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1. Resumen

Actualmente el primer productor mundial de salmén es Noruega y en segundo lugar se
encuentra Chile. A comienzos de la década del 2000, en Chile, se generan alrededor de
1000 millones de dolares anuales de ganancia, durante los Ultimos afios se ha escalado a
cerca de 4600 millones de dolares anuales. Sin embargo, la industria del salmén no ha
estado exenta de problematicas, como por ejemplo la presencia de enfermedades
bacterianas, virales, parasitarias y micoticas. Dentro de las enfermedades parasitarias, la
mas importante es la caligidosis, ocasionada por el ectoparasito marino Caligus
rogercresseyi. Esta enfermedad consiste en la presencia de estos ectoparasitos, también
Ilamados piojos de mar, adheridos a la piel de peces hospedero, ocasionando estrés, dafio
en la piel, inmunosupresion y potenciales brotes de enfermedades secundarias, entre
otras condiciones perjudiciales para el bienestar de peces. El control del piojo de mar en
centros de cultivo de salmones se basa principalmente en la aplicacion de productos
farmacoldgicos antiparasitarios, sin embargo, se ha observado pérdida de eficacia en los
medicamentos, y evidencias de desarrollo de resistencia farmacologica por parte de C.
rogercresseyi. Sin embargo, los mecanismos moleculares detras de la resistencia
farmacoldgica no estan completamente descritos en esta especie. El objetivo de este
trabajo es encontrar duplicaciones genomicas que se asocian a la resistencia
farmacoldgica y de esta manera dilucidar potenciales mecanismos asociados a respuesta
a farmacos en C. rogercresseyi. Para llevar a cabo este estudio, se realizé extraccion de
DNA de ejemplares de piojo de mar provenientes de los barrios 2, 3A, 9A, 28B y 59 con
los cuales se generaron bases de datos utilizando tecnologia Nanopore. A los datos de la
biblioteca Nanopore se les realizd remocion de adaptadores para recortar determinadas
regiones y mejorar la calidad de los datos combinandolos con tecnologia Illumina.
Posteriormente se realiz6 un mapeo de los datos y se extrajo una secuencia de consenso
para cada barrio, en las cuales se identificaron CNVs de genes asociados a resistencia
farmacoldgica. Finalmente se realizaron nuevas extracciones de DNA para 8 ejemplares
de C. rogercresseyi para los barrios mencionados con la finalidad de validar los datos

obtenidos in silico. Para la validacion, las muestras de DNA se sometieron a la técnica



gPCR para identificar duplicaciones gendmicas. Los resultados de este trabajo, entregan
importante informacion respecto a las duplicaciones gendmicas en los diferentes barrios,
por ejemplo, que las duplicaciones para el gen citocromo ¢ oxidasa estan presentes en
todos los barrios, teniendo una importante presencia en el barrio 9A, donde las
duplicaciones de este gen equivalen a 45 veces mas que las duplicaciones en el barrio 2.
Con este estudio, se puede dilucidar los mecanismos de resistencia farmacoldgica
presentes en los barrios estudiados, realizar una estimacion del mecanismo
predominante, evaluar la sensibilidad comparativa entre los 5 barrios estudiados y
permite plantear futuros estudios para aportar informacién genémica relevante para el

control de este parasito.



1.1. Abstract

Currently the world’s leading producer of salmon is Norway and in second place is
Chile. At the beginning of the 2000s, in Chile around 1 billion dollars of profit are
generated annually, during the last years it has climbed to about 4.6 billion dollars per
year. However, the salmon industry has not been without its problems such as the
presence of bacterial, viral, parasitic and fungal diseases. Among the parasitic diseases,
the most important is caligidosis caused by the marine ectoparasite Caligus
rogercresseyi. This disease consists of the presence of these ectoparasites, also called
sea lice, attached to the skin of host fish causing stress, skin damage.
Immunosuppression and potential outbreaks of secondary diseases among other
conditions harmful to fish welfare. The control of sea lice in salmon farming centers it is
mainly based on the application of antiparasitic pharmacological products however,
there has been a loss of efficacy in drugs, and evidence of the development of drug
resistance by C. rogercresseyi. However, the molecular mechanisms behind drug
resistance are not fully described in this species. The objective of this work is to find
genomic duplications that are associated with drug resistance and in this way enhance in
terms of molecular research of this species. To carry out this study, DNA extraction was,
performed from sea lice specimens from neighborhoods 2, 3A, 9A, 28B and 59 with
which databases were generated using Nanopore technology. Data from de Nanopore
library was removed from adapters crop certain regions and improve data quality by
combining it with Illumina technology. Subsequently a mapping of the data is carried
out and a consensus sequence is extracted for each neighborhoods in wich CNVs of
genes associated with drug resistance are identified. Finally, new DNA extractions are
carried out for 8 specimens of C. rogercresseyi for the aforementioned neighborhoods in
order to validate the data obtained in silico. For validation, DNA samples are subjected
to the qPCR technique to identify genomic duplications. The results of this work provide
important information regarding genomic duplications in different neighborhoods for
example, that duplications for the cytochrome c oxidase gene are present in all
neighborhoods, having an important presence in neighborhood 9A, where duplications

of this gene are equivalent to 45 times more than duplications in the neighborhood 2.



