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Resumen

Los transportadores ABC son proteinas con una amplia
distribucion entre los organismos procariontes y eucariontes;
exhiben un mecanismo de transporte dependiente de energia,
ya que necesitan de la unién e hidrélisis del ATP para realizar su
funcién. En hongos, a los transportadores ABC se les han
asignado multiples funciones, entre ellas destaca su reciente
asignacion como factores de patogenicidad de hongos de
importancia agronémica, tal es el caso de Magnaporthe grisea,
Botrytis cinerea, Gibberella pulicaris, Fusarium culmorum y
Mycosphaerella graminicola. En estos fitopatégenos, los genes
ABC ort6logos que participan en la virulencia tienen un alto grado
de conservacion. No obstante, hasta el momento no existe
evidencia sobre cémo estos trasportadores ABC se
especializaron con funcién en patogénesis. En este trabajo se
resumen algunos de los hallazgos que se han realizado en la
estructura de las proteinas transportadoras tipo ABC
presuntamente involucradas en la patogenicidad de hongos
fitopatégenos.
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Abstract

ABC transporters are proteins with broad distribution in
prokaryotic and eukaryotic kingdoms; these proteins bind and
use the energy of ATP to transport substances across
membranes. In fungi, the ABC transporters have been involved
in multiple functions, including the new role of pathogenicity
factors in fungi with agronomic importance such as
Magnaporthe grisea, Botrytis cinerea, Gibberella pulicaris,
Fusarium culmorum and Mycosphaerella graminicola. There
is a high conservation of nucleotide and amino acid sequence
levels in orthologous of virulence-related ABC transporters.
However, so far, there is no evidence about how these fungal
ABC transporters became specialized in pathogenesis. This
review summarizes some of the relevant findings about the
structure of ABC transporter involved in the infective process
of pathogenic fungi.
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os transportadores ABC son proteinas integrales de membrana altamente conservadas y
ubicuas en los organismos procariontes y eucariontes, de tal forma que en la actualidad
los transportadores ABC constituyen una gran familia de proteinas paralogas, cuyo origen
probablemente data de hace mas de tres millones de afios (Lee et al., 2002; Saier et al., 1998). La
denominacion ABC (ATP Binding Cassette; por sus siglas en inglés) se debe a que poseen dos
dominios de unién a ATP los cuales han sido altamente conservados a lo largo del proceso evolutivo.
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La ubicacion celular de los transportadores
ABC comprende las membranas de diversos
compartimentos celulares entre los cuales se
incluye la membrana plasmética, las
membranas de las vacuolas, peroxisomas,
mitocondrias y reticulo endoplasmico
(Stergiopoulos et al., 2003). Entre los
compuestos que transportan, se encuentran
una gran cantidad de componentes
hidrofébicos, azlcares, aminoacidos, iones
metélicos, péptidos y proteinas (Jones y George,
2002). Recientemente se ha demostrado que
los transportadores ABC estan involucrados en
la resistencia a toxinas y xenobiéticos, e
interesantemente se han postulado a los
transportadores ABC como factores de
fitopatogenicidad necesarios para que el
patégeno desarrolle la enfermedad en su
hospedero (De Waard et al., 2006).

Los hongos fitopatégenos ocasionan
elevadas pérdidas economicas en cultivos de
importancia agronémica, como trigo, maiz,
cebada, tomate, papa, entre otros. Ante dicha
eventualidad, ha sido necesario realizar grandes
inversiones en agroquimicos para implementar
programas preventivos con el propdésito de
minimizar el desarrollo de las enfermedades en
los cultivos de interés para el hombre.

Debido a la importancia que tienen los
hongos, es que vale la pena realizar un andlisis
de la funcién y conservacién de los
transportadores ABC en la patogénesis de
hongos fitopatdgenos. Esta bien establecido que
los transportadores ABC pertenecen a familias
multigénicas; no obstante, surgen
cuestionamientos totalmente validos acerca de
sus similitudes y diferencias, por ejemplo, si los
transportadores ABC son altamente
conservados, entonces, ¢,Cual es la diferencia
entre los transportadores ABC de hongos
patogénicos y no patogénicos?, ¢EXxiste
diferencia en su estructura y topologia? Por
dichas razones, en esta revision se describe y
analiza el mecanismo de transporte, la
estructura y la topologia de diversos
transportadores ABC, todo ello con el objetivo
de tratar de entender cdmo funcionan los
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transportadores ABC en hongos fitopatdgenos.

