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RESUMEN

Los transportadores ABC son una familia de proteinas involucrada en el mecanismo celular
de detoxificacion de xenobidticos préacticamente en cualquier organismo. En parasitologia, los
ABC han llamado la atencién por su papel en el desarrollo de resistencia antiparasitaria. La
creciente disponibilidad de genomas ha permitido reconocer diversos transportadores ABC en
platelmintos parasitos de las clases Trematoda y Cestoda; sin embargo, en la clase Monogenea
permanecen desconocidos. Los monogéneos son parasitos de organismos acuaticos, principalmente
peces, e incluyen especies altamente patdgenas que representan un riesgo para la industria acuicola.
El objetivo de este trabajo fue identificar los transportadores ABC en cuatro especies de
monogéneos (Gyrodactylus salaris, Protopolystoma xenopodis, Eudiplozoon nipponicum y
Neobenedenia melleni) que actualmente cuentan con datos gendmicos disponibles publicamente.
Ademas, se secuencié el ADN de Scutogyrus longicornis, monogéneo que infecta a la tilapia, y se
obtuvo un primer borrador del ensamble de su genoma. La integridad del genoma fue evaluada con
el programa BUSCO, el cual determino que sélo se obtuvo el 14.9% del cluster de genes ortdlogos
del grupo metazoa de los genes esperados. Los archivos de proteinas predichas de las cinco especies
de monogéneos fueron utilizadas para identificar los transportadores ABC mediante analisis
bioinformaticos. Se encontraron 34 transportadores ABC putativos en el genoma de G. salaris, 40
en el genoma de P. xenopodis, 46 en el transcriptoma de E. nipponicum, 9 en las secuencias EST
disponibles para N. melleni y 10 en el genoma de S. longicornis. Se identificaron miembros de siete
subfamilias, siendo ABCC la subfamilia méas grande. Los analisis filogenéticos mostraron que
algunos integrantes de las subfamilias B, C y G se relacionan con proteinas del humanao, las cuales
desempefian funcion de transporte de farmacos. Transportadores ABC de N. melleni y G. salaris,
especies conocidas por ocasionar problemas en peces de cultivo, estuvieron incluidos dentro de
esta relacion. Esta informacion puede ser atil para futuros estudios funcionales sobre

transportadores ABC en monogéneos y para para el entendimiento de la accién de antihelminticos.

Palabras claves: Platyhelminthes, detoxificacion, transportadores de farmacos
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ABSTRACT

ABC transporters are a family of proteins involved in the cellular mechanism of
detoxification of xenobiotics in practically any organism. In parasitology, ABCs have attracted
attention for their role in the development of antiparasitic resistance. The increasing availability of
genomes has made it possible to recognize several ABC transporters in parasitic flatworms of the
Trematoda and Cestoda classes; however, in the Monogenea class they remain unknown.
Monogeneans are parasites of aquatic organisms, mainly fish, and include highly pathogenic
species that pose a risk to the aquaculture industry. The objective of this work was to identify ABC
transporters in four monogeneans species (Gyrodactylus salaris, Protopolystoma xenopodis,
Eudiplozoon nipponicum and Neobenedenia melleni) that currently have publicly available
genomic data. In addition, it was sequenced the DNA of Scutogyrus longicornis, a monogenean
that infects the tilapia, and a first draft of the assembly of its genome was obtained. The integrity
of the genome was evaluated with the BUSCO program, which determined that only 14.9% of the
metazoan orthologous gene cluster of the expected genes was obtained. The predicted protein files
of the five monogeneans species were used to identify the ABC transporters by bioinformatic
analysis. We found 34 putative ABC transporters in the genome of G. salaris, 40 in the genome of
P. xenopodis, 46 in the transcriptome of E. nipponicum, 9 in the EST sequences available for N.
melleni and 10 in the genome of S. longicornis. Members of seven subfamilies were identified,
with the subfamaly C being the largest. Phylogenetic analyzes showed that some members of
subfamilies B, C and G are related to human proteins, which play the role of drug transport. ABC
transporters of N. melleni and G. salaris, species known to cause problems in farmed fish, were
included in this relationship. This information may be useful for future functional studies on ABC

transporters in monogeneans and for the understanding of the action of anthelmintics.

Keywords: Platyhelminthes, detoxification, drug transporters
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1. INTRODUCCION

A nivel celular, practicamente todos los organismos tienen mecanismos de detoxificacion
para enfrentar ambientes adversos. Estos mecanismos se pueden dar en tres fases: |,
biotransformacién del xenobidtico con procesos metabdlicos como oxidacion, reduccion e
hidrolisis; 11, conjugacion de los metabolitos con compuestos endogenos; y |11, expulsion de
metabolitos fuera de la célula por medio de proteinas transportadoras de membrana (Szakacs et al.,
2006; Matouskova et al., 2016). La fase Il involucra varias familias de proteinas, destacando los
transportadores de casette de union a ATP (ABC), tanto por ser de las familias mas grandes de
proteinas en muchos genomas como por su habilidad para translocar una gran variedad de sustratos,
incluyendo farmacos (Sheps et al., 2004; Higgins, 2007; Matouskova et al., 2016). Los
transportadores ABC también participan en el inicio, elongacion y terminacion de la traduccion y
reparacion del ADN (Goosen y Moolenaar, 2001; Chen et al., 2006; Davidson et al., 2008; Jeong
et al., 2015). No obstante, el interés en estas proteinas es principalmente por su actividad

transportadora.

Los transportadores ABC se encuentran en organismos en toda la escala filogenética (Dassa y
Bouige, 2001), en bacterias participan en el influjo y eflujo de moléculas, mientras que en
eucariotas solo en el eflujo. Esta familia se divide en ocho subfamilias conocidas como ABCA,
ABCB, ABCC, ABCD, ABCE, ABCF, ABCG y ABCH, clasificacion basada en la homologia de
secuencias del dominio de union a nucledtidos (NBD) (Leprohon et al., 2011). No todas las
subfamilias estan presentes en todos los organismos. En plantas se ha identificado la subfamilia |
pero no la H (Ofori et al., 2018).

La funcionalidad de las proteinas ABC depende del nimero de dominios y su organizacién
estructural. La estructura tipica consiste en segmentos transmembranales que componen el dominio
de transmembrana (TMD) y los motivos Walker A y Walker B los cuales conforman el NBD
(Leprohon et al., 2011). Dentro de las proteinas ABC con funcionalidad de transporte encontramos
los transportadores completos, que poseen dos TMD y dos NBD de forma intercalada (TMD-NBD-
TMD-NBD), y los transportadores parciales, que poseen un TMD y un NBD (Leprohon et al.,
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2011; Sarkadi et al., 2006). En ambos transportadores, los NBD se unen a moléculas ATP para,
mediante un proceso de hidrdlisis, generar la energia requerida por los TMD para crear un poro en
la membrana por donde translocar a los sustratos (Aller et al., 2009; Greenberg, 2013). Por lo
general, el sustrato es transportado contra un gradiente quimico (Wilkens, 2015). Ademas del
transporte a través de la membrana celular, éste también se puede dar a través de las membranas
intracelulares del reticulo endoplasmico (ER) (Dean et al., 2001), peroxisoma (ABCD3) (Wanders
et al., 2007) y mitocondria (Young et al., 2001), dependiendo del tipo de proteina ABC. Otra

caracteristica que varia entre diferentes tipos de proteinas ABC es la selectividad de sustrato.

En parasitologia, los transportadores ABC han llamado la atencion como blancos de farmacos
antiparasitarios. En los platelmintos parasitos, los cuales pertenecen a tres clases (Cestoda,
Trematoda y Monogenea), el estudio de los transportadores ABC se ha centrado solo en algunas
especies de trematodos y céstodos, dando énfasis a la identificacion y caracterizacion de las
subfamilias B y C por su participacion en el desarrollo de resistencia antihelmintica (Greenberg,
2013; Nicolao et al., 2014; Matouskova et al., 2016). EI reconocimiento de la funcion de estas
proteinas ha permitido explorar el disefio de farmacos mas eficientes. Por ejemplo, al aplicar un
antihelmintico junto con inhibidores de transportadores ABC se puede suprimir la actividad de la
glicoproteina-P (gp-P, miembro de la subfamilia B) y aumentar la susceptibilidad del parasito al
farmaco (Kasinathan et al., 2014; Mordvinov et al., 2017).

Hasta donde se sabe, los transportadores ABC no han sido estudiados en platelmintos parasitos de
la clase Monogenea. La diversidad de monogéneos incluye aproximadamente 5000 especies
(Whittington y Chisholm, 2008), las cuales parasitan principalmente peces, pero también se pueden
encontrar en otros organismos acuaticos. Estos parasitos tienen un ciclo de vida directo e infectan
la piel, branquias, cavidad bucal y aletas de los peces, llegando a ocasionar lesiones que generan
hemorragias, pérdida de apetito, problemas osmoregulatorios, retardo de crecimiento e incluso la
muerte (Hayward, 2005; Ogawa, 2015; Hirazawa et al., 2016). Algunas especies de monogéneos,
especialmente de las familias Capsalidae, Diplectanidae, Ancyrocephalidae, Gyrodactylidae,
Microcotylidae y Diclidophoridae han sido registradas ocasionando problemas en cultivos de peces

(Ogawa, 2015). De hecho, Gyrodactylus salaris ha sido enlistada por la Oficina Internacional de
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Epizootias (OIE) como una especie altamente patdgena y de declaracion obligatoria para los

salménidos en cultivo.

Si bien existe una variedad de tratamientos contra monogéneos, como la formalina, peréxido de
hidrogeno, sulfato de cobre, cloruro de sodio, praziquantel y mebendazol, estos no son siempre
totalmente efectivos y pueden ser tdéxicos no solamente para el pez, sino también para el humano
y el ecosistema (Schelkle et al., 2009; Ogawa, 2015; Morales-Serna et al., 2018a). Ademas, se tiene
la preocupacién del posible desarrollo de resistencia antihelmintica. Por ejemplo, Buchmann et al.
(1992) observaron que las poblaciones de monogéneos tratadas subterapéuticamente con

mebendazol desarrollaron resistencia a este farmaco.

La eficacia de los compuestos antiparasitarios se podria mejorar con base en analisis genomicos
que ayuden a identificar genes o proteinas relevantes para la detoxificacion (e.g., Zheng et al.,
2013). En el caso de los monogeneos, actualmente existe informacion gendémica disponible de sélo
cuatro especies. Por lo tanto, el presente estudio pretende contribuir al campo de la genémica de

los monogéneos e identificar los transportadores ABC mediante analisis bioinformaticos.
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2. ANTECEDENTES

2.1.  Monogéneos

Los monogéneos son un grupo muy diverso de helmintos que se encuentran parasitando
principalmente peces. Existen aproximadamente 5000 especies de monogéeneos descritas
(Whittington y Chisholm, 2008) y se estima que el nimero podria llegar a 25000 (Whittington,
1998). Estos parasitos poseen un ciclo de vida directo (Figura 1), generalmente corto, y aunque son
hermafroditas también realizan la fertilizacion cruzada. La mayoria de las especies son oviparas;
con excepcion de las especies de la familia Gyrodactylidae que son viviparas con la capacidad de
autofertilizacion. Como se ilustra en la Figura 1, de cada huevo emerge una larva de vida libre
Ilamada oncomiracidio que se encarga de encontrar e infectar a un pez hospedero para continuar
con su desarrollo y llegar a la etapa adulta. El desarrollo desde huevo hasta adulto puede ser de
aproximadamente 16 dias a 25°C (Dinh y Hutson, 2014). Estas caracteristicas permiten a los
monogéneos multiplicarse rapidamente y provocar una epizootia. Por ejemplo, un individuo de
Neobenedenia sp. totalmente aislado es capaz de producir aproximadamente 3,300 huevos en 17
dias (Dinh y Hutson, 2014). Asimismo, un solo individuo de Gyrodactylus salaris es capaz de

producir seis millones de individuos en cuatro semanas (Whittington y Chisholm, 2008).

Los monogéneos son organismos con alta especificidad de hospedero. Principalmente infectan la
superficie externa como la piel, aletas, cabeza, branquias y cavidad oral, adhiriéndose mediante
una estructura llamada héaptor (Figura 2) (Whittington, 2005). Los monogéneos se encuentran
divididos en dos subclases, Monopisthocotylea y Polyopisthocotylea, dentro de los cuales se
encuentran 12 érdenes (Hayward, 2005; Whittington, 2005) y 53 familias (Boeger y Kritsky, 2001).
La disposicion, la morfologia y el origen de los elementos de las estructuras esclerotizadas del
haptor y 6rgano copulador (Figuras 2 y 3) son importantes para la clasificacion, la sistematica y la

identificacion de especies (Fannes et al., 2017; Igeh et al., 2017).
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Figura 1. Ciclo de vida generalizado de un monogéneo Monopisthocotylea. A. Parasito adulto en las branquias, entre
las lamelas secundarias. B. Los parasitos liberan huevos en el agua. C. La larva (= oncomiracidio) que eclosiona es la
etapa infectiva. D. La larva debe ubicarse y unirse a un pez hospedero (modificado de Whittington, 2005).

Figura 2. Microfotografia de luz de cuerpo entero de Cichlidogyrus philander; Abreviaturas: ap, pieza
accesoria; hp haptors; pe pene. Barras de escala: A, 20 um. Modificado de Igeh et al. (2017).
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Figura 3. Cichlidogyrus sclerosus. 1. Armadura haptoral. 2. Vagina. 3. érgano copulatorio. Abreviatura:
s.p., placa dentada. Tomada de Douéllou (1993).

2.2. Ancyrocephalidae

Los monogéneos de la familia Ancyrocephalidae son parasitos de branquias de peces de agua dulce,
marinos y salobres principalmente (Reed et al., 2009). Las especies de esta familia son oviparas y
tienen un ciclo de vida directo tipico de los monogéneos (Figura 1) (Reed et al., 2009). Las
caracteristicas distintivas de Ancyrocephalidae incluyen dos pares de manchas oculares y dos pares
de ganchos de anclajes con su respectiva barra transversal (Reed et al., 2009). Ademas, presentan
de 12 a 14 uncinulus marginales que pueden estar ausentes en algunas especies. Esta familia cuenta
con 77 géneros (WoRMS, 2018). Debido a la diversidad que posee la familia Ancyrocephalidae,
es importante la observacion de patrones morfoldgicos para su identificacion. Para la
discriminacion de especies se ha utilizado mayormente la morfologia del érgano copulatorio y las
partes haptorales (Igeh et al., 2017); sin embargo, puede existir similitud en estas estructuras. Por

ejemplo, Fannes et al. (2017) encontraron similitud en dos especies de la familia Ancyrocephalidae,
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pertenecientes al género Cichlidogyrus, que co-existian en tilapias, lo cual podria dirigir a errores
de identificacion. En estos casos, estudios mas profundos como el uso de técnicas moleculares

pueden ser utilizadas.

Algunas especies de Ancyrocephalidae, como Cichlidogyrus sclerosus, C. tilapiae C. dossoui y
Scutogyrus longicornis son comunes en tilapias cultivadas tanto en México como en otras regiones
del mundo (Akoll et al., 2012; Paredes-Trujillo et al., 2016; Morales-Serna et al., 2018b). Entre los
dafos que esta familia puede ocasionar al hospedero se encuentran: branquias hiperémicas, lesiones
en la piel y letargo (Omrani, 2014). Estos parésitos no son conocidos por causar problemas serios
a los peces, pero si por causar alteraciones histolégicas e inmunolégicas (Sandoval-Gio et al., 2008;
Pahor-Filho et al., 2017).

2.3. Geénero Scutogyrus

Dentro de la familia Ancyrocephalidae, el género Scutogyrus incluye 7 especies cuya caracteristica
distintiva es una barra dorsal alada con auriculas muy largas y barra ventral asociada a una placa
(Pariselle y Euzet, 2009; Pariselle et al., 2013). Estas caracteristicas permiten separar al género
Scutogyrus del género Cichlidogyrus, cuyas especies posee una barra dorsal con auriculas cortas y
barra ventral no asociada con una placa. Para la discriminaciéon entre especies se utilizan
caracteristicas morfologicas como tamafio de pene y vagina, longitud del pene, forma de la base y

terminacion de la pieza accesoria del pene (Pariselle y Euzet, 1995; Pariselle y Euzet, 2009).

