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RESUMEN	

Los	peroxisomas	son	organelos	de	membrana	sencilla	presentes	en	la	mayoría	de	 las	células	

eucariotas.	 Sus	 funciones	 más	 conservadas	 son	 la	 β-oxidación	 de	 los	 ácidos	 grasos	 y	 el	

metabolismo	 de	 las	 especies	 reactivas	 de	 oxígeno,	 sin	 embargo,	 existen	 diversos	 procesos	 en	

distintos	organismos	que	se	llevan	a	cabo	en	los	peroxisomas.	Las	funciones	de	estos	organelos	

dependen	 de	 las	 proteínas	 que	 contienen	 en	 su	 matriz,	 las	 cuales	 son	 introducidas	

postraduccionalmente	desde	el	citosol.	Se	conocen	principalmente	dos	rutas	de	 importación	de	

proteínas	(mediadas	por	dos	receptores	distintos),	que	son	muy	similares	entre	los	organismos	

pero	que	 tienen	diferencias	 en	 algunos	de	 sus	 componentes.	De	 forma	 general	 consisten	 en	 lo	

siguiente:	un	receptor	soluble	reconoce	en	el	citosol	a	una	proteína	que	presenta	en	su	secuencia	

una	 señal	 de	 localización	 peroxisomal;	 posteriormente	 se	 une	 el	 receptor	 a	 proteínas	

membranales	 del	 organelo	 y	 se	 transloca	 a	 la	 matriz	 peroxisomal	 junto	 con	 la	 proteína	 que	

transporta;	aquí	 se	 separan	y	el	 receptor	 se	exporta	al	 citosol,	 lo	que	 le	permite	continuar	con	

nuevas	 rondas	 de	 importación.	 La	 exportación	 del	 receptor	 requiere	 de	 la	 ubiquitinación	 del	

mismo,	proceso	que	se	lleva	a	cabo	por	la	enzima	PEX4,	que	es	activada	y	anclada	a	la	membrana	

del	organelo	por	PEX22.	Ambas	proteínas	forman	el	complejo	de	ubiquitinación.	

En	 el	 hongo	 filamentoso	 Podospora	 anserina	 se	 han	 estudiado	 varias	 de	 las	 proteínas	 que	

componen	 las	 vías	 de	 importación	 y	 se	 ha	 observado	 que	 la	 ausencia	 de	 algunas	 de	 ellas,	 en	

cruzas	 homócigas,	 provoca	 defectos	 en	 el	 desarrollo	 sexual	 del	 hongo,	 particularmente	 en	 el	

momento	 previo	 a	 la	 cariogamia,	 ocasionando	 esterilidad.	 Este	 fenotipo	 no	 se	 observa	 en	

ausencia	de	los	receptores	de	ambas	vías,	pero	sí	en	ausencia	de	una	proteína	muy	similar	a	uno	

de	ellos,	que	entra	a	los	peroxisomas	y	sale	de	ellos	de	forma	dependiente	de	su	ubiquitinación.	

Esto	sugiere	que	esta	proteína	es	el	receptor	de	una	tercera	vía	de	importación	peroxisomal	en	P.	

anserina,	que	es	esencial	para	su	desarrollo	sexual.	

En	P.	 anserina	 el	 complejo	 de	 ubiquitinación	 peroxisomal	 no	 ha	 sido	 caracterizado.	 En	 esta	

investigación	estudiamos	a	las	proteínas	PEX4	y	PEX22	para	definir	su	función	como	factores	de	

biogénesis	 peroxisomal	 y	 entender	 su	 participación	 en	 el	 desarrollo	 sexual,	 y	 así	 completar	

nuestro	 conocimiento	 de	 los	 componentes	 de	 la	 presunta	 vía	 de	 importación	 peroxisomal	

necesaria	para	la	meiosis. 
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INTRODUCCIÓN	

Podospora	anserina	

Podospora	anserina	es	un	ascomiceto	filamentoso	que	pertenece	al	orden	Sordariales	al	igual	

que	los	organismos	Sordaria	macrospora	y	Neurospora	crassa.	Es	un	hongo	coprófilo;	vive	en	el	

excremento	de	animales	herbívoros	donde	se	nutre	de	la	materia	vegetal	que	no	fue	degradada	

por	estos.	Sus	esporas	son	ingeridas	por	los	animales	y	el	paso	por	el	tracto	digestivo	facilita	su	

germinación.	Gracias	a	su	facilidad	de	cultivo	y	corto	tiempo	generacional,	y	más	recientemente	

por	tener	su	genoma	completamente	secuenciado	(Espagne	et	al.,	2008),	ha	sido	utilizado	como	

modelo	 biológico	 desde	 principios	 del	 siglo	 XX	 para	 estudiar	 procesos	 como	 la	 formación	 de	

ascosporas,	 la	 fusión	 hifal,	 la	 degradación	 de	 biomasa,	 la	 incompatibilidad	 vegetativa,	 la	

senescencia,	la	meiosis	y	la	fisiología	mitocondrial	y	peroxisomal,	entre	otros	(Silar,	2013).	

P.	 anserina	 es	 un	 hongo	 bipolar	 cuyos	 loci	 de	 tipo	 sexual	 se	 conocen	 como	MAT+	 y	MAT-	

(Debuchy	y	Coppin,	1992).	Generalmente	tiene	un	sistema	de	apareamiento	pseudohomotálico,	

ya	 que	 sus	 esporas	 tienen	 un	 núcleo	 haploide	 de	 cada	 tipo	 sexual	 y	 generan	 un	 micelio	

heterocariótico.	En	el	1	%	de	las	ascas	se	forman	esporas	uninucleadas	que	dan	lugar	a	un	micelio	

homocariótico	 con	 un	 solo	 tipo	 sexual	 y	 por	 lo	 tanto	 un	 apareamiento	 heterotálico.	 No	 se	 le	

conoce	reproducción	por	esporas	asexuales	(Silar,	2013).	

Su	ciclo	de	vida	comienza	con	la	germinación	de	las	ascosporas;	el	micelio	crece	y	genera	las	

estructuras	sexuales	 femeninas	y	masculinas,	 independientemente	de	su	 tipo	sexual.	El	gameto	

masculino	es	una	célula	uninucleada	llamada	espermacio	cuya	única	función	es	la	fertilización.	El	

gametangio	 femenino	 denominado	 ascogonio,	 está	 formado	por	 una	 hifa	multinucleada	 que	 se	

enrolla	alrededor	de	sí	misma,	de	la	cual	surge	una	hifa	llamada	tricógina	que	tiene	tropismo	por	

las	 feromonas	que	liberan	los	espermacios	del	tipo	sexual	opuesto.	Alrededor	del	ascogonio	 las	

hifas	circundantes	forman	una	envoltura,	al	conjunto	se	le	conoce	como	protoperitecio;	después	

de	 la	 fertilización	éste	madura	y	 se	 convierte	 en	un	ascoma	 llamado	peritecio	 (Peraza-Reyes	y	

Malagnac,	 2016).	 	 La	 fertilización	 se	 lleva	 a	 cabo	 entre	 una	 hifa	 tricógina	 y	 un	 espermacio;	 el	

núcleo	masculino	llega	al	ascogonio	y	junto	con	el	resto	de	los	núcleos	se	divide	varias	veces.	En	

el	ascogonio	cenocítico	se	diferencian	células	ascogoniales	con	núcleos	de	ambos	tipos	sexuales;	

éstas	se	alargan	y	curvan	produciendo	una	célula	con	forma	de	gancho	conocida	como	crozier.	En	

el	crozier	se	da	simultáneamente	 la	mitosis	de	 los	dos	núcleos,	uno	de	cada	tipo	sexual,	y	en	 la	

parte	 superior	 se	 delimita	 una	 célula	 dicariótica	 unida	 a	 dos	 células	 uninucleadas	 que	
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posteriormente	se	fusionan	y	dan	lugar	a	más	croziers.	La	célula	dicariótica	superior	se	convierte	

en	el	asca	(meiocito),	en	la	que	se	produce	la	cariogamia	entre	los	núcleos	de	tipo	sexual	opuesto,	

con	esto	se	genera	la	única	célula	diploide	en	la	vida	del	hongo.	En	ella	se	lleva	a	cabo	la	meiosis	y	

una	 mitosis	 post-meiótica;	 los	 ocho	 núcleos	 resultantes	 se	 empaquetan	 en	 cuatro	 ascosporas	

binucleadas	con	ambos	tipos	sexuales	en	el	99%	de	las	ascas,	o	en	tres	esporas	binucleadas	y	dos	

uninucleadas	en	el	1	%	de	las	ascas	(Fig.	1)(Zickler	et	al.,	1995;	Silar,	2013).		

	

	

Fig.	1.	Ciclo	de	vida	de	P.	anserina.	A)	Esquema	que	muestra	el	ciclo	de	vida	de	P.	anserina	desde	la	
germinación	de	las	ascosporas	hasta	la	formación	del	peritecio.	B)	Esquema	de	los	eventos	que	se	llevan	a	
cabo	 en	 el	 peritecio	 después	 de	 la	 fertilización	 y	 la	 proliferación	 de	 núcleos;	 desde	 la	 formación	 de	 la	
célula	ascogonial	y	el	crozier	hasta	la	formación	de	las	ascosporas.	Se	muestra	la	formación	de	dos	tipos	de	
ascas:	uno	con	esporas	binucleadas	y	otro	con	esporas	tanto	binucleadas	como	uninucleadas.	Modificado	
de	Peraza-Reyes	y	Malagnac,	2016.	
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Peroxisomas	

Los	peroxisomas	son	organelos	delimitados	por	una	sola	membrana	que	se	encuentran	en	casi	

todas	las	células	eucariotas,	con	excepciones	como	los	espermatozoides,	los	eritrocitos	y	algunos	

protistas	 anaerobios.	 Las	 funciones	 peroxisomales	 que	 están	 conservadas	 en	 todos	 los	

organismos	 son	 la	 β-oxidación	 de	 ácidos	 grasos	 y	 el	metabolismo	 de	 las	 especies	 reactivas	 de	

oxígeno	(Deb	y	Nagotu,	2017).	La	β-oxidación	permite	la	utilización	de	ácidos	grasos	como	fuente	

de	energía	y	como	fuente	de	carbono	en	los	organismos	que	realizan	el	ciclo	del	glioxilato.	En	los	

hongos	además	provee	precursores	para	la	producción	de	melanina,	un	pigmento	presente	en	las	

esporas	 sexuales	 que	 es	 necesario	 para	 su	 germinación	 (Peraza-Reyes	 y	 Berteaux-Lecellier,	

2013).	En	algunos	organismos	la	β-oxidación	se	 lleva	a	cabo	tanto	en	 los	peroxisomas	como	en	

las	mitocondrias,	un	ejemplo	es	el	hongo	filamentoso	Aspergillus	nidulans	(Hynes	et	al.,	2008);	en	

P.	 anserina	 los	 ácidos	 grasos	 de	 cadena	muy	 larga	 (por	 ejemplo	 el	 ácido	 oleico)	 comienzan	 su	

oxidación	en	los	peroxisomas	y	se	transportan	a	las	mitocondrias,	donde	se	terminan	de	degradar	

(Boisnard	 et	 al.,	 2009).	 Varias	 de	 las	 enzimas	 que	 participan	 en	 el	 metabolismo	 peroxisomal	

producen	 peróxido	 de	 hidrógeno	 durante	 sus	 reacciones;	 los	 peroxisomas	 contienen	 enzimas	

antioxidantes,	como	catalasas	y	peroxidasas,	que	degradan	las	especies	reactivas	de	oxígeno	y	así	

evitan	que	el	exceso	de	las	mismas	provoque	daño	celular	oxidante	(Wang	et	al.,	2015).	

Los	 peroxisomas	 además,	 tienen	 diversas	 funciones	 puntuales	 en	 algunas	 especies	 y	 tipos	

celulares.	 En	 los	 hongos,	 algunas	 de	 ellas	 son	 el	 ciclo	 del	 glioxilato,	 la	 síntesis	 de	 algunos	

metabolitos	secundarios,	los	metabolismos	del	metanol,	las	aminas	y	las	purinas	(Deb	y	Nagotu,	

2017)	 y	 la	 producción	 de	 moléculas	 señalizadoras	 (Tripathi	 et	 al.,	 2016).	 También,	 los	

peroxisomas	 han	 demostrado	 tener	 papeles	 importantes	 en	 el	 desarrollo,	 la	 diferenciación,	 la	

morfogénesis	y	el	envejecimiento	en	diferentes	organismos	(Terlecky	y	Titorenko,	2009;	Peraza-

Reyes	y	Berteaux-Lecellier,	2013;	Nyathi	y	Baker,	2006;	Berger	et	al.,	 2016).	Algunos	ejemplos	

son	la	transición	de	fase	levaduriforme	a	micelio	en	Yarrowia	lipolytica	(Titorenko	et	al.,	1997),	la	

regulación	de	 la	 transición	entre	 las	 fases	que	 infectan	a	distintos	hospederos	de	Trypanosoma	

brucei	(Szöor	et	al.,	2010),	la	espermatogénesis	de	Drosophila	melanogaster	(Chen	et	al.,	2009)	y	

el	reconocimiento	de	gametofitos	de	Arabidopsis	thaliana	(Boisson-Dernier	et	al.,	2008).		

Durante	un	 tiempo	 se	pensó	que	 los	peroxisomas	eran	organelos	 semi-autónomos	 como	 las	

mitocondrias	 y	 los	 cloroplastos,	 que	 únicamente	 se	 producen	 por	 crecimiento	 y	 división	 de	

organelos	pre-existentes.	Sin	embargo,	recientemente	se	ha	descrito	una	forma	complementaria	
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de	 biogénesis1	 que	 liga	 a	 los	 peroxisomas	 con	 el	 sistema	 de	 endomembranas,	 ya	 que	 se	 ha	

descubierto	 que	 algunas	 proteínas	 de	 la	 membrana	 peroxisomal	 (PMPs)	 se	 insertan	 en	 la	

membrana	del	retículo	endoplásmico	(ER)	y	se	agregan	en	dominios	que	se	desprenden	en	forma	

de	 vesículas	 pre-peroxisomales	 (Agrawal	 y	 Subramani,	 2016).	 Esto	 introdujo	 al	 modelo	 de	

crecimiento	y	división	la	idea	de	que	las	vesículas	pre-peroxisomales	lo	que	hacen	es	fusionarse	a	

los	 peroxisomas	 pre-existentes,	 enriqueciéndolos	 con	 más	 PMPs	 y	 lípidos	 de	 membrana.	 Sin	

embargo,	existen	otros	dos	modelos	que	constituyen	dos	tipos	de	biogénesis	de	novo.	El	modelo	

de	 fusión	 de	 vesículas	 indica	 que	 se	 forman	 dos	 tipos	 de	 vesículas,	 con	 juegos	 de	 PMPs	

complementarios,	que	se	fusionan	para	dar	peroxisomas	con	todas	las	PMPs,	que	maduran	con	la	

importación	de	proteínas	de	matriz.	Y	el	modelo	de	reintroducción	de	peroxisomas	postula	que	

vesículas	 pre-peroxisomales	 de	 un	 solo	 tipo	 salen	 del	 ER	 con	 algunas	 PMPs	 y	 maduran	

gradualmente	 con	 la	 inserción	 de	más	 PMPs	 y	 la	 introducción	 de	 proteínas	 de	matriz	 (Fig.	 2)	

(Hettema	et	al.,	2014).	Recientemente	se	ha	encontrado	evidencia	en	mamíferos,	de	que	algunas	

vesículas	 pre-peroxisomales	 provienen	 de	 las	 mitocondrias	 (Sugiura	 et	 al.,	 2017).	 El	 debate	

actualmente	se	centra	en	responder	cuál	es	la	forma	de	distribución	de	las	PMPs	más	relevante	

fisiológicamente	(Mayerhofer,	2016).	