Estructura general de los Transportadores
ABC. Los transportadores ABC (Figura 1), estan
constituidos por dos dominios
transmembranales (TMD) y dos dominios de
union a ATP (NBD, por sus siglas en inglés
“Nucleotide Binding Domain”). Los TMD estan
formados, cada uno, de seis hélices que
atraviesan varias veces la membrana; esta
region es la mas divergente de los
transportadores ABC, y es la que determina la
especificidad hacia el sustrato. La union de los
dos TMD forma un canal que permite la
translocaciéon del sustrato a través de la
membrana (Hollenstein et al., 2007; Dawson et
al., 2007). ElI numero de hélices
transmembranales es variable y depende de la
masa Yy la naturaleza quimica del sustrato que
translocan (Saurin et al., 1999; Dawson et al.,
2007).

Figura 1. Esquematizacion de la estructura de un
transportador ABC. Dos dominios
transmembranales (TMD’s) cada una con
seis hélices, dos dominios de unién a ATP
(NBD's) conteniendo los motivos Walker A,
By firma ABC.

acelular

/ . i L
~ - "~

Los dominios NBD estan orientados hacia
el citoplasma (Figura 1); cada dominio NBD
contiene tres motivos consenso denominados
Walker A, Walker B y el motivo C 0 LSGGQ,
ademas de dichos motivos conservados existen
otros como el D-loop, Q-loop (Jones y George
2002; Nikaido, 2002; Stergiopoulos et al., 2007).

El motivo Walker A, también denominado
P-Loop (GX4GKI/CT/S), forma una horquilla rica
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en glicina, seguida de un alfa hélice; esta
estructura permite la unién electrostatica del
adenosin trifosfato (ATP). El motivo Walker B (I
(Hy) 4D) provee el residuo carboxilato que
coordina y estabiliza el Mg?*, el cual es un
cofactor en la hidrodlisis del ATP, ademas
participa en el mantenimiento de la geometria
del sitio activo (Schneider y Hunke, 1998; Moody
et al., 2002). El Q-loop ubicado cercanamente
al motivo Walker A es importante, ya que media
la sefializacion entre el TMD y el sitio activo del
NBD. El D-loop ubicado debajo el motivo Walker
B contiene una secuencia conservada de
aminoacidos “SALD” la cual esta involucrada
en la actividad catalitica y la intercomunicacién
de los sitios activos; la firma ABC 0 LSGGQ esta
altamente conservada entre los NBD y es la que
transduce la sefial entre el NBD y el TMD; la
interaccion entre el motivo Ay LSGGQ es de
vital importancia para la hidrélisis del ATP
(Higgins, 1998).

La estructura tridimensional sugiere que los
dominios NBD forman un dimero simétrico en
el cual dos moléculas de ATP estan contenidas
dentro de los motivos Walker A y Walker B de
uno de los NBD y la firma ABC del otro dominio
NBD. Sugiere ademas que la firma ABC del
NBD contribuye a la activacién del sitio de union
formado por el hidrégeno de laribosay el fosfato
gamma del ATP. Aunque existen diferencias de
estructura y funcion en los diferentes
transportadores ABC, el grado de conservacion
en los motivos consenso es alto (Jones y
George, 2004).

Mecanismo de translocacion en los
transportadores ABC. Los transportadores ABC
realizan un transporte dependiente de energia,
ya que necesitan de la hidrolisis del ATP para
efectuar su funcion. La interfase TMD-NBD es
crucial en la coordinacioén de la unién con el
sustrato, y su posterior translocacién esta
acoplada a la hidrdlisis de ATP (Gang et al.,
2005; Oswald et al., 2006).