2.4 .Mecanismo de Detoxificacion

Los organismos tienen genes que codifican a enzimas y proteinas transportadoras que ayudan en
la protecciéon contra toxinas ambientales y farmacos (Laing et al., 2013). EI mecanismo de
detoxificacion se divide en tres fases que son: fase de biotransformacidén y fase de conjugacion, en
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las cuales intervienen enzimas que biotransforman los xenobidticos con la capacidad de abolir la
eficacia de farmacos; y la fase de transporte en el que intervienen proteinas transmembranales
(Figura 4) (Matouskova et al., 2016). En la primera fase intervienen enzimas como citocromo P450
(CYPs), capaces de metabolizar una amplia gama de sustratos enddgenos y exdgenos. Esta enzima
tiene la capacidad de oxidar, reducir e hidrolizar toxinas para introducir 0 exponer grupos
funcionales reactivos que posteriormente puedan conjugarse con moléculas como glutatién, acido
glucurdnico o glucosa. En el proceso de conjugacion intervienen enzimas como glutation S-
transferasa (GST) que sirve de mediadora (James et al., 2009). Finalmente, las toxinas
metabolizadas son eliminadas de la célula por proteinas transmembranales como lo son los
transportadores ABC (James et al., 2009).

Los ABC son una de las familias de genes mas estudiadas desde la perspectiva de detoxificacion
de xenobioticos (Matouskova et al., 2016). Estos genes se pueden encontrar en organismos de todos
los reinos de vida (Dassa y Bouige, 2001). En eucariotas se reconocen ocho subfamilias de
transportadores ABC (ABCA — ABCH) con base en la similitud en la secuencia NBD (Leprohon
etal., 2011).

CYPs e
SDR/AKR o % §’$
Carbonil % %&

reductasa

Farmaco—

Figura 4. Esquema del mecanismo de detoxificacién de xenobidéticos. Mientras que en la fase de biotransformacion
y conjugacion intervienen enzimas, en la fase de expulsion interviene proteinas transmembranales. Modificado de
Matouskova et al. (2016).
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Los transportadores ABC estan codificados como transportadores completos (TMD-NBD-TMD-
NBD) o como transportadores parciales (TMD-NBD) (Figura 5) que se combinan como homo- o
hetero-dimeros para crear una unidad funcional (Leprohon et al., 2011). La selectividad del sustrato
puede variar entre cada subfamilia (Tabla 1) (Greenberg, 2013), en donde ademas las diferentes
fases del sistema detoxificador pueden estar asociadas. Por ejemplo, la proteina ABCC1 transporta
preferentemente aniones organicos y productos metabolicos de la fase 1l como conjugados de
glutation al igual que otros miembros de la subfamilia C (Szakacs et al., 2006). Las proteinas
ABCB1, ABCC1y ABCG?2 se encuentran entre las mas estudiadas (Wong et al., 2014) ya que han
sido relacionadas con el fendmeno de resistencia a multidrogas (MDR) en humanos y roedores
(Sharom, 2008). En particular, la ABCB1 de mamiferos es ampliamente conocida en cuanto a su
estructura y mecanismo de accion. ABCBL1 esta involucrada en el fendbmeno MDR en tumores y
puede transportar una amplia gama de compuestos estructuralmente diferentes, muchos de los
cuales son clinicamente importantes, incluidos los medicamentos contra el cancer, inhibidores de
la proteasa del VIH, analgésicos, antihistaminicos, antagonistas de los receptores H2, agentes
inmunosupresores, glucésidos cardiacos, bloqueadores de los canales de calcio, antagonistas de la

calmodulina, antieméticos, antihelminticos, antibidticos y esteroides (Sharom, 2008).

Dominio
transmembranal
(TMD)

Dominio de unidn
a nucledtidos
(NBD)

FULL TRANSPORTADOR HALF TRANSPORTADOR

Figura 5. Dominios de las proteinas ABC presentes en los transportadores ABC completos y parciales.
Modificado de Mordinov et al. (2017)
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Cuadro 1. Ejemplos de posibles moléculas de sefializacidn que son sustratos de transportadores ABC en
metazoarios. Tomado de Greenberg (2014).

Compuesto

Funcion

Transportador(es)

Factor activador de plaquetas
(PAF)

Fosfolipidos [e.g.,
fosfatidilcolina,
fosfatidilserina (PS),

Fosfatidiletanolamina ]

Nucleétido ciclico

Esfingosina-1-fosfato (S1P)

Leucotrieno LTC4

LTB4, LTD4, LTE4

Prostaglandinas PGE1, PGE2,
PGE2a

Esfingomielina, glicolipidos,
colesterol

Péptidos

dsRNA

Mediador de inflamacién

Integridad de la
membrana, regulacion del
ciclo celular; sefializacién
celular; esquistosoma PS
y liso-PS polarizan DC
Regulador de la respuesta
inflamatoria, polarizacion
de monocitos,
maduracion

Localizacion de células
T; inmunosupresion
Mediador de inflamacin;

migracion de DC

Mediador de inflamacién;

migracion de DC

Migracion/maduracion de

DC; inmune supresion

Mudiltiple

Presentador de antigeno
Activador de TLR3 en
DCs por huevos de

schistosoma

ABCBL1 (Pgp)

ABCB1, ABCB3, ABCAL,
ABCA2, ABCG2 (BCRP)

ABCC4, ABCC5,

ABCC11

ABCB1

ABCC1, other ABCCs
(MRPs)

ABCC1, ABCC4

ABCC4

ABCB1, ABCAs

ABCB2/3 (TAP1/2)
C. elegansABCA,
ABCBI1, ABCD, ABCGs

2.5. Resistencia Antiparasitaria

En parasitologia veterinaria, se dice que una poblacién de parasitos ha desarrollado resistencia

antiparasitaria cuando la frecuencia de individuos capaces de tolerar un farmaco ha aumentado
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respecto al pasado, siendo heredable y mas grande que en una poblacién normal (susceptible) de
la misma especie (Coles, 2006). Hay una resistencia completa cuando la dosis méxima de farmaco
tolerada por el hospedero no tiene ningun efecto sobre la poblacion de parasitos (Coles, 2006).
Cabe aclarar que los parésitos tolerantes se definen como aquellos que de forma innata, sin
exposicién previa, no son susceptibles a un farmaco (Fallon et al., 1996). Por lo tanto 'tolerancia’
no se usa para describir niveles intermedios de resistencia, sino que se limita a la inactividad innata
de un farmaco hacia una etapa o0 una especie particular de paréasito, en la cual podria esperarse
actividad como resultado de eficacia farmacologica frente a una especie estrechamente relacionada
(Coles, 2006).

La resistencia antiparasitaria puede ser causada por diferentes procesos, incluyendo una mutacion
genética, cambios en la expresion de genes, mejorias en el mecanismo de detoxificacion, conjunto
de paréasitos que podria incluir un solo gen u otros alelos como primer paso en el desarrollo de la
resistencia a determinados medicamentos. Ademas, la seleccion de alelos o genes adicionales que

contribuyen a la resistencia podria aumentar el nivel de resistencia (Wolstenholme et al., 2004).

La resistencia antihelmintica en parasitos de animales es un problema importante en todo el mundo
(Wolstenholme et al., 2004). Los principales antihelminticos usados en medicina veterinaria
incluyen ivermectina, bencimidazoles, imidazotiazoles y praziquantel (McKellar y Jackson, 2004).
El problema mas grave de resistencia antihelmintica ha sido observado en nematodos paréasitos de
las ovejas y las cabras, los cuales han adquirido resistencia a todas las clases principales de
farmacos (James et al., 2009). Ademas, la eficacia de los antihelminticos puede variar debido a la
heterogeneidad genética de las poblaciones de parésitos (James et al., 2009). En trematodos,
particularmente del género Schistosoma, también se han observado diversos eventos de resistencia

a farmacos (Cioli et al., 1995).

La capacidad de los monogéneos para desarrollar resistencia antihelmintica fue demostrada
experimentalmente por Buchmann et al. (1992). Estos autores primero determinaron la
concentracion letal del mebendazol en dos especies de monogeéneos (Pseudodactylogyrus biniy P.
anguillae), después los monogéneos fueron expuestos a concentraciones sub-letales de mebendazol

por 7 meses, una vez transcurrido ese tiempo realizaron una prueba de toxicidad y observaron que
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la concentracion letal ya no fue efectiva. Los mecanismos moleculares utilizados por los
monogéneos para desarrollar resistencia son desconocidos. Sin embargo, estos podrian ser como

en los trematodos y céstodos, dado su parentesco filogenético.

2.6.Transportadores ABC en Parésitos

El estudio de los ABC en metazoarios parasitos ha abarcado principalmente la identificacion y
caracterizacion de la glicoproteina-P (gp-P) (Jeong et al., 2014). Sin embargo, actualmente, los
estudios genomicos y bioinformaticos estdn permitiendo predecir una variedad amplia de
transportadores ABC y su funcién tanto en helmintos como en artrépodos parasitos que han
afectado a la salud humana o a la produccion de alimentos (Sturm et al., 2009; Carmona-
Antofianzas et al., 2015; Mordvinov et al., 2017).

2.6.1. ABC en Helmintos Parasitos

En los platelmintos parasitos, particularmente en trematodos y céstodos como Schistosoma
mansoni, Opisthorchis felineus, Hymenolepis microstoma, se han identificado siete de las ocho
subfamilias ABC conocidas en metazoarios, dentro de las cuales existen miembros asociados a la
resistencia a tratamientos antihelminticos (Greenberg, 2013; Kasinathan et al., 2014). En S.
mansoni se han identificado un total de 29 transportadores (Kasinathan y Greenberg 2012), de los
cuales la gp-P cumple un rol importante en el eflujo de xenobioticos. Esto se ha demostrado en
experimentos como el de Kasinathan et al. (2014), quienes observaron que los parasitos expuestos
a concentraciones sub-letales de praziquantel permanecieron activos; sin embargo, cuando el
praziquantel se co-administré con un inhibidor de gp-P o con inhibidores multiples de ABC los

parasitos perdieron por completo la motilidad y presentaron dafio en el tegumento.
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En O. felineus se han realizado estudios de identificacion, filogenética y de caracterizacion
funcional de los ABC. En el transcriptoma de esta especie, Mordvinov et al. (2017) identificaron
23 transportadores ABC, de los cuales cuatro fueron clasificados como gp-P. Estos autores
observaron que el paréasito es capaz de expulsar la resofurina, un xenobidtico que es sustrato de gp-
P; sin embargo, cuando aplicaron la resofurina junto con tariquidar y verapamil (que son
inhibidores de ABC) observaron que la resofurina penetrd en el tejido del parasito, con lo cual
Mordvinov et al. (2017) demostraron que las gp-P de O. felineus funcionan como bombas eflujo
de xenobidticos y, por lo tanto, podrian ser utilizadas como dianas moleculares para mejorar la

eficacia de los compuestos antihelminticos.

En céstodos, la informacidon sobre los transportadores ABC es muy limitada. Mediante un analisis
bioinformatico poco riguroso, Matouskova et al. (2016) identificaron 27, 18 y 32 transportadores
ABC en Echinococcus multilocularis, Hymenolepis microstoma y Taenia solium, respectivamente.
En Echinococcus granulosus, Nicolao et al. (2014) identificaron cinco genes que codifican a gp-P
(Eg-Pgp) y demostraron que los genes eg-pgpl y eg-pgp2 se sobre-expresan en respuesta a los
farmacos amiodarona y loperamida. Ademas, estos autores observaron que el parasito es capaz de
expulsar la calceina-AM, el cual es un sustrato de gp-P y MRP1, pero lograron inhibir dicha
expulsidn tras la aplicacion de compuestos conocidos por ser inhibidores potenciales de gp-P como

loperamide y trifluoperazine.

2.6.2. ABC en Artropodos Parasitos

Los transportadores ABC han sido estudiados en dos especies de copepodos parasitos, Caligus
rogercresseyi y Lepeophtheirus salmonis, las cuales han sido reconocidas por impactar el cultivo
de salmoénidos. En estos copépodos se han encontrado las 8 subfamilias ABC. En L. salmonis,
Carmona-Antofianzas et al. (2015) identificaron 33 genes ABC de los cuales 18 fueron asignados
a subfamilias que contienen funcidn transportadora de farmacos. En C. rogercresseyi, Valenzuela-

Murfioz et al. (2015) identificaron 57 genes ABC, de los cuales, aquellos pertenecientes a las
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subfamilias B y C fueron mayormente expresados cuando los copépodos se expusieron a
compuestos antiparasitarios (deltametrina o azametifos).

Tetranychus urticae, comdnmente conocida como arafia roja, es un parasito de plantas y se
considera como una de las plagas mas polifagas del mundo. Este parasito ha recibido mucha
atencion debido a su impacto negativo en la agricultura y a su tolerancia a diversos plaguicidas
(van Leeuwen et al., 2010). Para comprender el mecanismo de detoxificacion de T. urticae,
Dermauw et al. (2013) realizaron un estudio que comprendio el inventario, relaciones filogenéticas
y avaluacion de la expresion de los genes ABC. Estos autores identificaron un total de 103 genes
distribuidos en las ocho subfamilias (ABCA-H), siendo el mayor numero de genes ABC
encontrados en cualquier especie de metazoo, con la expansion de las subfamilias C, Gy H. Su
analisis reveld una expresion diferencial de los miembros las subfamilias C, G y H tras la
exposicion del hospedero a xenobioticos, sugiriendo su papel fundamental en la detoxificacion, un
hecho que también puede explicar su retencion después de la duplicacién del genoma. De acuerdo
con Dermauw et al. (2013), la diversidad amplia de plantas hospederas y los niveles altos de
resistencia a los plaguicidas estan asociadas con expansiones especificas del linaje de los genes
ABC en T. urticae, muchos de los cuales respondieron transcripcionalmente a la exposicién a

xenobibticos.
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3. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

o ¢Cuantas proteinas transportadoras ABC estan presentes en monogéneos?

o ¢Cudl es la relacion filogenética entre los transportadores ABC de los monogéneos y otros

grupos metazoarios?
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

o Identificar los miembros de la familia de transportadores ABC en monogéneos a partir de

informacion gendémica disponible

4.2. Obijetivos Especificos

o Generar el ensamble de novo del genoma de Scutogyrus longicornis.

o Analizar la posicion filogenética de los integrantes de cada subfamilia ABC de monogéneos

con otras especies de metazoarios.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Aislamiento de Scutogyrus longicornis

Se decidio obtener el genoma de S. longicornis debido a que es una especie encontrada
comunmente en cultivos de tilapia y también porque es una especie que se puede identificar sin la
necesidad de desintegrar a los especimenes, lo cual es importante para la extraccion de ADN. Esto

fue determinado mediante el anélisis morfométrico que se describe a continuacion.

Las tilapias (Oreochromis niloticus) infectadas con monogéneos fueron capturadas en una granja
comercial de peces localizada en el sur de Sinaloa. Los peces vivos fueron trasladados al
Laboratorio de Parasitologia Acuética del CIAD-Mazatlan, donde se mantuvieron en tanques de
400 L con aireacion, temperatura ambiente y fotoperiodo natural hasta el momento de su diseccion

para la recoleccion de parasitos.