A	los	factores	de	biogénesis	peroxisomal,	es	decir,	las	proteínas	implicadas	en	la	formación	de	

membranas	peroxisomales	y	la	importación	de	proteínas	de	matriz,	y	a	las	proteínas	implicadas	

en	el	control	de	la	abundancia,	tamaño	y	herencia	peroxisomales,	se	les	denomina	peroxinas	y	se	

abrevian	con	el	acrónimo	Pex	(Distel	et	al.,	1996).	

Para	que	se	inserten	a	la	membrana	las	PMPs	sintetizadas	en	el	citosol,	éstas	deben	tener	una	

señal	 de	 localización	 peroxisomal	 membranal	 que	 es	 reconocida	 por	 Pex19,	 una	 chaperona	

citosólica	que	estabiliza	a	estas	proteínas	y	se	ancla	a	la	membrana	peroxisomal	a	través	de	Pex3;	

esta	 interacción	 permite	 la	 inserción	 de	 la	 PMP	 a	 la	 membrana.	 Pex3	 y	 Pex19	 son	 las	 únicas	

peroxinas	 conservadas	 cuya	 ausencia	 provoca	 una	 falta	 de	 membranas	 peroxisomales	

(Mayerhofer,	2016).	

																																																								

1	Hasta	la	fecha,	la	biogénesis	peroxisomal	en	los	hongos	es	entendida	de	forma	más	completa	en	las	levaduras	y	
por	 lo	 tanto	 la	 descripción	 de	 los	 procesos	 estará	 basada	 en	 los	 conocimientos	 sobre	 Saccharomyces	 cerevisiae,	 a	
menos	que	se	indique	otra	cosa.	



	 11	

	

Fig.	2.	Modelos	de	biogénesis	peroxisomal.	Se	muestran	tres	modelos	de	biogénesis	peroxisomal	en	
los	que	se	señala	el	origen	de	 las	vesículas	pre-peroxisomales	(en	azul	y	verde)	y	 la	hipotética	forma	de	
distribución	de	algunas	peroxinas	membranales.	Modificado	de	Hettema	et	al.,	2014.	

	

Una	vez	que	se	han	 insertado	a	 la	membrana	todas	 las	PMPs,	se	 importan	al	peroxisoma	 las	

proteínas	que	realizarán	sus	funciones	en	la	matriz	del	organelo.	Los	peroxisomas,	al	igual	que	las	

mitocondrias,	 son	 capaces	 de	 importar	 a	 su	matriz	 proteínas	 sintetizadas	 en	 el	 citosol,	 pero	 a	

diferencia	 de	 ellas,	 en	 los	 peroxisomas	 las	 proteínas	 pueden	 entrar	 completamente	plegadas	 e	

incluso	 oligoméricas	 (Hasan	 et	 al.,	 2013).	 La	 mayoría	 de	 las	 proteínas	 de	 matriz	 peroxisomal	

tiene	una	señal	de	localización	peroxisomal	(PTS),	existen	dos	de	ellas.	La	secuencia	de	residuos	

de	 aminoácidos	SKL,	 o	 algunas	variantes	de	 ésta,	 en	 el	 extremo	C-terminal	 forma	 la	PTS1	y	 es	

reconocida	por	el	receptor	Pex5,	gracias		las	repeticiones	tetratricopéptido	(TPR)	que	éste	tiene	

en	 la	mitad	C-terminal.	La	secuencia	consenso	(R/K)-(L/V/I)-	X5-(H/Q)-(L/A)	en	el	extremo	N-

terminal	 forma	la	PTS2,	que	se	asocia	a	 las	repeticiones	triptófano-ácido	aspártico	del	receptor	

Pex7	(Emmanouilidis	et	al.,	2016).	Mientras	que	Pex5	puede	realizar	el	proceso	de	importación	

por	sí	solo,	la	vía	de	importación	de	PTS2	requiere	de	dos	componentes.	Pex7	es	el	receptor	que	

cumple	la	función	de	la	mitad	C-terminal	de	Pex5	(reconocimiento	de	la	proteína)	y	necesita	de	

un	 co-receptor	 que	 cumpla	 la	 función	 de	 la	 mitad	 N-terminal	 de	 Pex5	 (transporte);	 en	

Saccharomyces	cerevisiae	Pex18	y	Pex21	son	los	co-receptores,	parcialmente	redundantes	entre	

sí,	de	Pex7	y	en	los	hongos	filamentosos	y	otras	levaduras	es	Pex20	(Schäfer	et	al.,	2004).	Existen	
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proteínas	que	sin	una	PTS	pueden	ser	importadas	a	los	peroxisomas,	por	ejemplo	Pox1	(acil-CoA	

oxidasa)	 de	 S.	 cerevisiae	 se	 asocia	 a	 Pex5	 fuera	 del	 dominio	 TPR	 (Klein	 et	 al.,	 2002)	 y	 FOX2	

(hidratasa-deshidrogenasa-epimerasa	de	la	β-oxidación)	de	P.	anserina	depende	de	PEX5	pero	su	

forma	 de	 asociación	 al	 receptor	 es	 desconocida	 (Boisnard	 et	 al.,	 2009),	 otras	 proteínas	 son	

importadas	gracias	a	su	asociación	con	una	proteína	que	sí	tiene	PTS.	Cuando	hay	defectos,	como	

la	ausencia	de	receptores	y	co-receptores,	que	 impiden	 la	 importación	de	proteínas	a	 la	matriz	

peroxisomal	 las	 membranas	 se	 mantienen	 vacías	 y	 se	 les	 conoce	 como	 remanentes	

peroxisomales.		

Una	vez	que	se	asocian	en	el	citosol	el	receptor	y	la	proteína	de	matriz,	este	complejo	se	une	al	

complejo	 de	 anclaje	 en	 la	 membrana	 peroxisomal,	 formado	 por	 Pex13,	 Pex14	 y	 en	 algunas	

especies	 proteínas	 específicas	 como	 Pex17	 en	 S.	 cerevisiae	 y	 PEX14/17	 en	 P.	 anserina.	 La	

translocación	de	 la	proteína	a	 la	matriz	peroxisomal	se	 realiza	a	 través	de	un	poro	 transitorio;	

recientemente	se	demostró	en	S.	cerevisiae		que	se	forman	dos	poros	distintos,	uno	lo	componen	

Pex5	y	Pex14	para	las	proteínas	con	PTS1	y	el	otro	Pex14,	Pex17	y	Pex18	para	las	proteínas	con	

PTS2,	el	receptor	Pex7	no	forma	parte	de	este	poro.	El	primero	es	un	poro	que	se	abre	hasta	9	nm	

de	diámetro	y	el	segundo	está	constitutivamente	abierto	con	un	diámetro	de	aproximadamente	

4.7	 nm	 (Montilla-Martínez	 et	 al.,	 2015).	 También	 se	 ha	 propuesto	 que	 el	 mecanismo	 de	

translocación	está	acoplado	y	depende	de	la	exportación	de	los	receptores	(Schliebs	et	al.,	2010,	

Hensel	 et	 al.,	 2011),	 que	 se	 explicará	 a	 continuación.	 Una	 vez	 que	 la	 proteína	 ha	 llegado	 a	 la	

matriz	se	separa	del	receptor,	el	mecanismo	por	el	que	se	lleva	a	cabo	esta	separación	no	está	del	

todo	 comprendido,	 hay	 evidencia	 de	 que	 en	 la	 levadura	 metilotrófica	 Komagataella	 (Pichia)	

pastoris	la	liberación	depende	del	estado	redox	del	peroxisoma	y	de	la	proteína	intraperoxisomal	

Pex8	(Ma	et	al.,	2013).		

La	 localización	de	 los	 receptores	y	 co-receptores	de	estas	vías	de	 importación	está	 regulada	

por	ubiquitinación.	La	ubiquitinación	es	una	modificación	postraduccional	en	la	que	se	añade	la	

proteína	 ubiquitina	 (Ub)	 de	 76	 residuos	 de	 aminoácidos	 a	 una	 proteína	 sustrato.	 La	

ubiquitinación	 se	 puede	 dar	 de	 muchas	 formas:	 se	 pueden	 añadir	 una	 o	 varias	 moléculas	 de	

ubiquitina	al	mismo	sustrato	(monoubiquitinación	o	multimonoubiquitinación,	respectivamente)	

o	se	pueden	añadir	al	 sustrato	cadenas	de	diversas	 topologías	 formadas	por	varias	ubiquitinas	

(poliubiquitinación).	Según	las	marcas	que	se	coloquen,	la	remoción	de	las	mismas	y	las	proteínas	

de	unión	a	ellas,	estas	modificaciones	postraduccionales	pueden	inducir	en	los	sustratos	una	gran	

variedad	de	destinos,	como	lo	son	la	degradación	proteosomal	o	lisosomal	y	las	regulaciones	de	
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interacciones	 entre	 proteínas,	 de	 la	 actividad	 y	 de	 la	 localización	 de	 la	 proteína	 (Komander	 y	

Rape,	2012).		

La	 ubiquitinación	 se	 realiza	 mediante	 una	 cascada	 de	 reacciones	 en	 la	 que	 se	 necesitan	 3	

enzimas:	 E1	 (ubiquitín-activadora),	 E2	 (de	 conjugación)	 y	 E3	 (ubiquitín-ligasa).	 La	 cascada	

comienza	con	la	activación	de	la	Ub,	donde	la	E1	forma	un	enlace	tioéster	entre	una	cisteína	de	su	

extremo	 N-terminal	 y	 el	 grupo	 carboxilo	 de	 la	 última	 glicina	 de	 la	 Ub,	 es	 una	 reacción	

dependiente	de	ATP	en	la	que	se	forma	un	intermediario	de	Ub	adenilada.	Posteriormente	la	Ub	

pasa	de	la	E1	a	formar	un	enlace	tioéster	con	la	E2	y	finalmente	la	ligasa	E3	transfiere	la	Ub	de	la	

E2	a	un	residuo	de	lisina,	mediante	un	enlace	isopeptídico,	de	la	proteína	sustrato	o	de	otra	Ub	si	

se	está	construyendo	una	cadena	(Zamudio-Arroyo	et	al.,	2012)	(Fig.	3).		

La	mayoría	de	las	ubiquitinaciones	se	realizan	en	residuos	de	lisina	de	la	proteína	sustrato,	sin	

embargo,	algunas	proteínas	se	ubiquitinan	mediante	enlaces	tioéster	en	residuos	de	cisteína.	Este	

es	 el	 caso	 de	 la	 monoubiquitinación	 del	 receptor	 Pex5	 y	 los	 co-receptores	 Pex18	 y	 Pex20	

(Williams	et	al.,	2007,	Hensel	et	al.,	2011,	Léon	y	Subramani,	2007).	La	E1	que	participa	en	todos	

los	tipos	de	ubiquitinación	en	levaduras	es	Uba1	(Platta	et	al.,	2014).	

	

	

Fig.	 3.	 Reacciones	 en	 la	 cascada	 de	 ubiquitinación.	 Se	 muestra	 la	 formación	 de	 sustratos	
monoubiquitinados	mediante	enlaces	isopeptídico	(arriba)	y		tioéster	(abajo).			

	

Para	la	monoubiquitinación	de	Pex5,	Pex18	y	Pex20,	que	se	realiza	en	cisteínas	conservadas,	la	

E2	que	participa	es	Pex4,	una	peroxina	periférica	que	es	anclada	a	la	membrana	del	organelo	por	

la	peroxina	membranal	Pex22	(Koller	et	al.,	1999)	y	activada	por	ella.	Se	piensa	que	la	activación	

que	proporciona	Pex22	se	debe	a	que	permite	el	posicionamiento	necesario	de	Pex4	en	relación	

con	el	receptor/co-receptor	para	la	ubiquitinación	de	su	cisteína	blanco	(Williams	et	al.,	2011).	A	

este	par	de	peroxinas	se	les	conoce	como	complejo	de	ubiquitinación.	En	los	hongos	filamentosos	

se	descubrió	un	gen	ortólogo	de	Pex4	pero	no	uno	de	Pex22.	Sin	embargo,	en	estos	hongos	existe	

un	gen	 llamado	 “Pex22-like”	que	no	es	un	ortólogo	de	Pex22	pero	 codifica	 a	una	proteína	que	
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posee	 un	 dominio	 transmembranal	 y	 un	 sitio	 de	 unión	 a	 Pex4	 (Kiel	 et	 al.,	 2006),	 (ver	

alineamientos	en	el	anexo	(Figs.	S1	y	S2)).	En	el	ascomiceto	filamentoso	Colletotrichum	orbiculare	

se	estudió	este	gen	y	se	demostró	que	sí	corresponde	a	una	proteína	funcionalmente	equivalente	

a	Pex22	de	las	levaduras,	ya	que	restaura	el	fenotipo	silvestre	en	la	cepa	Δpex22	de	S.	cerevisiae	

(Kubo	 et	 al,	2015).	 En	 P.	 anserina	 este	 gen	 no	 ha	 sido	 estudiado	 hasta	 esta	 investigación	 y	 le	

llamaremos	PEX22.		