Para explicar el mecanismo de transporte
de los transportadores ABC se han propuesto
dos modelos: el primero, también conocido
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como el modelo del ciclo catalitico alternante,
sugiere la existencia de un ciclo catalitico
alternante entre los dos NBD durante la hidrolisis
del ATP, es decir, propone que los dos sitios de
union a ATP son necesarios para la
funcionalidad del transportador y para que tenga
lugar la hidrdlisis del ATP, pero establece que
ambos sitios no hidrolizan el ATP al mismo
tiempo, sino que se alternan (Senior et al.,
1995). Dicho modelo asume que la principal
fuente de energia para el transporte de sustratos
procede de la hidrdlisis del ATP, y que los NBD
al funcionar de manera alterna, estan
acoplados a distintas etapas del ciclo de
transporte. No obstante, estudios bioquimicos
sugieren que es la unién del ATP méas que su
hidrdlisis, lo que ocasiona los cambios
conformacionales en el transportador, mismos
gue promueven el transporte de sustratos
(Higgins, 1998). Este ultimo hallazgo llevo a
proponer el segundo modelo llamado de
interruptor de ATP, el cual se basa en dos
cambios alternantes en la conformacion de los
NBD: La formacion de un dimero cerrado tras
la union de dos moléculas de ATP en la interfase
del mismo y la disociacion del dimero abierto
tras la hidrélisis del ATP y la liberacion del Piy
ADP (Jones y George, 1999; Vander Does y
Tampe, 2004). Estudios cinéticos de este Ultimo
modelo indican que existe cooperatividad entre
los sitios de unién a ATP, hecho que puede ser
finamente regulado por sefiales procedentes de
los TMD. EI cambio procedente de la
conformacion cerrada y abierta del dimero
causa cambios conformacionales de los TMD,
factor que es necesario para el transporte del
sustrato a través de la membrana; lo anterior
sugiere que la fuerza para transportar al sustrato
es producida por la formacion cerrada
(asociacion) y abierta (disociacién) del dimero
(Altenberg, 2003).

Clasificacién de los transportadores ABC
en eucariontes. Los transportadores ABC se
clasifican en importadores o exportadores, de
acuerdo a la direccién hacia donde realizan el
transporte; en eucariontes se sugiere que son
exportadores, mientras que en procariontes
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pueden tener ambas funciones (Anjard et al.,
2002). Los transportadores ABC también han
sido clasificados con base en su topologia, por
ejemplo, en eucariontes se han descrito dos
topologias (Figura 2); el tipo MDR (de sus siglas
en inglés “Multidrug resistance”), el cual
presenta la topologia TMD-NBD, y el tipo PDR
(de sus siglas en inglés “Pleiotropic resistance”)
presenta la topologia NBD,-TMD, (Stergiopoulos
et al., 2003). En bacterias, los TMD-NBD
pueden encontrase como polipéptidos de
cadena separada (NBD, TMD, NBD, TMD) cuyo
acoplamiento permite la funcionalidad del
transportador, o también pueden encontrarse
con un dominio TMD unido a un motivo NBD
(NBD-TMD), formando la mitad de un
transportador inactivo; este TMD-NBD requiere
dimerizarse para ser funcional (Schneider y
Junke, 1998). En el caso de eucariontes, los
dominios TMD-NBD-TMD-NBD se encuentran
como un solo polipéptido (De Waard et al.,
2006).

Figura 2. Representacion esquematica de los
transportadores ABC eucariontes y su
clasificacion de acuerdo a su disposicion
topolégica. PDR) si la topologia es NBD-
TMD_,-NBD-TMD,. MDR) si la topologia
es TMD,-NBD- TMD,-NBD. Los NBD'’s
se encuentran localizados en la cara
citoplasmica, al igual que el amino (NH,)
y carboxilo (COOH) terminal.

Extracelular

Intracelular

Extracelular

Intracelular

COOH
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En los ABC importadores, cada dominio
TMD-NBD cuenta con varios sitios de union al
sustrato; se postula que los TMD-NBD deben
poseer alta especificidad. Por su parte; los ABC
exportadores, reclutan su sustrato en el
citoplasma o en la bicapa lipidica aunque el
mecanismo no esta bien establecido (Dawson
et al., 2007). Algunos ejemplos de
transportadores ABC tipo PDR incluyen a atrC
de Aspergillus nidulans, BcatrB, BcatrK, de B.
cinerea, GpAbcl de G. pulicaris, ABC1 de M.
grisea, MgAtrl, MgAtr2, MgAtr3, MgAtrd y
MgALtr5 de M. graminicola, PMR1, PMR5 de A.
digitatum, LMABC1, LMABC2 de Leptosphaeria
maculans, VIABC1, y VIABC2 de Venturia
inaequalis, entre otros. En el caso de los
transportadores tipo MDR se puede mencionar
a AfIMDR1 de A. flavus, VIABC4 de V.
inaequalis, Sng2 de S. cerevisiae, atrC, atrD de
A. nidulans, y CDR1, CDR2 de Candida
albicans, entre otros.

