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Resumen

La combinacion de métodos moleculares es cada vez més eficiente para iden-
tificar genes en especies no modelo como los monogeneos. Estos organismos
son pardsitos que pueden causar problemas de salud en los peces en cautive-
rio o en condiciones de cultivo, por lo que es importante disefar tratamientos
efectivos que ataquen directamente los sistemas de defensa de los parésitos.
Los transportadores ABC (ATP-binding cassette) son proteinas que participan
en procesos de detoxificacion de xenobidticos y en mecanismos de resisten-
cia a fArmacos. En monogeneos es escaso el conocimiento relacionado con
los transportadores ABC. En el presente estudio se identificaron los genes
putativos que codifican para proteinas ABC en dos especies de monogeneos,
Scutogyrus longicornis y Cichlidogyrus spp., pertenecientes a la familia Ancy-
rocephalidae. Para esto se utilizaron datos transcriptémicos y microarreglos de
ADN previamente publicados. Estas especies de monogeneos se encuentran
comunmente en cultivos de tilapia. En total, se predijeron 30 y 59 trans-
portadores ABC en S. longicornis y Cichlidogyrus spp., respectivamente. Las
subfamilias ABCB y ABCC fueron las més representadas. Ambas especies
comparten 19 genes ABC, de los cuales pgp-1, pgp-2, pgp-3, pgp-9, mrp-1,
mrp-4, abce-1, abct-2, wht-2 y wht-8, dados sus niveles de expresion relativa-
mente mas altos, probablemente son los de mayor importancia en procesos
de detoxificacion en los Ancyrocephalidae. Estos resultados podrian ser de
utilidad para guiar futuros trabajos experimentales que busquen mejorar las
estrategias de control de monogeneos en peces.
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Contribucién del estudio

Los monogeneos son helmintos pardsitos que causan problemas de salud en pe-
ces de cultivo, por lo que se han implementado antihelminticos que erradiquen
su presencia. Sin embargo, no se ha logrado obtener productos 100 % efectivos.
Los genes ABC participan en procesos de detoxificacidn de xenobidticos y pueden
ser dianas farmacoldgicas para elaborar antihelminticos efectivos contra los mo-
nogeneos. No obstante, la informacion de genes ABC en monogeneos es escasa,
probablemente porque son especies no modelo. En este estudio aprovechamos in-
formacién molecular disponible sobre dos especies de monogeneos y mediante la
combinacién de técnicas in silico y con microarreglos de ADN identificamos los prin-
cipales genes ABC en dos especies de monogeneos de la familia Ancyrocephalidae.
Nuestros resultados contribuyen a incrementar la informacién de genes ABC en
monogeneos y puede ser el punto de partida para estudios enfocados en mejorar
las estrategias de control de estos parasitos.

Introduccién

Las técnicas moleculares han revolucionado el entendimiento de los procesos fisio-
l6gicos de los organismos. Para diversas especies cada vez hay mas disponibilidad
de genomas y transcriptomas, cuyo andlisis nos aproxima a entender mejor los
procesos bioldgicos complejos. La combinacion de andlisis in silico e in vitro puede
ser de utilidad para guiar experimentos in vivo y de esta forma, reducir los costos
de las investigaciones.(12) Por ejemplo, en investigaciones médicas, el anlisis de
expresion génica de organismos sometidos a diferentes condiciones ha facilita-
do la identificacién de genes y rutas metabdlicas asociadas con la enfermedad o
mecanismos de defensa, asi como posibles dianas farmacolégicas.(*~©) Esta com-
binacion de métodos también puede ser Util para la prediccién de genes de impor-
tancia bioldgica en especies no modelo, en las cudles se dificulta la obtencion de
muestras, como es el caso de los monogeneos.

