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Introduccién

Numerosos antiparasitarios han sido utilizados a nivel mundial para el control de
ectoparasitos, entre ellos se incluye la aplicacion de peréxido 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 ectoparasitos
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
afio 2007, el uso de este antiparasitario demostr6 pérdida de eficacia, lo que hizo necesario
la implementacion 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 generacion de
mecanismos de resistencia por el ectoparasito. La resistencia a antiparasitarios se basa en
mecanismos moleculares que generan cambios en los blancos moleculares, via de
detoxificacion, y la alteracién en el flujo de antiparasitarios [5]. En busqueda 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 expresion 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 evaluacion de C. rogercresseyi frente a Azametifos y

Deltametrina mediante combinacion de marcadores moleculares y bioensayos.



Objetivos

1. Identificar centros con eficacias farmacoldgicas contrastantes para Azametifos y
Deltametrina utilizando las bases de datos de INTESAL y SERNAPESCA
disponibles para el programa de Caligus.

2. Evaluar mediante bioensayos la sensibilidad farmacoldgica de C. rogercresseyi
expuestos a azametifos, cipermetrina y deltametrina.

3. Evaluar los cambios de expresion de un panel de genes asociados a respuesta de
antiparasitarios en poblaciones de C. rogercresseyi expuestos a azametifds,

cipermetrina y deltametrina.

Metodologia

Muestreo bioldgico

Se recolectaron muestras de hembras y machos adultos de C. rogercresseyi desde centros
de cultivo de la region de Los Lagos y de Aysén cuyas eficacias farmacoldgicas 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

expresion de genes asociados a antiparasitarios utilizados actualmente en Chile.

Bioensayos

Diez machos y diez hembras obtenidos desde el centro de cultivo de la Region de Aysén
fueron expuestos, por triplicado, a distintas concentraciones de azametifés (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 concentracion en placas Petri con
agua de mar. Cada experimento se realizo por triplicado. El tiempo de exposicion con
azametifos y deltametrina fue de 30 y 40 minutos, respectivamente. El bioensayo se realizo
a 12°C. Fueron consideradas 3 réplicas por cada concentracion de quimioterapéutico, cada
réplica contenia 10 copépodos parasitos (9 hembras mas 1 macho de acuerdo a la



proporcion de las muestras), segun metodologia adaptada del SEARCH (2006). El
bioensayo fue considerado valido con un valor igual o superior a 80% de supervivencia en
los controles. Afectados= moribundos + muertos. El andlisis estadistico se realizo con el
software GraphPad Prism version 6.02. Después de 24hr, los organismos fueron fijados en
RNAIlater® RNA Stabilization Reagent (Ambion, USA) y almacenados a -80° para realizar
luego extraccion de RNA y andlisis de secuenciacion masiva de transcriptoma y analisis de
expresion génica por RT-gPCR [6, 8].

Validacion por RT-gPCR

Para la validacion del analisis de RNA-seq se realizd una evaluacion de la expresién
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 andlisis se realizd
mediante PCR cuantitativa a través del método 2-AACt (Livak and Schmittgen, 2001) en el
termociclador StepOnePlus™ (Applied Biosystems, Life Technologies, USA). Para
normalizar los datos se utilizd el gen B-Tubulina como gen housekeeping (HKG). La
reaccion de gPCR se llevo a cabo en un volumen total de 10 pl usando kit Power UP
Master (Applies Biosystem) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las condiciones
de amplificacion 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 analisis estadistico de los datos se realizé 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 distribucion paramétrica se evaluaron con una
prueba de ANOVA, y para determinar las diferencias entre condiciones se realizo el test de
multi-comparacion Tukey-HDS. Los datos que no paramétricos fueron evaluados a traves

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

Resultados

El analisis de las bases de datos para caligus sobre las eficacias farmacoldgicas de

antiparasitarios utilizados en la industria, mostrd 8 centros con resultados contrastantes de



sensibilidad. Esta informacion 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 estimd el EC50 y su ajuste al modelo

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

Azametifos, Cipermetrina y Deltametrina se realizaron los andlisis moleculares para

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

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

Deltametrina.

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

Azametifos y Deltametrina.