La	actividad	de	ubiquitín-ligasa	en	 las	rutas	de	 importación	peroxisomal	 la	 llevan	a	cabo	 las	

peroxinas	 del	 complejo	 RING-finger	 que	 pertenecen	 a	 una	 enorme	 familia	 de	 ligasas-E3	 con	

dominio	RING.	Dentro	del	complejo,	Pex10	media	la	interacción	entre	Pex2	y	Pex12;	las	tres	son	

necesarias	para	 la	actividad	enzimática	ya	que	solamente	en	el	complejo	completo	son	estables	

(El	 Magraoui	 et	 al.,	 2012,	 Agne	 et	 al.,	 2003),	 sin	 embargo,	 para	 la	 monoubiquitinación,	 las	

proteínas	con	actividad	predominante	son	Pex10	y	Pex12	(Platta	et	al.,	2009,	El	Magraoui	et	al.,	

2013).		

La	monoubiquitinación	 en	 las	 cisteínas	 conservadas	 de	 Pex5	 y	 Pex18	 o	 Pex20	 provoca	 que	

estas	 proteínas	 sean	 exportadas	 de	 la	 membrana	 peroxisomal	 hacia	 el	 citosol,	 en	 una	 forma	

dependiente	de	ATP,	 por	 el	 complejo	de	dislocación;	 formado	por	 las	 proteínas	AAA	 (ATPasas	

Asociadas	 a	 varias	Actividades	 celulares)	Pex1	y	Pex6	y	 su	proteína	de	 anclaje	 a	 la	membrana	

peroxisomal	 Pex26	 (en	 mamíferos	 y	 hongos	 filamentosos)	 y	 Pex15	 (en	 levaduras).	 Así,	 los	

receptores	regresan	al	citosol	y	se	utilizan	en	rondas	de	importación	posteriores	(Fig.	4)	(Platta	

et	al.,	2008).		

Se	ha	observado	que	en	ausencia	del	reciclaje	dependiente	de	monoubiquitinación	(por	falta	

de	 funcionamiento	 del	 complejo	 de	 ubiquitinación	 o	 del	 de	 dislocación)	 se	 lleva	 a	 cabo	 un	

mecanismo	de	poliubiquitinación	en	 lisinas	conservadas	de	Pex5,	Pex18	y	Pex20	que	 induce	 la	

exportación	y	degradación	del	receptor	y	co-receptores	por	el	proteasoma	26S	(Kiel	et	al.,	2005,	

Léon	et	al.,	2006).	Esta	poliubiquitinación	no	depende	de	Pex4	como	E2,	sino	de	Ubc4,	pero	sí	del	

complejo	 RING-finger	 como	 E3	 (El	Magraoui	 et	 la.,	 2013,	 Liu	 y	 Subramani,	 2013,	 Platta	 et	 al.,	

2016).	
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Fig.	 4.	 Rutas	 de	 importación	 peroxisomal	 PTS1	 y	 PTS2	 de	 P.	 anserina.	 Arriba	 se	 muestran	 las	
peroxinas	membranales	y	asociadas,	 y	 los	 complejos	de	 los	que	 son	parte.	Abajo	 se	muestran	 los	pasos	
principales	 de	 la	 importación:	 1)	 El	 reconocimiento	 en	 el	 citosol	 de	 las	 proteínas	 con	 PTS	 por	 los	
receptores;	2)	la	asociación	de	los	receptores/co-receptor	con	el	complejo	de	anclaje,	la	formación	de	los	
poros,	la	translocación	y	la	liberación	de	la	proteína	a	la	matriz	peroxisomal;	3)	la	ubiquitinación	de	PEX5	
y	PEX20;	4)	la	dislocación	de	los	mismos	y	finalmente	su	desubiquitinación.	Sólo	se	muestra	el	número	de	
cada	peroxina.	Ub:	ubiquitina.		
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ANTECEDENTES		

Los	 peroxisomas	 son	 organelos	 muy	 dinámicos	 que	 cambian	 su	 función,	 abundancia,	

distribución,	 tamaño	 y	 forma	 durante	 el	 desarrollo	 y	 bajo	 ciertos	 estímulos	 ambientales	 y	

fisiológicos	(Takano	et	al.,	2016).	En	el	hongo	P.	anserina	se	ha	encontrado	que	los	peroxisomas	

juegan	un	papel	fundamental	durante	el	desarrollo	sexual,	ya	que	existe	una	fina	regulación	de	la	

dinámica	del	organelo,	y	porque	se	ha	observado	que	varias	de	las	proteínas	involucradas	en	la	

importación	peroxisomal	son	necesarias	para	la	fertilidad	del	hongo.		

El	primer	descubrimiento	que	 ligó	a	 los	peroxisomas	con	el	desarrollo	sexual	en	P.	anserina	

fue	que	la	ausencia	de	PEX2	(anteriormente	CAR1)	provoca	un	fenotipo	recesivo	que	consiste	en	

el	bloqueo	total	del	desarrollo	sexual	desde	el	momento	previo	a	la	cariogamia.	En	las	cepas	con	

este	 fenotipo	 se	 observa	una	 formación	 completa	 y	una	morfología	normal	 de	 los	 croziers,	 sin	

embargo,	no	se	lleva	a	cabo	la	cariogamia	ni	la	formación	de	meiocitos,	ni	ninguno	de	los	pasos	

posteriores,	 y	 en	 su	 lugar	 hay	 una	 proliferación	 de	 croziers	 dicarióticos	 (Fig.	 5)	 (Simonet	 y	

Zickler,	1972).	Se	sabe	que	el	defecto	no	se	debe	a	 la	 imposibilidad	de	 la	cariogamia	misma,	ya	

que	 la	 cariogamia	 en	 el	micelio	 vegetativo	 es	 posible	 en	 estas	 cepas	 (Berteaux-Lecellier	 et	 al.,	

1995).	Se	hipotetiza	que	el	fenotipo	proviene	de	un	defecto	en	la	inducción	de	la	meiosis,	ya	que	

hay	cepas	mutantes	en	las	que	se	afecta	directamente	el	reconocimiento	nuclear	y	la	cariogamia	y	

aún	 así	 son	 capaces	 de	 llevar	 a	 cabo	 meiosis	 haploide	 y	 formación	 de	 esporas	 uniparentales	

(Zickler	et	al.,	1995).		

	

Fig.	5.	Fenotipo	de	 la	mutante	de	pex2.	1)	Micrografía	óptica	en	 la	que	se	observa	 la	proliferación	de	
croziers	en	lugar	de	 la	 formación	de	meiocitos,	 las	 flechas	apuntan	a	 las	células	apicales.	1a)	Las	flechas	
apuntan	a	dos	núcleos	en	profase	mitótica.	nu:	nucleolo.	Tomado	de	Simonet	y	Zickler,	1972.		
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Las	 proteínas	 de	 P.	 anserina,	 conocidas	 hasta	 este	 momento,	 cuya	 ausencia	 provoca	 la	

interrupción	del	desarrollo	 sexual	 en	 la	 etapa	dicariótica,	 son	PEX3	y	PEX19,	 las	peroxinas	del	

complejo	RING-finger,	 PEX13	del	 complejo	de	 anclaje	 y	 el	 co-receptor	PEX20.	 El	 hecho	de	que	

estas	proteínas	sean	necesarias	para	la	biogénesis	de	los	peroxisomas	o	pertenezcan	a	las	rutas	

de	importación	peroxisomal	sugiere	que	la	meiosis	de	P.	anserina	requiere	de	la	importación	de	

alguna	proteína	a	la	matriz	peroxisomal.	Sin	embargo,	una	ruta	de	importación	necesitaría	de	un	

receptor,	 y	 la	 ausencia	 de	 los	 receptores	 conocidos,	 PEX5	 y	 PEX7,	 no	 generan	 el	 bloqueo	 del	

desarrollo	sexual.	La	proteína	conocida	que	podría	cumplir	con	la	función	de	receptor	es	PEX20,	

ya	que	comparte	características	con	Pex5,	tanto	estructurales	(Einwächter	et	al.,	2001)	como	en	

el	hecho	de	que	su	actividad	está	regulada	por	ubiquitinación	(Léon	et	al.,	2006).	Con	esto	se	ha	

llegado	a	 la	 formulación	de	 la	hipótesis	de	que	PEX20	es	el	 receptor	de	al	menos	una	proteína	

cuya	importación	a	la	matriz	peroxisomal	permite	la	inducción	de	la	meiosis	de	P.	anserina.	Esta	

vía	de	 importación	utilizaría	 a	PEX13	 en	 la	 formación	del	 poro	 transitorio,	 pero	no	 a	PEX14	y	

PEX14/17;	 y	 estaría	 regulada	 por	 la	 ubiquitinación	 en	 una	 forma	 dependiente	 del	 complejo	

RING-finger	(Peraza-Reyes	et	al.,	2011).	

En	 P.	 anserina	 no	 se	 han	 estudiado	 los	 componentes	 de	 los	 complejos	 de	 ubiquitinación	 y	

dislocación	ni	PEX8.	En	el	presente	trabajo	estudiamos	a	los	genes	que	presuntamente	codifican	a	

PEX4	 y	 PEX22	 de	 P.	 anserina	 para	 ampliar	 nuestro	 conocimiento	 sobre	 los	 componentes	

necesarios	 en	 una	 ruta	 de	 importación	 peroxisomal	 funcional	 y	 para	 conocer	 su	 relevancia	

durante	el	desarrollo	sexual.	Con	este	estudio	buscamos	apoyar	 la	hipótesis	de	 la	existencia	de	

una	 nueva	 ruta	 de	 importación	 peroxisomal	 regulada	 por	 la	 ubiquitinación	 del	 receptor,	 de	 la	

cual	depende	el	desarrollo	sexual	de	P.	anserina.	
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HIPÓTESIS	

Las	 proteínas	 PEX4	 y	 PEX22	 de	 P.	 anserina	 componen	 el	 complejo	 de	 ubiquitinación	

peroxisomal,	el	cual	participa	en	las	rutas	de	importación	de	proteínas	de	matriz	peroxisomal	y	

es	necesario	para	la	iniciación	de	la	meiosis	en	este	hongo.		

	

OBJETIVOS	

Objetivo	general	

Definir	 la	 función	 de	 PEX4	 y	 PEX22	 en	 la	 biogénesis	 de	 los	 peroxisomas	 y	 en	 el	 desarrollo	

sexual	de	P.	anserina.	

	

Objetivos	particulares	

Estudiar	 el	 fenotipo	 de	 las	 mutantes	 ∆pex4	 y	 ∆pex22	 en	 la	 formación	 de	 la	 membrana	

peroxisomal,	 la	 inserción	 de	 proteínas	membranales	 y	 la	 importación	 de	 proteínas	 a	 la	matriz	

peroxisomal.		

Analizar	el	fenotipo	de	las	mutantes	∆pex4	y	∆pex22	durante	la	fase	vegetativa	y	el	desarrollo	

sexual	de	P.	anserina.	
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MATERIALES	y	MÉTODOS	

Cepas	y	condiciones	de	cultivo	

Las	cepas	de	P.	anserina	utilizadas	en	este	estudio	provienen	de	la	cepa	silvestre	“S”	(Espagne	

et	al.,	2008).	La	cepa	∆ku70	(El-Khoury	et	al.,	2008)	fue	provista	por	Robert	Debuchy	(Institut	de	

Biologie	Intégrative	de	la	Cellule,	Gif-sur-Yvette,	Francia).	Las	cepas	silvestres	que	expresan	GFP-

PTS1	y	PTS2-GFP	y	la	cepa	∆pex5	(Bonnet	et	al.,	2006)	fueron	provistas	por	Véronique	Berteaux-

Lecellier	 (CRIOBE,	 CNRS,	 Polinesia	 Francesa).	 Las	 cepas	 ∆pex10	 y	 la	 que	 expresa	 GFP-PEX2	

fueron	 generadas	 en	 un	 estudio	 previo	 (Peraza-Reyes	 et	 al.,	 2008).	 La	 cepa	 ∆pex4	 y	 las	 que	

expresan	FOX2-mCherry	y	PEX14-GFP	fueron	generadas	por	Fernando	Suaste	Olmos	en	nuestro	

laboratorio	(Suaste-Olmos	et	al.,	2018).	La	cepa	∆pex22	fue	generada	en	este	estudio.	

	La	composición	de	los	medios	de	cultivo	se	menciona	en	el	anexo.	Las	colonias	se	sembraron,	

a	 partir	 de	 explantes	 de	 colonias	 previas,	 en	 placas	 Petri	 con	medio	M2	 (medio	 estándar	 con	

dextrina	 como	 fuente	 de	 carbono),	 MM	 (M2	 para	 microscopía)	 o	 AO	 (medio	 con	 ácido	 oleico	

como	 fuente	de	 carbono),	 según	el	 experimento,	y	 crecieron	durante	24	o	48	horas	a	27	 oC	en	

oscuridad	 y	 80%	 de	 humedad.	 Los	 cultivos	 son	 almacenados	 temporalmente	 a	 4	 oC	 y	 para	

reservas	 a	 largo	 plazo	 a	 -80	 oC	 en	medio	 RG	 líquido	 (medio	 con	 sacarosa	 como	 estabilizador	

osmótico).	Para	realizar	cruzas	sexuales	se	colocaron	explantes	de	las	dos	cepas	deseadas,	de	tipo	

sexual	opuesto,	en	medio	M2	y	se	dejaron	crecer	durante	4	días	con	iluminación,	para	fertilizar	se	

colocaron	2	ml	de	agua	estéril	esparcida	sobre	el	medio,	3	días	después	se	colocó	sobre	el	medio	

una	 placa	 Petri	 invertida	 con	 medio	 MA	 en	 el	 que	 se	 colectaron	 las	 ascosporas	 expulsadas,	

posteriormente	 se	 seleccionaron	 y	 se	 recuperaron	 en	 medio	 G	 adicionado	 con	 extracto	 de	

levadura	 (GYE)	 para	 su	 germinación.	 Para	 rastrear	 los	marcadores	 de	 selección	 y	 así	 obtener	

cepas	 con	 el	 genotipo	 deseado,	 las	 colonias	 provenientes	 de	 esporas	 aisladas	 se	 replicaron	 en	

medios	 M2	 con	 antibióticos	 añadidos:	 fleomicina	 (25	 μg/ml),	 geneticina	 (G418	 sulfato,	 100	

μg/ml),	nourseotricina	(40	μg/ml)	o	higromicina	B	(75	μg/ml	para	construcciones	derivadas	de	

pBC-Hygro,	o	30	μg/ml	para	construcciones	derivadas	de	pUCHygro).		

Para	formar	protoplastos	el	micelio	se	cultivó	en	M2	líquido	con	extracto	de	levadura	(M2YE).	