Los monogeneos son helmintos parésitos, principalmente de organismos
acudticos, que cominmente se encuentran en las branquias de los peces. Aunque
la mayorfa de las especies de monogeneos no son letales, algunas especies de las
familias Gyrodactylidae, Dactylogyridae y Capsalidae han sido responsables de en-
fermedades y mortalidades en los cultivos de peces marinos.(”) Ancyrocephalidae
es otra familia de monogeneos de interés para el sector acuicola, ya que, aunque
no se reconocen como letales, existen especies que llegan a causar dafios tisulares
como ruptura del epitelio branquial y vasos sanguineos que provocan infiltracion
celular, hiperplasia lamelar e inflamacién ocasionando anemia y problemas respira-
torios en los peces cultivados en agua dulce, sobre todo en tilapia.(® 9

La tilapia es una de las principales especies de agua dulce cultivada en el mun-
do y es fuente de alimento e ingresos econémicos para personas de comunidades
rurales.(19) México es de los principales productores de tilapia a nivel mundial, se
producen alrededor de 169 mil toneladas anuales, de las cuales el 50 % proviene de
cultivos a pequefia escala que contribuyen a la economia familiar y estabilidad social
de regiones vulnerables en este pais.(!) Los cultivos de tilapia en México no estan
libres de pardsitos y los monogeneos de la familia Ancyrocephalidae, entre los que
estan Cichlydogyrus spp. y Scutogyrus longicornis, son bastante comunes.(12-15)
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La presencia de estos parasitos puede ocasionar problemas de salud en las tila-
pias y generar pérdidas econdmicas. En granjas de cultivo de tilapia en el sureste
del pafs, se ha observado que la presencia de monogeneos Cichlidogyrus spp. y
Scutogyrus spp. provoca anemia en juveniles de tilapias altamente infectados.('®)

Varios estudios se han enfocado a desarrollar antihelminticos para erradicar a
los monogeneos en los cultivos de peces; sin embargo, los métodos para determi-
nar su eficacia son complicados debido a la inespecificidad de los compuestos. En
ocasiones se encuentran compuestos efectivos para eliminar a los pardsitos, pero
afectan negativamente a los peces.(!”) Entonces, es importante seguir realizando
investigaciones que permitan encontrar tratamientos seguros.

Para el desarrollo de tratamientos contra pardsitos es importante conocer los
mecanismos relacionados al metabolismo de xenobidticos, ya que estan asociados
con la capacidad de que un organismo sea mas o menos tolerante a un farmaco.(18)
Los transportadores ABC (ATP-binding cassette) son un grupo de proteinas invo-
lucradas en el metabolismo de xenobidticos. Estas proteinas, en eucariotas, trans-
portan los xenobidticos desde el interior hacia el exterior de las células a través de
las membranas celulares.('8.19) Generalmente, los transportadores ABC presentan
uno o dos dominios de unién a nucledtidos (NBD, por sus siglas en inglés) intrace-
lulares y uno o dos dominios transmembranales (TMD, por sus siglas en inglés). El
proceso de expulsion ocurre cuando los NBD, mediante actividad ATPasa, se unen
e hidrolizan moléculas de ATP, lo cual produce un cambio conformacional en la
proteina y permite el transporte de la molécula reclutada al exterior de la célula a
través de los TMD.(20.21)

Se han identificado in silico los genes que codifican para las proteinas ABC
en més de 100 especies de helmintos, especialmente aquellos con importancia
médica y veterinaria como los nemétodos, para los que hay informacion gendmica
disponible.?!) Sin embargo, en el caso de los monogeneos sélo hay informacién
gendmica, transcriptomica o marcadores de secuencias expresadas para siete es-
pecies,(?2) de las cuales solo cuatro han sido exploradas para identificar in silico
genes ABC: Gyrodactylus salaris (32 ABC), Protopolystoma xenopodis (40 ABC),
Eudiplozoon nipponicum (46 ABC) y Neobenedenia melleni (9 ABC).(2%)

Recientemente, nuestro grupo de trabajo generd el transcriptoma de S. lon-
gicornis,(??) que representa el segundo transcriptoma disponible para todos los
monogeneos Yy el primero para la familia Ancyrocephalidae. Con base en este
transcriptoma, el objetivo del presente estudio fue identificar in silico los transpor-
tadores ABC de S. longicornis. Adicionalmente, verificamos si los genes ABC de
S. longicornis fueron expresados en los microarreglos heterélogos de monogeneos
Cichlidogyrus obtenidos en un estudio previo.(?%) Este enfoque es una aproxima-
cién para determinar cudles son los principales transportadores ABC de la familia
Ancyrocephalidae, y posiblemente otros monogeneos, que participan en la elimi-
nacién de xenobidticos.