Transportadores ABC involucrados en la
virulencia de hongos fitopatégenos. Los
transportadores ABC de hongos tienen
funciones diversas, entre ellas se han descrito
la proteccion contra compuestos toxicos
naturales presentes en el medio ambiente (e.qg.
antibiéticos en el suelo), la secrecion de
metabolitos tdxicos, secrecion de factores de
apareamiento, excrecion de xenobidticos (e.qg.
fungicidas). Ademas de las funciones arriba
descritas, también estan involucrados en la
proteccion contra compuestos de defensa de
la planta (fitoalexinas) y en la secrecion de
factores de virulencia (micotoxinas)
(Stergiopoulos et al., 2003; De Waard et al.,
2006).

En hongos fitopatdgenos, existen pocos
estudios, sobre la participacién de los
transportadores ABC en virulencia; en uno de
tales estudios se establecié que en
Magnaporthe grisea, se requiere del
transportador ABC1 para invadir exitosamente
al hospedero, ademas de que dicho
transportador permite que M. grisea sea capaz
de tolerar la exposicion a los componentes
fitotoxicos. Para analizar la participacion del gen
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ABC1 durante la interaccion planta-patégeno,
se realizaron ensayos con una mutante
generada por insercion del gen de la higromicina
(HPH) a 718 pb corriente arriba del codon de
inicio a nivel de la region promotora. La mutacion
en el gen ABC1 ocasiondé una reduccion
drastica del nivel de transcrito de dicho gen,
cuando se expuso a compuestos fungicos y
fitoalexinas del arroz; dicha mutante también
mostré una reduccioén en el crecimiento y en su
patogenicidad. Este reporte fue el primero que
mostrd evidencias de la participacion de un
transportador ABC en la patogénesis (Urban et
al., 1999).

Se ha observado que Botrytis cinerea es
capaz de contrarrestar el efecto de compuestos
téxicos a través de un transportador ABC
codificado por el gen BcatrB, el cual tiene entre
31-67 % de identidad con otros transportadores
ABC de hongos. Los tratamientos con
revestrarol y fenpiclonil en cepas mutantes en
el gen BcatrB han evidenciado un mayor efecto
de los fungicidas sobre las cepas mutantes
respecto a la cepa silvestre. Las mutantes en
el gen BcatrB presentaron un bajo nivel de
virulencia, lo que sugiri6 que dicho gen es
determinante en la sensibilidad a fungicidas y
virulencia (Schoonbeeck et al., 2001).

En Gibberella pulicaris, hongo necrotréfico
gue infecta a Solanum tuberosum, se ha visto
gue durante la infeccidn, el patdgeno se expone
a las fitoalexinas rishitina y lubimina. Se ha
demostrado que en este patdégeno, el gen
Gpabcl codifica para un transportador ABC, el
cual es necesario para la tolerancia a
fitoalexinas y virulencia en papa. El gen Gpabcl
muestra alta homologia con el gen ABC de M.
grisea. Mutantes en el gen Gpabcl muestran
una disminucién en su virulencia y en su
capacidad para metabolizar rishitina y lubimina
(Fleibner et al., 2002).

En el caso de Fusarium culmorum,
patdégeno que afecta las raices de cebada, se
identificé el gen FCABC1, el cual codifica para
un transportador ABC homélogo a los
transportadores ABC1 de M. grisea y Gpabcl
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de G. pullicaris. Estudios de mutacion de este
gen mediante el gen de la higromicina
mostraron una reduccién de la agresividad de
F. culmorum; andlisis posteriores de las
mutantes demostraron que el transportador
FcABC1 desempefia un papel fundamental en
la patogénesis. Experimentos de Northern blot
permitieron demostrar que el gen FCABC1 se
expresa fuertemente durante la infeccion en
cebada. FCABC1 tiene un alto nivel de
similaridad con el transportador ABC de
Fusarium graminareum involucrado en
patogénesis (Skov et al., 2004).