Después	 de	 la	 transformación	 los	 protoplastos	 se	 regeneraron,	 dando	 lugar	 a	 las	 cepas	

transformantes	 primarias,	 en	 medio	 RG	 con	 el	 antibiótico	 correspondiente	 añadido	 (véanse	

concentraciones	 anteriores).	 Los	métodos	 de	 estudio	 de	P.	 anserina	 están	 descritos	 en	 el	 sitio	

http://podospora.igmors.u-psud.fr	.	
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Secuencias	genéticas	

Las	 secuencias	 genéticas	 de	 PEX4	 (Pa_1_9240)	 y	 PEX22	 (Pa_6_4620)	 se	 obtuvieron	 de	 la	

secuencia	del	genoma	de	P.	anserina	(http://podospora.igmors.u-psud.fr)	y	las	secuencias	de	las	

proteínas	 de	 la	 base	 de	 datos	 del	 GeneBank	 con	 los	 números	 de	 acceso	 CDP23277.1	 y	

CDP30493.1,	respectivamente.		

	

Extracción	de	DNA	genómico,	formación	de	protoplastos	y	transformación	

Para	aislar	DNA	genómico	de	P.	anserina	se	puso	a	crecer	a	la	cepa	de	interés	en	una	hoja	de	

celofán	sobre	M2,	el	micelio	se	cosechó	raspándolo	del	celofán	con	una	espátula,	se	liofilizó	y	se	

pulverizó	 para	 realizar	 la	 extracción	 de	 DNA	 con	 fenol-cloroformo	 de	 acuerdo	 con	 el	 método	

descrito	en	Coppin-Raynal	et	al.	(1989).			

Los	 protoplastos	 se	 generaron,	 a	 partir	 de	 micelio	 cultivado	 en	 M2YE	 de	 cada	 cepa	 a	

transformar,	por	digestión	con	enzimas	líticas	de	Trichoderma	harzianum	y	la	transformación	se	

realizó	con	polietilenglicol	mediante	el	método	descrito	en	Brygoo	y	Debuchy	(1985).		

	

Deleciones	genéticas,	plásmidos	y	oligonucleótidos	

Las	 deleciones	 genéticas	 se	 generaron	mediante	 el	 reemplazo	 del	marco	 de	 lectura	 abierto	

(ORF)	 del	 gen	 de	 interés	 por	 un	 gen	 marcador	 de	 selección	 que	 confiere	 resistencia	 a	 un	

antibiótico	 en	 particular.	 El	 reemplazo	 se	 dio	 por	 recombinación	 homóloga	 en	 los	 sitios	 que	

flanquean	al	ORF.	PEX4	 fue	 reemplazado	por	el	 gen	hph	 de	Escherichia	 coli,	 que	 se	obtuvo	por	

PCR	 del	 plásmido	 pBC-Hygro,	 provisto	 por	 Philippe	 Silar	 (Universidad	 París	 Diderot,	 París,	

Francia).	PEX22	 fue	 reemplazado	por	nat1	 de	Streptomyces	 noursei	 que	 se	obtuvo	por	PCR	del	

plásmido	pAPI509	(derivado	de	pAPI508;	El-Khoury	 	et	al.,	2008)	y	fue	provisto,	al	 igual	que	el	

plásmido	pSM334-Geneticin	para	realizar	las	complementaciones	genéticas,	por	Robert	Debuchy	

(Institut	 de	 Biologie	 Intégrative	 de	 la	 Cellule,	 Gif-sur-Yvette,	 Francia).	 Los	 casetes	 para	 el	

reemplazo	genético	se	generaron	por	PCR	de	doble	unión	(Kuwayama		et	al.,	2002)	y	consistieron	

en	el	gen	marcador	de	selección	flanqueado	por	≈700	pb	de	 las	secuencias	flanqueantes	5′	y	3′	

del	 ORF	 correspondiente,	 obtenidas	 por	 PCR	 del	 DNA	 genómico	 de	 la	 cepa	 silvestre	 de	 P.	

anserina.	 Los	 productos	 finales	 de	 las	 PCR	 de	 fusión	 fueron	 purificados	 a	 partir	 de	 geles	 de	

agarosa	y	usados	directamente	para	 transformar	protoplastos	de	 la	 cepa	∆ku70,	 cepa	utilizada	

para	 realizar	 transformaciones	 de	 P.	 anserina	 ya	 que	 en	 ella	 se	 favorece	 la	 recombinación	

homóloga	 (El-Khoury	 et	 al.,	 2008).	 Con	 las	 transformantes	 obtenidas	 se	 realizaron	 cruzas	
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sexuales	 con	 la	 cepa	 silvestre	 y	 así	 las	 deleciones	 genéticas	 fueron	 recuperadas	 en	 el	 fondo	

genético	KU70+	en	cepas	homocarióticas	de	cada	uno	de	 los	tipos	sexuales.	Se	verificó	con	PCR	

que	 los	 reemplazos	 genéticos	 se	 hubieran	 efectuado	 correctamente;	 que	 el	 gen	 marcador	 de	

selección	 esté	 presente	 en	 el	 locus	 adecuado	 y	 que	 no	 exista	 el	 ORF	 original.	 Todos	 los	

oligonucleótidos	utilizados	se	enlistan	en	el	anexo.	
 

Complementación	genética	

Para	 complementar	 genéticamente	 las	 cepas	 con	 deleciones	 se	 les	 introdujo	 ectópicamente	

(EC)	una	copia	silvestre	del	gen	ausente.	PEX4	provino	del	plásmido	GA0AA328DB09	(librería	de	

DNA	 genómico	 de	P.	 anserina,	 Genoscope,	 Francia),	 el	 fragmento	 de	 DNA	 que	 contiene	 el	 gen	

PEX22	provino	de	una	PCR	en	la	que	se	usó	DNA	genómico	como	molde.	El	plásmido	o	producto	

de	 PCR,	 que	 contiene	 el	 gen	 de	 interés,	 fue	 utilizado	 directamente	 para	 cotransformar	 con	 el	

vector	 pSM334_Genticin	 la	 cepa	 mutante	 que	 expresa	 FOX2-mCherry.	 Las	 transformantes	

resistentes	a	geneticina	 fueron	analizadas	con	respecto	a	 la	 importación	de	FOX2-mCherry	y	el	

desarrollo	sexual.		

	

Citología	

Las	células	del	ciclo	sexual	fueron	fijadas	en	paraformaldehído	7.4%	y	los	núcleos	teñidos	con	

DAPI	(4',6-diamino-2-fenilindol	diclorhidrato,	Molecular	Probes,	Eugene,	OR)	(0.5	μg/ml),	como	

se	 describe	 en	 Thompson-Coffe	 y	 Zickler	 (1994).	 Las	 micrografías	 de	 células	 vivas	 fueron	

obtenidas	a	partir	de	colonias	individuales	de	la	cepa	de	interés	crecidas	durante	24	horas	en	MM	

en	placas	Petri	(Takano-Rojas	et	al.,	2016).	Para	analizar	la	importación	peroxisomal	de	proteínas	

en	micelio	se	obtuvieron	cepas	homocarióticas	con	el	fondo	genético	de	interés	y	la	expresión	de	

las	proteínas	fluorescentes	necesarias	según	el	experimento,	para	esto	se	realizaron	cruzas	de	la	

cepa	de	 interés	 con	cepas	que	expresan	 las	proteínas;	FOX2-mCherry,	PEX14-GFP,	GFP-PEX2	y	

GFP-PTS1	 (GFP	 fusionada	 en	 el	 extremo	 C-terminal	 al	 tripéptido	 SKL;	 Ruprich-Robert	 et	 al.,	

2002)	 y	 de	 la	 descendencia	 se	 seleccionaron	 las	 cepas	 buscadas.	 Para	 analizar	 la	 importación	

peroxisomal	 de	 proteínas	 en	 esporas	 se	 realizaron	 cruzas	 de	 las	 cepas	 de	 interés	 con	 la	 cepa	

silvestre	que	expresa	PTS2-GFP	(GFP	fusionada	en	el	extremo	N-terminal	a	la	secuencia	PTS2	de	

la	 tiolasa	peroxisomal	de	P.	 anserina;	Bonnet	et	 al.,	 2006);	 las	 esporas	 se	 observaron	 tres	días	

después	de	la	fertilización.		
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Microscopía	

Las	imágenes	se	tomaron	con	un	microscopio	Nikon	Eclipse	E600	con	una	cámara	Neo	Andors	

CMOS	 refrigerada,	 con	 un	 microscopio	 láser	 confocal	 Zeiss	 LSM-800	 usando	 un	 objetivo	 de	

inmersión	 Plan-Apocromático	 63x/1.4	 y	 láseres	 de	 405,	 488	 y	 561	 nm	 y	 con	 un	microscopio	

confocal	Leica	TCS	SP5	con	un	objetivo	de	inmersión	en	agua	63x	y	láseres	de	488	nm	(Argón)	y	

543	nm	 (Helio/Neón).	 Para	 la	microscopía	 confocal	 de	 células	 vivas	 las	 imágenes	de	 todos	 los	

canales	fueron	tomadas	simultáneamente.	Las	imágenes	de	proyecciones	de	máxima	intensidad	

de	células	fijadas	fueron	generadas	a	partir	de	imágenes	de	secciones-z	tomadas	con	microscopía	

confocal	a	intervalos	de	0.43	μm	a	lo	ancho	de	todo	el	volumen	celular.		

Las	 imágenes	 fueron	 procesadas	 utilizando	 el	 paquete	 FIJI	 (Schindelin	 et	 al.,	 2012)	 para	

ImageJ	 (Schneider	et	al.,	2012)(NIH,	Bethesda,	EUA)	o	el	programa	ZEN	2012	(Carl	Zeiss,	 Jena,	

Alemania).	 El	 análisis	 de	 abundancia	 de	 peroxisomas	 se	 realizó	 en	 imágenes	 de	 microscopía	

confocal	del	plano	medio	de	hifas	en	crecimiento	(15	hifas	de	al	menos	3	colonias	independientes	

por	cepa),	en	las	que	usando	el	programa	ZEN	2012	se	contó	el	número	de	peroxisomas	de	tres	

regiones	consecutivas	de	140	μm	de	largo	a	partir	de	la	punta,	se	calculó	el	área	de	la	hifa	en	cada	

región	 y	 con	 ella	 la	 cantidad	 de	 peroxisomas	 por	 μm2.	 Los	 valores	 P	 se	 calcularon	 utilizando	

pruebas	de	t	de	Student	de	dos	colas	de	dos	muestras	independientes.		
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RESULTADOS	

Creación	y	verificación	de	la	cepa	Δpex22	de	P.	anserina	

Con	el	fin	de	estudiar	la	función	de	la	proteína	PEX22	de	P.	anserina	creamos	una	cepa	mutante	

con	 la	 deleción	 del	 gen	 que	 presuntamente	 la	 codifica.	 El	 gen	PEX22	 fue	 sustituido	 por	 el	 gen	

NAT1,	 que	 confiere	 resistencia	 al	 antibiótico	 nourseotricina.	 Para	 esto	 construimos	 un	 casete	

génico	con	el	gen	NAT1	y	las	secuencias	que	flanquean	a	PEX22	en	los	extremos	5´	y	3´	(Fig.	6).	

Este	casete	lo	introdujimos	en	protoplastos	de	la	cepa	Δku70	MAT	+	de	P.	anserina,	en	la	que	se	

favorece	la	recombinación	homóloga	(El-Khoury	et	al.,	2008),	y	recuperamos	colonias	resistentes	

a	nourseotricina,	en	las	que	el	casete	se	introdujo	por	recombinación	homóloga	incorporando	el	

gen	NAT1	en	el	locus	de	PEX22.		

	

 

Fig.	 6.	 Construcción	 del	 casete	 para	 la	 deleción	 de	 PEX22.	 A)	 Esquema	 con	 los	 pasos	 que	 se	
siguieron	para	realizar	 la	construcción:	tres	reacciones	 iniciales	(con	los	oligonucleótidos	representados	
por	 flechas,	 los	números	 indican	 los	nombres	que	 aparecen	en	 el	 anexo),	 con	 las	que	 se	obtuvieron	 los	
productos	5´	(682	pb),	3´	(683	pb)	y	NAT1	(1,468	pb),	que	fueron	purificados	y	utilizados	en	una	PCR	de	
doble	unión	que	produjo	el	casete	completo	(2,833pb).	B)	Geles	de	electroforesis	(agarosa	0.3	%)		con	los	
productos	de	las	4	PCRs.	Marcador	de	peso	molecular	Gene	Ruler	1kb	(GR).	
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A	 partir	 de	 una	 de	 las	 colonias	 transformantes	 resistentes	 a	 nourseotricina,	 mediante	 una	

cruza	sexual	con	la	cepa	silvestre,	adquirimos	cepas	homocarióticas	Δpex22	de	cada	tipo	sexual	

sin	la	mutación	de	Δku70.	Extrajimos	DNA	de	estas	cepas	y	de	la	silvestre	para	realizar	PCRs	con	

las	que	confirmamos	que	la	deleción	se	dio	correctamente	(Fig.	7).		

Para	 estudiar	 al	 complejo	 de	 ubiquitinación	 en	 su	 totalidad,	 además	 de	 la	 cepa	 Δpex22	

generada	 para	 este	 estudio,	 utilizamos	 la	 cepa	 Δpex4	 que	 fue	 creada	 y	 verificada	 por	 el	 Dr.	

Fernando	Suaste	Olmos	(verificación	por	PCR	en	Fig.	S3	en	el	anexo).		

	

	

Fig.	7.	Verificación	de	la	deleción	de	PEX22	por	PCR.	Se	muestran	esquemas	del	DNA	(locus:	Pa_6_	
4620)	de	la	cepa	silvestre	(S)	y	de	la	cepa	Δpex22	(Δ)	con	los	sitios	donde	se	hibridan	los	oligonucleótidos	
utilizados	 (representados	 por	 flechas,	 los	 números	 indican	 los	 nombres	 que	 aparecen	 en	 el	 anexo).	 Se	
muestran	 geles	 de	 electroforesis	 (agarosa	 0.3	%)	 con	 los	 productos	 de	 PCR	 de	 las	 5	 reacciones	 que	 se	
realizaron,	 debajo	 de	 ellos	 se	 indican	 los	 oligonucleótidos	 que	 se	 utilizaron	 y	 los	 pesos	 moleculares	
predichos	de	los	productos	obtenidos.	El	marcador	de	peso	molecular	es	Gene	Ruler	1kb	(GR).	
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PEX4	 y	 PEX22	 se	 requieren	 para	 la	 utilización	 de	 ácidos	 grasos	 y	 la	 formación	 de	

micelio	aéreo	

Para	conocer	si	PEX4	y	PEX22	tienen	función	de	factores	de	biogénesis	peroxisomal	lo	primero	

que	investigamos	fue	la	capacidad	de	utilizar	ácidos	grasos	como	fuente	de	carbono	en	las	cepas	

que	carecen	de	estas	proteínas.	Encontramos	que,	al	igual	que	las	mutantes	que	carecen	de	otras	

peroxinas	 (Peraza-Reyes	et	 al.,	 2008,	 Peraza-Reyes	et	 al.,	 2011),	 las	 cepas	Δpex4	y	Δpex22	 son	

incapaces	de	crecer	en	medio	con	ácido	oleico	como	única	fuente	de	carbono.	Esto	es	consistente	

con	 el	 hecho	 de	 que	 sus	 peroxisomas	 no	 sean	 totalmente	 funcionales.	 Otro	 rasgo	 que	

encontramos	en	Δpex4	y	Δpex22	 fue	 la	 falta	de	micelio	aéreo	cuando	crecen	en	medio	estándar	

que	tiene	dextrina	como	única	fuente	de	carbono	(Fig.	8).		