Materiales y métodos

Declaratoria de ética

Para este estudio no se requirié aprobacion del Comité de Ftica institucional ya que
no se utilizaron animales.
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Identificacion in silico de genes ABC en Scutogyrus longicornis

Las proteinas predichas a partir del transcriptoma de S. longicornis fueron descar-
gadas desde el repositorio de datos de Mendeley.(?2) Las proteinas predichas se
alinearon contra los NBD de las proteinas ABC pertenecientes a dos especies mo-
delo, Caenorhabditis elegans y Drosophila melanogaster (InterPro IPRO03439),
utilizando BLASTp,(25) con e-value < 107. Las proteinas con aciertos se recupera-
ron y se analizaron con MOTIF Search (https://www.genome.jp/tools/motif/MO-
TIEhtml) para determinar la topologia de cada proteina (NBD y TMD) segun los
dominios de la base de datos Pfam.(26) Las secuencias de proteinas sin dominios
se descartaron. Las proteinas que presentaron al menos un dominio se alinearon
contra la base de datos de proteinas no redundantes del Centro Nacional para la
Informacion Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en inglés) utilizando NCBI BLAS-
Tp con pardmetros predeterminados (e-value < 0.05), para clasificar las protei-
nas por subfamilia. De acuerdo a Sheps et al., los metazoarios pueden presentar
ocho subfamilias de genes ABC (A-H).(?) Adicionalmente, los resultados de este
alineamiento se usaron para identificar y descartar posibles secuencias contami-
nantes pertenecientes a bacterias o peces. Para descartar secuencias redundantes,
la isoforma més larga para cada gen se extrajo usando el script auxiliar de Trinity
“get_longest_isoform_seq_per_trinity_gene.pl".(28)

La dlasificacion por subfamilia de los transportadores ABC de S. longicornis se
confirmé mediante un andlisis filogenético. Para ello, los dominios NBD se obtu-
vieron con PS-SCAN v1.86(29) utilizando el perfil Prosite PS50893. Las secuencias
de dominio se alinearon utilizando MUSCLE v3.8.31(39) con pardmetros predeter-
minados. Los gaps se recortaron con timAL v1.41) utilizando el modo automa-
tico (-automated1). Se utilizd el programa ModelFinder®2) para seleccionar los
mejores modelos evolutivos, y IQ-TREE 1.6.12(33) para construir el &rbol filogené-
tico utilizando la prueba de radio de verosimilitud aproximada, que es similar a la
prueba de Shimodaira-Hasegawa (1 000 repeticiones). El arbol se visualizd con el
programa FigTree 1.4.4.3%)

Identificacion de genes ABC en microarreglos de Cichlidogyrus spp.
La obtencién de los microarreglos heterélogos de Cichlidogyrus spp. se describe en
el trabajo de Pimentel-Acosta et al., en el que se evalud la toxicidad de nanoparticu-
las de plata (AgNPs).(24) En ese trabajo, los parésitos Cichlidogyrus se obtuvieron
de las branquias de tilapias cultivadas en granjas de Sinaloa. Estos pardasitos fueron
expuestos in vitro a una concentracion baja (6 pg/L), y a una, alta (36 pg/L) de
AgNPs. Después de una hora de exposicion, los monogeneos se recolectaron,
fijaron y preservaron en RNAlater seguido de la extraccion de ARN con el Micro
Kit RNeasy® Plus (QIAGEN). Se realizaron microarreglos heterélogos utilizando
microarreglos con los 20 000 genes de una especie modelo, el nemétodo C. ele-
gans. Los niveles de expresién de genes bajo cada concentracién de AgNPs se cal-
cularon estadisticamente utilizando el método de normalizacion y transformacion Z
(z-score).(3%) Los perfiles de expresién de los microarreglos de Cichlidogyrus spp.
en 6 pg/Ly 36 pg/L de AgNPs se encuentran disponibles en http://www.mdpi.
com/1422-0067/21/16/5889/s1.

Para identificar la expresién de genes ABC en Cichlidogyrus spp., se bus-
caron en los microarreglos los codigos de los 60 genes ABC reportados para
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C. elegans,?7) asi como los niveles de expresion (z-score) en las dos concentra-
ciones de AgNPs (6 pg/Ly 36 pg/L).