Los monogeéneos encontrados fueron identificados a nivel de especie segun Douéllou (1993). El
tejido de cada individuo parésito fue digerido utilizando la enzima proteinasa K. La digestion
permitio la observacion de las estructuras esclerotizadas, las cuales son utilizadas para la
identificacion de especies. A un grupo de individuos de cada especie se les tomaron las siguientes
medidas (Figura 6): A) barra transversal ventral, en el cual se midi6 la longitud de una de las ramas
ventrales y el ancho maximo de la barra ventral; B) barra transversal dorsal, se midi6 la longitud
total de la barra dorsal, el ancho maximo de la barra dorsal, longitud de la auricula de la barra
dorsal y la distancia entre las auriculas; C) gancho, se midié la longitud total del gancho, longitud
del eje del anclaje, longitud de la proteccion del anclaje y longitud del punto de anclaje; y D) 6rgano
copulatorio masculino, se midi6 la longitud de la pieza accesoria, longitud del penis y longitud del
talon. Las medidas son expresadas en micrometros dando el promedio e intervalo.

Con el fin de detectar si las longitudes se agrupan por especie, se realiz6 un analisis de escalamiento
multidimensional no métrico (NMDS) y un analisis de similitud (ANOSIM), y para determinar

cuales medidas contribuian a la formacidn de las agrupaciones se realizé un analisis de porcentaje
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de similitud (SIMPER). Estos andlisis se realizaron en el programa PRIMER 7. Las mediciones
fueron estandarizadas (i.e., la longitud de cada estructura fue dividida entre la longitud del cuerpo)
para evitar que la etapa de desarrollo influyera en las diferencias morfométricas entre las especies.
Luego los datos fueron transformados a raiz cuarta y se realizé una matriz de similitud basada en
el indice de Bray Curtis. Ademaés, estos mismos andlisis fueron realizados siguiendo el tratamiento
de datos empleados por Cantatore y Timi (2010) para corroborar la formacion de grupos. Estos
autores transformaron los datos a raiz cuadrada y utilizaron la matriz de similitud basada en
distancias euclidiana para los analisis multivariados.

Posteriormente, las longitudes de aquellas estructuras que presentaron mayor contribucion a la
disimilitud fueron comparadas entre especies con las pruebas no paramétrica Kruskal-Wallis para
determinar posibles diferencias significativas. Luego se realizé una prueba de Nemenyi para saber
cudl es la especie que difiere. Este analisis morfométrico permitié el reconocimiento confiable de
individuos vivos de S. longicornis y C. sclerosus con base en la forma y longitud de su cuerpo y
barra dorsal.

posterior anterior

ventral

Figura 6. Medidas utilizadas en este estudio. A, barra transversal ventral (x, longitud de una rama ventral
de la barra; w, ancho maximo de la barra ventral); B, barra transversal dorsal (x, longitud total de la barra
dorsal; w, ancho maximo de la barra dorsal; h, longitud de la auricula de la barra dorsal; y, distancia entre
las auriculas); C, gancho (a, longitud total de la garra, b, longitud de la hoja de la garra, c, longitud del eje
de la garra, d, longitud de la proteccion de la garra, e, longitud del punto de la garra); D, 6rgano copulatorio
masculino (ap, longitud de la pieza accesoria; pe, longitud del penis; he, longitud del talén). Tomado de
Fannes et al. (2017).
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5.2. Extraccion de ADN

Se recolectaron 40 individuos de S. longicornis los cuales fueron bafiados con agua destilada para
tratar de reducir carga bacteriana y mucus del hospedero. Las muestras se fijaron en RNA-later y
fueron almacenadas a -4 °C para la extraccion de ADN. La extraccién de ADN se realizd con el
Quick-DNA/RNA™ Miniprep Kit (Zymo Research) siguiendo el protocolo del fabricante. Este kit
utiliza la tecnologia de columnas Zymo-Spin ™ y proporciona un meétodo rapido para el

aislamiento de ADN gendmico de alta calidad a partir de pequefias cantidades de células y tejidos.

5.3. Construccion de Biblioteca Gendmica de ADN y Secuenciacion

La cantidad total de ADN se midié con Qubit fluorometer dsDNA HS Kit (Invitrogen). El kit
REPLI-g Single Cell MDA de Qiagen fue utilizado para la amplificacion completa del genoma
siguiendo el protocolo preestablecido por el fabricante, debido a la baja cantidad de ADN extraido.
Este kit utiliza la tecnologia de Amplificacion por Desplazamiento Multiple (MDA) combinado
con un paso suave de desnaturalizacion alcalina para evitar la fragmentacion del ADN, la cual
permite obtener lecturas de longitudes largas con amplificacion a una misma temperatura (Detalles
de MDA en la figura 7). La polimerasa Phi 29 que utiliza este kit puede producir réplicas de hasta
70 kb sin disociarse de la plantilla de ADN gendémico y permite la amplificacion uniforme de los

loci gendmicos.

El ADN amplificado fue usado para la construccion de la libreria gendmica paired-end short-insert
(170 y 500 bp) usando la tecnologia TruSeq de lllumina, siguiendo las pautas del fabricante para
fragmentar el ADN. Finalmente, la integridad del ADN fue verificada por la plataforma
Bioanalizador (RIN>8).
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30°C

Fragmentos largos (2-70Kb), con
tasas baias de mutacién

Figura 7. Los cebadores (flechas) se acoplan al ADN de la plantilla y se extienden a 30 °© C mediante la
polimerasa Phi 29, que se mueve a lo largo de la hebra de la plantilla de ADN, desplazando la hebra
complementaria y convirtiéndose en una plantilla en si misma para la replicacion (QIAGEN 2013-2019).

5.4. Ensamble de novo de Scutogyrus longicornis

5.4.1. Control de Calidad, Limpieza de Lecturas y Ensamble

El ensamble del genoma de S. longicornis se realizo siguiendo el pipeline que se muestra en la
Figura 8. Primero se realizo el control de calidad de las secuencias usando el programa FastQC
v0.11.8 (Andrews, 2010), el cual permite visualizar mediante gréficos la calidad de lecturas y la
presencia de adaptadores, ademas nos da informacion acerca del nimero de lecturas obtenidas.
Para esto, el programa utiliza el score de calidad Phred el cual mide la probabilidad de que una
determinada base haya sido nombrada incorrectamente. Los graficos muestran valores promedios
e intervalos de la calidad de secuencias a lo largo de las lecturas, secuencias sobrexpresadas y k-
meros (subsecuencias de largo k). Luego del diagnostico, se realizo la limpieza de lecturas. En este
paso se removieron adaptadores, lecturas de baja calidad y lecturas cortas usando el programa

Trimmomatic v0.36 (Bolger et al., 2014). Para corroborar que la limpieza haya dado lecturas de
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calidad, el programa FastQC se ejecutdé nuevamente obteniendo valores de calidad Phred 6ptimos.
Finalmente, las secuencias gendmicas limpias fueron ensambladas utilizando el programa Megahit
v1.2.1 (Li et al., 2016) y la integridad del genoma fue evaluado utilizando el programa BUSCO
(Simdo et al., 2015).

Lecturas

/. . y
Limpieza FastQC

v
Trimmomatic

:
\ FastQC /

Ensamble

Megahit

Ensamble
(Contigs)

Figura 8. Pipeline para el ensamble del genoma de Scutogyrus longicornis.

5.4.2. Prediccion de Genes

Para la prediccion de genes se siguio el pipeline que se muestra en la Figura 9. Primero se ejecutd
el programa Repeat Modeler v1.0.11 (Smit y Hubley 2015) utilizando el genoma ensamblado como
archivo de entrada para construir una bibliotecas de familias repetidas. Luego se utiliz6 el programa
GeneMark HMMs v3.54 (Lomsadze et al., 2005) con el genoma ensamblado de S. longiconis para
obtener un archivo de modelos genéticos de regiones ab initio. EI programa SNAP v2006-07-28
(Korf, 2004) fue entrenado con un archivo de modelos de genes obtenido mediante el programa
CEGMA (Parra et al., 2007). SNAP es un predictor de sitios de genes, mientras que CEGMA es
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un evaluador de ensambles. Estos archivos generados fueron utilizados por MAKER v2.31.10
(Holt y Yandell, 2011) para hacer una anotacion estructural automatica. MAKER aprovecha
herramientas de software existentes para determinar el mejor modelo de genes. Parte del trabajo de
MAKER es identificar y enmascarar elementos repetidos mediante RepeatMasker open-4.0.7 (Smit
et al., 2015), producir predicciones de genes con sitios de inicio AB con los programas GeneMark
(Lomsadze et al., 2005), SNAP v2006-07-28 (Korf, 2004) y Augustus (Stanke y Waack, 2003),
alinear las proteinas del genoma y sintetizar estos datos en anotaciones finales. Ademas, MAKER
puede ejecutarse de forma iterativa, al utilizar los modelos genéticos de la primera ronda para
entrenar el software ab initio para mejorar la inferencia de los modelos genéticos en la siguiente

ronda.

Se realizaron dos rondas de MAKER. En la primera se utilizaron archivos de proteinas de la base
de datos de UniProt/Swiss-Prot, la cual posee secuencias de proteinas anotadas y no redundantes
de alta calidad, archivos de proteinas de la especie G. salaris, archivos de proteinas de la base de
datos de OrthoDB Vv9 (Kriventseva et al., 2018), la cual posee genes ortélogos de copia Unica casi
universales, y datos genomicos de las proteinas seleccionadas por CEGMA a partir de la base de
datos KOG (Tatusov et al., 2003), la cual posee grupos de proteinas ortélogas de organismos
eucariotas, para, mediante el proceso de alineamiento por BLAST (Altschul et al., 1997), producir
modelos de genes como evidencia fisica de proteinas. Ademas, se utilizé el archivo generado por
RepeatModeler para enmascarar las regiones repetidas y evitar que las proteinas se alineen con
ellas. En la segunda ronda se utilizaron los programas SNAP, GeneMark y Augustus para la
prediccion de ab initio. En el caso de SNAP, utiliz6 el archivo generado por la primera ronda de
MAKER para su prediccion, mientras que GeneMark utilizd el archivo generado al inicio y
Augustus utilizo archivos del organismo modelo Schistosoma. En este paso, el archivo de proteinas
introducido en la primera ronda para el proceso de BLAST fue reemplazado por el mismo archivo

en formato GFF para reducir la demanda computacional.
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Figura 9. Pipeline de prediccion y anotacion de genes.

5.5. Identificacién de Proteinas ABC

Para la identificacion de las proteinas ABC en monogeneos se siguio el pipeline presentado en la
Figura 10. Primero, con BLASTp, se realizaron busquedas de proteinas ABC potenciales en los
archivos de proteinas predichas de los genomas de Gyrodactilus salaris (Hahn et al., 2014) y
Protopolystoma xenopodis descargados de https://parasite.wormbase.org/species.html (Howe et
al., 2017), del transcriptoma de Eudiplozoon nipponicum  descargado de
https://github.com/jirivorel/Eudiplozoon-nipponicum-transcriptome-secretome y de ESTs de
Neobenedenia melleni disponibles en NCBI. Como archivos de consulta se utilizaron dominios
altamente conservados de proteinas ABC (descargados de InterPro, dominios con el cédigo
IPR003439) de Caenorhabditis elegans (hit con E-value < 10°).
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5.6. Extraccion de Dominios y Asignacion de Subfamilias

La topologia de las potenciales proteinas ABC (dominios NBD y TMD) se determiné con el
servidor web HMMER (Potter et al., 2018) usando la coleccion de perfiles de la base de datos de
pfam (Finn et al., 2016). Aquellos genes que no presentaron ningin dominio fueron descartados.

Posteriormente, para la asignacion de subfamilias putativas, cada gen identificado fue anotado

manualmente usando BLASTp con la base de datos de proteinas no redundantes disponibles en

NCBI como archivo de consulta. Aquellas lecturas cuyos hits mas altos pertenecian a proteinas

relacionadas a bacterias fueron descartadas.
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v
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A

BLASTp (E-value < 10-5)
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Proteinas ABC

I
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Descripcion de
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Base de datos

A

dominio)

Proteinas ABC

Asignacion de l
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de proteinas

subfamilias BLASTp ~

l

Proteinas ABC
por subfamilias

Figura 10. Pipeline para identificacion de genes ABC putativos y obtencién de los dominios (NBD y TMD).

no
redundantes
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5.7. Andlisis Filogenético de Proteinas ABC

Para inferir la funcionalidad y evaluar las relaciones evolutivas de las proteinas ABC predichas se
realiz6 un andlisis filogenético para cada subfamilia ABC (Figura 11). En este analisis se
incluyeron secuencias completas de las cinco especies monogéneos y de otros metazoarios en los
que estas proteinas se encuentren bien caracterizadas. Las especies de metazoarios incluidas
fueron: arafia roja Tetranychus urticae (Dermauw et al., 2013), humano Homo sapiens (Dean et
al., 2001b), nematodo Caenorhabditis elegans (Sheps et al., 2004; Gonzéalez-Cabo et al., 2011),
crustaceo Daphnia pulex (Sturm et al., 2009) y mosca de la fruta Drosophila melanogaster (Dean
et al., 2001b). Los cddigos de los genes utilizados fueron obtenidos de Carmona-Antofianzas et al.
(2015). La construccion de cada arbol filogenético se realizo siguiendo el pipeline mostrado en la
Figura 11. Primero, las secuencias fueron alineadas usando el programa MUSCLE v3.8.31 (Edgar,
2004) y recortadas con Trimal v1.4 (Capella-Gutiérrez et al., 2009), con el parametro optimizado
para la construccion de arboles con el método de Maxima verosimilitud (ML) (-automatedl). El
mejor modelo de sustitucién de aminoacidos para el alineamiento fue seleccionado mediante el
programa ProtTest v 3.4.2 (Abascal et al., 2005), con el Criterio de Informacion Akaike corregido
(AlICc) (Sugiura, 1978) y el Criterio de Informacion Bayesiano (BIC) (Schwarz, 1978), en los
cuales el modelo que mejor se ajusta a los datos observados posee el valor méas bajo. Finalmente,
cada arbol filogenético fue construido usando el método de méaxima verosimilitud con 1000

interacciones bootstrap en el programa RAXML v8.0.26 (Stamatakis, 2014).

La asignacion de las proteinas a cada subfamilia ABC fue reevaluada mediante un analisis
filogenético para cada especie de monogéneo utilizando los dominio NBD extraido de ScanProsite

(De Castro et al., 2006) (http://prosite.expasy.org/scanprosite/) con el perfil de prosite PS50893

como archivo de consulta (Figura 12). Este andlisis se realiz6 solo para G. salaris 'y E. nipponicum,
ya que para N. melleni y P. xenopodis el nimero de dominios NBD encontrados fue muy bajo. El
analisis y la construccion de cada arbol fueron realizados siguiendo el procedimiento anteriormente

descrito.
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Figura 12. Pipeline para obtencion de dominios NBD y analisis filogenéticos por especie.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Analisis Morfométrico

En esta seccidn se presentan los resultados del analisis morfométrico que sirvio de base para aislar
a los individuos de S. longicornis. El analisis incluyd medidas de 54 individuos de monogéneos de
4 especies encontradas: 26 Cichlidogyrus sclerosus, 10 C. tilapiae, 1 C. dossoui cf. y 17 S.
longicornis (Tabla 2, Figuras 13 y 14). Los analisis NMDS (Figura 15) y ANOSIM (Tabla 3)
basados en el indice de Bray Curtis mostraron separacion entre especies (stress= 0.04; R global=
0.772; p<0.05), excepto para C. dossoui. El analisis SIMPER identifico a la longitud total del
cuerpo y las mediciones relativas de gripus como las medidas que mas contribuyeron en la
disimilitud entre especies (Tabla 4). Resultados similares (stress= 0.05; R global= 0.808; p<0.05)

fueron obtenidos utilizando distancias euclidianas (Resultados no presentados).

La longitud del cuerpo fue comparada entre todas las especies. Los datos no presentaron
distribucion normal ni homocedasticidad (prueba de normalidad Shapiro-Wilk, W = 0.92626, P =
0.004; prueba de homocedasticidad Levene, F= 6.0355, P=4.6%%); por lo tanto, se aplico la prueba
Kruskal-Wallis la cual indicé diferencias significativas en la longitud del cuerpo entre las especies
(P < 0.001). La prueba de Nemenyi indicd que la longitud del cuerpo es significativamente
diferente (P < 0.05) entre las especies S. longicornis, C. sclerosus y C. tilapiae, siendo C. sclerosus
la de mayor longitud y C. tilapia la de menor longitud (ver medidas en Tabla 2). Cabe aclarar que
en este analisis no se considerd a C. dossoui cf. por no contar con datos suficientes. El unico
individuo de C. dossoui presentd una longitud del cuerpo de 295.56 um, siendo 1.5y 2.2 veces
menor con relacién a la longitud promedio de S. longicornis y C. sclerosus, respectivamente, pero

similar a la longitud de C. tilapiae.