	

 

Fig.	8.	Crecimiento	de	las	cepas.	Crecimiento	de	las	cepas	tras	48	horas	de	incubación	en	medios	con	
dextrina	o	ácido	oleico	como	única	fuente	de	carbono.	A	la	derecha	se	indican	los	genotipos	de	las	cepas	en	
la	posición	correspondiente.	Se	muestra	que	en	dextrina	 las	cepas	con	ausencia	de	una	o	más	peroxinas	
presentan	menos	micelio	aéreo	que	la	cepa	silvestre	y	son	incapaces	de	crecer	cuando	su	única	fuente	de	
carbono	es	un	ácido	graso	de	cadena	muy	larga.	Se	muestra	el	crecimiento	de	las	cepas	mencionadas	en	el	
texto	anterior	y	de	cepas	que	se	presentarán	más	adelante.	
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La	ausencia	de	PEX4	y	PEX22	no	afecta	la	formación	de	las	membranas	peroxisomales	

Para	 estudiar	 el	 papel	 del	 PEX4	 y	 PEX22	 en	 la	 biogénesis	 de	 los	 peroxisomas,	 primero	

buscamos	si	se	requieren	para	 la	 formación	de	 las	membranas	peroxisomales	y	 la	 inserción	de	

sus	 proteínas	membranales.	 Para	 esto	 observamos	 la	 localización	 de	 una	 proteína	 integral	 de	

membrana	peroxisomal:	PEX14	(fusionadas	a	la	proteína	fluorescente	GFP).	Observamos	que	en	

las	 cepas	 carentes	 de	 PEX4	 o	 PEX22,	 al	 igual	 que	 en	 la	 cepa	 silvestre,	 PEX14-GFP	 (Fig.	 9)	 se	

localiza	en	puntos	distribuidos	a	lo	largo	de	las	hifas	con	el	patrón	con	el	que	se	ha	descrito	a	los	

peroxisomas	 de	 P.	 anserina	 en	 condiciones	 estándar	 (Takano-Rojas	 et	 al.,	 2016)	 y	 a	 los	

remanentes	peroxisomales	en	cepas	afectadas	en	la	importación	de	proteínas	de	matriz	(Peraza-

Reyes	et	al.,	2011).	Esto	significa	que	la	formación	de	las	membranas	peroxisomales	y	la	inserción	

de	sus	proteínas	membranales,	al	menos	PEX14,	no	son	afectadas	por	la	ausencia	de	PEX4	ni	de	

PEX22.		

	

 

Fig.	9.	Localización	de	PEX14-GFP	en	hifas	de	las	cepas	silvestre,	Δpex4	y	Δpex22.	Colonias	de	las	
cepas	silvestre,	Δpex4	y	Δpex22	que	expresan	la	proteína	PEX14-GFP	crecieron	durante	24	horas	en	medio	
MM	 y	 fueron	 observadas	 con	microscopía	 confocal.	 En	 las	 tres	 cepas	 PEX14-GFP	 se	 localiza	 en	 puntos	
distribuidos	a	lo	largo	de	las	hifas,	lo	que	coincide	con	un	patrón	peroxisomal.	Barras	de	escala:	5	μm,	la	
barra	en	la	imagen	de	Δpex4	corresponde	también	a	la	de	Δpex22.		
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PEX4	y	PEX22	se	requieren	en	la	importación	de	proteínas	de	matriz	peroxisomal	

Posteriormente	buscamos	si	PEX4	y	PEX22	se	necesitan	para	la	 importación	de	proteínas	de	

matriz	 peroxisomal.	 Para	 esto	 primero	 observamos	 la	 localización	 de	 PTS2-GFP	 (una	 proteína	

fluorescente	fusionada	a	la	PTS2)	en	las	ascosporas	provenientes	de	cruzas	heterócigas	entre	la	

cepa	silvestre,	que	expresa	 la	proteína	mencionada,	y	una	de	 las	cepas	mutantes.	En	una	cruza	

realizada	 de	 esta	 manera,	 el	 gen	 de	 PTS2-GFP	 y	 los	 loci	 mutados	 de	 PEX4	 o	 PEX22	 pueden	

distribuirse	de	varias	maneras	en	las	ascosporas.	Para	realizar	este	análisis	escogimos	ascas	en	

las	 cuales	 las	 4	 ascosporas	 expresaran	 PTS2-GFP	 y	 solamente	 2	 de	 ellas	 tuvieran	 genotipo	

mutante.	En	estas	ascas	encontramos	dos	esporas	con	genotipo	silvestre	 (en	ambos	núcleos)	y	

dos	esporas	con	genotipo	mutante	(en	ambos	núcleos),	en	las	primeras	observamos	que	la	PTS2-

GFP	es	introducida	a	los	peroxisomas	y	en	las	segundas	observamos	que	se	localiza	en	el	citosol	

(Fig.	10).	Esto	 indica	que	en	ausencia	de	cualquiera	de	 las	dos	proteínas	de	estudio	se	abate	 la	

importación	mediada	por	PEX7/PEX20.	

	

 

Fig.	 10.	 Localización	 de	 PTS2-GFP	 en	 ascosporas.	 Se	 realizaron	 cruzas	 de	 una	 cepa	 silvestre	 que	
expresa	 la	 proteína	 reportera	 PTS2-GFP	 con	 las	 cepas	 silvestre,	 Δpex4	 y	 Δpex22,	 después	 de	 tres	 días	
desde	 la	 fertilización	 se	 observó	 el	 himenio	 con	microscopía	 de	 fluorescencia.	 En	 la	 cruza	 silvestre	 se	
observan	 las	 cuatro	 ascosporas	 de	 un	 asca	 con	 importación	 peroxisomal	 de	 PTS2-GFP.	 En	 las	 cruzas	
heterócigas	se	observan	dos	esporas	(abajo),	que	recibieron	los	núcleos	silvestres,	con	la	proteína	en	los	
peroxisomas	 y	 otras	 dos	 esporas	 (arriba),	 que	 recibieron	 los	 núcleos	 mutantes,	 con	 la	 proteína	 en	 el	
citosol.	Barra	de	escala:	5	μm.	
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Posteriormente	 investigamos	 la	 localización	de	dos	proteínas	que	son	 importadas	por	PEX5;	

FOX2	 fusionada	a	 la	proteína	 fluorescente	mCherry	y	GFP-PTS1,	proteína	 fluorescente	exógena	

fusionada	a	 la	PTS1.	Para	esto	primero	corroboramos	que	 la	 localización	peroxisomal	de	FOX2	

requiere	 de	 PEX5	 como	 receptor	 (Fig.	 11),	 ya	 que	 anteriormente	 no	 se	 había	 investigado	 la	

localización	 de	 esta	 proteína	 en	 el	 micelio	 de	 P.	 anserina	 (Bonnet	 et	 al.,	 2006).	 Habiendo	

confirmado	 esto,	 observamos	 la	 ubicación	 de	 FOX2-mCherry	 y	 GFP-PTS1	 en	 el	 micelio	 de	 las	

cepas	 silvestre,	 Δpex4	 y	 Δpex22.	 Las	 hifas	 de	 la	 cepa	 silvestre	 presentan	 ambas	 proteínas	

localizadas	por	completo	en	puntos	discretos,	 iguales	a	 los	observados	con	PEX14-GFP	y	PTS2-

GFP.	 Por	 el	 contrario,	 en	 ausencia	 de	 PEX4	 o	 PEX22	 la	 GFP-PTS1	 se	 ubica	 únicamente	 en	 el	

citosol,	mientras	que	FOX2-mCherry	se	encuentra	tanto	en	el	citosol	como	en	puntos	similares	a	

los	que	se	observan	en	la	cepa	silvestre	(Fig.	12).		

	

 

Fig.	11.	Localización	de	FOX2-mCherry	en	el	micelio	de	la	cepa	silvestre	y	Δpex5.	Colonias	de	las	
cepas	silvestre	y	Δpex5	que	expresan	la	proteína	FOX2-mCherry	crecieron	durante	24	horas	en	medio	MM	
y	fueron	observadas	con	microscopía	de	fluorescencia.	Se	muestra	que	en	la	cepa	silvestre	esta	proteína	se	
localiza	en	los	peroxisomas	mientras	que	en	ausencia	de	PEX5	se	localiza	en	el	citosol,	lo	que	indica	que	el	
receptor	PEX5	es	necesario	para	su	importación.	Barra	de	escala:	5	μm.	
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Fig.	 12.	 Localización	 de	 GFP-PTS1	 y	 FOX2-mCherry	 en	micelio	 de	 las	 cepas	 silvestre,	 Δpex4	 y	
Δpex22.	Colonias	de	las	cepas	silvestre,	Δpex4	y	Δpex22	que	expresan	las	proteínas	de	fusión	GFP-PTS1	y	
FOX2-mCherry	 crecieron	 durante	 24	 horas	 en	 medio	 MM	 y	 fueron	 observadas	 con	 microscopía	 de	
fluorescencia.	En	la	cepa	silvestre	la	localización	de	ambas	proteínas	es	peroxisomal,	mientras	que	en	las	
cepas	mutantes	 la	GFP-PTS1	es	 citosólica	y	FOX2-mCherry	es	parcialmente	 citosólica	y	parcialmente	 se	
localiza	en	puntos	(puntas	de	flecha).	Barra	de	escala:	5	μm.		
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Para	saber	si	los	puntos	en	los	que	se	encuentra	ubicada	FOX2-mCherry	en	las	cepas	mutantes	

son	peroxisomas	u	otras	estructuras	celulares	observamos	con	microscopía	confocal	micelio	de	

cepas	 Δpex4	 y	 Δpex22	 que	 expresan	 FOX2-mCherry	 y	 PEX14-GFP,	 y	 analizamos	 si	 hay	

colocalización	en	la	fluorescencia	de	estas	proteínas.	En	las	mutantes	encontramos	que	todos	los	

puntos	 que	 se	 observan	 con	 FOX2-mCherry	 también	 tienen	 PEX14-GFP	 y	 por	 lo	 tanto	 son	

peroxisomas,	pero	también	observamos	que	en	las	cepas	mutantes	y	en	la	silvestre	no	todos	los	

peroxisomas,	detectables	con	PEX14-GFP,	tienen	FOX2-mCherry	(Fig.	13).	Esto	lo	corroboramos	

marcando	a	los	peroxisomas	con	una	segunda	proteína	de	membrana	peroxisomal,	GFP-PEX2,	en	

la	cepa	silvestre	y	Δpex22,	los	resultados	fueron	los	mismos	que	con	PEX14-GFP	(Fig.	14).	Lo	que	

en	algunas	imágenes	se	observa	como	acumulaciones	de	peroxisomas	en	la	punta	de	las	hifas	no	

es	un	fenómeno	representativo	de	las	cepas	mutantes	y	también	lo	hemos	observado	en	la	cepa	

silvestre.	
 

 

Fig.	13.	Localización	de	FOX2-mCherry	y	PEX14-GFP	en	micelio	de	 las	cepas	silvestre,	Δpex4	y	
Δpex22.	Colonias	de	las	cepas	silvestre,	Δpex4	y	Δpex22	que	expresan	las	proteínas	de	fusión	PEX14-GFP	y	
FOX2-mCherry	crecieron	durante	24	horas	en	medio	MM	y	fueron	observadas	con	microscopía	confocal.	
Se	 observa	 que	 los	 puntos	 en	 los	 que	 se	 encuentra	 FOX2-mCherry	 también	 contienen	 a	 PEX14-GFP	
(flecha)	(con	algunas	excepciones	en	la	cepa	silvestre	(punta	de	flecha	vacía)),	sin	embargo,	se	aprecia	que	
algunos	 de	 los	 peroxisomas,	 con	 PEX14-GFP,	 no	 contienen	 a	 FOX2-mCherry	 (punta	 de	 flecha	 blanca).	
Barra	de	escala:	2	μm.	
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Fig.	14.	Localización	de	GFP-PEX2	y	FOX2-mCherry	en	micelio	de	 las	cepas	silvestre	y	Δpex22.	
Colonias	de	las	cepas	silvestre	y	Δpex22	que	expresan	las	proteínas	de	fusión	GFP-PEX2	y	FOX2-mCherry	
crecieron	 durante	 24	 horas	 en	 medio	 MM	 y	 fueron	 observadas	 con	 microscopía	 confocal.	 En	 la	 cepa	
silvestre	se	 logra	 identificar	a	 los	peroxisomas	con	ambas	proteínas	y	en	 la	cepa	mutante	se	observó,	al	
igual	que	con	PEX14-GFP,	que	 los	puntos	que	se	ven	con	FOX2-mCherry	 también	se	ven	con	GFP-PEX2,	
pero	no	todos	los	puntos	con	GFP-PEX2	tienen	FOX2-mCherry.	Barra	de	escala:	5	μm.	
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Además	notamos	que	 la	abundancia	de	 los	peroxisomas	que	tienen	FOX2-mCherry	es	mayor	

en	la	parte	apical	de	las	hifas	(los	primeros	140	μm	desde	la	punta),	que	en	el	siguiente	segmento	

(140	μm	a	280	μm),	y	mayor	en	éste	que	en	el	siguiente	(280	μm	a	420	μm)	en	las	cepas	mutantes	

(Fig.	15).	En	la	cepa	silvestre	es	muy	claro	que	los	peroxisomas	con	FOX2-mCherry	se	distribuyen	

a	lo	largo	de	toda	la	hifa.	Nuestros	datos	sugieren	que	esta	distribución	de	los	peroxisomas	con	

FOX2-mCherry	no	se	debe	a	una	localización	alterada	de	los	peroxisomas	en	las	cepas	mutantes,	

ya	 que	 la	 distribución	 de	 los	 peroxisomas	 con	 PEX14-GFP	 no	 presenta	 este	 patrón	 y	 es	 más	

homogénea	(Fig.	16).	
 