Homologia y expresion diferencial de genes ABC entre

S. longicornis y Cichlidogyrus spp.

Utilizando BLASTp se alinearon las secuencias de aminoécidos de los transporta-
dores ABC obtenidos en el transcriptoma de S. longicornis contra las secuencias
de aminoécidos de los genes heterdlogos de Cichlidogyrus spp., los cuales son
genes originalmente provenientes de C. elegans. Las secuencias heterélogas fue-
ron descargadas desde NCBI. Los mejores resultados del alineamiento y con e-va-
lue < 107 fueron considerados como proteinas homélogas entre S. longicornis y
Cichlidogyrus spp. Para determinar los genes que participan mds activamente en
procesos de detoxificacién en los monogeneos se consideraron los transportadores
ABC sobre y subexpresados con: z — score = +1 y = —1.

Resultados

El andlisis de dominio, la busqueda de homologfa y el andlisis filogenético permitio
identificar y clasificar 30 transportadores ABC en el transcriptoma de S. longicornis:
1 ABCA, 12 ABCB, 10 ABCC, 1 ABCE, 4 ABCFy 2 ABCG (FiguraT). No se encontra-
ron miembros de las subfamilias ABCD y ABCH. La topologia de cada proteina de
acuerdo a sus dominios es presentada en Cuadro 1.

Los perfiles de expresion de los microarreglos contienen los valores de z-score
para 19 539 genes en la concentracion 6 pg/Ly 19 472 genes con 36 ug/L de Ag-
NPs, de los cuales 59 corresponden a genes ABC en Cichlidogyrus spp. (Cuadro 2),
agrupados en las siguientes subfamilias; 7 genes ABCA, 23 genes ABCB, 9 genes
ABCC, 5 genes ABCD, 1 gen ABCE, 3 genes ABCF, 9 genes ABCG y 2 genes ABCH.
Solamente el gen hmt-1 (W09D6.6) de C. elegans no se expresé en los monoge-
neos y el gen pgp-3 (ZK455.7) se expresd solo en los parasitos expuestos a la con-
centracién més alta de AgNPs (36 pg/L). De los 59 genes ABC s6lo 22 presentaron
expresion diferencial significativa con valor z-score mayor o igual a 1 (Figura 2).

De los 30 transportadores predichos en el transcriptoma de S. longicornis, 19
fueron homélogos para genes ABC expresados en los microarreglos heterdlogos
de Cichlidogyrus spp. (Cuadro 3), de los cuales 10 presentaron expresion diferencial
significativa con un z-score mayor o igual a 1 (Figura 2).

Discusién

En el presente estudio se identificaron los transportadores ABC putativos en mono-
geneos representantes de la familia Ancyrocephalidae, 30 transportadores ABC en
S. longicornis y 59 en Cichlidogyrus spp. El niimero de transportadores ABC en S. fon-
gicornis es similar a los reportados en el genoma de G. salaris (32 ABC) posiblemente
porque pertenecen a la misma subclase, Monopisthocotylea. Al contrario de otras
especies de monogeneos de la subclase Polyopisthocotylea en los que el nimero de
transportadores ABC es mayor, P xenopodis (40 ABC) y E. nipponicum (46 ABC).(2%)
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Figura 1. Arbol filogenético no enraizado de dominios NBD de proteinas ABC de Scutogyrus longicornis. Las diferentes subfamilias de proteinas ABC se encuentran
indicadas en la figura. El modelo LG + | + G4 fue elegido. Los niimeros en los nodos basales representan las frecuencias con las que se obtuvo la topologia de arbol

presentada con 1 000 iteraciones bootstrap. La barra de escala representa una sustitucion de aminoécidos por sitio.
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Cuadro 1. Genes ABC identificados in silico en el transcriptoma de Scutogyrus longicornis. 1D. cédigo identificador;
Dominio. Topologfa de los dominios transmembranales (TMD) y los dominios de unién a nucledtidos (NBD)
que se encuentran en los transportadores ABC.