Las imagenes y las mediciones morfomeétricas permitieron establecer caracteristicas utiles para la
identificacion de especies de monogéneos. Estas mediciones fueron el largo del cuerpo, barra
dorsal H, y ancho de la auricula de la barra dorsal. Existieron mediciones de otras estructuras
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esclerotizadas que si bien en el analisis SIMPER contribuyeron a la separacion de las especies no
son facilmente observables sin recurrir a la digestion del parasito. De las cuatro especies, se eligio
a S. longicornis porque es relativamente mas frecuente y facil de identificar estando los individuos
vivos, lo cual es una ventaja para estudios genomicos. Las caracteristicas utilizadas para
discriminar S. longicornis fueron largo del cuerpo, longitud de la auricula, distancia entre las
auriculas, y ancho de la auricula de la barra dorsal. De acuerdo con Pariselle y Euzet (2009), las
caracteristicas distintivas de esta especie son: pene y vagina muy cortos, largo del pene menor a 70
KM, pieza accesoria del pene con terminacién en pinzas con un componente en forma de gancho,
y zona basal del accesorio del pene sin extension. Estas caracteriaticas fueron observadas en

nuestros especimenes.

Scutogyrus longicornis ha sido registrada en cultivos de tilapia en diversas regiones, incluyendo
México (Madanire-Moyo et al., 2011; Paredes-Trujillo et al., 2016). Esta especie ha sido descrita
como Cichlidogirus longicornis en diversos estudios en México; sin embargo, Mendoza-Garfias et
al. (2017) indicaron que en realidad se trata de Scutogyrus longicornis. A pesar de que C.
longicornis fue transferida al género Scutogyrus por Pariselle y Euzet (1995), muchos autores
siguen manteniendo la nomenclatura antigua. Por otro lado, el sitio World Register of Marine
Species (WoRMS, 2018) mantiene a S. longicornis y C. longicornis como especies validas. Para
evitar confusiones, en este trabajo basamos nuestra clasificacion para esta especie tomando en

cuenta los dos articulos mencionados anteriormente.
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Cuadro 2. Longitud promedio de diferentes estructuras corporales de cuatro especies de monogéneos.

Mediciones S. longicornis C. sclerosus C. tilapiae C. dossoui cf.

Largo cuerpo 445.34 653.83 294.62 295.56
Ancho de cuerpo 96.78 128.57 82.12 62.68
Barra dorsal W 5.39 8.63 511 4.46
Barra dorsal H 36.20 11.35 13.75 12.72
Barra dorsal Y 15.75 8.76 7.75 13.23
Barra dorsal X 58.61 35.14 23.95 32.40
Barra dorsal ancho

auricula 17.09 11.10 4.39 6.89
Barra ventral largo 37.84 28.57 26.69 29.62
Barra ventral ancho 3.82 6.59 5.96 4.39
Gripus ventral A 37.05 31.45 27.46 29.41
Gripus ventral B 36.65 32.85 24.62 25.26
Gripus ventral C 6.08 3.27 4.18 7.51
Gripus ventral D 8.92 4.83 10.20 11.00
Gripus ventral E 9.00 9.54 6.82 7.00
Gripus dorsal A 36.80 30.86 35.02 24.34
Gripus dorsal B 32.35 31.19 24.52 20.93
Gripus dorsal C 12.29 3.90 3.51 6.17
Gripus dorsal D 10.75 5.60 13.80 10.71
Gripus dorsal E 7.62 8.73 6.60 7.16
OCM largo de penis 45.26 59.70 27.31 47.91
OCM pieza accesoria 36.42 50.11 35.40 39.58
OCM tacon 8.28 9.25 2.93 4.78
Uniculus largo 37.27 - - 16.22
Uniculus ancho 45 - - -
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Figura 13. Especies de monogéneos encontradas en la tilapia. a) Cichlidogyrus sclerosus, b) Scutogyrus longicornis,
¢) C. tilapiae y d) C. dossoui cf.
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Figura 14. Estructuras esclerotizadas y cuerpo de cuatro especies de monogéneos encontradas en la tilapia.
a) C. sclerosus, b) S. longicornis, c) C. tilapiae y d) C. dossoui cf. 1, gancho ventral; 2, gancho dorsal; 3,
barra transversal ventral; 4, barra transversal dorsal; 5, drgano copulador masculino; 6, cuerpo entero; 7,
vagina; 8, porcidn ribbed. Todas las barras de escalas del lado izquierdo equivalesn a 40 um y todas ubicadas

al lado derecho a 150 pm.
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Figura 15. Escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) de la morfometria proporcional de las 4 especies de
monogéneos que se encontraron infectando a la tilapia. Estrés = 0.04. Los simbolos distinguen a cada una de las

especies.
Cuadro 3. Analisis de similitud (ANOSIM) entre cada especie de monogéneo
Estadistico

Grupos R Nivel de significancia

C. tilapiae, S. longicornis 0.708 0.001
C. tilapiae, C. sclerosus 0.87 0.001
C. tilapiae, C. dossoui cf. 0.216 n.s.
S. longicornis, C. sclerosus 0.777 0.001
S. longicornis, C. dossoui cf. 0.452 n.s.
C. sclerosus, C. dossoui cf. 0.94 0.045
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Cuadro 4. Proporcion de variacién (%) en los datos de campo explicada por las relaciones morfolégicas
entre seis especies de peces segln se determind utilizando porcentajes de similitud (SIMPER). Se muestran
las cinco razones que explicaron la mayor variacion entre cada par de especies.

largo gripus gripus gripus gripuys OCM  barra barra barra  barra

Especies cuerpo ventral dorsal ventral dorsal largode dorsal dorsal dorsal ventral

C C D D penis H Y ancho ancho
auricula

C. tilapiae

/S. longicornis  7.46 8.4 8.17 - 8.55 - - - 9.86 -

C. tilapiae

/C. sclerosus 8.41 - - 11.08 116 - 6.34 - - 9.97

S. longicornis

/C. sclerosus - 8.79 10.77 7.83 7.64 - 10.33 - - -

C. tilapiae

/C. dossoui cf. - 1222 12.47 - - 6.63 - 8.76 875 -

S. longicornis

/C. dossoui cf.  8.28  10.56 - 988 7.87 - - - - 7.73

C. sclerosus

/C.dossouicf. 7.49 1165 898 1061 9.47 - - - - -

6.2. Ensamble de Novo del Genoma de Scutogyrus longocornis

La extraccion de ADN se realizo a partir de un pool de 40 individuos de S. longicornis y se obtuvo
la cantidad de 14 ng totales. La amplificacion del genoma completo (WGA) utilizando el kit Repli-
G single Cell permitié producir un escalamiento en el érden de microgramos de ADN para la
construccion de la biblioteca. Los kits de reamplificacion de ADN han sido usados en otros estudios
para la secuenciacion de helmintos pequefios (Laumer et al., 2015; Wang et al., 2018; Young et al.,
2012). Esto ha permitido obtener cantidades sufiecientes de ADN para el proceso de secuenciacion
sin tener que recurrir a pool de individuos grandes y a la obtencion de genomas con una baja
heterogenicidad de genes. En nuestro estudio, el uso del kit permitio obtener el suficiente material

gendmico para cumplir con los protocolos de secuenciacion.

Se contruyeron las bibliotecas y el material genético fue secuenciado para obtener 10 millones de
lecturas. El tamafio del genoma obtenido mediante el ensamblador Megahit fue de 16,494,608

bases, con una cobertura de 107.1X. El programa BUSCO determino que con estas lecturas sélo se
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obtuvo el 14.9% del cluster de genes ortdlogos del grupo metazoa. Este porcentaje fue
relativamente bajo, pero fue lo esperado debido al nimero y tamafio de lecturas (lecturas cortas)
utilizadas. La utilizacion de otras tecnologias de secuenciacion como PacBio, el cual produce
lecturas largas y el aumento de profundidad de secuenciacion podrian ayudar a mejorar la calidad

del ensamble.

Al supervisar los genes identificados con BUSCO, se identificaron genes de origen bacteriano, por
lo cual la limpieza del meta-ensamble es crucial; sin embargo, para la extraccion de las proteinas
ABC de monogenéos no fue necesario por lo cual ninguna limpieaza fue realizada. EI programa
MAKER fue capaz de predecir un total de 5267 proteinas. Este archivo de proteinas de S.

longicornis fue utilizado para la identificacion de los transportadores ABC.

6.3.ldentificacion de Proteinas ABC

En total se identificaron 139 miembros de la familia ABC en las cinco especies de monogéneos (S.
longicornis, G. salaris, P. xenopodis, E. nipponicum y N. melleni). En S. longicornis se encontraron
10 genes ABC en total (Tabla 5), especificamente 7 genes ABCB y 3 ABCC (Tabla 10). En G.
salaris se identificaron un total de 34 genes ABC (Tabla 5), los cuales estuvieron distribuidos de
la siguiente manera en cada subfamilia: 4 genes ABCA (1 transportador completo), 8 genes ABCB
(2 transportadores completos y 4 parciales), 11 ABCC (2 transportadores completos), 1 ABCD, 1
ABCE, 5 ABCF y 5 ABCG (1 transportador parcial) (Tabla 6). El analisis filogenético de NBD
agrupo a las proteinas ABC de G. salaris en clados que corresponden a sus respectivas subfamilias,
previamente identificadas mediante BLASTp. Ademas, este andlisis clasifico alos NBD de acuerdo
a la terminacién del dominio, N-terminal o C-terminal. Los dominios NBD de la subfamilia B
presentaron mayor cercania con los NBD de la subfamilia N-terminales de ABCC. Cada clado

presento valores bootstrap mayores a 84, con excepcion de la subfamilia B (53) (Figura 16).

En E. nippnicum se identificaron un total de 46 genes ABC (Tabla 5), los cuales estuvieron
distribuidos de la siguiente manera en cada subfamilia: 2 genes en ABCA (1 transportador
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completo), 6 genes ABCB (1 transportador completo y 4 parciales), 18 ABCC (1 transportador
completo y 2 parciales), 3 ABCD (2 transportadores parciales), 3 ABCE, 10 ABCFy 3 ABCG (1
transportador parcial) (Tabla 7). El analisis filogenético de NBD agrupd a las proteinas ABC de E.
nippnicum en clados de sus respectivas subfamilias, previamente identificadas mediante BLASTp.
Los dominios NBD de la subfamilia B presentaron mayor cercania con los NBD de la subfamilia
N-terminales de ABCC. Cada clado presentd valores bootstrap mayores a 89, con excepcion de la
subfamilia B (59) (Figura 17).

En P. xenopodis se identificaron 40 genes ABC (Tabla 5) distribuidos de la siguiente manera en
cada subfamilia: 5 genes ABCA (1 transportador completo), 12 genes ABCB, 16 ABCC, 2 ABCE,
4 ABCF y 1 ABCG (Tabla 8). En N. melleni se encontraron 9 genes ABC (Tabla 5) distribuidos
de la siguiente manera en cada subfamilia: 1 gen en ABCB, 4 en ABCC (1 transportador parcial),
1 ABCE y 3 ABCF (Tabla 9).

Estos 139 genes pertenecen a 7 de las 8 subfamilias de proteinas ABC presentes en eucariotas. De
acuerdo con el nimero de dominios se encontraron nueve transportadores completos y 13
transportadores parciales, sin embargo, los analisis filogenéticos agruparon a varios integrantes de
los transportadores parciales con transportadores completos de otros organismos. Las subfamilias
By C fueron las mas grandes. Los analisis filogenéticos basados en el dominio NBD de G. salaris
y E nipponicum agruparon con buen soporte bootstrap a las proteinas ABC en su respectiva

subfamilia (Figura 16 y 17). Esto confirmo la asignacién hecha previamente mediante BLASTp.

El ndmero de transportadores ABC en monogéneos resultd mayor que en otros platelmintos
parasitos como los trematodos S. mansoni y O. felineus (Greenberg, 2013; Mordvinov et al., 2017),
pero menor que en los artropodos, con algunas excepciones (Dermauw y Van Leeuwen, 2014;
Jeong et al., 2017). Probablemente, el nUmero de transportadores se encuentra relacionado con
caracteristicas bioldgicas de cada grupo de organismos. Para parasitos ha sido sugerido que la
historia de vida podria afectar la evolucion de ciertos rasgos (Trouvé et al., 1998). Por ejemplo, se
tiene la hipotesis de que los organismos en simbiosis pueden tener mejores condiciones
nutricionales y que los endoparasitos presentan mejores condiciones en organismos homeotermos

que en poiquilotermos (Calow, 1983). Es probable que el nimero de transportadores fue mayor en
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monogéneos que en trematodos porque los monogéneos son ectoparasitos y, aunque reciben
proteccion del hospedero, estdn en contacto con el agua, mientras que los trematodos son

endoparasitos y estan expuestos a una menor variabilidad ambiental.

Cuadro 5. Numero de miembros de cada subfamilia ABC en 11 metazoarios. Las columnas en azul incluyen
a las especies de monogéneos, en verde a trematodos y en blanco otros organismos metazoarios.

IABC H. C. D. |T. D. S. G. P. E. N. S. O.
subfamily|sapiens|elegans|pulexjurticaejmelano [longicornisjsalaris |[xenopodis [nipponicum [melleni [mansoni|felineus
gaster

A 12 7 4 9 10 0 4 5 2 0 3 4
B FT 4 14 2 2 4 0 2 0 1 0 2 5
B 7 10 6 2 4 7 6 12 5 1 5 3
C 12 9 8 39 14 3 11 16 18 4 4 5
D 4 5 3 2 2 0 1 0 3 0 0 1
E 1 1 1 1 1 0 1 2 3 1 1 0
F 3 3 4 4 3 0 4 4 10 8 3 2
G 5 9 24 |23 15 0 5 1 4 0 2 3
H 0 2 15 |22 3 0 0 0 0 0 0 0
TOTAL 48 60 67 104 |56 10 34 40 46 9 20 23

Con informacion de Dean et al. (2001), Sturm et al. (2009), Sheps et al. (2004), Dermauw et al. (2013),
Gonzalez-Cabo et al. (2011), Carmona-Antofianzas et al. (2015); Greenberg (2013) y el estudio presente.
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Cuadro 6. Resumen de los 34 transportadores ABC identificados en G. salaris.