Fecha Evidencia de
Codigo Codigo bioensayo  Concentraciones usadas Inadecuacia
centro (letra) Centroidc  ACS  Regién Antiparasitario (inicio) para el calculo ECS0 EC50 95% CI R adj Testréplicas del modelo
A 1796 10b LL Mejor Aza 2309 2017 0,1,3,25,50,100 (ppb) 04778 0.0765-1275 0,803 p=0.981 No
I 1334 17b LL Mejor Aza 0601 2018 0, 3, 25, 50, 100 (ppb) 7,19 3.878-14.7 0,948 p=0.2743 No
] 4826 19a AY Peor Aza 09 11 2017 0,1, 3, 25, 50, 100 (ppb) 13,72 6.392 -32.6 0,8655 p=0.01 Sl
T 1376 9% LL Peor Ciper 2309 2017 0,3,5, 15, 30, 60 (ppb) 9,709  3.155-57.84 0,7239  p=0.0534 No
C 4145 10b LL Mejor Ciper 0112 2017 0,1,3,5, 15, 30, 60 (ppb) 2178 0.972-5.259 0,761 p=0.0331 Sl
M 2885 19a AY Mejor Ciper 1212 2017 0,1,3,5, 15, 30, 60 (ppb) 312 1852-5.346 0913 p=0.467 NO
A 1796 10b LL Peor Delta 23092017 0,05,1,3,10,20,40 (ppb) 1424 0.634-3.746 0,7694 p=0.0922 No
C 1871 10a LL Peor Delta 12102017 0,05,1,3,10,20,40 (ppb) 3,042 1826-5.285 (09257 p=0.2324 No
D 10b LL Peor Delta 07022018 0,051, 3, 10, 20, 40 (ppb) 29 1303-7.233 0,889 p=0.113 No
F AY Peor Delta 21032018 0,05,1,3,10,20,40 (ppb) 1,34 0.781-241 0912 p=0.0468 NO
S 3962 24 AY Mejor Delta 24112017 0,05,1,3, 10, 20, 40 {ppb) 2,18 1128-4676 0,8561 p=0.3078 NO

Los analisis moleculares realizados en
antiparasitarios demuestra que los mayormente regulados en respuesta a los farmacos y por
tanto, evidencia un comportamiento especifico de sensibilidad farmacoldgicas son
mostrados en las Figuras 1, 2 y 3, respectivamente.

13 genes para

Caligus expuestos a los tres



Azamethiphos - 0 vs 5 ppb
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Figura 1. Analisis de biomarcadores para C. rogercresseyi sensibles y tolerantes expuestos
a azametifos.



Cipermetrina-0vs 5 ppb
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Figura 2. Analisis de biomarcadores para C. rogercresseyi sensibles y tolerantes expuestos

a Cipermetrina.



Deltametrina - 0 vs 5 ppb
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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 analisis
de expresion 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. Asi también, se observo
diferencias de expresion de algunos genes evaluados entre las dos poblaciones de Caligus.
Dentro de los genes que han sido estudiados en ectoparasitos 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 expresion en piojo de mar con diferentes
niveles de susceptibilidad a benzoato de Emamectina y piretroides [7, 9]. Ademas, los
cambios de expresion de los transportadores ABCC han sido relacionados han sido
reportados en C. rogercresseyi expuestos a azametifdés y deltametrina [8]. En el caso de este
estudio los Caligus expuestos a azametifds presentaron mayores niveles de expresion de
ABCC, que pudiera estar participando en el proceso de eliminacion del antiparasitario.
Dentro del efecto del uso de antiparasitarios se ha observado que pueden generar
variaciones en el grosor de la cuticula de los artropodos. En L. salmonis se ha observado
variaciones en los niveles de expresion de genes asociados a formacion de cuticula en cepas
con distintos niveles de susceptibilidad a benzoato de emamectina [10]. En C. rogercresseyi
se ha observado también cambios de expresion en este tipo de genes por efecto de la
exposicion a deltametrina y azametifos [11]. Del analisis hecho en este estudio es posible
sugerir un efecto en los niveles de expresion de los tres antiparasitarios sobre la formacion

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