Sub- _ . . I_D (o [<] meior
familia ID Scutogyrus longicornis ID en arbol allnearr_nento a
secuencias NCBI
A DN1173_c0_gl1_i1__g29564 SIABCA-02 TMD-NBD KAA3669979.1 4.00E-177
B DN13787_c0_g1_i1__g67950  SIABCB-04 TMD KAAQ195735.1 1.00E-68
B DN20467_c0_g1_i1__g61970  SIABCB-17 NBD TPP58188.1 6.00E-21
B DN25_cO_g1_i2_ g.15918 SIABCB-22 TMD-NBD THD20367.1 2.00E-170
B DN4541_c0_g2_i2_ g.852 SIABCB-38 TMD-NBD KAA3680384.1 2.00E-148
B DN4924_c0_g2 i3_ g.189 SIABCB-45 NBD CDS30162.2 1.00E-29
B DN1018_c0_g1_i5__g.51207 SIABCB-01 TMD AlJ28498.1 1.00E-51
B DN1516_c1_g4_i1__g44166 SIABCB-10 NBD-TMD THD21346.1 1.00E-37
B DN4541_cO_g3_i1_ g.869 SIABCB-41 NBD CDS15383.1 2.00E-118
B DN1215_c2_g1_i1__g35156 SIABCB-03 TMD-NBD XP_031341751.1 3.00E-123
B DN1566_c0_g2_i3__g.45160 SIABCB-13 TMD KAF5397403.1 8.00E-103
B DN5305_c0_g2_i4_ g.14196 SIABCB-49 NBD-TMD CDS39599.2 9.00E-171
B DN13787_c0_g2_i1__g67955  SIABCB-06 NBD-TMD KAG5449322.1 4.00E-60
C DN14500_c0_g1_i1_g26566  SIABCC-09 TMD GAA49862.1 1.00E-21
C DN2689_c0_g1_i4__g61338 SIABCC-26 TMD THD26585.1 1.00E-17
C DN3269_c0_g2_i4__g66293 SIABCC-28 TMD-NBD THD25957.1 9.00E-125
C DN3269_c0_g4_i1__g.66285 SIABCC-30 TMD THD25957.1 4.00E-37
C DN3711_c0_g2_i1_ g.49339 SIABCC-32 TMD-NBD GAA49862.1 3.00E-29
C DN9321_c0_g1_i1__g.19656 SIABCC-61 NBD THD25957.1 2.00E-41
C DN181_c2_gl_i2_ g48169 SIABCC-16 NBD CDS40693.1 5.00E-18
C DN3959_c1_g2_i1__g57276 SIABCC-35 TMD XP_018650283.1 1.00E-57
C DN3852_c0_g1_i2_ g.65204 SIABCC-33 TMD-NBD RTG86932.1 1.00E-162
C DN7784_cO_g1_i1__g23933 SIABCC-55 NBD KAAQ187611.1 3.00E-91
E DN786_c1_g1_i3_ g58120 SIABCE-58 NBD TNN16384.1 0
F DN252_cO_g1_i1_ g22598 SIABCF-18 NBD-NBD KAF5405384.1 0
F DN1595_c0_g1_i4__g.44956 SIABCF-14 NBD TNN09356.1 3.00E-156
F DN1595_c0_g2_i1_ g44958 SIABCF-15 NBD CAX69408.1 1.00E-114
F DN957_c0_g1_i11__g.3992 SIABCF-62 NBD-NBD THD27250.1 0
G DN2637_c0_gl1_i3__g61615 SIABCG-24 TMD-NBD-TMD KAG5446220.1 0
G DN643_c0_gl_i18__g.70696 SIABCG-52 TMD-NBD KAG5453675.1 7.00E-72
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Cuadro 2. Genes ABC expresados en los microarreglos heterdlogos de Cichlidogyrus spp.

AgNPs AgNPs
Simbolo Simbolo
Sub- genes | OP8/L |36pg/L| Sub- genes | 6VE/L |36p8/L