Subfamilia ID G. salaris

A

maker-scf7180006953177-augustus-
gene-0.67-mRNA-1

snap_masked-scf7180006950751-
processed-gene-0.4-mRNA-1

snap_masked-scf7180006953177-
processed-gene-0.12-mRNA-1
snap_masked-scf7180006953352-
processed-gene-0.8-mRNA-1

genemark-scf7180006949975-
processed-gene-0.1-mRNA-1

genemark-scf7180006952488-
processed-gene-0.10-mRNA-1

maker-scf7180006947110-snap-
gene-0.64-mRNA-1
maker-scf7180006948145-snap-
gene-0.52-mRNA-1

maker-scf7180006948182-snap-
gene-0.292-mRNA-1
maker-scf7180006953052-augustus-
gene-0.21-mRNA-1
snap_masked-scf7180006952620-
processed-gene-0.2-mRNA-1

snap_masked-scf7180006952936-
processed-gene-0.1-mRNA-1
genemark-scf7180006948135-
processed-gene-0.10-mRNA-1

ID arbol

GsABCA-26

GsABCA-34

GsABCA-41

GsABCA-42

GsABCB-06

GsABCB-10

GsABCB-11

GsABCB-12

GsABCB-13

GsABCB-24

GsABCB-38

GsABCB-39

GsABCC-04

Largo
de AA
306

2182

292

640

598

1259

574

1057

858
281

600

173

644

Topolgia
NBD1

TMD1-
NBD1-
TMD2-
NBD2
TMD1

NBD1

TMD1-
NBD1

TMD1-
NBD1-
TMD2-
NBD2
TMD1-
NBD1

TMD1-
NBD1-
TMD2-
NBD2
TMD1-
NBD1
NBD1

TMD1-
NBD1

TMD1

TMD1

Gen coincidente

ATP-binding cassette
sub-family A member 3
ATP binding cassette
sub family A

ATP-binding cassette
sub-family A member 3

ATP-binding cassette,
subfamily A (ABC1),
member 3
ATP-binding cassette,
subfamily B
(MDR/TAP), member 7
ATP-binding cassette
subfamily transporter
B1 member 4

ATP-binding cassette
sub-family B member 8

ATP-binding cassette
subfamily transporter
B1 member 4

ATP binding cassette
sub family B
multidrug resistance
protein 1
ATP-binding cassette
subfamily transporter
B1 member 4
Multidrug resistance
protein 1
ATP-binding cassette
subfamily C

Especie
coincidente
Clonorchis
sinensis
Echinococcus
multilocularis

Clonorchis
sinensis

Schistosoma
bovis

Schistosoma
bovis

Opisthorchis
felineus

Clonorchis
sinensis

Opisthorchis
felineus

Echinococcus
multilocularis
Echinococcus
granulosus
Opisthorchis
felineus

Schistosoma
haematobium
Clonorchis
sinensis

E-value

4.00E-88

0.00E+00

6.00E-34

4.00E-96

0.00E+00

0.00E+00

3.00E-142

0.00E+00

0.00E+00

2.00E-96

0.00E+00

4.00E-44

2.00E-56

NUmero de
acceso

RIJW73255.1

CDS37906.1

RIJW73255.1

RTG88537.1

RTG89431.1

AlJ28498.1

RJW62083.1

AlJ28498.1

CDS39599.2

CDS25222.1

AlJ28498.1

XP_012800768.1

GAA30468.2


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CDS39599.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=2YX5M37Z015

genemark-scf7180006951932-
processed-gene-0.2-mRNA-1

genemark-scf7180006952452-
processed-gene-0.1-mRNA-1

maker-scf7180006948439-snap-
gene-0.7-mRNA-1
maker-scf7180006949410-snap-
gene-0.78-mRNA-1

maker-scf7180006950617-snap-
gene-0.7-mRNA-1

snap_masked-scf7180006949799-
processed-gene-0.1-mRNA-1

snap_masked-scf7180006950886-
processed-gene-0.1-mRNA-1

snap_masked-scf7180006952287-
processed-gene-0.1-mRNA-1

snap_masked-scf7180006952287-
processed-gene-0.2-mRNA-1

snap_masked-scf7180006953393-
processed-gene-0.13-mRNA-1

snap_masked-scf7180006953135-
processed-gene-0.8-mRNA-1

augustus_masked-

scf7180006952770-processed-gene-

0.2-mRNA-1
genemark-scf7180006947414-
processed-gene-0.3-mRNA-1

GsABCC-08

GsABCC-09

GsABCC-17

GsABCC-19

GsABCC-21

GsABCC-32

GsABCC-35

GsABCC-36

GsABCC-37

GsABCC-43

GsABCD-46

GsABCE-02

GsABCF-03

2108

207

166

1380

242

83

163

292

268

132

198

606

631

TMD1-
NBD1-
TMD2-
NBD2
NBD1-
NBD2

NBD1

TMD1-
NBD1-
TMD2-
NBD2
NBD1

TMD1

NBD1

TMD1

NBD1

NBD1

TMD1

NBD1-

NBD2

NBD1-
NBD2

(CFTR/MRP) member
10

putative multidrug
resistance protein 1
(ATP-binding cassette
C1)

ATP-binding cassette,
subfamily C

(CFTR/MRP), member

4
multidrug resistance-
associated protein 4
multidrug resistance-
associated protein 4

ATP-binding cassette,
subfamily C

(CFTR/MRP), member

4
multidrug resistance-
associated protein 4
multidrug resistance-
associated protein 4
multidrug resistance
associated protein 7
Multidrug resistance-
associated protein 1
multidrug resistance
associated protein 7
ATP-binding cassette,
subfamily D (ALD),
member 4

ATP binding cassette
sub family E

ATP-binding cassette,

Schistosoma
mansoni

Schistosoma
bovis

Clonorchis
sinensis

Clonorchis
sinensis

Schistosoma
bovis

Clonorchis
sinensis

Clonorchis
sinensis

Echinococcus
multilocularis

Clonorchis
sinensis

Echinococcus
multilocularis

Schistosoma
bovis

Echinococcus
multilocularis

Schistosoma

sub-family F, member 1 japonicum

1.00E-161

8.00E-46

1.00E-32

5.00E-176

2.00E-52

4.00E-16

1.00E-50

3.00E-31

6.00E-21

2.00E-22

7.00E-15

0.00E+00

0.00E+00

XP_018652084.1

RTG88243.1

GAA49862.1

GAA49862.1

RTG88243.1

GAA49862.1

GAA49862.1

CDS40693.1

RJW63997.1

CDS40693.1

RTG88839.1

CDS42811.1

CAX69408.1


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/GAA49862.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=2YX5M37Z015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/GAA49862.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=2YX5M37Z015

genemark-scf7180006950154-
processed-gene-0.9-mRNA-1

maker-scf7180006950130-augustus-

gene-0.40-mRNA-1
snap_masked-scf7180006948077-
processed-gene-0.4-mRNA-1
maker-scf7180006952783-snap-
gene-0.11-mRNA-1

maker-scf7180006953104-snap-
gene-0.59-mRNA-1

snap_masked-scf7180006949025-
processed-gene-0.1-mRNA-1

snap_masked-scf7180006949772-
processed-gene-0.1-mRNA-1

snap_masked-scf7180006950698-
processed-gene-0.1-mRNA-1

GsABCF-07

GsABCF-20

GsABCF-29

GsABCG-23

GsABCG-25

GsABCG-30

GsABCG-31

GsABCG-33

716

647

208

273

574

118

81

193

NBD1-
NBD2

NBD1-
NBD2
NBD1
NBD1

NBD1-

TMD2

TMD1

TMD1

TMD1

ATP-binding cassette
sub-family F member 3
ABC transporter, ATP-
binding protein
ATP-binding cassette
sub-family F member 1
ATP-binding cassette
sub-family G member 1
ATP-binding cassette,
subfamily G (WHITE),
member 2
ATP-binding cassette
subfamily G (WHITE)
member 1
ATP-binding cassette
subfamily G (WHITE)
member 1

ATP binding cassette
sub family G

Clonorchis
sinensis
Fasciola
hepatica
Clonorchis
sinensis
Schistosoma
haematobium
Schistosoma
bovis

Clonorchis
sinensis

Clonorchis
sinensis

Echinococcus
granulosus

0.00E+00

4.00E-170

9.00E-73

5.00E-83

0.00E+00

2.00E-36

4.00E-31

4.00E-47

GAA29224.2

P1583244.1

RIW62350.1

XP_012795324.1

RTG88619.1

GAA55883.1

GAA55883.1

CDS24253.1

o1


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/PIS83244.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=2YX5M37Z015

ABCC
(C-terminal NBD)

ABCC
(N-terminal NBD)
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Figura 16. Arbol filogenético no enraizado de dominios NBD de proteinas ABC de Gyrodactylus salaris. Secuencias
de dominios NBDs de aminoéacidos predichos con ScanProsite sujetos a un analisis de méaxima verosimilitud usando
RAXML. EI modelo de sustitucion LG+G+I fue elegido. Los nimerso en los nodos representan la frecuencia con la
cual la topologia del arbol fue obtenida con 1000 interacciones bootstrap. La barra de escala representa 0.2
sustituciones de aminodacidos por sitio. Las diferentes subfamilias de proteinas ABC estan indicadas por colores

sombreados.
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Figura 17. Arbol filogenético no enraizado de dominios NBD de proteinas ABC de Eudiplozoon nipponicum.
Secuencias de dominios NBDs de aminoéacidos predichos con ScanProsite sujetos a un analisis de maxima
verosimilitud usando RAXML. El modelo de sustitucion LG+G+l fue elegido. Los ndmeros en los nodos
representan la frecuencia con la cual la topologia del arbol fue obtenida con 1000 interacciones bootstrap. La
barra de escala representa 0.5 sustituciones de aminodacidos por sitio. Las diferentes subfamilias de proteinas

ABC estan indicadas por colores sombreados.



Cuadro 7. Resumen de los 46 transportadores ABC identificados en E. nipponicum.

Subfamilia E. nipponicum ID

A

E_nip_trans 11422 m.78063

E_nip_trans 61784 m.386289
E_nip_trans_10630_m.69576
E_nip_trans 10631 m.69591
E_nip_trans_ 16014 m.124495

E_nip_trans 14291 m.108033

E_nip_trans 22285 m.166347
E_nip_trans_06622_m.29005

E nip_trans 17949 m.140288
E_nip_trans 33253 m.235956
E_nip_trans_33257_m.235985

E_nip_trans_06066_m.25167

E_nip_trans 34893 m.245828

ID éarbol

EnABCA-01

EnABCA-25

EnABCB-06

EnABCB-07

EnABCB-09

EnABCB-44

EnABCB-46

EnABCB-49

EnABCC-02

EnABCC-11

EnABCC-12

EnABCC-15

EnABCC-16

Largo
de AA

2324

204
578
753
743

1374

310
872
598
348
576

2051

312

Topolgia Gen coincidente

TMD1-
NBD1-
TMD2-
NBD2
NBD1

TMD1-
NBD1

TMD1-
NBD1

TMD1-
NBD1

TMD1-
NBD1-
TMD2-
NBD2
NBD1

TMD1-
NBD1

TMD1

TMD1

NBD1

TMD1-
NBD1-
TMD2-
NBD2
TMD1

ATP-binding cassette subfamily
A (ABC1) member 3

ATP-binding cassette subfamily
A (ABC1) member 3

ATP-binding cassette sub-family
B member 8

ATP-binding cassette sub-family
B member 8

ATP-binding cassette sub-family
B member 7, mitochondrial

ATP-binding cassette subfamily
transporter B1 member 4

ATP binding cassette subfamily B
(MDR:TAP)

ATP binding cassette sub family
B

Multidrug resistance-associated
protein 7

Multidrug resistance-associated
protein 4

Multidrug resistance-associated
protein

Multidrug resistance-associated
protein 1

multidrug resistance-associated
protein 4

Especie
coincidente

Clonorchis
sinensis

Clonorchis
sinensis

Clonorchis
sinensis

Clonorchis
sinensis

Schistosoma
haematobium

Opisthorchis
felineus

Hymenolepis
microstoma

Echinococcus
multilocularis

Clonorchis
sinensis

Schistosoma
haematobium

Echinococcus
granulosus

Clonorchis
sinensis

Clonorchis
sinensis

E-value

0

2.00E-28

o

5.00E-22

8.00E-
121
1.00E-82
4.00E-35

2.00E-
176

2.00E-42

Ndmero de
acceso

GAA30631.2

GAA30631.2

RJW62083.1

RJW62083.1

XP_012793010.1

AlJ28498.1

CDS27727.2

CDS39599.2

RJW62836.1

XP_012794305.1

XP_024354920.1

RIW63997.1

GAA49862.1
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E_nip_trans 36589 m.253267
E nip_trans 15664 m.121231
E_nip_trans 22434 m.167152
E_nip_trans_ 45039 _m.314854
E_nip_trans 46634 m.324380
E_nip_trans_ 45434 m.317635

E_nip_trans_09011 m.52954

E_nip_trans 32981 m.234013
E_nip_trans 20136_m.154936
E nip_trans 17484 m.136702
E_nip_trans_40207_m.275535
E_nip_trans 28753 m.197725
E nip_trans 01772 _m.4778

E nip_trans 16432 _m.128192
E_nip_trans 44431 m.310612
E_nip_trans_44432_m.310626

E_nip_trans 04378 m.19026

EnABCC-21

EnABCC-23

EnABCC-24

EnABCC-26

EnABCC-28

EnABCC-29

EnABCC-36

EnABCC-37

EnABCC-39

EnABCC-40

EnABCC-42

EnABCC-45

EnABCC-51

EnABCD-52

EnABCD-53

EnABCD-54

EnABCE-13

196

285

132

370

382

340

1715

595

670

908

478

771

121

593

241

550

140

TMD1

NBD1

NBD1

TMD1

NBD1

TMD1

NBD1-
TMD2-
NBD2
NBD1

TMD1-
NBD1

TMD1-
NBD1

NBD1
NBD1
NBD1
TMD1-
TMD2
TMD1
TMD1-

TMD2
NBD1

Multidrug resistance-associated
protein

ATP-binding cassette subfamily
C (CFTR/MRP) member 3

Multidrug resistance-associated
protein 1

multidrug resistance-associated
protein 4

multidrug resistance-associated
protein 4

Multidrug resistance-associated
protein 4

ATP-binding cassette subfamily
C (CFTR/MRP) member 10

multidrug resistance-associated
protein 4

multidrug resistance-associated
protein 4

multidrug resistance-associated
protein 4

Multidrug resistance-associated
protein 4

Multidrug resistance-associated
protein 4

Multidrug resistance-associated
protein 1

ATP-binding cassette sub-family
D member 4

ATP-binding cassette subfamily
D (ALD) member 4

ATP-binding cassette subfamily
D (ALD) member 4

ATP-binding cassette sub-family
E member 1

Echinococcus
granulosus

Clonorchis
sinensis

Schistosoma
haematobium

Clonorchis
sinensis

Clonorchis
sinensis

Schistosoma
haematobium

Clonorchis
sinensis

Clonorchis
sinensis

Clonorchis
sinensis

Clonorchis
sinensis

Schistosoma
haematobium

Schistosoma
haematobium

Schistosoma
haematobium

Clonorchis
sinensis

Clonorchis
sinensis

Clonorchis
sinensis

Schistosoma
haematobium

4.00E-29 XP_024354920.1

2.00E-
100
1.00E-40
1.00E-58
7.00E-81

1.00E-82

6.00E-71

7.00E-90

2.00E-

132

9.00E-88

4.00E-50

6.00E-48

2.00E-44

6.00E-10

2.00E-06

6.00E-08

3.00E-73

GAA50984.1

XP_012796463.1

GAA49862.1

GAA49862.1

XP_012794305.1

GAA30468.2

GAA49862.1

GAA49862.1

GAA49862.1

XP_012794305.1
XP_012794305.1

XP_012796463.1

RIW63429.1

GAA52373.1

GAA52373.1

XP_012797320.1
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E_nip_trans 67891 m.430419
E_nip_trans 61450 m.384853
E_nip_trans 11464 m.78632
E_nip_trans 69117 _m.447205
E_nip_trans 60991 m.382452
E_nip_trans 15384 m.118653
E_nip_trans 11628 m.80655
E_nip_trans 11638 m.80807
E_nip_trans 50204 m.339563
E_nip_trans 41819 m.289745
E_nip_trans_02563 _m.8199
E_nip_trans 61524 m.385198
E_nip_trans_70806_m.468366
E_nip_trans 10689 _m.70314
E_nip_trans 24848 m.176802

E_nip_trans 15017 _m.115096

EnABCE-19

EnABCE-35

EnABCF-04

EnABCF-20

EnABCF-27

EnABCF-32

EnABCF-33

EnABCF-34

EnABCF-38

EnABCF-43

EnABCF-47

EnABCF-48

EnABCG-05

EnABCG-08

EnABCG-22

EnABCG-41

581

227

294

769

348

670

66

742

286

608

430

138

626

365

692

617

NBD1-
NBD2

NBD1

NBD1

NBD1-
NBD2

NBD1-
NBD2

NBD1-
NBD2

NBD1

NBD1-
NBD2

NBD1-
NBD2

NBD1
NBD1-
NBD2
NBD1
NBD1
TMD1
NBD1-

TMD2
NBD1

ATP-binding cassette sub-family
E member 1

ATP-binding cassette, sub-family
E (oabp),member, putative

ATP-binding cassette sub-family
F member 1

ATP-binding cassette sub-family
F member 3

ATP-binding cassette sub-family
F member 2

ATP-binding cassette sub-family
F member 2

ATP binding cassette sub family
F

ATP-binding cassette sub-family
F member 3

ATP-binding cassette sub-family
F member 2

ATP-binding cassette sub-family
F member 1

ATP-binding cassette sub-family
F member 2

ATP-binding cassette, sub-family
F, member 1

ATP-binding cassette sub-family
G member 2

ATP-binding cassette sub-family
G member 2

ATP-binding cassette sub-family
G member 1

ATP-binding cassette sub-family
G member 2

Clonorchis
sinensis

Schistosoma
mansoni

Schistosoma
haematobium

Clonorchis
sinensis

Clonorchis
sinensis

Clonorchis
sinensis
Hymenolepis
microstoma

Clonorchis
sinensis

Clonorchis
sinensis

Schistosoma
haematobium

Clonorchis
sinensis

Schistosoma
japonicum
Clonorchis
sinensis

Clonorchis
sinensis

Schistosoma
haematobium

Clonorchis
sinensis

0

GAA55212.1

2.00E- XP_018645977.1

118

8.00E-
167

0

3.00E-
119

2.00E-
112

4.00E-65

4.00E-
134

7.00E-
122

0

2.00E-
134

XP_012797377.1

GAA29224.2

GAA53812.1

GAA53812.1

CDS26791.1

GAA29224.2

GAA53812.1

XP_012797377.1

GAA53812.1

CAX69408.1

GAA57087.1

RJW61302.1

XP_012795324.1

GAA57087.1
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Cuadro 8. Resumen de los 40 transportadores ABC identificados en P. xenopodis.