En el hongo Mycosphaerella graminicola,
agente causal de la mancha de la hoja del trigo,
Stergiopoulos et al. (2003) aislaron cinco
transportadores ABC denominados MgAtrl,
MgAtr2, MgAtr3, MgAtrd y MgAtr5, dichos
transportadores fueron clonados vy
caracterizados. La caracterizaciébn mostr6 que
los transportadores MgAtrl-5 proveen al
patégeno proteccion contra fungicidas y
compuestos téxicos de la planta, aunque en
particular se demostré que el transportador
MgAtr4 es un factor de virulencia necesario para
gue el hongo desarrolle la enfermedad en las
plantas de trigo (Stergiopoulos et al., 2003).
Dada la importancia de los transportadores
ABC en la patogenicidad de los hongos arriba
descritos, en la Figura 3 se muestra el
alineamiento realizado con el programa
Antheprot de los dominios NBD1 y NBD2, con
sus respectivos motivos Walker A, Walker B y
firma ABC de M. grisea, B. cinerea, G. pulicaris
y M. graminicola. Asimismo, se resaltan sus
similitudes y diferencias. No se incluy6 el
transportador FCABC1 debido a que sdlo se
tiene una secuencia parcial del gen y
corresponde a una region transmembranal.

Conservacion de los transportadores ABC
en fitopatdégenos. En el genoma de hongos de
10 a 30 genes por megabase de ADN gendémico
codifican para transportadores, siendo
mayoritarios los transportadores MFS (Major
Facilitator Superfamily por sus siglas en inglés),
respecto a los transportadores ABC. No
obstante, parece no haber correlacién entre la
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cantidad de transportadores ABC codificados
por el hongo con su patogenicidad; por ejemplo,
en Aspergillus nidulans (sapréfito) y Aspergillus
fumigatus (patégeno) dos especies
relativamente cercanas, se observo que el
genoma de ambas especies contiene 45
transportadores ABC (Coleman y Milonakys,
2009). Por tanto, ¢Qué ha llevado a ciertos
transportadores ABC en adjudicarse la funcion
de patogenicidad?

Young et al. (2001) realizaron un estudio

fitopatbgenos como B. cinerea, M. grisea,
Phytophthora infestans, Alternaria alternata,
Colletotrichum lagenarium y Fusarium
oxysporum. Para confirmar la presencia de los
transportadores ABC en los fitopatdgenos,
realizaron andlisis de Southern blot, utilizando
como sonda un fragmento del gen PMR1
(involucrado en patogenicidad), mediante PCR
con oligonucleétidos degenerados y utilizando
como templado el DNA gendmico de los
diversos fitopatdégenos; amplificaron un

sobre la distribucién de las secuencias
consenso de transportadores ABC en diversos

fragmento del gen de interés a partir de cada
una de las especies en estudio y los

Figura 3. Alineamiento de los dominios NBD1 y NBD2 de M grisea (NCBI; accesion AAB86640), B cinerea
(NCBI, accesion CAB52402), G pulicaris (NCBI; accesion CAC40023) y M graminicola (NCBI; accesion
AAK153149); con el programa Clustalw. La linea indica los motivos Walker A, B y la firma ABC
caracteristica de la familia de transportadores ABC. *indica los aminoacidos conservados.

