejo de nuevas herramientas
bioinformaticas. Consecuentemente, el capital humano sera potencializado y fortalecido con
estas nuevas tecnologias y herramientas que nos permitiran mejorar el nivel de nuestras
investigaciones. Asimismo, nuestra red de colaboracion cientifica nacional e internacional
con el Instituto Nacional de Innovacion Agraria, Universidad Cientifica del Perd, Virginia
Polytechnic Institute and State University (VPISU) y la Universidad de Malaga sera
robustecida y propiciara el desarrollo de nuevas investigaciones con M. dubia y otras

especies de nuestra biodiversidad amazénica.

b) Formacién de investigadores jévenes

Nosotros tenemos claro que nuestra region y el pais requieren de mas investigadores
gue contribuyan a dar solucién a los multiples problemas que nos agobian. De acuerdo a
ello, nuestro equipo ha asumido la responsabilidad de contribuir con la formacion de jovenes
investigadores. Por eso, tenemos la politica de captar a jovenes desde los primeros niveles
de estudios universitarios de las Facultades de Ciencias Biologicas, Ciencias Forestales y
areas afines a la biologia. Varios de estos jovenes inician su carrera cientifica en la Unidad
Especializada de Biotecnologia como voluntarios, posteriormente realizan sus practicas pre-
profesionales (I y II) y finalmente sus tesis. Este proceso, que toma varios afios garantiza

una soélida formacién de nuestros futuros cientificos.

c) Tesis de pregrado y/o postgrado

Una de nuestras misiones como docentes e investigadores de la UNAP es realizar el
asesoramiento de tesis de pre y post-grado, actividad que constantemente venimos
realizando en la Unidad Especializada de Biotecnologia del CIRNA. En concordancia con
esta mision, en este Proyecto brindaremos el apoyo para la realizacion de 4 tesis de pre-
grado y 2 tesis de post-grado (1 de Maestria y 1 de Doctorado). Este apoyo es permanente y
va desde la elaboracién y presentacién del anteproyecto de tesis, asesoramiento en el
desarrollo de experimentos y trabajos de Laboratorio, redaccion del informe final de tesis y
sustentacion. Con este acompafiamiento permanente a los tesistas, nosotros hemos logrado
un 100% de éxito y debido a ello contamos con méas de 20 tesistas que fueron entrenados
en nuestro laboratorio y varios de ellos actualmente estan realizando estudios de post-grado

en el extranjero.
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d) N° de personas capacitadas

Se estima que con el desarrollo de los 4 cursos teoricos-practicos previstos en el
Proyecto se capacitara a un aproximado de 200 personas. Ademas, teniendo en cuenta que
los resultados de nuestras investigaciones fortaleceran las actividades académicas de
dictado de cursos de bioquimica, procesos biotecnol6gicos y genética, entonces estaremos

contribuyendo con la capacitacién de unos 400 estudiantes.

e) Acceso para servicios especializados

Para el desarrollo de tres componentes del Proyecto (Determinacién del tamafio del
genoma, Secuenciamiento y ensamblado de novo del genoma y Elaboracion de un atlas de
genes expresados) se requerird el acceso a servicios especializados como el andlisis por
citometria de flujo, el secuenciamiento masivo con la plataforma de lllumina HiSeq™ 2000 y
el analisis con nuevas herramientas bioinformaticas del Department of Horticulture (DH),

Virginia Polytechnic Institute and State University (VPISU).

f) Publicaciones, eventos cientificos

Nuestro equipo de investigadores constantemente publica los resultados de sus
investigaciones cientificas en revistas nacionales e internacionales indexadas. Asimismo,
frecuentemente ha participado en encuentros cientificos internacionales exponiendo
nuestros trabajos de investigacién. De acuerdo con esta tradicién, durante la ejecucién de
este proyecto se tiene planificado publicar en revistas nacionales e internacionales por lo
menos 4 articulos cientificos y participar en por lo menos 3 encuentros cientificos

internacionales que se desarrollan en la ciudad de Lima.