Subfamilia

A

P. xenopodis ID

PXEA_0000359901-mRNA-1

PXEA_0001301601-mRNA-1

PXEA_0002040801-mRNA-1
PXEA_0002580401-mRNA-1
PXEA_0002806901-mRNA-1
PXEA_0000015601-mRNA-1
PXEA_0000049201-mRNA-1
PXEA_0000100501-mRNA-1
PXEA_0000383301-mRNA-1
PXEA_0000811101-mRNA-1
PXEA_0001072201-mRNA-1
PXEA_0001494301-mRNA-1

PXEA_0002017601-mRNA-1

PXEA_0002140201-mRNA-1

PXEA_0002542901-mRNA-1

ID arbol

PxXABCA-10

PxXABCA-27

PxABCA-40
PxABCA-54
PxABCA-59
PxXABCB-01
PxABCB-02
PxXABCB-03
PxXABCB-11
PxXABCB-15
PxXABCB-22
PxXABCB-31

PxABCB-38

PxXABCB-44

PxXABCB-53

Largo
de AA
218

1587

150
326
307
144
222
117
120
188

91
124

73

148

180

Topolgia
NBD1
TMD1-
NBD1-
TMD2-
NBD2
NBD1
NBD1
TMD1
TMD1
NBD1
NBD1
NBD1
TMD1
NBD1
NBD1

NBD1

NBD1

TMD1

Gen coincidente

ATP-binding cassette subfamily
A (ABC1) member 3
ATP-binding cassette sub-family
A member 1

ATP-binding cassette sub-family
A member 5

ATP-binding cassette sub-family
A member 1

ATP-binding cassette sub-family
A member 3

ATP-binding cassette sub-family
B member 6 mitochondrial

ABC transporter, ATP-binding
protein

ABC transporter, ATP-binding
protein

multidrug resistance protein 1

ATP-binding cassette sub-family
B member 7

ATP-binding cassette sub-family
B member 6

ATP-binding cassette sub-family
B member 8

multidrug resistance protein 1, 2,
3 (p glycoprotein 1, 2, 3),
putative

multidrug resistance protein 1, 2,
3 (p glycoprotein 1, 2, 3),
putative

ATP-binding cassette subfamily
transporter B1 member 4

Especie
coincidente
Clonorchis
sinensis
Clonorchis
sinensis

Clonorchis
sinensis
Schistosoma
haematobium
Schistosoma
haematobium
Clonorchis
sinensis
Fasciola
hepatica
Fasciola
hepatica
Echinococcus
multilocularis
Echinococcus
granulosus
Echinococcus
granulosus
Clonorchis
sinensis
Schistosoma
mansoni

Schistosoma
mansoni

Opisthorchis
felineus

E-value

5.00E-
82
0

5.00E-
31
7.00E-
84
1.00E-
63
6.00E-
56
8.00E-
104
2.00E-
38
1.00E-
49
3.00E-
67
7.00E-
37
5.00E-
44
5.00E-
17

3.00E-
45

8.00E-
59

Ndmero de
acceso

GAA30631.2

RIW70412.1

RIW59642.1
XP_012793316.1
XP_012800437.1
GAA54835.1
P1S82145.1
P1S88575.1
CDI97795.1
XP_024349525.1
XP_024351800.1
RIW61046.1

XP_018647433.1

XP_018647433.1

AlJ28498.1
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PXEA_0002815401-mRNA-1
PXEA_0003457201-mRNA-1
PXEA_0000161801-mRNA-1
PXEA_0000334401-mRNA-1
PXEA_0000985401-mRNA-1

PXEA_0001350501-mRNA-1

PXEA_0001599301-mRNA-1

PXEA_0001634001-mRNA-1

PXEA_0001703501-mRNA-1

PXEA_0002472901-mRNA-1
PXEA_0002502301-mRNA-1
PXEA_0002536301-mRNA-1
PXEA_0002771901-mRNA-1
PXEA_0002795301-mRNA-1
PXEA_0002831201-mRNA-1
PXEA_0002939101-mRNA-1
PXEA_0003034901-mRNA-1

PXEA_0003188301-mRNA-1

PxABCB-60

PxXABCB-74

PxABCC-06

PxXABCC-08

PxXABCC-18

PxABCC-29

PxXABCC-32

PxXABCC-34

PxXABCC-35

PxABCC-49

PxABCC-50

PxXABCC-52

PxXABCC-57

PxXABCC-58

PxXABCC-61

PxXABCC-62

PxXABCC-67

PxXABCC-69

250

95

314

106

270

273

209

121

82

185

96

151

188

167

297

124

217

137

NBD1

NBD1

NBD1

TMD1

NBD1

NBD1

NBD1

NBD1

NBD1

NBD1

NBD1

NBD1

TMD1

NBD1

TMD1

TMD1

TMD1

NBD1

ATP-binding cassette subfamily
transporter B1 member 4
ATP-binding cassette sub-family
B member 8, mitochondrial
ABC transporter, ATP-binding
protein

putative multidrug resistance
associated protein

multidrug resistance-associated
protein 4

putative multidrug resistance
protein 1 (ATP-binding cassette
C1)

multidrug resistance-associated
protein 4 (mrp/cmoat-related abc
transporter

multidrug resistance-associated
protein 1

putative multidrug resistance
protein 1 (ATP-binding cassette
C1)

multidrug resistance associated
protein 7

multidrug resistance-associated
protein 4

Multidrug resistance-associated
protein 1

Multidrug resistance-associated
protein 1

multidrug resistance-associated
protein 1

Multidrug resistance-associated
protein 1

multidrug resistance associated
protein 1

multidrug resistance-associated
protein

Multidrug resistance-associated
protein 7

Opisthorchis
felineus
Schistosoma
haematobium
Opisthorchis
viverrini
Schistosoma
mansoni
Clonorchis
sinensis
Schistosoma
mansoni

Schistosoma
mansoni

Clonorchis
sinensis
Schistosoma
mansoni

Echinococcus
multilocularis
Clonorchis
sinensis
Schistosoma
haematobium
Clonorchis
sinensis
Clonorchis
sinensis
Clonorchis
sinensis
Echinococcus
granulosus
Schistosoma
mansoni
Schistosoma
haematobium

1.00E-
93
6.00E-
33
3.00E-
105
4.00E-
32
2.00E-
67
5.00E-
92

2.00E-
46

5.00E-
43
1.00E-
21

2.00E-
35
5.00E-
19
4.00E-
56
3.00E-
43
9.00E-
38
2.00E-
72
4.00E-
25
1.00E-
26
2.00E-
20

AlJ28498.1

XP_012801046.1

OON19972.1

XP_018650283.1

GAA49862.1

XP_018655393.1

XP_018648723.1

GAA54906.1

XP_018652084.

CDS40693.1

GAA49862.1

XP_012796463.1

RIW67461.1

GAA54906.1

RIW63997.1

CDS18168.1

ADF48912.1

XP_012792070.1
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PXEA_0000206901-mRNA-1
PXEA_0000618801-mRNA-1
PXEA_0000997001-mRNA-1
PXEA_0001001201-mRNA-1
PXEA_0001108801-mRNA-1
PXEA_0002444301-mRNA-1

PXEA_0003173601-mRNA-1

PxXABCE-07

PxXABCE-13

PxXABCF-19

PxABCF-20

PxABCF-24

PxABCF-47

PxABCG-68

380

230

141

74

350

70

325

NBD1

NBD1

NBD1

NBD1

NBD1

NBD1

TMD1

ATP-binding cassette sub-family
E member 1

ATP-binding cassette sub-family
E member 1

ATP-binding cassette sub-family
F member 3

ATP-binding cassette sub-family
F member 1

ATP-binding cassette sub-family
F member 1

ATP-binding cassette sub-family
F member 3

ATP-binding cassette sub-family
G member 2 domain protein

Clonorchis
sinensis
Schistosoma
haematobium
Schistosoma
haematobium
Clonorchis
sinensis
Schistosoma
haematobium
Clonorchis
sinensis
Fasciola
hepatica

0

GAA55212.1

7.00E- XP_012797320.1

117
6.00E-
58
2.00E-
38
1.00E-
157
3.00E-
24
2.00E-
95

XP_012799084.1

GAA48584.1

XP_012797377.1

GAA29224.2

P1S83506.1
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Cuadro 9. Resumen de los 9 transportadores ABC identificados en N. melleni.

Subfamilia N. melleni ID

B NEOMEL_m.3094_g.3094

c NEOMEL_m.82_g.82
NEOMEL_m.3090_g.3090
NEOMEL_m.2209_g.2209
NEOMEL_m.5266_g.5266

E NEOMEL_m.728_g.728

F NEOMEL_m.1909_g.1909

NEOMEL_m.2616_g.2616

NEOMEL_m.2574_g.2574

ID arbol

NmABCB-07

NmMABCC-02

NmMABCC-03

NmABCC-05

NmABCC-08

NmMABCE-01

NmABCF-04

NmABCF-06

NmABCF-09

Largo
de AA

172
331
202

285

311
326
299
252

283

Topolgi
a

NBD1
NBD1
NBD1

TMD1

TMD1-
NBD1
NBD1-
NBD2
NBD1

NBD1

NBD1

Gen coincidente

ATP-binding cassette subfamily B
(MDR/TAP) member 7

multidrug resistance-associated
protein 4

ATP-binding cassette subfamily C
(CFTR/MRP) member 3

putative multidrug resistance protein
1 (ATP-binding cassette C1)

ATP-binding cassette subfamily C
(CFTR/MRP) member 3
ATP binding cassette sub family E

ATP binding cassette sub family F

ATP-binding cassette sub-family F
member 1
ATP-binding cassette sub-family F
member 2

Especie
coincidente

Clonorchis
sinensis
Clonorchis
sinensis
Clonorchis
sinensis
Schistosoma
mansoni

Clonorchis
sinensis
Echinococcus
multilocularis
Echinococcus
multilocularis
Schistosoma
haematobium
Schistosoma
haematobium

E-value

2.00E-58

8.00E-51

2.00E-74

3.00E-75

4.00E-85

6.00E-154

3.00E-77

2.00E-141

3.00E-109

Ndmero de
acceso

GAA50471.1
GAA49862.1
GAA50984.1

XP_018655393.1

GAA50984.1
CDS42811.1
CDS37942.1

XP_012797377.1

XP_012799636.1
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Cuadro 10. Resumen de los 10 transportadores ABC identificados en S. longicornis.

Subfamilia

S. longicornis ID

maker-k51 1437-
augustus-gene-0.1-
mMRNA-1
snap_masked-k51 37921-
processed-gene-0.5-
mMRNA-1
snap_masked-k51 20356-
processed-gene-0.0-
mRNA-1
augustus_masked-

k51 37698-processed-
gene-0.2-mRNA-1
maker-k51 35954-snap-
gene-0.2-mRNA-1
snap_masked-k51 10767-
processed-gene-0.0-
mMRNA-1
snap_masked-k51 2859-
processed-gene-0.1-
mRNA-1
maker-k51_32457-snap-
gene-0.0-mRNA-1
snap_masked-k51 12426-
processed-gene-0.1-
mMRNA-1

maker-k51 5766-
augustus-gene-0.0-
mMRNA-1

ID arbol

SIABCB-01

SIABCB-03

SIABCB-04

SIABCB-06

SIABCB-09

SIABCB-11

SIABCB-12

SIABCC-07

SIABCC-08

SIABCC-10

Largo
de AA

131

464

174

190

123

242

132

281

82

176

Topolgia

NBD

TMD

TMD

NBD

NBD

NBD

NBD

NBD

TMD

NBD

Gen coincidente

ABC transporter, ATP-binding
protein

Multidrug resistance protein 1

multidrug resistance protein 1

ATP-binding cassette sub-family B
member 7

ATP-binding cassette subfamily B
(MDR/TAP) member 1

ABC transporter, ATP-binding
protein

ATP binding cassette sub family B

ABC transporter, ATP-binding
protein

multidrug resistance associated
protein 1

Multidrug resistance-associated
protein 1

Especie
coincidente

Fasciola
hepatica

Clonorchis
sinensis

Clonorchis
sinensis

Clonorchis
sinensis

Clonorchis
sinensis
Fasciola
hepatica

Hymenolepis
microstoma

Opisthorchis
viverrini
Echinococcus
granulosus

Schistosoma
haematobium

E_
value

3.00E-
41

1.00E-
76

4.00E-
25

9.00E-
55

2.00E-
43
4.00E-
84

6.00E-
43

1.00E-
66
8.00E-
24

2.00E-
70

Ndmero de
acceso

P1S81152.1

RJW63348.1

GAA54706.1

RIW61723.1

GAA30924.2

P1S81152.1

CDS33443.1

OON14998.1

CDS18168.1

XP_012796463.1
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6.4. Andlisis Filogenéticos por Subfamilia

6.4.1. Subfamilia ABCA

La subfamilia A estd conformada por transportadores completos que desempefian funciones
vinculadas al transporte de lipidos (Wenzel et al., 2007). En monogéneos se encontraron 11 ABCA,
de los cuales, PXABCA-40 y PxABCA-54 de P. xenopodis, en distintos grupos, resultaron
relacionados a los genes ABCA5, ABCA8, ABCA9, ABCA10, ABCA12 y ABCA13 de H. sapiens
(Figura 18). Estos genes son conocidos por su participacion en el transporte de lipidos.
Especificamente, ABCA5 participa en el transporte de colesterol neuronal (Fu et al., 2015).
ABCAB esta vinculado al eflujo de colesterol y actia como modulador de los niveles de colesterol
de lipoproteinas de alta densidad (HDLc) (Trigueros-Motos et al., 2017). Mutaciones de ABCAS8
provocan un nivel HDLc significativamente mas bajo en plasma (Trigueros-Motos et al., 2017).
ABCA9 y ABCA10 se sabe que pueden actuar como transportadores de lipidos en macrofagos de
humano (Piehler et al., 2002; Wenzel et al., 2003). ABCA12 funciona como un transportador de
lipidos de queratinocitos epidérmicos y sus mutaciones pueden originar la pérdida de la barrera
lipidica de la piel (Akiyama et al., 2005). La funcion de ABCA13 es poco conocida, pero se sugiere
que un déficit de ABCA13 induce el deterioro de la maduracion o migracion neuronal y la funcién

de la red neuronal (Iritani et al., 2018).