Motivo Walker A s

GPAECL SMAQQL FRPNAGK----RPID ILEGFD GVVNGEMLVVLGPPCSGCSTF LES ATSGETNGIY 57
MGABCL LEANMLET AVGMEK TTRIDT LEGFNGVVENGEMLVVLG PPGSCCSTF LKT TAGETHGLN 60
MGATRY LRI GEMFSMARK P----HKQI LPS FDG LMK SGELLIVLGEPGSCCSTLLKS LTGQMHCLT 56
BCATIE FHNI PEL IKE GRTKP--PL RTLVDN SHGCVK PGEMLLVLG EPGAGC TTL LEMLA-NTRGGY 57
GPACL VDD STYFNYNGI AAD EMHFHHKGE TTY TAEVDVHFPMLS VGD TLT FAARARCPQNLPSC~ 116
MGAECL VDQSAYFNYQGL SAE EMHKFHRGEATY TAEVDVHFP QLS VGD TLTFAANARAPREAP PG~ 119
MGATR4 MDEKTT IHYNGIDQK MIKEF QGEVIYNQEVDKHFPHLTVGQ TLEHAAALEMSQQEP LG~ 115
BCATFE ARV TGDVHF GSLNHT BAH-QY PCQ TVMNTE EEL FFP TLTVGQ TID FAT FMEVPFHREPSNS 116 =
+ * *w e s a * _ -
Firma ABC S—
GPAECL THHNOY SEHMFD VUMY GISHTVNTQVGDNYT GV SCGEFK EVT TARATL SHAPFQCUD_176 —_
MGAECL VSKTLFANHIFDVVHATF GISHT INTRVGHNEYT RGVSCEEFKEVT TARALL SGAPLOCHD_179
MGATRd TSRQSAVEY LTQVVIAVY LS HTYNTKVGNDFV IGV SCGRIK IVS TARMAL AGS ALAMD 175
BCATEB GSPEEY QQANTD FLLESMGISHTHETKVGN EYV MGV SCGEIK EVS ITEMLASEIGSVMCID 176
Motivo Walker B
GPABCL NST DGLDSANAT EFCKTL BLQSEL FGQ TCAVS I YQAPQT AYD LFDKALVIY EGRQIFFGP 236
MGABCL NST RGLDSANALT EFCKTL EVC TPL FQT TACVSI YA PQS AYDMFDEAVVLY EGYQIVFCP 239
MGATRd NSTRGLDSATAL TFIFAL RLNADLVGS AHAVAT YQASQATYD LFDFAIVLYEGREIFFGK 235
BCATIE NSTRGLDASSALDYTHAT PAMTDI FRIASIVIL YQAGNG IYNLFDEVLVID EGRQIYYGE 236 |
Motive Walker &
GPAECL ADEAFAYFIGLGFEC PIXCFHWND VCYDIR IKGEPR EILDHVDGVEP GTL TALHGVSGA 296
MGAECL ADE AR YFVNLGFEC PAXCKFGWEDVCY EV) IFKETR PILDHVDGWVEP GTL TALMCY SGA 299
MGATRd ASVAFKYFEDMGFYC PROGFTWEDVDYDIE IMGEPRELLDHV SGHVEP GTLTALNCT SGA 295
BCATIE MEQALD FME ELGFICDDXKXFTURN LTY TVK TPS CDRVLLDNVQGUVED GMLCALMCS SCA_296
GPAECL GHI TLLDCLADRISMGVI TGEMLVDGHLIDDSF QFK TGYVQQUDLHLETSTVEEALTFSA 356
MGAECL GET TLLDCLADRTSMGVI TGEMLVDGHQID ASF QFK TGYVQQQDLHLQ TTTVEEALNFSE 359
MGATR4 GET TLLDVLAQRTTHGVY TGNMFVNGA PLDDSF QFK TGYVQQDLHLETSTVEESLEFSA 355
BCATIE GHT TLLDVL AQRKTD GTIKGS ILVDGRPLNVSF QRS AGY CEQLDVHEP LATVEEALEFSA 356
EEEEEEE EE = * * * TEEE  TE * * * EEEE * EEE
GPAECL LLEQPASTF REEKIAYVD EVIKLLDM) EYADAVVGY LGECLNVEQ PRR LTI GVELALKPP 416 =
MGAECL LLEQPAHVP PARKLAYVD EVI PLLDM) EYADAVVGY PGECLNVEQ PRRLTI GVELALKPT 419
MGATR4 MLEQPRTVEKQEKYE YVE EVI KMLNMEDFA RAVVGY PGEGLNVEQ PRL LTI GVELAAKPK 415 s o
BCATFE LLRQSRTVPDAEKLEYVD TIIDLL EMHDMENTL IGN TGAGLS VEQ FERLTIGVELVSEPS 416 8
s % ww * = = * & wE ke as hsasss =%
Motiva Walker B
GPABCL LLLFVD EPT SCLDSQ TSWATLDLL EKL SKAGQS ILC TIHQPS AML FQRFDELLF LAKGGE 476
MGABCL LLLFVD EPT SGLDS] TSWATLDLL EKL TS GQATLC TTHQPS AML FQRFDE LLF LAKGGH 479
MGATR4 LLLFLDEPT SCLDSQSAVATCAFL PRLADAGQAVLC TTHQPSATLFQEFDRLLFLEKGGH 475
BCATEE ILIFLDEPTSGLDCOALFNTV EFL IFL ADVGQATLY TTHQPS AQL FAQFDS LLLLAKGEE 476
GPAECL TIYFGD ICKNSETLTNYFVENGSED PCPECENPA EUMLEV IGAAPGSHTEIDUH 529
MGAECL TVYFGD ICENSKINTDYF EENG -- 501
MGATRY TUY FGD IGKNSR TLLDYF ESNG—— - 437
BCATEE TVYFGD IGEDSK TIKEYF ARYDA 499
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secuenciaron. El alineamiento de las
secuencias que contienen los tres motivos
caracteristicos de los transportadores ABC,
mostré que en los fitopatégenos analizados, la
secuencias consensos estan altamente
conservadas (De Hertogh et al., 2006) aunque
esto no necesariamente indica asociacion
directa con la patogénesis. Estudios de
funcionalidad han sugerido una especializacion
de ciertos transportadores ABC en la
patogénesis; tal es el caso del gen ABC1 (M.
grisea), BcatrB (B. cinerea), Gpabcl (G.
pulicaris), FCABC1 (F. culmorum) y MgAtr4 (M.
graminicola). La mayoria de los genes antes
citados han sido ubicados dentro de la familia
PDR (Colemany Mylonakis, 2009). No obstante,
aun no es clara la forma en que esos
transportadores ABC se especializaron en la
virulencia y cémo adquirieron esa funcion. Por
medio de andlisis filogenéticos entre
transportadores ABC y MFS de hongos
ascomicetos y basidiomicetos, se ha
demostrado que existen notables diferencias en
la evolucién de las familias y subfamilias de
dichos genes, pues se ha observado que en
las familias de genes, las caracteristicas
estructurales adquiridas se conservan
extraordinariamente durante el proceso evolutivo
(Gbelska et al., 2006). Este hecho sugiere que
miembros de la familia ABC han sido sujetos a
las fuerzas evolutivas, originando con ello la
especializacion de transportadores ABC a
multiples funciones, entre las que se destaca
su participacion en la patogénesis (Anjard et al.,
2002; Gbelska et al., 2006).