familia putativos m familia putativos mm

C24F3.5 abt-1 -0.34 -0.12 B 7ZK484.2 haf-9 0.51 -0.45
C48B4.4 ced-7 -0.81 0.68 c18C4.2 cft-1 1.68 1.67
F12B6.1 abt-2 -0.3 0.18 E03G2.2 mrp-3 0.23 -0.18
A F55G11.9 abt-3 0.04 -1.06 F14F4.3 mrp-5 0.99 0.81
F56F4.6 F56F4.6 -0.32 0.34 F20B6.3 mrp-6 0.2 0.98
Y39D8C.1 abt-4 -1.41 -0.95 C F21G4.2 mrp-4 4.27 -0.93
Y53C10A.9 abt-5 -0.43 -0.53 F57C12.4 mrp-2 0.77 0.56
CO5A9.1 pgp-5 -0.45 0.9 F57C12.5 mrp-1 -1.41 1.02
C34G6.4 pgp-2 0.61 1.8 Y43F8C.12 mrp-7 0.77 0.3
C47A10.1 pgp-9 1.28 0.87 Y75B8A.26 mrp-8 0.07 -0.94
C54D1.1 pgp-10 -0.17 0.61 C44B7.8 pmp-1 0.33 0.24
DH11.3 pgp-11 0.66 0.73 C44B7.9 pmp-2 -0.21 -1.38
F22E10.1 pgp-12 -0.55 -0.57 D C54G10.3 pmp-3 -0.11 -0.46
F22E10.2 pgp-13 -0.55 0.77 T02D1.5 pmp-4 0.02 -1.17
F22E10.3 pgp-14 0.88 0.89 T10H9.5 pmp-5 -0.14 -0.4
F22E10.4 pgp-15 0.49 0.39 E Y39E4B.1 abce-1 1.22 -0.9
F42E11.1 pgp-4 -0.98 0.55 F18E2.2 abcf-1 0.76 0.37
KOBE7.9 pgp-1 -1.49 0.43 F F42A10.1 abcf-3 -0.08 -0.14
B T21E8.1 pgp-6 0.12 -0.55 T27E9.7 bcf-2 0.87 1.89
T21E8.2 pgp-7 0.01 0.52 C05D10.3 wht-1 -0.35 -0.06
T21E8.3 pgp-8 0.66 -0.34 C10C6.5 wht-2 -1.02 -0.6
ZK455.7 pgp-3 * -1.27 C16C10.12 wht-3 -0.22 1.83
C30H6.6 haf-1 0.5 0.32 FO2E11.1 wht-4 0.43 0.33
F43E2.4 haf-2 0.92 0.18 G F19B6.4 wht-5 0.36 0.64
F57A10.3 haf-3 0.79 -0.28 T26A5.1 wht-6 1.68 -1.17
WO04C9.1 haf-4 =1.35 -1.46 Y42G9A.6 wht-7 0.63 0.54
WO09D6.6 haf-5 * * Y47D3A.11 wht-8 0.26 1.22
Y48G8AL.1 haf-6 1.71 -0.19 Y49E10.9 Y49E10.9 0.36 -0.05
Y50E8A.16 haf-7 1.18 1.43 C56E6.1 abex-1 -0.07 -0.77
Y57G11C.1 haf-8 2.59 1.57 H C56E6.5 abch-1 -1.23 -1.6

Los microarreglos fueron expuestos a AgNPs por una hora (+ sobreexpresados, subexpresados, * sin expresion). ID Cspp,
identificadores de las secuencias de los genes heterdlogos de Cichlidogyrus spp., los cuales son genes originalmente
provenientes de C. elegans.
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Figura 2. Genes ABC con expresion diferencial significativa, identificados en los microarreglos de Cichlidogyurs spp. Aquellos
genes ABC con homologos en S. longicornis son sefialados con un asterisco (¥).
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Cuadro 3. Genes ABC compartidos entre Scutogyrus longicornis y Cichlidogyrus spp.

Simbolo genes AP

SIABCB-22 KOBE79 pgp-1 36.833 4.69E-110
SIABCB-17 KOBE7.9 pgp-1 34545 3.76E-14
SIABCB-38 C34G6.4 pgp-2 36.056 7.62E-94
SIABCB-10 C34G6.4 pgp-2 39.181 2.61E-31
SIABCB-06 C34G6.4 pgp-2 37582 1.12E-49
SIABCB-04 7K455.7 pgp-3 56.79 4.79E-53
SIABCB-01 C47A10.1 pgp-9 29.771 7.74E-36
SIABCB-41 F22E10.2 pgp-13 47561 2.87E-96
SIABCC-33 F57C12.5 mrp-1 34,742 2.36E-109
SIABCC-32 F57C12.5 mrp-1 275 4.87E-14
SIABCC-26 F57C12.5 mrp-1 24.893 4.98E-09
SIABCC-55 F21G4.2 mrp-4 59.227 3.62E-87
SIABCC-61 F21G4.2 mrp-4 448 6.78E-33
SIABCC-16 F14F4.3 mrp-5 35.632 8.73E-09
SIABCC-09 F20B6.3 mrp-6 36.735 6.71E-13
SIABCC-30 Y43F8C.12 mrp-7 48739 1.60E-30
SIABCC-37 Y43F8C.12 mrp-7 26316 5.62E-13
SIABCC-35 Y43F8C.12 mrp-7 31.081 9.45E-29
SIABCC-28 Y75B8A.26 mrp-8 26.027 9.16E-42
SIABCF-18 F18E2.2 abcf-1 54.947 0
SIABCF-14 T27E9.7 abcf-2 53.067 9.12E-117
SIABCF-15 T27E9.7 abcf-2 59.912 4.34E-106
SIABCF-62 F42A10.1 abcf-3 42779 0
SIABCE-58 Y39E4B.1 abce-1 66.113 0
SIABCA-02 F12B6.1 abt-2 28.016 2.70E-94
SIABCG-24 Y47D3A11 wht-8 30.192 1.72E-80
SIABCB-03 F57A10.3 hat-3 31.281 6.61E-77
SIABCG-52 C10C6.5 wht-2 33.854 1.39E-26