Para los platelmintos parésitos datos genomicos han sugerido que la pérdida de peroxisomas y la
pérdida o reduccion sustancial en la via de biosintesis de acidos grasos son caracteristicas de una
estrategia adaptativa (Hahn et al., 2014; Tsai et al., 2013); sin embargo posee los genes necesarios
para su metabolismo, lo cual ha evidenciado una dependencia de los lipidos del hospedero (Wang
et al., 2011). La importancia de los lipidos en platelmintos parésitos ha sido demostrada para
Schistosoma mansoni, en el cual son importantes para la maduracion y desarrollo del parésito,
produccion de huevos y forma parte de la membrana celular y del tegumento (Furlong, 1991).
Ademas, se ha encontrado que tasas altas de lipidos metabolizados por el parasito podrian estar
involucradas en la produccion de células T reguladoras del hospedero la cuales suprimen la
activacion del sistema inmunitario, mejorando asi la supervivencia del parésito (van der Kleij et
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al., 2002). Proteinas de union y transporte de acidos grasos han sido encontrados en parasitos
monogéneos que podrian ayudar a la adquisicion de lipidos (Hahn et al., 2014; Wang et al., 2011).
Se puede inferir que la subfamilia ABCA puede estar involucrado en el transporte de lipidos en P.

xenopodis, cumpliendo roles esenciales.
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Figura 18. Analisis filogenéticos de transportadores ABCA de ocho especies de metazoarios. El arbol filogenético
fue construido con el método de méaxima verosimilitud en el programa RAXML con un bootstrap de 1000
interacciones con el modelo de sustituciéon de aminoacido LG+G+I+F. En la grafica los circulos representan a las
especies de monogéneos y los diamantes a otras especies no monogéneos. Cada especie esta representada por un
color de la siguiente manera: gris, G. salaris; verde turquesa, P. xenopodis; guinda, E. nipponicum; azul, C. elegans;
amarillo, H. sapiens; verde, D. melanogaster; azul oscuro, D. pulex; naranja, T. urticae. La barra de escala representa
la tasa de sustitucién de aminoacidos por sitio. Los transportadores ABC de monogéneos relacionados con otros

metazoarios estan indicadas por el sombreado color celeste.
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6.4.2. Subfamilia ABCB

En total, se identificaron 34 transportadores ABCB en los monogéneos. De estos, 11 se agruparon
junto a transportadores completos y 14 junto a transportadores parciales de la subfamilia B de otros
metazoarios (Figura 19). Especificamente, los genes EnABCB-44 de E. nipponicum, GSABCB-10,
GSABCB-12, GSABCB-24 y GSABCB-39 de G. salaris, SIABCB-04, SIABCB-11, SIABCB-01y
SIABCB-09 de S. longicornis, y PXABCB-11 y PXxABCB-60 de P. xenopodis se agruparon con los
transportadores completos ABCB1 (MDR1), ABCB4 (MDR3), ABCB5 y ABCB11 (BSEP) de H.
sapiens, y MDR49, MDR50, MDR65 y CG10226 de D. melanogaster. Los transportadores
completos se caracterizan por su capacidad de transportar farmacos. En humanos, ABCBL es capaz
de exportar medicamentos no modificados (Sharom, 2008); ABCB5 participa en la expulsion de
farmacos en células tumorales y en el desarrollo de quimioresistencia en células de melanoma
maligno para el sustrato de doxorubicina (Frank et al., 2005). Asimismo, en D. melanogaster, se
ha demostrado que la supresion de MDR65 (ortélogo de ABCB) y MDR50 puede aumentar la
susceptibilidad del organismo a diferentes insecticidas, como los piretroides y el DDT (Gellatly et
al., 2015; Sun et al., 2017).

En cuanto a platelmintos parésitos, los experimentos realizados con el trematodo S. mansoni han
indicado que los transportadores ABCB intervienen en la expulsién de farmacos. Por ejemplo,
Kasinathan et al. (2014) observaron que la movilidad de los parasitos disminuy6 cuando co-
administraron praziquantel junto con inhibidores y reguladores de la expresion del gen Pgp
(ABCBL), lo cual no sucedio6 cuando se aplicé el praziquantel solo. Ademas, la cuantificacion de
la fluorescencia de praziquantel mediante microscopia fue mayor en aquellos paréasitos tratados con
inhibidores, lo que comprueba la influencia de este gen en el transporte de farmacos en trematodos.
Con base en estas evidencias, es posible sugerir que los genes de la subfamia B de monogéneos
relacionados con ABCB1 del humano y MDR de Drosophila podrian estar implicados en la
expulsion de farmacos. Por lo tanto, estos genes de monogéneos podrian ser potenciales blancos

de compuestos antihelminticos.

64



Cabe sefialar que el analisis filogenético reveld una extensa expansion de genes transportadores
completos ABCB en G. salaris al igual que en H. sapiens, C. elegans y T. urticae, lo cual puede
estar relacionado a la diversidad de sustratos que pueden ser transportados, tal como sucede en
humanos. Algo similar sucede con las enzimas CYPs, involucradas en la primera fase del
mecanismo de detoxificacion. Estas enzimas generalmente estan presentes en maltiples copias, por
lo cual se sugiere que su expansion se dio por duplicaciones locales de genes impulsadas por la

exposicion a toxinas y patogenos (Matouskova et al., 2016).

En cuanto a los transportadores parciales ABCB, se observaron tres grupos (Figura 19). En uno de
los grupos se encuentran los genes PXABCB-74 de P. xenopodis, ENABCB-06 y EnABCB-07
(probablemente paralogos) de E. nipponicum, GSABCB-11 de G. salaris relacionados al gen
ABCBS8 de H. sapiens. Se sabe que ABCB8 posee un papel importante y especifico en la
quimiorresistencia de varias lineas celulares de melanoma contra el farmaco doxorubicina (Elliott
et al., 2009). La pérdida de este gen podria generar células sensibles a tratamientos de melanoma
con doxorubicinay originar dafos relacionado al ADN mitocondrial (Elliott et al., 2009). Entonces,
podria suponerse que los genes de monogéneos relacionados con ABCB8 desempefian una funcion

transportadora de farmacos.

En otro grupo de transportadores parciales se encontraron los genes NmABCB-07 de N. melleni,
GsABCB-06 de G. salaris, ENABCB-09 de E. nipponicum, PXABCB-15 de P. xenopodis,
SIABCB-06 y SIABCB-12 de S. longicornis relacionados con ABCB7 de H. sapiens y Abtm-1 de
C. elegans. Esto es interesante porque ABCB7 es un transportador interno de membrana
mitocondrial que regula la biosintesis del grupo hemo y del compuesto sulfuro de hierro (Fe-S) en
humanos y mamiferos (Kumar et al., 2019; Pondarré et al., 2006). Se piensa también que ABCB7
esta involucrado en la transferencia de hierro de las mitocondrias al citosol, el cual es esencial en
todos los eucariotas para diversas funciones vitales, incluida la respiracion, la regulacion de genes
y la replicacion y reparacion del ADN (Cavadini et al., 2007). En C. elegans, Abtm-1 se encuentra
relacionado con la acumulacion de hierro férrico, aumento del estrés oxidativo y eventos
apoptoticos prematuros. Se ha demostrado que la modulacion de Abtm-1 por RNAI produce una

letalidad sustancial, aunque una proporcién significativa de gusanos pueden sobrevivir hasta la
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edad adulta (Pondarré et al., 2006). Los genes de monogéneos relacionados con ABCB7 y Abtm-

1 podrian también estar desempefiando dichas funciones vitales.

Hubo un grupo mas de transportadores parciales en el que aparecieron los genes ENABCB-49 de
E. nipponicum, GSABCB-13 de G. salaris, PXABCB-01 y PxABCB-22 de P. xenopodis
relacionados a ABCB6 de H. sapiens y CG4225 de D. melanogaster. ABCB6 se encuentra en la
membrana externa de la mitocondria, en donde regula el transporte de porfirina, componente
esencial de hemo o hemoglobina y enzimas que contienen hemo (Kumar et al., 2019). En ratones,
ABCB6 media la exportacion de porfirinas en las células rojas (Fukuda et al., 2016). Asimismo, el
gen CG4225 de D. melanogaster, que es el transportador ortdlogo del ABCB6 humano, desempefia
un papel protector en respuesta a la exposicion de metales como el cadmio (Sooksa-Nguan et al.,
2009). Al igual que los otros dos grupos de transportadores parciales, se encontré una baja
expansion de genes en este grupo y presencia en tres especies de monogéneos con una sola copia.
Esto puede estar relacionado a funciones esenciales en el que esta vinculado este transporador.

Cabe sefalar que los genes ABCB2 y ABCB3, que son transportadores relacionados con el
procesamiento de antigenos en humano (Praest et al., 2018), no fueron encontrados en monogéneos
ni en artropodos, pero si en C. elegans. Los invertebrados carecen de una respuesta inmune
adaptativa, por lo tanto se esperaba la ausencia de ABCB2 y ABCB3 en monogeneos, al igual que
como sucede en artropodos. La presencia de estos genes en C. elegans puede significar la presencia
de funciones no relacionadas con la presentacion de antigenos como lo sugirieron Sturm et al.

(2009), sin embargo su funcionalidad sigue siendo desconocida.

Para S. longicornis la subfmilia ABCB fue la Unica que estuvo representada por un nimero
esperado de genes en comparacion con otros monogeéneos. Este no fue el caso para la subfamilia
ABCC, en donde se encontraron pocos miembros, mientras que en las subfamilias restantes
estuvieron ausentes. El bajo nimero o ausencia de genes ABC para determinadas subfamilias se
pudo deber a la calidad del ensamble, a pesar de esto, se obtuvieron genes en subfamilias de

transportadores involucradas en el mecanismo de detoxificacion.
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Figura 19. Analisis filogenéticos de transportadores ABCB de 10 especies de metazoarios. El arbol filogenético fue
construido con el método de maxima verosimilitud en el programa RAXML con 1000 interacciones Bootstrap. Se
eligié el modelo de sustitucion de aminoacidos LG+G+I+F. Cada especie esta representada por un color de la
siguiente manera: gris, G. salaris; verde turquesa, P. xenopodis; guinda, E. nipponicum; rosado N. melleni; circulo
negro, S. longicornis; azul, C. elegans; amarillo, H. sapiens; verde, D. melanogaster; azul oscuro, D. pulex; naranja,
T. urticae. La barra de escala representa la tasa de sustitucion de aminoécidos por sitio. Los transportadores ABC

de monogéneos relacionados con otros metazoarios estan indicadas por el sombreado color celeste.
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6.4.3. Subfamila ABCC

Con 52 integrantes, la subfamilia C es la mas grande de todos los ABC encontrados en los
monogéneos. El analisis filogenético de esta subfamilia reveld que la duplicacion de genes puede
ser extensiva tanto en monogéneos como en otros metazoarios y que las relaciones de ortologia son
escasas (Figura 20). La duplicacién de genes especifica para cada linaje ha sido encontrada en
diversas investigaciones (eg., Dermauw et al., 2013; Dermauw y Van Leeuwen, 2014; Carmona-
Antofianzas et al., 2015; Chang-Bum et al., 2017). Los eventos de duplicacion contribuyen a la
aparicién de funciones genéticas nuevas, al surgimiento de compensacion funcional, al
fortalecimiento del sistema bioldgico y a facilitar procesos adaptativos, caso contrario a los genes
de copia Unica (Zhang et al., 2002; Gu et al., 2003; Zhang, 2003).

La expansion de genes en algunas subfamilias ABC se debe probablemente a tasas altas de
nacimiento y muerte de genes, ya que este proceso se ha encontrado en familias multigénicas
asociadas a caracteristicas fisiologicas variables entre especies, como la respuesta inmune o la
resistencia a enfermedades (Zhang, 2003), permitiendo a los organismos generar conjuntos de
genes diversificados para enfrentar diferentes patégenos o ambientes adversos (Nei et al., 2000;
Bass y Field, 2011). Por ejemplo, se ha sugerido que la duplicacién o amplificacion de genes de
detoxificacion de insecticidas es quiza el mecanismo mas comun de evolucion adaptativa en los
artropodos (Bass y Field, 2011). Este fendbmeno podria estar relacionado a las proteinas
transportadoras transmembranales. Dermauw et al. (2013) argumentaron que los genes duplicados
han sido retenidos en linajes especificos de las subfamilias C, G y H del acaro T. urticae, esto
debido a su importancia en la detoxificacion de acaricidas. Asimismo, en Tribolium castaneum, la
expansion de la subfamilia C sugiere la posibilidad de que la propension conocida de esta especie
a desarrollar resistencia a los insecticidas podria estar relacionada a eventos de duplicacion
(Broehan et al., 2013). A diferencia de treméatodos, los monogéneos se encuentran interactuando
con el ambiente y con el hospedero, por lo cual es mas probable que esten expuestos a xenobioticos
potencialmente toxicos, esto podria explicar el nimero de expansiones en monogéneos mayor que

en trematodos.
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La subfamilia C posee funciones relacionadas al transporte de iones, la secrecion de toxinas y la
transduccion de sefiales (Dean et al., 2001a). Aungue no hubo una relacion clara o significativa
entre miembros de la subfamilia C de monogéneos y otros metazoarios (Figura 20), se observo al
gen GSABCC-37 de G. salaris cerca de MRP5, MRP8 y MRP9 de H. sapiens. La funcion de MRP5
involucra el transporte de conjugados de glutamato y compuestos analogos de glutamato, pudiendo
afectar los niveles de metabolitos enddgenos, toxinas y medicamentos en el cerebro (Jansen et al.,
2015). Por su parte, MRP8 participa en procesos fisiologicos que involucran acidos biliares,
esteroides conjugados y nucleotidos ciclicos a través del transporte de una variedad de lipéfilos
conjugados (Chen et al., 2005). Ademas, se sugiere que este transportador se encuentra relacionado
a la resistencia de cancer de mama por tener como sustrato a MTX, un compuesto utilizado en
tratamiento adyuvante del cancer (Chen et al., 2005). MRP9 es derivado de la duplicacién de MRP8
y muy cercano a ABCC5 (Tammur et al., 2001). En general, los MRPs son bien conocidos por su
capacidad de transportar una amplia variedad de sustratos, tanto en mamiferos como en
invertebrados (Chang-Bum et al., 2017). Por lo tanto, investigaciones futuras podrian incluir al gen

GsABCC-37 como un blanco de farmacos para controlar la gyrodactilosis en peces.
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Figura 20. Analisis filogenético de transportadores ABCC de 10 especies de metazoarios. El arbol filogenético fue
construido con el método de maxima verosimilitud en el programa RAXML con un bootstrap de 1000 interacciones con
el modelo de sustitucién de aminoacido LG+G+I+F. Cada especie esta representada por un color de la siguiente manera:
gris, G. salaris; verde turquesa, P. xenopodis; guinda, E. nipponicum; rosado, N. melleni; circulo negro, S. longicornis;
azul, C. elegans; amarillo, H. sapiens; verde, D. melanogaster; azul oscuro, D. pulex; naranja, T. urticae. La barra de
escala representa la tasa de sustitucion de aminoacidos por sitio.
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6.4.4. Subfamila ABCD

La subfamilia D se encuentra formada por transportadores parciales que son proteinas ubicadas en
membranas peroxisomales (Dean et al., 2001a) y residentes en el reticulo endoplasmatico (RE)
(Moritay Imanaka, 2012). Ademas, estas proteinas estan involucrados en el transporte de acil-CoA
de cadena muy larga y ramificada (Moritay Imanaka, 2012). En el presente estudio, se identificaron
un total de 4 genes ABCD en monogéneos, de los cuales el gen GSABCD-46 de G. salaris se
agrupd con los genes C5G10.3 de C. elegans, Dappul303977 de D. pulex y ABCD4 de H. sapiens
(Figura 21). Los otros tres genes (pertenecientes a E. nipponicum) no se agruparon con genes de
otros metazoarios. ABCD4 se colocaliza con proteinas lisosomales (Coelho et al., 2012) y en el
reticulo endoplasmatico (Morita y Imanaka, 2012). Por su homologia con ABCD1 en humano y
por estar ubicado en el RE se especula que ABCD4 funciona como un transportador de ciertas
moléculas de lipidos esenciales para el metabolismo de los lipidos en el RE (Morita y Imanaka,
2012). Ademés, ABCD4 esta involucrado en defectos hereditarios en humanos relacionados con la
afectacion del metabolismo de la vitamina B12 (cobalamina) (Coelho et al., 2012). Los pocos
eventos de duplicacion de genes encontrados en esta subfamilia y la evidente relacién filogenética
hacen especular que la funcion de ABCD4 en monogéneos probablemente se conserva con relacion

a los otros metazoarios.
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Figura 21. Analisis filogenético de transportadores ABCD de siete especies de metazoarios. El arbol filogenético fue
construido con el método de maxima verosimilitud en el programa RAXML con 1000 interacciones bootstrap. Se
eligio el modelo de sustitucion de aminoacidos LG+G+I+F. Cada especie esta representada por un color de la
siguiente manera: gris, G. salaris; guinda, E. nipponicum; C. elegans; amarillo, H. sapiens; verde, D. melanogaster;
azul oscuro, D. pulex; naranja, T. urticae. La barra de escala representa la tasa de sustitucion de aminoécidos por
sitio. Los transportadores ABC de monogéneos relacionados con otros metazoarios estan indicadas por el sombreado
color celeste.