Discusiones y conclusiones

Estudios filogenéticos han demostrado que
existe una alta conservacion entre los dominios
de union a ATP (NBD) presentes en los
organismos eucariontes y los dominios de unién
aATP de los organismos procariontes (Seret et
al., 2009). El alto nivel de homologia ha dado
pie a la hipotesis de que los dominios NBD de
los transportadores ABC de animales, hongos
y plantas provienen de un ancestro comun, el
cual probablemente tuvo su origen en las
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bacterias (Anjard et al., 2002). Posterior a su
transferencia a los organismos superiores, los
dominios NBD de los transportadores ABC se
vieron sujetos a eventos de multiplicacion/
delecién, como resultado de las presiones de
seleccion a la que estan sujetos los organismos.
Esta propuesta se sustenta en el hecho de que
actualmente en los procariontes, los
transportadores ABC constan de dos o mas
polipéptidos y requieren dimerizarse para ser
funcionales. En contraste, en los eucariontes,
los transportadores ABC son codificados como
un solo polipéptido, generalmente funcional
(Anjard et al., 2002). El hecho anterior establece
gue aunque los NBD comparten el mismo origen
evolutivo y mecanismos de transporte
comunes, todo indica que a lo largo de la
evolucion los dominios NBD se han acoplado
al evento catalitico de distintas subfamilias de
transportadores hasta dar origen a lo que hoy
conocemos como los transportadores ABC.

En Saccharomyces cerevisiae, organismo
cuyo genoma fue el primero en ser secuenciado,
es donde mejor se ha estudiado el mecanismo
de accion de los transportadores ABC. En este
hongo levaduriforme Rank y Hansen (1973)
reportaron el primer fenotipo PDR (de sus siglas
en inglés; pleiotropic drug resistance) y
sugirieron que una sola mutacion en los factores
de transcripcion Pdrly Pdr3 era la responsable
del fenotipo PDR, la cual generalmente se
asocia con la resistencia a multiples drogas
(Seret et al., 2009). La mutacién per se
incrementa la expresion de genes tales como
Pdr5p, Snqg2p, Pdrl0p, Pdrl5p y YNR70wp;
andalisis del genoma de S. cerevisiae
confirmaron que esos genes son miembros de
la subfamilia de transportadores ABC.