 

Fig.	15.	Cuantificación	de	los	peroxisomas	con	FOX2-mCherry	a	lo	largo	de	las	hifas	de	Δpex4	y	
Δpex22.	Se	 realizó	 la	 cuantificación	de	 los	peroxisomas	en	 imágenes	de	microscopía	 confocal	del	plano	
medio	de	3	segmentos	consecutivos	de	140	μm	de	largo	en	hifas	de	colonias	crecidas	en	MM	por	24	horas	
de	 las	 cepas	Δpex4	 y	 Δpex22.	 Se	midió	 el	 área	 de	 la	 hifa	 en	 cada	 segmento	 y	 se	 calculó	 la	 cantidad	 de	
peroxisomas	por	μm2,	se	realizó	una	prueba	de	t	de	Student	de	dos	muestras	independientes	y	se	encontró	
una	diferencia	 significativa	 entre	 el	 primer	 segmento	y	 el	 segundo	en	Δpex4	y	 Δpex22	 (***p<	0.0001)	 y	
entre	el	segundo	y	el	tercero	en	Δpex22	(**p<0.0019)	y	Δpex4	(*p<0.01).	En	el	histograma	los	valores	que	
se	muestran	son	el	promedio	±	desviación	estándar,	n=15.		
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Fig.	 16.	 Localización	de	FOX2-mCherry	 y	PEX14-GFP	a	 lo	 largo	de	 las	hifas	de	 cepas	 silvestre,	
Δpex4	y	Δpex22.	Colonias	de	 las	cepas	silvestre,	Δpex4	y	Δpex22	que	expresan	FOX2-mCherry	y	PEX14-
GFP	crecieron	en	MM	durante	24	horas	y	fueron	observadas	con	microscopía	confocal.	Se	observa	que	en	
las	cepas	mutantes	los	peroxisomas	con	FOX2-mCherry	son	más	abundantes	en	la	punta	de	las	hifas	que	
en	los	segmentos	distales	mientras	que	los	peroxisomas	que	tienen	PEX14-GFP	se	distribuyen	a	lo	largo	de	
toda	 la	 hifa	 y	 que	 en	 las	 cepas	mutantes	 hay	 un	 septo	 a	 partir	 del	 cual	 disminuye	 la	 intensidad	 de	 la	
fluorescencia	citosólica	(punta	de	flecha).	Barras	de	escala:	5	μm.	
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Posteriormente	observamos	 la	 localización	de	 las	proteínas	 importadas	por	PEX5	en	células	

sexuales	(solo	en	los	croziers	ya	que	el	 fenotipo	en	el	desarrollo	sexual	de	las	mutantes	impide	

que	se	observen	 las	etapas	posteriores,	ver	más	adelante).	Encontramos	que	en	 los	croziers	de	

cruzas	 homócigas	 de	 la	 cepa	 mutante	 Δpex22	 también	 hay	 una	 importación	 parcial	 de	 FOX2-

mCherry	 (99.3	%	de	 los	 croziers	 analizados,	 n=152)	 y	una	 importación	 casi	nula	de	GFP-PTS1	

(5.9	%)	(Fig.	17).		

	

 

Fig.	 17.	 Localización	 de	 FOX2-mCherry	 y	 GFP-PTS1	 en	 los	 croziers	 de	 una	 cruza	 homóciga	 de	
Δpex22.	 Se	 muestran	 proyecciones	 de	 máxima	 intensidad	 de	 imágenes	 de	 microscopía	 confocal	 de	
croziers	fijados	obtenidos	de	una	cruza	homóciga	entre	cepas	Δpex22	que	expresan	FOX2-mCherry	y	GFP-
PTS1.	 FOX2-mCherry	 es	 peroxisomal	 y	 citosólica	 y	 GFP-PTS1	 sólo	 citosólica.	 A	 la	 derecha	 se	 tienen	
imágenes	empalmadas	de	FOX2-mCherry	con	GFP-PTS1	y	de	la	tinción	de	DAPI	con	el	campo	claro	(CC).	
Barra	de	escala:	5	μm.	
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Sabemos	 que	 el	 complejo	 RING-finger,	 compuesto	 por	 Pex2,	 Pex10	 y	 Pex12,	 actúa	 en	 más	

cascadas	de	ubiquitinación	además	de	 la	que	es	dependiente	de	Pex4/Pex22.	Por	 lo	tanto,	para	

saber	si	algún	otro	mecanismo	de	ubiquitinación,	en	el	que	podría	participar	el	complejo	RING-

finger,	está	permitiendo	que	se	importe	FOX2-mCherry	a	algunos	peroxisomas	en	las	cepas	Δpex4	

y	Δpex22,	 observamos	 la	 localización	de	 esta	proteína	 en	 la	 cepa	Δpex10	y	 en	 las	 cepas	dobles	

mutantes	Δpex4Δpex10	y	Δpex22Δpex10	(el	 fenotipo	en	el	crecimiento	de	estas	cepas	se	mostró	

en	 la	 Fig.	 8).	 Encontramos	que	 en	 ausencia	de	PEX10	 se	 abate	por	 completo	 la	 localización	de	

FOX2-mCherry	en	peroxisomas	y	que	la	deleción	de	PEX10	es	epistática	sobre	la	de	PEX4	y	PEX22	

(Fig.	 18).	 Estos	 resultados	 indican	que	 se	 requiere	de	 la	 actividad	de	PEX10	para	que	 se	dé	 la	

localización	peroxisomal	parcial	de	FOX2	que	encontramos	en	ausencia	de	PEX4	y	PEX22.		

Realizamos	una	 cepa	doble	mutante	Δpex4Δpex22	para	evaluar	 la	 interacción	genética	entre	

PEX4	y	PEX22.	Observamos	que	el	fenotipo	de	esta	cepa	es	idéntico	al	de	las	mutantes	sencillas	en	

su	crecimiento	vegetativo	(Fig.	8)	y	en	la	importación	de	FOX2-mCherry	(Fig.	18)	esto	concuerda	

con	que	PEX4	y	PEX22	actúen	en	un	complejo	cuya	función	requiere	de	ambas	proteínas	y	por	lo	

tanto	que	sean	los	componentes	del	complejo	de	ubiquitinación	en	P.	anserina.		

	

 

Fig.	18.	Localización	de	FOX2-mCherry	en	hifas	de	cepas	carentes	de	complejo	de	ubiquitinación	
y	 PEX10.	 Colonias	 de	 las	 cepas	 Δpex4,	 Δpex10,	 Δpex22,	 Δpex4Δpex22,	 Δpex4Δpex10	 y	 Δpex22Δpex10	
crecieron	en	MM	durante	24	horas	y	 fueron	observadas	 con	microscopía	de	 fluorescencia.	En	 las	 cepas	
mutantes	sencillas	y	doble	de	PEX4	y	PEX22	se	observa	la	localización	peroxisomal	y	citosólica	de	FOX2-
mCherry;	 mientras	 que	 en	 todas	 las	 cepas	 con	 la	 deleción	 de	 PEX10,	 FOX2-mCherry	 es	 totalmente	
citosólica.	Barra	de	escala:	5	μm.		
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El	complejo	de	ubiquitinación	es	necesario	en	el	inicio	de	la	meiosis	

Una	vez	que	confirmamos	que	los	genes	PEX4	y	PEX22	de	P.	anserina	sí	codifican	proteínas	que	

tienen	 función	 de	 factores	 de	 biogénesis	 peroxisomal,	 que	 participan	 en	 ambas	 vías	 de	

importación	 y	 que	 realizan	 una	 actividad	 común;	 examinamos	 su	 papel	 en	 la	 reproducción	

sexual.	Para	esto	realizamos	cruzas	heterócigas	entre	la	cepa	silvestre	y	cada	una	de	las	mutantes	

y	cruzas	homócigas.	Observamos	que	en	las	cruzas	heterócigas,	el	desarrollo	sexual	es	igual	que	

en	 las	 cruzas	 entre	 cepas	 silvestres	 excepto	 porque	 en	 las	 heterócigas	 las	 ascosporas	 con	

genotipo	 mutante	 que	 se	 producen	 son	 de	 color	 más	 claro	 que	 las	 silvestres	 (datos	 no	

mostrados).	 Por	 el	 contrario,	 en	 las	 cruzas	 homócigas,	 tanto	 de	 Δpex4	 como	 de	 Δpex22,	 el	

desarrollo	sexual	se	detiene	en	la	etapa	dicariótica	y	no	se	producen	meiocitos	ni	ascosporas	(Fig.	

19).	Este	fenotipo	recesivo	es	el	mismo	que	se	presenta	cuando	P.	anserina	carece	de	 los	genes	

PEX2,	PEX3,	PEX10,	PEX12,	PEX13,	PEX19	y	PEX20	(Peraza-Reyes	et	al.,	2011).	

	

	

Fig.	 19.	 Desarrollo	 sexual	 de	 las	 cepas	mutantes	 del	 complejo	 de	 ubiquitinación.	 Se	muestran	
proyecciones	 de	máxima	 intensidad	 de	 imágenes	 de	microscopía	 de	 fluorescencia	 de	 croziers	 fijados	 y	
teñidos	 con	 DAPI	 obtenidos	 después	 de	 tres	 días	 de	 la	 fertilización	 de	 cruzas	 homócigas	 de	 cepas	
silvestres,	Δpex4	y	Δpex22.	Se	observa	que	en	la	cruza	de	cepas	silvestres	se	producen	croziers	y	meiocitos	
en	los	que	se	aprecia	un	núcleo	grande	diploide	(flechas).	Por	el	contrario	en	las	cruzas	de	las	mutantes	
sólo	se	producen	croziers	con	dos	(puntas	de	 flecha	blancas)	o	cuatro	(puntas	de	 flecha	vacías)	núcleos	
haploides.	En	las	imágenes	de	arriba	se	observa	el	material	genético	teñido	con	DAPI	y	en	las	de	abajo	la	
tinción	con	DAPI	empalmada	con	el	campo	claro.	Barra	de	escala:	5	μm.	
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Complementación	genética	de	las	cepas	mutantes	

Finalmente,	para	corroborar	que	el	fenotipo	observado	en	las	cepas	mutantes	se	debe	a	la	falta	

de	los	componentes	del	complejo	de	ubiquitinación,	realizamos	la	complementación	genética	de	

las	cepas	mutantes	con	sus	respectivos	alelos	silvestres.	La	complementación	de	PEX22	se	realizó	

en	este	estudio	y	 la	de	PEX4	 fue	realizada	por	Fernando	Suaste	Olmos.	A	cada	una	de	 las	cepas	

mutantes	se	le	introdujo	ectópicamente	(EC)	el	gen	correspondiente.	Para	esto	se	transformaron	

protoplastos	de	la	cepa	mutante	introduciendo	un	plásmido	o	fragmento	de	PCR	que	contiene	el	

gen	silvestre	y	simultáneamente	un	plásmido	con	un	gen	que	confiere	resistencia	al	antibiótico	

geneticina.	El	gen	de	interés	y	el	gen	marcador	de	resistencia	se	introducen	en	el	genoma	en	uno	

o	varios	sitios	desconocidos.	Rastreamos	a	las	transformantes	por	su	resistencia	a	la	geneticina	y	

comprobamos	 si	 se	 restablece	 el	 fenotipo	 silvestre.	 Observamos	 el	 fenotipo	 de	 las	 cepas	

complementadas	con	respecto	a	la	importación	de	FOX2-mCherry	(Fig.	20)	y	al	desarrollo	sexual	

(Fig.	21);	en	ambas	cepas	en	los	dos	aspectos	se	restableció	el	fenotipo	silvestre.	

	

	

Fig.	 20.	 Localización	 de	 FOX2-mCherry	 en	 las	 cepas	 Δpex4,	 Δpex22	 y	 las	 mutantes	
complementadas	 genéticamente.	 Colonias	 de	 las	 cepas	 silvestre,	 Δpex4,	 Δpex22,	 Δpex4PEX4+(EC)	 y	
Δpex22PEX22+(EC)	que	expresan	 la	proteína	FOX2-mCherry	crecieron	durante	24	horas	en	medio	MM	y	
fueron	observadas	con	microscopía	de	fluorescencia.	En	las	cepas	mutantes	se	observa	a	FOX2-mCherry	
en	 el	 citosol	 y	 en	 algunos	 peroxisomas,	mientras	 que	 en	 las	 cepas	 complementadas	 la	 proteína	 sólo	 se	
ubica	en	los	peroxisomas,	al	igual	que	en	la	silvestre.	Barra	de	escala:	5	μm.	



	 38	

	
Fig.	 21.	 Desarrollo	 sexual	 de	 las	 cepas	 Δpex4,	 Δpex22	 y	 	 las	 mutantes	 complementadas	

genéticamente.	Se	muestra	el	himenio	de	las	cruzas	homócigas	de	las	cepas	silvestre,	Δpex4	y	Δpex22	y	de	
las	 cruzas	 Δpex4	 pcon	 Δpex4PEX4+(EC)	 y	 Δpex22	 con	 Δpex22PEX22+(EC)	 después	 de	 4	 días	 desde	 la	
fertilización.	 Los	 genes	 insertados	 ectópicamente	 restablecen	 el	 fenotipo	 silvestre	 permitiendo	 la	
iniciación	de	la	meiosis	y	la	formación	de	las	ascospora.	Barra	de	escala	en	los	paneles	de	la	derecha:	5	μm;	
y	de	la	izquierda	y	el	centro:	20	μm.	
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DISCUSIÓN	

Estudiamos	 a	 las	 proteínas	 que	 forman	 el	 complejo	 de	 ubiquitinación	 peroxisomal	 de	 P.	

anserina	y	encontramos	que	PEX4	y	PEX22	son	peroxinas	que,	como	esperábamos,	no	participan	

en	la	biogénesis	de	 las	membranas	peroxisomales	y	sí	actúan	en	conjunto	en	 la	 importación	de	

proteínas	de	la	matriz	peroxisomal,	por	lo	tanto	se	requieren	para	la	utilización	de	ácidos	grasos	

de	 cadena	 muy	 larga,	 la	 pigmentación	 de	 las	 ascosporas,	 la	 formación	 de	 micelio	 aéreo	 y	 el	

desarrollo	sexual.	