g) Generacion de conocimientos o produccién de nuevas tecnologias

Al conocer la estructura y funcionamiento del genoma de M. dubia, sera posible
identificar, aislar y caracterizar todos los genes promisorios para el mejoramiento genético y
desarrollo de procesos biotecnolégicos. Asimismo, se podra implementar estudios basicos
complementarios relacionados a la gendmica funcional, tales como el estudio del proteoma y
metaboloma. Ademas, permitird el desarrollo de millones de marcadores moleculares
(microsatélites, SNPs, etc) que seran fundamentales para realizar estudios de diversidad
genética, estudios de asociacion de marcadores moleculares con caracteristicas fenotipicas

y permitir establecer nuevas estrategias de mejoramiento genético.
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En el ambito socioecondémico, nuestros resultados daran el soporte para el desarrollo de
investigaciones aplicadas para solucionar problemas puntuales que afectan a los
agricultores y que dependen de la produccion de M. dubia. Por ejemplo, al desarrollar
programas de mejoramiento genético para crear variedades de plantas con mayor
produccién, mejor calidad de frutos y resistentes a factores bidticos (p.ej. resistentes al
ataque de la plaga Conotrachelus dubiae) y/o abibticos adversos (p.ej. sequias, acidez del
pH, etc). En consecuencia, de manera indirecta, esta investigacion contribuira a mejorar la

calidad de vida de los pobladores amazonicos que dependen de este importante recurso.
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XIV. INFRAESTRUCTURA'Y EQUIPOS A UTILIZARSE

La Unidad Especializada de Biotecnologia del CIRNA tiene equipos para realizar técnicas
bioquimicas y de biologia molecular consideradas en el Proyecto, tales comoPCR en
Tiempo Real, Microcentrifugas refrigeradas, Fluorémetro de microplacas, Citometro 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 Department of Horticulture (DH), Virginia Polytechnic Institute and State University
(VPISU) cuenta con equipos necesarios para la preparacibn de muestras para
secuenciacion masiva tales como un fluorimetro Qubit para la medida exacta de la
concentracion de acidos nucleicos, un equipo de electroforesis BioAnalyzer para la medida
exacta de los tamafos de librerias para secuenciacion, asi como camaras de electroforesis
BioRad, centrifugas, termocicladores y otros equipos necesarios para la purificacion y
manipulacion de acidos nucleicos. Asimismo, dispone del equipo necesario para el andlisis
bioinformatico consistente en dos servidores con 64 nacleos y 256 y 128 Gb de memoria

RAMYy 7y 3 Th de disco duro para almacenamiento respectivamente.

El Departamento de Biologia Molecular y Bioquimica (DBMB), Universidad de Malaga
cuenta con equipos para realizar analisis bioquimicos y de biologia molecular, como
espectrofotdmetros UV/Visible, microcentrifugas, sistemas de electroforesis, equipos para el

aislamiento y la clonacién molecular de genes, entre otros equipos menores.

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

Espectrofotometro 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 Region Loreto (Nanay,

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

Meses
123456 7 8 91011121314151617 18192021 222324

Componentes/Actividades/Responsables

Determinacién del tamafio del genoma

Colecta de material botanico/SI

Germinacién de semillas y obtencién de plantulas/SI

Andlisis por citometria de flujo de los nicleos celulares/MC, IM

Secuenciamiento y ensamblado de novo del genoma
Purificacion del ADN genémico a partir de plantulas/JM, MC
Secuenciar el genoma/AB, MB, JC

Ensamblar de novo y anotar el genoma/AB, MB, JC

Desarrollo de un atlas de expresién génica

Purificacién de ARN total y ARNm de diferentes tejidos/JM, MC
Sintesis del ADNc y secuenciamiento/AB, MB, JC

Ensamblado y anotacién del transcriptoma/AB, MB, JC

Formacidn de recursos humanos

Adiestramiento de voluntarios y practicantes/JM, MC, JC
Realizacion de tesis de pre- y post-grado/JC, JM, MC
Realizacion de cursos teoricos-practicos/JC, JM, MC, SI

Difusion de resultados

Participacién como ponentes en encuentros cientfficosJC, JM . . .
Publicacion de articulos cientificos en revistas indexadas/Todos . .