With this study it is possible to identify the mechanisms of pharmacological resistance
present in the neighborhoods studied, estimate the predominant mechanism, evaluate the
comparative sensitivity between the 5 neighborhoods studied and allows future studies

to be proposed to provide relevant genomic information for the control of this parasite.



2. Introduccién
2.1. Industria salmonera en Chile

Las primeras introducciones en Chile datan de fines del siglo XX (1905-1930), los que
fueron realizados con fines de pesca recreativa (Bravo, 2013). En 1969 se dio inicio al
programa de introduccion del Salmén del Pacifico (Oncorhyncus kisutch) en Chile
mediante la firma de un convenio de cooperacidn entre los gobiernos de Japdon y Chile,
lo cual se considera la base del auge acuicola de la década del 80 (Amtmann & Blanco,
2001). Los gobiernos chilenos comenzaron a definir una politica ambiental integral,
sistematica y preventiva acompafiada de una institucionalidad acorde al momento y con
la capacidad de ser perfeccionada. Asi fue desplegandose un régimen regulatorio con
leyes y reglamentos, por ejemplo, la ley n°20434 del 2010 modifico la Ley General de
Pesca y Acuicultura (LGPA) en materia de acuicultura, instaurandose la agrupacion de
concesiones de salmonidos (ACS), tambieén conocidos como barrios, esto contribuyé a
ordenar la actividad e involucrar a los productores en el marco regulatorio (Stormansan,
2018).

En cuanto a produccion de salmén en cultivo, Chile es un importante actor a nivel
mundial, situdndose en el segundo lugar después de Noruega, generando cerca de un
millon de toneladas de salmoén al afio (Alvarez et al., 2022). Las exportaciones de
salmones y truchas han experimentado un crecimiento exponencial, desde un total de
envios de 20 mil toneladas en el afio 1990 a 200 mil toneladas en el afio 2000
(Buschmann & Pizarro, 2001). Se generan alrededor de 1000 millones de dolares
anuales de ganancia a comienzos de la década del 2000, durante los Gltimos afios se ha
escalado a aproximadamente US$4600 millones al afio (Alvarez et al., 2022). Las tres
principales especies de cultivo del sector salmonero en Chile son el Salmon del
Atlantico (Salmo salar), Salmon del Pacifico o Salmén Coho (Oncorhyncus kisutch) y

Trucha Arcoiris (Oncorhyncus mykiss) (Figura 1) (Sernapesca, 2022).



En el caso del salmon chileno, la rapida y exitosa expansion de la industria puede
atribuirse a ventajas naturales, ya que el mar es adecuado para el rango, nicho y ciclo
que necesitan los cultivos marinos (Montero, 2004). Los cultivos de salmones se ubican
en la primera capa de aguas marinas, donde la temperatura fluctta entre los 8 y 13°C
(Riquelme et al., 2017). Este es un rango de temperatura mayor que el de paises nérdicos
y permite tener un pez del peso requerido en menos tiempo (Montero, 2004). Sin
embargo, la industria ha debido enfrentar problemas, como por ejemplo el deterioro de
habitats naturales por excreciones y alimentos no consumidos, contaminacion visual,
impacto sobre la biodiversidad de especies endémicas y transmision de enfermedades
(Cerda, 2019). En Chile se han detectado enfermedades de tipo bacterianas, virales,
parasiticas y micoticas (Tabla 1) (Smith et al., 2001). De las problematicas que ha
debido enfrentar la industria, los casos mas relevantes son el florecimiento de algas
nocivas, la crisis del virus ISA (Cerda, 2019) y la caligidosis, enfermedad parasitaria
mas importante que genera pérdidas econdmicas principalmente por los costos de los
tratamientos de control (Costello, 2009).
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Figura 1: Gréfico salmdnidos més cosechados en Chile. Fuente: Elaboracion propia.