Nuestros	resultados	muestran	que	en	ausencia	del	complejo	de	ubiquitinación,	la	importación	

de	proteínas	mediante	las	vías	PTS1	y	PTS2	está	abatida,	sin	embargo,	la	de	la	proteína	FOX2,	una	

proteína	 sin	 PTS,	 no	 está	 totalmente	 inhabilitada.	 En	 otros	 organismos	 se	 han	 observado	 dos	

causas	distintas	que	permiten	que	se	dé	 la	 importación	parcial	de	proteínas	cuando	el	reciclaje	

del	receptor	está	alterado:	en	Trypanosoma	brucei,	se	ha	sugerido	que	cuando	Pex4	no	realiza	la	

monoubiquitinación	del	receptor	Pex5	hay	otras	enzimas	E2	que	la	sustituyen	(Gualdrón-López	

et	al.,	2013)	y	en	K.	pastoris	existe	un	mecanismo	de	poliubiquitinación	y	degradación	de	Pex20,	

que	restituye	parcialmente	su	función	cuando	se	interrumpe	su	reciclaje	(Kiel	et	al.,	2005;	Léon	et	

al.,	 2006;	 Léon	 y	 Subramani,	 2007).	 Cualquiera	 de	 estos	 dos	 mecanismos	 podría	 estar	

permitiendo	la	importación	parcial	de	FOX2	en	P.	anserina;	esto	concuerda	con	nuestro	hallazgo	

de	 que	 en	 ausencia	 de	 PEX10	 se	 abate	 esta	 importación,	 ya	 que	 el	 complejo	 RING-finger	 es	

necesario	para	cualquiera	de	los	dos	tipos	de	ubiquitinación.		

Aún	considerando	que	la	importación	parcial	se	puede	deber	a	una	ubiquitinación	alternativa	

de	 PEX5,	 permanece	 la	 pregunta	 de	 por	 qué	 el	 rescate	 parcial	 de	 la	 importación	 lo	 vemos	 en	

FOX2	y	no	en	GFP-PTS1.	Sabemos	que	estas	proteínas	difieren	en	su	información	de	localización	

peroxisomal,	y	por	lo	tanto	en	la	forma	en	la	que	se	asocian	con	el	receptor	PEX5.	Un	ejemplo	de	

una	 proteína	 sin	 PTS	 reconocida	 por	 Pex5,	 es	 Pox1	 de	S.	 cerevisiae,	 ésta	 se	 une	 a	 la	 región	N-

terminal	del	receptor	(Klein	et	al.,	2002;	Shäfer	et	al.,	2004)	y	no	en	los	dominios	TPR	de	la	región	

C-terminal,	como	 lo	hacen	 las	proteínas	con	PTS1.	Si	FOX2	se	asocia	a	PEX5	de	esta	manera	es	

posible	que	existan	en	la	región	C-terminal	de	PEX5	residuos	de	aminoácidos	ubiquitinables	(Cys	

o	 Lys),	 que	 queden	 expuestos	 cuando	 PEX5	 está	 unido	 a	 FOX2,	 pero	 que	 no	 sean	 accesibles	

cuando	PEX5	está	asociado	a	proteínas	con	PTS1	(Fig.	22).	Un	análisis	de	predicción	de	los	sitios	

de	ubiquitinación	de	PaPEX5	con	el	programa	UbPred	(http://www.ubpred.org),	indica	que	la	lisina	

en	la	posición	575	podría	ser	sustrato	de	ubiquitinación	(con	un	grado	de	confianza	de	0.66).	Esta	
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lisina	 y	 3	 cisteínas,8	 que	 también	 se	 encuentran	 en	 la	 región	 C-terminal,	 podrían	 ser	

ubiquitinadas,	ya	sea	por	la	presencia	de	otras	enzimas	E2	de	conjugación	o	de	un	mecanismo	de	

poliubiquitinación,	cuando	PEX5	se	une	a	FOX2	y	no	a	una	PTS1,	y	así	proveer	un	rescate	parcial	

de	la	importación	cuando	el	reciclaje	del	receptor	está	alterado	por	la	ausencia	del	complejo	de	

ubiquitinación.	 Por	 otra	 parte,	 sabemos	 que	 el	 dominio	N-terminal	 de	 PEX5	 es	 la	 región	 de	 la	

proteína	 que	 lleva	 a	 cabo	 la	 actividad	 de	 translocación	 de	 proteínas	 a	 través	 de	 la	membrana	

peroxisomal	 (Schäfer	 et	 al.,	 2004;	 Montilla-Martínez	 et	 al.,	 2015).	 Por	 ello,	 es	 posible	 que	 la	

conformación	 del	 canal	 de	 translocación	 sea	 diferente	 al	 estar	 la	 región	 N-terminal	 de	 PEX5	

ocupada	 por	 una	 proteína	 sin	 PTS1	 y	 la	 regulación	 de	 su	 actividad	 podría	 tener	 distintos	

requerimientos.	Los	resultados	obtenidos,	junto	con	las	consideraciones	anteriores,	sugieren	que	

la	 ubiquitinación	 del	 receptor	 es	 necesaria	 para	 la	 importación	 de	 las	 proteínas	 a	 la	 matriz	

peroxisomal,	esto	coincide	con	el	modelo	de	importación	dirigida	por	exportación	propuesto	por	

Schliebs	et	al.	(2010).	

Observamos	además	que	tanto	en	la	cepa	silvestre	como	en	las	mutantes	analizadas,	no	todos	

los	 peroxisomas,	 identificables	 por	 la	 presencia	 de	 PEX14-GFP,	 contienen	 FOX2-mCherry,	 esto	

indica	que	en	las	hifas	de	P.	anserina	existen	distintas	poblaciones	de	peroxisomas	que	podrían	

tener	 distintas	 selectividades	 de	 importación	 de	 proteínas	 (Liu	et	 al.,	2011;	 Smith	 y	Aitchison,	

2013).	También	vemos	que	en	el	micelio	de	las	mutantes	Δpex4	y	Δpex22	los	peroxisomas	que	se	

encuentran	en	los	segmentos	más	cercanos	a	la	punta	son	los	que	contienen	FOX2,	esto	coincide	

con	que	 en	 esta	 zona	vemos	 la	 fluorescencia	 citosólica	más	 intensa,	 lo	que	 sugiere	que	 ahí	 	 se	

sintetiza	más	FOX2,	o	que	se	degrada	más	en	los	segmentos	subapicales,	y	por	lo	tanto	hay	más	

proteína	 disponible	 para	 ser	 importada	 a	 los	 peroxisomas	 que	 se	 encuentran	más	 cerca	 de	 la	

punta.	 Por	 otro	 lado,	 existe	 en	 las	 hifas	 un	 flujo	 citoplásmico	 constante	 hacia	 la	 zona	 de	

crecimiento	de	la	célula,	que	provoca	que	los	peroxisomas	tiendan	a	situarse	en	la	zona	apical,	a	

menos	que	existan	mecanismos	de	transporte	activo	que	los	distribuyan	al	resto	de	la	hifa	(Lin	et	

al.,	 2016),	 esto	 podría	 estar	 favoreciendo	 que	 encontremos	 cada	 vez	 menos	 peroxisomas	 con	

FOX2	hacia	el	centro	de	las	colonias.		
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Fig.	22.	Alineamiento	de	las	secuencias	proteínicas	de	PEX5	de	P.	anserina	y	S.	cerevisiae.		Para	
la	 secuencia	de	S.	 cerevisiae	 se	 señala	 con	 líneas	punteadas	 los	motivos	WxxxF	 (en	uno	de	ellos	 se	une	
Pex13	y	en	otro	Pex14),	con	línea	de	guiones	se	muestra	la	región	donde	Pox1	se	une	a	Pex5	y	con	líneas	
continuas	 los	 dominios	 TPR.	 Se	 señala	 con	 flechas	 la	 cisteína	 (azul)	 y	 la	 lisina	 (naranja)	 conservadas	
donde	 se	 realizan	 la	 mono	 y	 poliubiquitinación,	 respectivamente.	 Para	 la	 secuencia	 de	 P.	 anserina	 se	
señala	 con	puntos	 las	Cys	490,	554	y	559	y	 con	un	 cuadro	 la	Lys	575,	que	podrían	 ser	blancos	de	una	
ubiquitinación	 alternativa	 cuando	PEX5	 se	une	 a	 FOX2.	 Los	números	de	 acceso	de	 las	 secuencias	 en	 el	
GeneBank	son:	P.anserina	ABH10692.1	y	S.cerevisiae	ABH10692.1.	
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En	varios	hongos	 se	ha	descrito	 la	participación	de	 los	peroxisomas	en	el	desarrollo	 sexual,	

que	 consiste	 principalmente	 en	 la	 utilización	 de	 ácidos	 grasos	 como	 nutrientes	 de	 reserva	

durante	la	formación	de	los	cuerpos	fructíferos.	Sin	embargo,	P.	anserina	es	el	único	hongo	en	el	

cual	 se	 ha	 observado	 que	 los	 peroxisomas	 son	 indispensables	 para	 la	 reproducción	 sexual	 al	

afectar	 directamente	 el	 desarrollo	 meiótico	 (Peraza-Reyes	 y	 Berteaux-Lecellier,	 2013).	 En	 P.	

anserina	se	ha	visto	que	la	ausencia	de	distintas	peroxinas	altera	el	desarrollo	sexual	en	distintas	

etapas,	lo	cual	indica	que	los	peroxisomas	participan	en	más	de	una	actividad	celular	relacionada	

con	 la	 reproducción	 sexual.	 La	 ausencia	 de	 PEX5	 no	 impide	 el	 desarrollo	 sexual	 completo,	 sin	

embargo,	lo	afecta	de	forma	importante	ya	que	en	cruzas	de	una	cepa	Δpex5	se	producen	pocos	y	

pequeños	peritecios,	hay	un	retraso	en	 las	etapas	de	 la	meiosis	y	se	 forman	ascas	anormales	y	

ascosporas	con	una	cantidad	anormal	de	núcleos	y	con	bajas	tasas	de	expulsión	y	germinación.	La	

ausencia	del	receptor	PEX7	provoca	un	fenotipo	similar	al	de	Δpex5	pero	todos	los	defectos	del	

desarrollo	sexual	se	presentan	en	menor	grado	(Bonnet	et	al.,	2006).	Otras	investigaciones	en	P.	

anserina	sugieren	que	la	composición	de	proteínas	de	matriz	peroxisomal	está	regulada	a	lo	largo	

del	 desarrollo	 sexual	 ya	 que	 los	 componentes	 del	 importómero	 PEX14	 y	 PEX14/17	 no	 se	

requieren	de	igual	manera	en	las	distintas	etapas	(Peraza-Reyes	et	al.,	2011).		

Con	 esta	 investigación	 descubrimos	 que	 las	 peroxinas	 PEX4	 y	 PEX22	 de	 P.	 anserina	 	 se	

requieren	para	 la	meiosis	de	 la	misma	 forma	que	PEX3,	PEX19,	PEX2,	PEX10,	PEX12,	PEX13	y	

PEX20.	 De	 manera	 simultánea	 a	 esta	 investigación	 en	 el	 laboratorio	 se	 descubrió	 que	 las	

proteínas	 PEX8,	 PEX1,	 PEX6	 y	 PEX26	 también	 se	 requieren	 para	 la	 meiosis,	 todos	 estos	

resultados	 en	 conjunto	 fueron	 publicados	 en	 Suaste-Olmos	 et	 al.	 (2018).	 Nuestros	 resultados	

apoyan	la	hipótesis	de	 la	existencia	de	una	tercera	ruta	de	 importación	con	 la	cual	se	 lleva	a	 la	

matriz	 peroxisomal	 por	 lo	 menos	 a	 una	 proteína	 cuya	 localización	 peroxisomal	 permite	 la	

cariogamia	y	la	meiosis.	Toda	la	información	que	tenemos	indica	que	esta	ruta	tiene	al	receptor	

PEX20	que	 circula	 entre	 el	 citosol	 y	 el	 peroxisoma,	 que	 se	 ancla	 a	 la	membrana	por	medio	de	

PEX13	y	cuyo	reciclaje	depende	de	la	monoubiquitinación,	realizada	por	PEX4/PEX22	como	E2	y	

el	complejo	RING-finger	como	E3,	y	de	la	dislocación	mediada	por	PEX1,	PEX6	y	PEX26;	además	

utiliza	a	PEX8	en	la	interacción	entre	PEX13	y	el	complejo	RING-finger	(Fig.		23).		

Aunque	el	fenotipo	que	observamos	aparentemente	presenta	un	bloqueo	en	la	cariogamia,	que	

imposibilita	la	continuidad	del	desarrollo	sexual,	existe	evidencia	de	que	el	defecto	no	se	debe	a	

un	 obstáculo	 en	 la	 cariogamia	 misma,	 puesto	 que	 por	 una	 parte	 las	 cepas	 mutantes	 Δpex2	

(anteriormente	Δcar1)	son	capaces	de	realizar	cariogamia	durante	la	fase	vegetativa	(Berteaux-
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Lecellier	et	al.,	1995),	esto	quiere	decir	que	la	cariogamia	en	sí	misma	no	está	afectada,	y	por	otra	

parte,	existen	defectos	que	aunque	directamente	impidan	la	cariogamia	no	impiden	la	meiosis,	ya	

que	 en	 estos	 casos	 ésta	 se	 lleva	 a	 cabo	 de	 forma	 haploide	 (Zickler	 et	 al.,	1995,	 Vasnier	 et	 al.,	

2014).	Por	lo	tanto,	el	fenotipo	que	observamos	en	P.	anserina	cuando	carece	de	ciertas	peroxinas	

sugiere	que	los	peroxisomas	participan	en	un	evento	que	permite	que	se	establezca	el	cambio	de	

ciclo	mitótico	 a	 la	meiosis,	 aspecto	 apoyado	 por	 el	 hecho	 de	 que	 en	 el	 fenotipo	 observado	 los	

núcleos	se	reproducen	por	mitosis	indefinidamente,	en	lugar	de	detener	su	proliferación.	

Por	el	momento	no	tenemos	información	que	nos	permita	conocer	puntualmente	la	actividad	

celular	necesaria	para	el	desarrollo	sexual	en	la	que	participan	los	peroxisomas.	Para	comenzar	a	

indagar	 sobre	 esta	 actividad	 es	 necesario	 buscar	 las	 proteínas	 que	 interactúan	 con	 PEX20	 y,	

previendo	 que	 PEX20	 no	 sea	 directamente	 el	 receptor	 de	 la	 nueva	 vía	 sino	 co-receptor	 de	 un	

receptor	 desconocido,	 buscar	 las	 proteínas	 que	 están	 en	 la	 matriz	 peroxisomal	 cuando	 los	

receptores	PEX5	y	PEX7	no	están	presentes.		