123456 7 8 9101112131415161718192021222324
Leyenda: AB: Aureliano Bombarely, JC: Juan Castro, JM: Jorge Marapara, MB: Miguel Botella, MC: Marianela Cobos, Sl: Sixto Iman
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XVI. RESUMEN DEL PRESUPUESTO POR RUBROS, PARTIDAS Y COMPONENTES EN
SOLES

Presupuesto por rubros

RUBRO MONTO (S/.) %

a) Desarrollo de los componentes y actividades 42,000.00 60.00
b) Movilidad local para el equipo de investigadores 6,000.00 8.57
c) Pasajes y vidticos para capacitacion 3,000.00 4.29
d) Adquisicién de accesorios para equipos 7,500.00 10.70
€) Mantenimiento preventivo y reparacion de equipos 3,000 4.29
f) Servicios de terceros vinculados a las actividades del Proyecto 1,000 1.43
g) Pago para adquirir bibliografia especializada 1,500 2.14
h) Organizacion de seminarios, talleres y similares 3,000.00 4.29
i) Gastos operativos del Proyecto 3,000.00 4.29

TOTALS/. 70,000.00 100.00

Presupuesto por partidas genéricas y componentes

COMPONENTES
PARTIDA DESCRIPCION Determinacion Secuenciamiento Desarrollode un  Formacion de Difusién de TOTAL (S/.)
del tamaiio del y ensamblado de atlas de recursos
genoma novo del genoma expresion génica humanos resultados

23.12.11 Vestuario, accesorios y prendas diversas 100.00 100.00 100.00 0.00 0.00 300.00
23.15.12  Deoficina 100.00 100.00 100.00 200.00 300.00 800.00
231531  Aseo, limpieza y tocador 100.00 500.00 900.00 0.00 0.00 1,500.00
23.15.41 Electricidad, luminacion y electrénica 100.00 100.00 100.00 0.00 0.00 300.00
23.16.199 Otros accesorios y repuestos para maquinari 2,500.00 2,500.00 2,500.00 0.00 0.00 7,500.00
23.18.12  Medicamentos 0.00 0.00 0.00 100.00 0.00 100.00
23.18.21 Material, insumos, instrumental y acc. Medic 2,000.00 5,000.00 5,000.00 0.00 0.00 12,000.00
23.19.11 Libros, textos y otros materiales impresos 0.00 500.00 500.00 500.00 0.00 1,500.00
23.21.21 Pasajes y gastos de transporte 0.00 0.00 0.00 0.00 1,500.00 1,500.00
23.21.22 Viaticos y asignaciones por comision de servi 0.00 0.00 0.00 0.00 1,500.00 1,500.00
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 en 0.00 0.00 0.00 500.00 500.00 1,000.00
‘23.24.15 Servicios de mantenimiento, acondicionamier 0.00 1,500.00 1,500.00 0.00 0.00 3,000.00
23.27.101 Seminarios, talleres y similares 0.00 0.00 0.00 3,000.00 0.00 3,000.00
23.27.1199 Servicios diversos 0.00 10,000.00 20,000.00 0.00 0.00 30,000.00

TOTAL (S/.) 6,900.00 22,300.00 32,700.00 4,300.00 3,800.00 70,000.00
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Presupuesto por componentes

COMPONENTE

UNIDAD DE MEDIDA CANTIDAD MONTO (S/.)
Determinacién del tamafio del genoma Informe 1 6.900.00
Secuenciamiento yensamblado de novo del genoma Base de datos 1 22.300.00
Desarrollo de un atlas de expresion génica Base de datos 1 32.700.00
Formacién de recursos humanos Informes 8 voluntarios 4,300
Informes 8 practicantes
Tesis 4 tesistas de pre-grado
Tesis 1 tesista de Maestria
Tesis 1 tesista de Doctorado
Afiches 4 cursos tedricos-practicos
Difusién de resultados Certificados 3 encuentros cientificos 3,800.00
Articulos 4 articulos cientificos
TOTAL S/. 70,000.00
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XVIl.  MONITOREO Y EVALUACION: MATRIZ DE MARCO LOGICO
INDICADORES . SUPUESTOS DE
OBJETIVOS VERIFICABLES MEDIOS DE VERIFICACION IMPORTANCIA
FIN

Desarrollar variedades mejoradas de M.
dubia, caracterizadas por su alto y
homogéneo contenido de vitamina C en sus
frutos y por ser resistentes a factores
biéticos y abiéticos adversos

PROPOSITO
Realizar el analisis estructural y funcional del
genoma de M. dubia “camu-camu”

Existencia de cultivos con
variedades mejoradas de M. dubia
e incremento en la demanda por los
mercados de sus productos
generados en condiciones naturales
y mediante procesos
biotecnolégicos.