6.4.5. Subfamila ABCE

La subfamilia E se considera muy conservada debido a su baja expansion (Sturm et al., 2009). Sus
integrantes se caracterizan por carecer de TMD, por lo cual no pueden desempefiar una funcién
transportadora (Vasiliou et al., 2009). En el presente estudio se encontraron 7 genes ABCE en los

monogéneos, tres de ellos pertenecientes a E. nipponicum, dos a P. xenopodis, uno a G. salaris y
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uno a N. melleni, todos estos formando un grupo de genes homdlogos (Figura 22), sin agruparse

con genes de otros metazoarios.

Lo que se conoce acerca de la funcionalidad de ABCE es que el miembro ABCE1 es una proteina
gue reconoce el oligoadenilato producido en respuesta a ciertas infecciones virales (Dean et al.,
2001a). En humanos, las funciones bioldgicas y la regulacion de la proteina ABCE1 involucran
principalmente la inhibicion de la RNasa L, y consecuente respuesta en la produccion de interferdn,
la cual es parte de la defensa inmune innata contra infecciones virales y que en casos donde la
infeccion no puede ser convatida puede originar eventos apoptoticos (Tian et al., 2012). Ademas,
ABCEL desempefia funciones relacionadas con con la traduccion y carcinogénesis (Tian et al.,
2012). En C. elegans la interferencia de ABCE ha resultado en letalidad embrionaria y un
crecimiento lento (Zhao et al., 2004). En D. melanogaster, las mutaciones de ABCE pueden
resultar partes del cuerpo con tamafios desproporcionados y un crecimiento lento, este ultimo
vinculado con reguladores de la traduccion (Coelho et al., 2005). Dada la ortologia entre los genes
de monogéneos y de otras especies se puede inferir una funcionalidad similar. Algo interesante es
la presencia de copias Unicas de este gen en monogéneos de la clase Monopisthocotylea, similar a

lo encontrado en otros taxa, y la presencia de duplicaciones para la clase Polyopisthocotylea.

En los genomas de varios metazoarios, incluyendo los treméatodos S. mansoni y S. japonicum, la
subfamilia E esta representada mayormente por un gen ABCE1 esencial de una sola copia
(Greenberg, 2013; Dermauw y Van Leeuwen, 2014; Carmona-Antofianzas et al., 2015; Liu et al.,
2013; Navarro-Quiles et al., 2018). Sin embargo, hay organismos como el pez gato y el bacalao
(Liu et al., 2013) y los mosquitos Anopheles gambiae, Aedes aegypti y Culex pipiens
quinguefasciatus (Lu et al., 2016) que presentan duplicaciones de este gen. Cabe sefialar que en el
treméatodo O. felineus ningtn miembro de la subfamilia E ha sido identificado (Mordvinov et al.,
2017). En monogéneos se encontraron duplicaciones de genes en P. xenopodis y E. nipponicum,
ambos pertenecientes a la clase Polyopisthocotylea. Las proteinas de esta subfamilia son altamente
conservadas a través de diversos taxa, lo cual sugiere su rol en procesos bioldgicos celulares
fundamentales (Sturm et al., 2009). Esto nos indica que esta expansion es tipica en monogéneos

polyopistocotilides.
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Figura 22. Analisis filogenético de transportadores ABCE de nueve especies de metazoarios. El arbol filogenético fue
construido con el método de maxima verosimilitud en el programa RAXML con 1000 interacciones bootstrap. Se eligié
el modelo de sustitucion de aminoacidos RTREV+G+I+F. Cada especie esta representada por un color de la siguiente
manera: gris, G. salaris; verde turquesa, P. xenopodis; guinda, E. nipponicum; rosado, N. melleni; azul, C. elegans;
amarillo, H. sapiens; verde, D. melanogaster; azul oscuro, D. pulex; naranja, T. urticae. La barra de escala representa

la tasa de sustitucién de aminoacidos por sitio. Los transportadores ABC de monogéneos relacionados con otros
metazoarios estan indicadas por el sombreado color celeste.

6.4.6. Subfamila ABCF

La subfamilia F desempefia funciones relacionadas a la traduccion y en su control (Paytubi et al.,
2009), y se caracteriza por estar compuesta por genes que tienen solo dominios NBD (Dean et al.,
2001a), lo que vuelve improbable su funcion como transportador (Vasiliou et al., 2009). En el
presente estudio se identificaron 21 genes ABCF de monogéneos los cuales formaron cuatro grupos
(Figura 23). En el grupo 1, los genes ENABCF-20 y EnABCF-34 de E. nipponicum, PXABCF-19 y
PxXABCF-47 de P. xenopodis, y GsaABCF-07 de G. salaris se agruparon con ABCF3 de H. sapiens,

la cual es una proteina no transmembranal, ubicada en el citoplasma, que contribuye a la
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proliferacion celular (Zhou et al., 2013). La sobreexpresion de ABCF3 aumenta la proliferacion de
células de cancer de higado humano in vitro y la interrupcién de su interaccion con TPD52L2
disminuye significativamente el crecimiento celular (Zhou et al., 2013). En C. elegans, se conoce
que el homdlogo de ABCF3 probablemente controlan el inicio de la traduccion en C. elegans
(Hirose y Horvitz, 2014).

En el grupo 1l estuvieron GSABCF-29 de G. salaris, ENABCF-04 de E. nipponicum, PxABCF-24
de P. xenopodis y NmABCF-06 de N. melleni junto a ABCF1 de H. sapiens, que es una proteina
ubicada en el nucleo y citoplasma de las células (Zhou et al., 2013). Esta proteina es también
Ilamado ABC50 y desempefia un rol esencial en la iniciacién de la traduccién en mamiferos
(Paytubi et al., 2009). El grupo 111 estuvo formado sélo por los genes de monogéneos PxABCF-20,
NmABCF-04, GSABCF-20, EnABCF-43 y EnNABCF-33. El grupo 1V estuvo formado por los genes
EnABCF-32, EnABCF-38, EnABCF-27, EnABCF-48 y EnABCF-47 de E. nipponicum,
NmMABCG-09 de N. melleni, y GSABCF-09 de G. salaris, los cuales, aungque con un soporte bajo,
se relacionaron con el gen ABCF2 de H. sapiens. Al igual que ABCF3, ABCF2 es una proteina no
membranal ubicada en el citoplasma (Zhou et al., 2013). En humanos, ABCF2 es un elemento de
respuesta antioxidante funcional (Bao et al., 2017). Los elementos funcionales de respuesta
antioxidante han sido identificados en la regién promotora de transportadores de farmacos ABC,
como MRP2, MRP3, MRP4 y ABCG2, por lo cual han sido relacionados con la quimioresistencia,
como ha sido observado en tratamientos con cisplatino contra el cancer de ovario (Bao et al., 2017).
La funcionalidad complementaria que posee ABCF2 para la regulacién transcripcional encontrada

en humanos puede ser similar a la encontrada en otros metazoarios incluyendo monogéneos.

Los genes ABCF de monogeéneos presentraron un numero bajo de duplicaciones, excepto en E.
nipponicum. Las proteinas ABCF son altamente conservadas y pocos miembros son encontrados
en los organismos metazoarios, por lo cual se especula su funcionalidad en procesos bioldgicos
celulares fundamentales (Sturm et al., 2009). Las cercanias filogenéticas entre los ABCF de H.
sapiens y de monogéneos hacen suponer una funcionalidad similar sin embargo no se puede
esclarecer el numero elevado en E. nipponicum. Como se menciond anteriormente para la
subfamilia C, los eventos de duplicacion pueden contribuir a la aparicion de funciones genéticas
nuevas y dirigir a procesos adaptativos (Zhang et al., 2002; Zhang, 2003).
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Figura 23. Analisis filogenético de transportadores ABCF de nueve especies de metazoarios. El arbol filogenético
fue construido con el método de maxima verosimilitud en el programa RAXML con 1000 interacciones bootstrap.
Se eligié el modelo de sustitucion de aminoacidos LG+G+l. Cada especie esta representada por un color de la
siguiente manera: gris, G. salaris; verde turquesa, P. xenopodis; guinda, E. nipponicum; rosado, N. melleni; azul, C.
elegans; amarillo, H. sapiens; verde, D. melanogaster; azul oscuro, D. pulex; naranja, T. urticae. La barra de escala
representa la tasa de sustitucién de aminoacidos por sitio. Los transportadores ABC de monogéneos formaron cuatro
grupos se indicadan con el sombreado color celeste.
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6.4.7. Subfamila ABCG

La subfamilia G se encuentra involucrada en el transporte de lipidos a través de las membranas
(Woodward et al., 2011) y esta formada por transportadores parciales (Dean et al., 2001a) que
forman dimeros para funcionar como transportadores de membrana (Schmitz et al., 2001). En este
estudio se encontraron 10 genes ABCG de monogéneos integrados en dos grupos (Figura 24). El
grupo | se formd por los genes ENABCG-08 de E. nipponicum, PXABCG-68 de P. xenopodis,
GsaABCG-25 de G. salaris y ABCG2/BCRP de H. sapiens. ABCG2, también conocido como
proteina de resistencia al cancer de mama (Glavinas et al., 2004), se encuentra involucrado en el
transporte de una amplia gama de sustratos estructural y funcionalmente diversos, como
quimioterapéuticos, antibidticos e inhibidores de la HMG-CoA reductasa (conocidos como
estatinas) (Woodward et al., 2011). La estrecha relacion encontrada en este grupo de genes sugiere
gue los monogéneos podrian desempefiar funcion transportadora de farmacos, por lo que seria

interesante explorar su funcionalidad ante la aplicacion de antiparasitarios o farmacos en general.

En el grupo Il aparecen GSABCG-31, GSABCG-33, GSABCG-23 y GSABCG-30 de G. salaris y
EnABCG-22 de E. nipponicum que de alguna forma se relacionan con ABCG4/WHITE y ABCG-
1/WHITEL de H. sapiens. ABCGL1 es un transportador implicado en procesos de exportacion de
lipidos de macrofagos (Allikmets, 2000), aunque la expresion ubicua de este gen en tejidos sugiere
que interviene en la homeostasis de los lipidos celulares (Klucken et al., 2000). El “gen blanco” en
Drosophila ha sido reportado como homoélogo de ABCG1 (Klucken et al., 2000). Este
transportador actda en Drosophila como un importador dimérico de moléculas como guanina y
triptéfano, las cuales son precursoras para la pigmentacion ocular (Chen et al., 1996). ABCG4 se
encuentra en el cerebro y en la retina neural del ojo y esta estrechamente relacionado con ABCG1,
mas que con cualquier otro miembro (Dean et al., 2001a; Oldfield et al., 2002). Una gran expansion
de este grupo de genes es encontrada en artrépodos; sin embargo, en monogéneos solo se
encontraron pocos representantes en G. salaris y P. xenopodis. Probablemente los ABCG no
desempefian funciones esenciales en monogéneos, aunque se requieren mas estudios para

confirmarlo.
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Figura 24. Andlisis filogenético de los transportadores parciales ABCG de ocho especies de metazoarios. El arbol
filogenético fue construido con el método de maxima verosimilitud en el programa RAXML con 1000 interacciones
bootstrap. Se eligi6 el modelo de sustitucion de aminoacido LG+G+I1+F. Cada especie esta representada por un color
de la siguiente manera: gris, G. salaris; verde turquesa, P. xenopodis; guinda, E. nipponicum; azul, C. elegans;
amarillo, H. sapiens; verde, D. melanogaster; azul oscuro, D. pulex; naranja, T. urticae. Los transportadores ABC
de monogéneos relacionados con otros metazoarios estan indicadas por el sombreado color celeste.

78



7. CONCLUSIONES

Los analisis filogenéticos de las subfamilias ABC revelaron pocos casos de ortologia uno a uno.
Los transportadores ABC son conservados en los genomas de los eucariotas y procariotas. A pesar
de ello, las relaciones de ortologia son menos frecuentes en comparaciéon con otras familias de
genes conservados (Sheps et al., 2004). Esta evolucion atipica de los transportadores ABC se ha
atribuido a la pérdida y nacimiento de genes, asi como a la readquisicion de funciones analogas en
linajes distantemente relacionados, expandidos recientemente (Sheps et al., 2004; Zhao et al.,
2007).

Se identificaron transportadores ABC de monogéneos que tuvieron relacion filogenética con
transportadores de humanos que desempefian funcion de transporte de farmacos como lo son
ABCB1, ABCC5y ABCG2. Transportadores ABC de N. melleni y G. salaris (especies que causan
problemas en peces de cultivo) estuvieron incluidos dentro de esta relacion. Estudios acerca de la
funcionalidad de estas proteinas pueden ser de interés para el entendimiento de la accién de

antihelminticos.

Los monogéneos mostraron una expansion de la subfamilia C, la cual también se ha observado en
la arafia roja T. urticae. Dermauw et al. (2013) sugirieron que esta expansion de genes le ha
conferido a T. urticae mayor proteccion contra insecticidas, por lo cual estos genes han sido
retenidos después de eventos de duplicacion.

Varios grupos de genes ortdlogos de copia Unica en varias subfamilias fueron detectados. Este fue
el caso de varios grupos transportadores parciales pertenecientes a la subfamilia ABCB,
relacionada con la regulacién en la biosintesis del grupo hemo, y ABCF, el cual esta involucrado
en la iniciacion de la traduccién, donde su funcionalidad en procesos metabélicos esenciales hacen

inferir funciones similares en monogéneos.

Los monogéneos G. salaris, P. xenopodis y E. nipponicum presentaron un mayor nimero de

integrantes ABC que los treméatodos, lo cual puede estar relacionado con sus caracteristicas
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bioldgicas (por ejemplo, treméatodos siendo endoparasitos y los monogéneos ectoparasitos). A
pesar de que P. xenopodis es un endoparasito, este pudo haber retenido muchos de los

transportadores.
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8. RECOMENDACIONES
Es necesario resecuenciar el ADN de S. longicornis para obtener el nimero de lecturas
necesarias que permitan mejorar el ensamble de esta especie.
Los transportadores ABC de la subfamilia B podrian estar relacionados a la detoxificacion de
antiparasitarios por lo que seria importante comprobar la funcionalidad aqui inferida, por ejemplo,

estudios de edicién gendmica para el silenciamiento génico.

Ademas, realizar bioensayos utilizando inhibidores de estas subfamilias pueden darnos una sefal

de su uso, para el mejoramiento de farmacos.
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