Los estudios acerca de los transportadores
ABC realizados en S. cerevisiae, Candida
albicans y Aspergillus nidulans, han sido
fundamentales para entender la funcion de los
transportadores ABC, particularmente en la
adquisicion de la resistencia a diferentes drogas
y medicamentos (Sukla et al., 2003; De Waard
et al., 2006). En humanos, por ejemplo, los
transportadores ABC de los hongos patégenos
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C. albicans y Aspergillus nidulans son motivo
de creciente atencion debido a su funcién de
resistencia a medicamentos de uso clinico. En
el caso de hongos fitopatégenos se han
identificado numerosos transportadores ABC,
y su funcién mas comun es el transporte de
compuestos téxicos (Sukla et al., 2003; De
Waard et al., 2006). No obstante, existen al
menos cinco reportes de estudios de
funcionalidad de genes que codifican para
transportadores ABC (ABC1, BcAtrb, GpABC1,
FCcABC1, MgAtr4) y en ellos se ha evidenciado
gue algunos de los transportadores ABC de
hongos se han especializado o tienen cierta
participacion en la virulencia de hongos tales
como Magnaporthe grisea, Botrytis cinerea,
Gibberella pulicaris, Fusarium culmorum y
Mycosphaerella graminicola. Mutaciones en los
genes arriba mencionados ocasionan una
disminucién en la capacidad infectiva de los
organismos portadores. No obstante, en dichos
estudios no se considera el hecho de que la
patogénesis no es un evento que sea
determinado Unicamente por el transportador
ABC, sino que pueden existir otros elementos
de regulacién génica o quimicos (metabolitos
secundarios) que contribuyan a dicho
fenébmeno.

Debido al interés por entender cédmo es
gue los transportadores ABC patrticipan en la
patogenicidad/virulencia de los
transportadores ABC, Skov et al. (2004)
realizaron alineamientos tipo Blast y
comparacion de la secuencia de los
transportadores ABC1, BcAtrb, GpABCl1,
FcABC1, MgAtrd y seis transportadores
hipotéticos de Gibberella zeae (accesion
EAA72194, EAA70810, EAA76260, EAA78585,
EAA67787 y EAA77558) donde su analisis
demostro que entre los transportadores existen
diferentes niveles de homologia, por ejemplo,
la proteina FCABC1 tiene 98 % de homologia
con una proteina hipotética de G. zeae
(Accesion EAA72194) y 91 % y 63 % con las
proteinas GpABC1 y ABC1 de Magnaporthe
grisea, respectivamente. La mayor divergencia
de FCABC1 (homologia menor o igual al 50 %)
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se registré con los transportadores MgAtr4d y
BcAtrB. EIl resultado anterior parece
contradictorio dado que se deberia esperar que
los transportadores ABC involucrados en
virulencia mantuvieran una elevada
conservacion entre ellos. Sin embargo, hasta
el momento no existe evidencia filogenética que
establezca que los transportadores asociados
a virulencia deban agruparse en un solo clado.
De igual manera, hasta el dia de hoy no se ha
determinado una diferencia estructural o
filogenética que permita distinguir a los
transportadores ABC involucrados en
virulencia con respecto de otros
transportadores ABC de hongos. Una
posibilidad para establecer tales diferencias
pudiera basarse en estudios cristalograficos
de asociacion sustrato-ligando con el fin de
determinar los amino&cidos que participan o
son esenciales para la union de las micotoxinas
y su transporte hacia el hospedero.

Actualmente, una de las limitantes para
tener una mejor comprension acerca de la
importancia de los transportadores ABC
involucrados en fitopatogenicidad, es el limitado
ndmero de estudios que existen en dicha area.
No obstante, también representa un area de
oportunidad debido a la alta demanda de
productos que permitan un mejor control de los
microorganismos que inciden sobre los cultivos
de importancia agronémica. El desarrollo de
investigacion en los transportadores ABC de
fitopatbgenos, particularmente de aquellos
involucrados en la fitopatogenicidad pudiera
conducir a la sintesis o descubrimiento de
nuevos productos (fungitoxicos) o de blancos
potenciales en las proteinas transportadoras, en
Cuyo caso representarian alternativas de control
de fitopatdégenos.
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