Base de datos con informacion del
andlisis estructural y funcional del
genoma. Se dispone de un atlas de
genes e identificados aquellos con
potencial uso como marcadores
para el mejoramiento genético
asistidos y desarrollo de procesos
biotecnolégicos.

Registros estadisticos de SUNAT,
ADEX, INEI, Articulos cientificos
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 précticas pre-profesionales, tesis
de pre y post grado publicadas.
Reslimenes 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
cientfficas basicas y aplicadas. M.
dubia es una de las especies
banderas de la regién y el pais.

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

RESULTADOS/PRODUCTOS
Determinacion del tamafio del genoma

Secuenciamiento y ensamblado de novo del
genoma

Desarrollo de un atlas de expresion génica

Formacién de recursos humanos

Difusion de resultados

Se ha determinado el tamafio del
genoma de M. dubia enun 100% al
finalizar el primer afio del Proyecto

Se ha secuenciado y ensamblado de
novo el genoma de M. dubia enun
100%, por tanto, al segundo afio de
ejecucion del Proyecto conocemos
como es la estructura del genoma de
esta especie

Al final el segundo afio de ejecucion
del Proyecto se ha desarrollado un
atlas de expresion génica de M.
dubia en un 100%.

Al finalizar el proyecto se habré
adiestrado a 8 voluntarios y 8
practicantes. Ademés, 4 tesistas de
pre y 2 de post-grado han
sustentado sus tesis. También, se
habrén realizado 4 cursos tedricos-
préacticos

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

Cuadernos de laboratorio, informes
de précticas pre-profesionales,
registros de datos del citometro 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 précticas 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 3
encuentros cientificos, 4 articulos
publicados o en proceso de
publicacién, Tesis de pre y post-
grado sustentadas y publicadas,
informes de précticas 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

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

Determinacion del tamafio del genoma
Colecta de material botanico

Germinacion de semillas y obtencion de
plantulas

Anélisis por citometria de fiujo de los
nicleos celulares

Secuenciamiento y ensamblado de novo
del genoma

Purificacién del ADN genémico a partir de
plantulas

Secuenciar el genoma

Ensamblar de novo y anotar el genoma

Desarrollo de un atlas de expresion
génica

Purificacion de ARN total y ARNm de
diferentes tejidos

Sintesis del ADNc y secuenciamiento
Ensamblado y anotacion del transcriptoma

Formacion de recursos humanos
Adiestramiento de voluntarios y practicantes
Realizacion de tesis de pre- y post-grado
Realizacién de cursos teéricos-practicos

Difusion de resultados

Participacion como ponentes en encuentros
cientfficos

Publicacion de articulos cientificos en
revistas indexadas

El tamafio del genoma de M. dubia
ha sido determinado al 100% en el
primer afio de investigacion. El
presupuesto requerido es de S/.
6,900.00

Al segundo afio de ejecucion del
Proyecto se conoce la estructura del
genoma de M. dubia en un 100%.
El presupuesto requerido es de S/.
22,300.00

Al término del Proyecto se ha
desarrollado al 100% un atlas de
expresion génica de M. dubia. El
presupuesto requerido es de S/.
32,700.00

Al finalizar el proyecto se ha
adiestrado a 8 voluntarios y 8
practicantes. Ademés, 4 tesistas de
prey 2 de post-grado han
sustentado sus tesis. También, se
habran realizado 4 cursos teéricos-
précticos. El presupuesto requerido
es de S/. 4,300.00

Al finalizar el Proyecto hemos
participado como ponentes en 3
encuentros cientfficos internacionales
y se tendrd 4 articulos en proceso
de publicacion en revistas nacionales
e internacionales indexadas.
Ademés, 6 tesis (4 de pre-grado y 2
de post-grado) han sido sustentadas
y publicadas. El presupuesto
requerido es de S/. 3,800.00

Cuadernos de laboratorio, informes
de précticas pre-profesionales,
registros de datos del citdmetro 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 précticas 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 3
encuentros cientfficos, 4 articulos
publicados o en proceso de
publicacion, Tesis de pre y post-
grado sustentadas y publicadas,
informes de practicas 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

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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