El porcentaje de identidad y e-value provienen del alineamiento de secuencias de aminoécidos. ID S|, identificadores de las
secuencias de S. longicornis; ID Cspp, identificadores de las secuencias de los genes heterélogos de Cichlidogyrus spp.,
los cuales son genes originalmente provenientes de C. elegans.
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Sin embargo, aunque Cichlidogyrus spp también pertenece a la subfamilia
Monopisthocotylea, obtuvimos un niimero de transportadores ABC més alto proba-
blemente por la técnica gendmica utilizada, la hibridacion de genes con microarre-
glos, la cual es muy sensible y puede detectar niveles de expresién muy bajos
(z-score 0.01), pero en ocasiones estos genes pueden considerarse como falsos
positivos.(36) De acuerdo a Wurmbach et al. a medida que decrecen los niveles de
expresion, la tasa de falsos positivos puede incrementar.(>6) También es posible
que las muestras de S. longicornis y Cichlidogyrus spp. hayan estado contaminadas
con ADN de sus hospederos y haber generado falsos positivos.

Aunque en el transcriptoma de S. longicornis fue posible hacer una filtracién
de secuencias a través herramientas bioinformaticas,??) los resultados de mi-
croarreglos no permiten realizar este procedimiento. Otra posible explicacion es
que la exposicién a AgNPs por la que pasaron los Cichlidogyrus spp. haya promovi-
do la activacién de mds genes que en S. longicornis, cuyos especimenes no fueron
expuestos a algun xenobidtico. Por tal motivo, los transportadores ABC homadlogos
entre S. longicornis y Cichlidogyrus spp se pueden consideran mds certeros para
estas especies de monogeneos de la familia Ancyrocephalidae.

Al igual que en el presente estudio, otras investigaciones también han encon-
trado que las subfamilias ABCB y ABCC son las que estdn mejor representadas en
helmintos.(?!>7) Posiblemente esto se debe a la capacidad de los transportadores
ABCB o P-glicoproteinas (Pgp) y a los transportadores ABCC o genes MRP para ex-
pulsar de las células una gran diversidad de sustratos,*®) incluidos xenobidticos(*9)
Aunque los genes Pgp y MRP tienen una alta similitud en la conformacién de se-
cuencias de aminoécidos, sélo difieren en un 15 %,“0) se ha observado que estos
transportadores se localizan en diferentes sitios. Por ejemplo, en la barrera hema-
toencefélica de humanos, los genes Pgp se expresan en las células endoteliales y
astrocitos perivasculares mientras que los genes MRP en las células epiteliales del
plexo coroideo, por lo que los transportadores ABC se complementan al actuar en
distintos sitios de accién,*!) por lo que es comtin que en perfiles de expresion se
expresan al mismo tiempo transportadores ABCB y ABCC.

La identificacion de 19 transportadores ABC putativos homadlogos entre S. lon-
gicornis y Cichlidogyrus spp. sugiere la posibilidad de que estos transportado-
res son importantes en los procesos de detoxificacién de los Ancyrocephalidae,
particularmente los 10 genes ABC; pgp-1 (-1.49), pgp-2 (1.80), pgp-3 (-1.27),
pgp-9 (1.28), mip-1 (-1.41), mip-4 (4.27), abce-1 (1.22), abct-2 (1.89), wht-2
(-1.02) y wht-8 (1.22), que presentaron niveles de expresion relativamente mas
altos con z-score mayor o igual a 1. Las Pgp son un grupo importante de genes
ABC que participan en mecanismos de detoxificacién y estan asociados con la
resistencia de los parésitos a xenobidticos. 21 42)

