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Introducción 
 
 
Numerosos antiparasitarios han sido utilizados a nivel mundial para el control de 

ectoparásitos, entre ellos se incluye la aplicación de peróxido de hidrogeno, avermectinas, 

piretroides y organofosforados[1]. Sin embargo, numerosos estudios sugieren la eficacia de 

los distintos tipos de antiparasitarios dependen del estado de desarrollo de los ectoparásitos 

como es el caso de C. rogercresseyi [2, 3]. En Chile, el primer tratamiento utilizado para el 

control de C. rogercresseyi en Chile fue benzoato de emamectina. Sin embargo, luego del 

año 2007, el uso de este antiparasitario demostró pérdida de eficacia, lo que hizo necesario 

la implementación de nuevos productos como son el piretroide, deltametrina y el 

organofosforado, azametifos [4]. En general, los tratamientos con antiparasitarios para el 

control de caligidosis han demostrado pérdida en su eficacia, debido a la generación de 

mecanismos de resistencia por el ectoparásito. La resistencia a antiparasitarios se basa en 

mecanismos moleculares que generan cambios en los blancos moleculares, vía de 

detoxificación, y la alteración en el flujo de antiparasitarios [5]. En búsqueda de  

comprender los mecanismos moleculares de resistencia a antiparasitarios generada por C. 

rogercresseyi, se ha observado que genes como acetilcolesterasa, citocromo P-450, P-gp, 

receptores de acetilcolina generan cambios en sus niveles de expresión en los piojos de mar 

con diferentes niveles de susceptibilidad a los antiparasitarios [6, 7]. En el presente informe 

se muestran los resultados de la evaluación de C. rogercresseyi frente a Azametifos y 

Deltametrina mediante combinación de marcadores moleculares y bioensayos. 
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Objetivos 
 
 

1. Identificar centros con eficacias farmacológicas contrastantes para Azametifós y 

Deltametrina utilizando las bases de datos de INTESAL y SERNAPESCA 

disponibles para el programa de Caligus. 

2. Evaluar  mediante  bioensayos  la  sensibilidad  farmacológica  de  C.  rogercresseyi 

expuestos a azametifós, cipermetrina y deltametrina. 

3. Evaluar los cambios de expresión de un panel de genes asociados a respuesta de 

antiparasitarios en poblaciones de C. rogercresseyi expuestos a azametifós, 

cipermetrina y deltametrina. 

 
Metodología 

 
 
Muestreo biológico 

 
 
Se recolectaron muestras de hembras y machos adultos de C. rogercresseyi desde centros  

de cultivo de la región de Los Lagos y de Aysén cuyas eficacias farmacológicas han 

mostrados resultados contrastantes durante el 2016 y 2017. Estos individuos fueron 

transportados en agua de mar al laboratorio de bioensayos para luego evaluar cambios de 

expresión de genes asociados a antiparasitarios utilizados actualmente en Chile. 

 
Bioensayos 

 
 
Diez machos y diez hembras obtenidos desde el centro de cultivo de la Región de Aysén 

fueron expuestos, por triplicado, a distintas concentraciones de azametifós (0, 1, 3, 8, 10, 

30, 100 ppb), deltametrina (0, 0.5, 1.5, 5, 15, 20, 50 ppb) y cipermetrina (0, 0.5, 1.5, 5, 15, 

20, 50 ppb). Los Caligus adultos fueron expuestos a cada concentración en placas Petri con 

agua de mar. Cada experimento se realizó por triplicado. El tiempo de exposición con 

azametifós y deltametrina fue de 30 y 40 minutos, respectivamente. El bioensayo se realizó 

a 12ºC. Fueron consideradas 3 réplicas por cada concentración de quimioterapéutico, cada 

réplica  contenía  10  copépodos  parásitos  (9  hembras  más  1  macho  de  acuerdo  a      la 
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proporción de las muestras), según metodología adaptada del SEARCH (2006). El 

bioensayo fue considerado válido con un valor igual o superior a 80% de supervivencia en 

los controles. Afectados= moribundos + muertos. El análisis estadístico se realizó con el 

software GraphPad Prism versión 6.02. Después de 24hr, los organismos fueron fijados en 

RNAlater® RNA Stabilization Reagent (Ambion, USA) y almacenados a -80° para realizar 

luego extracción de RNA y análisis de secuenciación masiva de transcriptoma y análisis de 

expresión génica por RT-qPCR [6, 8]. 

 
Validación por RT-qPCR 

 
 
Para la validación del análisis de RNA-seq se realizó una evaluación de la expresión  

relativa de los genes asociados a respuesta a antiparasitario de C. rogercresseyi utilizando 

las muestras obtenidas de los bioensayos (control, azametifos, cipermetrina y deltametrina). 