	

	
Fig.	23.	Peroxinas	de	 las	rutas	de	 importación	peroxisomales	necesarias	para	 la	meiosis	en	P.	

anserina.	En	el	esquema	se	muestran	todas	las	peroxinas		de	P.	anserina	involucradas	en	la	importación	
de	 proteínas	 a	 la	 matriz	 peroxisomal	 y	 las	 proteínas	 que	 transportan	 (sólo	 se	 indica	 el	 número	 de	 la	
peroxina	correspondiente).	Las	proteínas	necesarias	para	la	meiosis	se	muestran	en	verde	(verde	claro	las	
peroxinas	y	oscuro	la	proteína	desconocida)	y	las	que	no	son	necesarias	en	azul	(azul	claro	las	peroxinas	y	
oscuro	las	proteínas	de	matriz	peroxisomal).		
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CONCLUSIONES	

Los	 genes	 PEX4	 y	 PEX22	 de	 P.	 anserina	 codifican	 proteínas	 con	 actividad	 de	 factores	 de	

biogénesis	peroxisomal	que	participan	en	un	proceso	común	dentro	de	las	vías	de	importación	de	

proteínas	peroxisomales,	pero	no	en	la	formación	de	las	membranas	peroxisomales.	

	

En	P.	anserina	 la	 importación	peroxisomal	de	 las	proteínas	con	PTS1	depende	totalmente	de	

PEX4	y	PEX22,	mientras	que	 la	 importación	de	 la	proteína	FOX2	solo	depende	parcialmente	de	

estas	proteínas.	

	

PEX4	y	PEX22	son	peroxinas	necesarias	para	la	iniciación	de	la	meiosis	en	P.	anserina.	
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ANEXO	

	

Fig.	 S1.	 Alineamiento	 de	 la	 secuencia	 proteínica	 de	 PEX4	 de	 P.	 anserina	 con	 ortólogos	
representativos	de	otros	hongos	y	plantas.	Se	indica	con	un	asterisco	la	cisteína	del	sitio	activo	y	con	
una	línea	la	región	de	unión	a	Pex22	de	S.	cerevisiae	(Williams	et	al.,	2012).	Los	números	de	acceso	de	las	
secuencias	en	GenBank	son:	P.	anserina	CDP23277.1,	Neurospora	crassa	EAA34737.1,	Aspergillus	nidulans		
CBF79830.1,	 C.	 orbiculare	 ENH88331.1,	 Yarrowia	 lipolytica	 CAG79130.1,	 K.	 pastoris	 AAA53634.1,	
Arabidopsis	thaliana		NP_001031939.1	y	S.	cerevisiae		AAS56102.1.	
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Fig.	S2.	Alineamiento	de	la	secuencia	proteínica	de	PEX22	de	P.	anserina	con	PEX22	y	Pex22-like	
de	 plantas	 	 y	 hongos	 filamentosos	 y	 levaduriformes	 representativos.	 El	 dominio	 transmembranal	
(TM)	predicho	de	PEX22	de	P.	 anserina	 (Pa)	 se	 indica	 con	una	 línea	 arriba	 de	 la	 secuencia	 (predicción	
realizada	 con	 Philius,	 http://topcons.cbr.su.se/),	 y	 el	 TM	 conocido	 de	 S.	 cerevisiae	 (Sc)	 con	 una	 línea	
debajo	 de	 la	 secuencia	 (Williams	 et	 al.,	 2012).	 Además	 se	 indican	 con	 una	 línea	 los	 residuos	 de	
aminoácidos	cargados	positivamente	(aa+)	de	P.	anserina	previos	al	TM	que	en	K.	pastoris	son	necesarios	
para	 la	 localización	de	 la	proteína	(Koller	et	al.,	1999).	Los	residuos	de	aminoácidos	que	en	S.	cerevisiae	
intervienen	 en	 la	 interacción	 con	 Pex4	 (Williams	 et	 al.,	 2012)	 están	 marcados	 con	 asteriscos,	 están	
resaltados	con	rojo	los	que	son	idénticos	entre	S.	cerevisiae	y	P.	anserina	y	en	azul	los	que	son	similares.	
Los	 números	 de	 acceso	 en	 GenBank	 son:	P.	 anserina	 CDP30493.1,	 C.	 orbiculare	 ENH87037.1,	N.	 crassa	
EAA26537.2,	 A.	 nidulans	 EAA66006.1,	 A.	 thaliana	 OAP04891.1,	 Y.	 lipolytica	 CAG77876.2,	 K.	 pastoris	
AAD45664.1	y	S.	cerevisiae	AAS56493.1.	
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Fig.	 S3.	 Verificación	 de	 la	 deleción	 de	 PEX4.	 Imágenes	 de	 los	 geles	 de	 electroforésis	 con	 los	
productos	 de	 las	 PCR	 	 que	 se	 realizaron	 para	 verificar	 la	 deleción	 de	PEX4	 con	 el	DNA	 genómico	 de	P.	
anserina	silvestre	(S)	como	control	y	el	de	la	cepa	Δpex4(Δ).	El	marcador	de	peso	molecular	es	Gene	Ruler	
1kb	(GR).	a)	Amplificación	del	segmento	5’	con	oligonucleótidos	que	hibridan	en	el	gen	hph	y	fuera	de	la	
construcción:	 en	 la	 cepa	 silvestre	 0	 pb	 y	 en	 ∆pex4	 1,838	 pb.	 b)	 Amplificación	 del	 segmento	 3’	 con	
oligonucleótidos	que	hibridan	en	el	gen	hph	y	fuera	de	la	construcción:	en	la	cepa	silvestre	0	pb	y	en	∆pex4	
1,529	pb.	c)	Amplificación	del	segmento	5’	con	oligonucleótidos	que	hibridan	en	el	ORF	de	PEX4	y	fuera	de	
la	 construcción:	 en	 la	 cepa	 silvestre	 867	 pb	 y	 en	 ∆pex4	 0	 pb.	 d)	 Amplificación	 del	 segmento	 3’	 con	
oligonucleótidos	que	hibridan	en	el	ORF	de	PEX4	y	fuera	de	la	construcción:	en	la	cepa	silvestre	913	pb	y	
en	 ∆pex4	 0	 pb.	 e)	 Amplificación	 de	 todo	 el	 locus	 con	 oligonucleótidos	 que	 hibridan	 fuera	 de	 la	
construcción:	en	la	cepa	silvestre	2,284	pb	y	en	∆pex4	4,284	pb.			
	

Tabla	1:	Oligonucleótidos	utilizados	en	este	estudio	para	realizar	la	deleción	de	PEX22.	

	 Nombre	 Secuencia	 Uso:	obtención	de	

1	 pex22-5F	 GAATCTGAGTCACCAGAAGCCAGCC	 5’	y	casete	

2	 nour-pex22-5R	 GAAGCATTTATCAGGGTTGGTGATGTTGCGATCGA	 5’	

3	 pex22-nour-F	 TCGATCGCAACATCACCAACCCTGATAAATGCTTC	 NAT1	

4	 pex22-nour-R	 ATCACTCGGGCCTGTTTTCACGGAAATGTTGAATAC	 NAT1	

5	 nour-pex22-3F	 GTATTCAACATTTCCGTGAAAACAGGCCCGAGTGAT	 3’	

6	 pex22-3R	 GAGGCTGATGCTTGAATCGATGGGG	 3´	y	casete	
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Tabla	2:	Oligonucleótidos	utilizados	en	este	estudio	para	verificar	la	deleción	genética	de	PEX22.	

	 Nombre	 Secuencia	 Uso:	verificación	de	

7	 pex22-5Fa	 TCTGAATCAGTGACTGGG	 Tamaño	del	locus	en	S	y	∆pex22	

8	 pex22-3Ra	 AATATGTTAGAGCGCCGA	 Tamaño	del	locus	en	S	y	∆pex22	

9	 NourRc	 GTTGACGTTGGTGACCT	 Presencia	de	NAT1	en	∆pex22	y	ausencia	en	S	

10	 NourFb	 CGACATCTCATCTTCCTG	 Presencia	de	NAT1	en	∆pex22y	ausencia	en	S	

11	 pex22-orf-R	 CCATATTCGCCTTCATCG	 Presencia	de	PEX22	en	S	y	ausencia	en	∆pex22	

12	 pex22-orf-F	 AAAGCGGAAGAGATCTGG	 Presencia	de	PEX22	en	S	y	ausencia	en	∆pex22	

	

Tabla	3:	Composición	de	los	medios	de	cultivo 

M2	
KH2PO4	0.25	g/l	
K2HPO4	0.3	g/l	
MgSO4	0.25	g/l		
Urea	0.5	g/l	

Tiamina	0.1	mg/l	
	

	
Biotina	0.1	mg/l	

Ácido	Cítrico	5	g/l	
ZnSO4	5	g/l		

Fe(NH4)2(SO4)2,	6H2O	1	g/l	
CuSO4	250	mg/l	
MnSO4	50	mg/l	

	
H3BO3	anhidro	50	mg/l	
Na2MoO4,	2H2O	50	mg/l	
Cloroformo	1	gota/l	
Dextrina	11	g/l		
Agar	12.5	g/l	
Agua	destilada	

Se	disuelve	todo	excepto	la	biotina	y	la	tiamina	en	agua	tibia,	se	ajusta	el	pH	a	7	(con	HCl	o	NaOH)	y	
se	 esteriliza	 en	 autoclave	 por	 20	min	 a	 120	 oC,	 cuando	 desciende	 la	 temperatura	 y	 antes	 de	 que	 se	
solidifique	se	 le	agregan	 la	biotina	y	 la	 tiamina,	y	un	antibiótico	si	es	necesario,	y	se	vierten	25	ml	en	
cada	placa	de	Petri.	
MM	

Igual	que	M2	excepto	por:	
Dextrina	5.5	g/l	
Agarosa	20	g/l	en	lugar	de	Agar	

AO	
Igual	que	M2	excepto	por:	
Ácido	oleico	0.5	ml/l	 y	Tween	40	2	ml/l	 en	 lugar	
de	dextrina	

RG	
Igual	que	M2	excepto	por:	
Agar	10	g/l		o	sin	agar	para	el	RG	líquido	
Sacarosa	200	g/l	

GYE	
Extracto	de	levadura	5	g/l													Agar	13	g/l	
Acetato	de	amonio	4.4	g/l													Agua	destilada	
Bactopeptona	15	g/l		

M2YE	
Igual	al	M2	excepto	por:	
Extracto	de	levadura	5	g/l																				Sin	agar	

MA	
Cloruro	de	sodio	10g/l																				Agar	20	g/l	
Agua	destilada	
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Tabla	4:		Cepas	utilizadas	

Genotipo	 Referencia	

Silvestre	 Espagne	et	al.,	2008	

∆ku70::gen	 El-Khoury	et	al.,	2008	

GFP-PTS1::ble	 Bonnet	et	al.,	2006	

PTS2-GFP::ble	 Peraza-Reyes	et	al.,	2008	

FOX2-mCherry::hph	 Peraza-Reyes	et	al.,	2008	

PEX14-GFP::hph	 Suaste-Olmos	et	al.,	2018	

GFP-PEX2::ble	 Peraza-Reyes	et	al.,	2008	

∆pex5::ble		 Bonnet	et	al.,	2006	

∆pex10::hph	 Peraza-Reyes	et	al.,	2008	

∆pex4::hph	 Suaste-Olmos	et	al.,	2018	

∆pex22::nat1	 Este	estudio;	Suaste-Olmos	et	al.,	2018	

∆pex4::hph	PEX14-GFP::ble	 Este	estudio;	Suaste-Olmos	et	al.,	2018	

∆pex22::nat1	PEX14-GFP::ble	 Este	estudio;	Suaste-Olmos	et	al.,	2018	

∆pex5::ble	FOX2-mCherry::hph	 Este	estudio;	Suaste-Olmos	et	al.,	2018	

GFP-PTS1::ble	FOX2-mCherry::hph	 Este	estudio;	Suaste-Olmos	et	al.,	2018	

∆pex4::hph	GFP-PTS1::ble	FOX2-mCherry::hph	 Este	estudio;	Suaste-Olmos	et	al.,	2018	

∆pex22::nat1	GFP-PTS1::ble	FOX2-mCherry::hph	 Este	estudio;	Suaste-Olmos	et	al.,	2018	

FOX2-mCherry::hph	PEX14-GFP::ble	 Este	estudio;	Suaste-Olmos	et	al.,	2018	

∆pex4::hph	FOX2-mCherry::hph	PEX14-GFP::ble	 Este	estudio;	Suaste-Olmos	et	al.,	2018	

∆pex22::nat1	FOX2-mCherry::hph	PEX14-GFP::ble	 Este	estudio;	Suaste-Olmos	et	al.,	2018	

FOX2-mCherry::hph	GFP-PEX2::ble	 Este	estudio	

∆pex22::nat1	FOX2-mCherry::hph	GFP-PEX2::ble	 Este	estudio	

∆pex4::hph	FOX2-mCherry::hph	 Este	estudio;	Suaste-Olmos	et	al.,	2018	

∆pex22::nat1	FOX2-mCherry::hph	 Este	estudio;	Suaste-Olmos	et	al.,	2018	

∆pex10::hph		FOX2-mCherry::hph	 Este	estudio;	Suaste-Olmos	et	al.,	2018	

∆pex4::hph	∆pex10::hph		FOX2-mCherry::hph	 Este	estudio;	Suaste-Olmos	et	al.,	2018	

∆pex22::nat1	∆pex10::FOX2-mCherry::hph	 Este	estudio;	Suaste-Olmos	et	al.,	2018	

∆pex4::hph	∆pex22::nat1	FOX2-mCherry::hph	 Este	estudio;	Suaste-Olmos	et	al.,	2018	

Δpex4::hph	PEX4+(EC)::gen	FOX2-mCherry::hph		 Este	estudio;	Suaste-Olmos	et	al.,	2018	

Δpex22::nat1	PEX22+(EC)::gen	FOX2-mCherry::hph	 Este	estudio;	Suaste-Olmos	et	al.,	2018	
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Tabla	5:	Abreviaturas	

	 	

DAPI	 4',6-diamino-2-fenilindol	diclorhidrato	

DNA	 Ácido	desoxirribonucleico	

EC	 Ectópico	

ER	 Retículo	endoplásmico	

GFP	 Proteína	verde	fluorescente	

kb	 Kilobases	

ORF	 Marco	de	lectura	abierto	

pb	 Pares	de	bases	

PCR	 Reacción	en	cadena	de	la	polimerasa	

PEX	 Peroxina	

PMP	 Proteína	de	membrana	peroxisomal	

PTS	 Señal	de	localización	peroxisomal	

TPR	 Repeticiones	tetratricopéptido	

Ub	 Ubiquitina	
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