Aqui confirmamos que en los monogeneos los Pgp también son de los genes
mas representativos al igual que en otros helmintos. En el nemétodo pardsito Pa-
rascaris univalens se ha documentado la sobreexpresion de pgp-2 y pgp-9 en in-
dividuos expuestos a ivermectina, pirantel y tiabendazol.(** 4% De igual manera, en
el nematodo parésito Haemonchus contortus, Williamson et al. observaron la so-
breexpresion de pgp-2 y pgp-9 en estudios de resistencia a multiples farmacos.(*>)
Por otro lado, la subexpresién de los genes pgp-1 (-1.49) en 6 pg/L AgNPs v el
gen pgp-3 (-1.27) en 36 pg/L AgNPs puede indicar la inactividad de los procesos
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de detoxificacion. Kaur y Dey observaron menor resistencia al verapamil en Leish-
mania donovani mediante la subexpresion de pgp-1.(46)

Asimismo, Wartenberg et al. mencionan que la subexpresion de los genes Pgp
estd relacionada con el incremento de las especies reactivas de oxigeno (ROS, por
sus siglas en inglés) en las células, provocando estrés oxidativo y consecuente-
mente un dafio a los organismos.(*”) Esto coincide con los resultados de nuestro
estudio previo, donde las AgNPs activaron mecanismos moleculares relacionados
con la generacién de ROS.(2%) Probablemente, en el presente estudio, la subexpre-
sion de genes Pgp esté relacionada al estrés oxidativo causado por las AgNPs en
los parésitos monogeneos.

Otro grupo de ABC importante en este estudio fueron los genes MRP. Pre-
viamente se observo que las AgNPs inducen a la activacion de mecanismos de
detoxificacion por la sobreexpresion del gen mrp-4 en los monogeneos expuestos
a AgNPs (6 pg/L).2% En el presente estudio confirmamos que mrp-4 (4.27) fue el
gen ABC mads sobreexpresado con una marcada diferencia en los niveles de expre-
sion. El mrp-4 es un miembro de la subfamilia ABCC/MRP de los transportadores
ABC, su principal funcién es expulsar compuestos enddgenos y xenobidticos fuera
de la célula para la proteccion celular. Estudios en diversos organismos han demos-
trado el aumento de la expresién de los MRP ante la exposicion a farmacos.(48)

En C. elegans se ha observado que mrp-4 estd involucrado en el transporte y
almacenamiento de lipidos, pero también coinciden en el aumento de expresién
en organismos resistentes a la ivermectina.(*>) Ademés de mrp-4, se identifica-
ron los genes mrp-1, mrp-5, mrp-6, mrp-7 y mrp-8 en S. longicornis y Cichli-
dogyrus spp., al igual que en otros helmintos como los nemétodos C. elegans,
Cooperia oncophora y H. contortus, donde mrp-1 se sobre expresé al ser expues-
tos a la ivermectina y el monopantel.(*9~>1) James et al,, sugieren que el incremen-
to en la expresién de mrp-1 esté relacionado con el desarrollo de resistencia en el
trematodo del higado, Fasciola spp.(52)

Conclusiones

El presente estudio expande la informacion actualmente disponible sobre la ca-
racterizacién de genes ABC en parasitos de la familia Ancyrocephalidae, particu-
larmente de las especies S. longicornis y Cichlidogyrus spp. Ademas, el trabajo
evidencié la robustez de la metodologfa empleada (combinacién de técnicas mole-
culares y andlisis bioinformaticos), la cual permite realizar una mejor caracterizacién
de los genes ABC en las especies bajo estudio, en relacion con el empleo de una
sola técnica.

Estos resultados pueden ser un punto de partida para predecir los principa-
les genes ABC que acttian en la detoxificacion de xenobidticos en otras especies
de monogeneos. Sugerimos que los genes pgp-1, pgp-2, pgp-3, pgp-9, mrp-1'y
mrp-4, pueden ser importantes para futuros estudios relacionados con mejorar las
estrategias de control de estos pardsitos.
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Disponibilidad de datos

Todos los datos relevantes se encuentran referenciados en el documento. Las pro-
tefnas predichas del transcriptoma de Scutogyrus longicornis se encuentran en
el repositorio de datos Mendeley, doi: 10.17632/2wvnwn4d7p.1. Los perfiles de
expresion de los microarreglos de Cichlidogyrus spp. estan disponibles en http://
www.mdpi.com/1422-0067/21/16/5889/s1.
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