Los partidores utilizados fueron obtenido desde bibliografia [6]. El análisis se realizó 

mediante PCR cuantitativa a través del método 2-ΔΔCt (Livak and Schmittgen, 2001) en el 

termociclador StepOnePlus™ (Applied Biosystems, Life Technologies, USA). Para 

normalizar los datos se utilizó el gen β-Tubulina como gen housekeeping (HKG). La 

reacción de qPCR se llevó a cabo en un volumen total de 10 µl usando kit Power UP  

Master (Applies Biosystem) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las condiciones 

de amplificación fueron las siguientes: 95°C por 10 min, 40 ciclos a 95°C por 30 seg, 60°C 

por 30 seg y 72°C por 30s eg. El análisis estadístico de los datos se realizó con el software 

JMP. Los datos obtenidos se analizaron mediante el test de Shapiro-Wilk para determinar la 

normalidad de los datos. Los datos con una distribución paramétrica se evaluaron con una 

prueba de ANOVA, y para determinar las diferencias entre condiciones se realizó el test de 

multi-comparación Tukey-HDS. Los datos que no paramétricos fueron evaluados a través 

del test K-Wallis. Los datos estadísticamente significativos presentaron un p <0,05. 

 
Resultados 

 
 
El análisis de las bases de datos para caligus sobre las eficacias farmacológicas de 

antiparasitarios utilizados en la industria, mostró 8 centros con resultados contrastantes    de 
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sensibilidad. Esta información fue utilizada con la finalidad de evaluar respuestas 

diferenciales sobre la sensibilidad y tolerancia de Caligus expuestos a antiparasitarios 

(Tabla 1). De esta forma, para cada bioensayo se estimó el EC50 y su ajuste al modelo 

estadístico. Finalmente, a partir de las muestras denominadas “peor” o “mejor” para 

Azametifós, Cipermetrina y Deltametrina se realizaron los análisis moleculares para 

determinar los niveles de expresión de biomarcadores. La tabla 1 muestra el resumen de los 

bioensayos obtenidos desde las regiones de Los Lagos y Aysén para Azametifós y 

Deltametrina. 

 
Tabla 1. Resumen de bioensayos obtenidos desde las regiones de Los Lagos y Aysén para 

Azametifós y Deltametrina.  

 
Los análisis moleculares realizados en 13 genes para Caligus expuestos a los tres 
antiparasitarios demuestra que los mayormente regulados en respuesta a los fármacos y por 
tanto, evidencia un comportamiento específico de sensibilidad farmacológicas son 
mostrados en las Figuras 1, 2 y 3, respectivamente. 
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Figura 1. Análisis de biomarcadores para C. rogercresseyi sensibles y tolerantes expuestos  
a azametifós. 
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Figura 2. Análisis de biomarcadores para C. rogercresseyi sensibles y tolerantes expuestos  
a Cipermetrina. 
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Deltametrina - 0 vs 5 ppb 
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Figura 3. Análisis de biomarcadores para C. rogercresseyi sensibles y tolerantes expuestos  
a Deltametrina. 
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Conclusiones 
 
Debido a las diferencias en los niveles de eficacia de los tratamientos utilizados para el 

control de Caligus en la industria salmonera de Chile, se requieren realizar estudios que 

permitan identificar los mecanismos moleculares involucrados en el proceso. Del análisis  

de expresión génica de genes asociados a la respuesta de antiparasitarios de C. 

rogercresseyi se observa que existen genes que son modulados de manera similar en 

Caligus sin efecto directo del tipo de antiparasitario que se utiliza. Así también, se observó 

diferencias de expresión de algunos genes evaluados entre las dos poblaciones de Caligus. 

Dentro de los genes que han sido estudiados en ectoparásitos por su rol 

detoxificantes se encuentran los transportadores ABC. Entre estos transportadores se 

encuentran los ABCC y P-gp de la familia de los transportadores ABCB. En particular P- 

gp, se ha reportado cambios en sus niveles de expresión en piojo de mar con diferentes 

niveles de susceptibilidad a benzoato de Emamectina y piretroides [7, 9]. Además, los 

cambios de expresión de los transportadores ABCC han sido relacionados han sido 

reportados en C. rogercresseyi expuestos a azametifós y deltametrina [8]. En el caso de este 

estudio los Caligus expuestos a azametifós presentaron mayores niveles de expresión de 

ABCC, que pudiera estar participando en el proceso de eliminación del antiparasitario. 

Dentro del efecto del uso de antiparasitarios se ha observado que pueden generar 

variaciones en el grosor de la cutícula de los artrópodos. En L. salmonis se ha observado 

variaciones en los niveles de expresión de genes asociados a formación de cutícula en cepas 

con distintos niveles de susceptibilidad a benzoato de emamectina [10]. En C. rogercresseyi 

se ha observado también cambios de expresión en este tipo de genes por efecto de la 

exposición a deltametrina y azametifós [11]. Del análisis hecho en este estudio es posible 

sugerir un efecto en los niveles de expresión de los tres antiparasitarios sobre la formación 

de genes claves para la respuesta de antiparasitarios en C. rogercresseyi. 
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