Tabla 1: Listado de principales enfermedades en peces cultivados en Chile. BKD: Enfermedad bacteriana
del rifidn; IPN: Necrosis pancreética infecciosa; ISA: Anemia infecciosa del salmdn; Ich: Enfermedad del
punto blanco (Valenzuela, 2012)

Bacterianas Virales Fungicas Parasitos
Agua dulce Flavobacteriosis | IPN Saprolegniasis | Ich
BKD
Lagos Flavobacteriosis | IPN Saprolegniasis | Ich
BKD Costiasis
Yersiniosis
Furunculosis
atipica
Francisellosis
Estuario Flavobacteriosis | IPN Micosis Caligidosis
BKD sistémica

Estreptococosis
Piscirickettsiosis

Mar BKD IPN Micosis Caligidosis
Furunculosis sistémica
atipica
Vibriosis

Piscirickettsiosis

2.2. Caligidosis

Esta enfermedad es ocasionada por el ectoparasito marino Caligus rogercresseyi,
generando uno de los principales problemas en la salud de los peces. La existencia de
caligidosis en Chile data del afio 1940 (Riquelme et al., 2017). La infestacion por estos
ectoparéasitos genera dafio en el bienestar y salud de los peces, ya que el dafio que
ocasionan se relaciona con enfermedades que inciden en el déficit de crecimiento y en la
mortalidad, lo cual afecta la rentabilidad de la industria (Gallardo, 2018). Los piojos de
mar pueden causar lesiones en la piel, desequilibrio osmético y una mayor
susceptibilidad a las infecciones bacterianas y virales a través de la supresion de las
respuestas inmunitarias y el dafio en la piel del huésped (Boxaspen, 2006). El dafio se
debe a que puede alimentarse de la piel y mucus de peces (Frazer et al., 2012), por lo
que la severidad de las infecciones dependen de la carga de parasitos y otros factores
como la especie huésped, edad y estado de desarrollo del pez (Bravo, 2010a). Dentro de

las tres especies de salménidos mas cultivados en Chile, O. kisutch es resistente a las



infecciones, debido a una rapida respuesta inmunitaria localizada en la piel induciendo
hiperplasia de las células epiteliales y una respuesta inflamatoria méas dispersa que
contribuye al rechazo del parasito (Vargas-Chacoff et al., 2016). Sin embargo, el salmén
del Atlantico, que es la principal especie de cultivo acuicola en Chile (Sernapesca,
2022), es méas susceptible a las infecciones de este parésito (Vargas-Chacoff et al.,
2016).

2.3. Caligus rogercresseyi

El piojo de mar C. rogercresseyi es un copépodo marino de la familia Caligidae que
posee un cefalotérax con 9 pares de apéndices pareados, anténula, antena, mandibula,
maxilo, maxilipedo, 4 patas toracicas y un tronco post cefalico de 10 segmentos
(llamados somitas) y constituido por 6 pares de patas mas un par de ramas caudales.
Estos ectoparasitos se caracterizan por tener un cuerpo aplanado dorso-ventralmente y
poseer un segmento genital en la parte posterior (Figura 2) (Rohde, 2005). C.
rogercresseyi presenta un marcado dimorfismo sexual, donde el complejo genital en
machos es més redondo y en forma de barril, mientras que en la hembra es mas cuadrado
y con presencia de puntas lateroposteriores (Bravo, 2010b). El ciclo de vida (Figura 3)
comprende 8 estados de desarrollo (Gonzalez & Carvajal, 2003). Tres estados son
planctonicos y cinco parasiticos, los estadios planctonicos son nauplius 1 y Il que
corresponden a las etapas de vida libre y una etapa copepodito que es la infectante
(Boxaspen, 2006). EI copepodito se posa sobre el huésped, sujetandolo con su par de
antenas en forma de gancho. Durante la muda el copepodito despliega su filamento
frontal para adherirse al pez, ocurrido esto, continGa el ciclo con cuatro estadios de
crecimiento denominados chalimus I, 11, 111 y IV aumentando de tamafio hasta llegar a la
etapa adulta (Gonzéalez & Carvajal, 2003). El parasito muda en las cuatro etapas de
chalimus siempre unidas al huésped por un filamento frontal (Gonzélez & Carvajal,
2003). Para pasar de un estado de desarrollo a otro, Caligus depende principalmente de
la temperatura del agua, el ciclo de vida puede durar 45 dias si la temperatura del agua
es de 10°C (Bravo, 2010b). La temperatura predominante en la X region chilena ronda
los 12°C y el ciclo de vida del parasito se completa en unos 32 dias. Los adultos pueden

clasificarse como adultos indistinguibles (macho o hembra) o hembras con huevos, estas
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ultimas son consideradas como la etapa mas relevante ya que representan el potencial
crecimiento de la infestacion mediante la produccion de huevos (Hamilton-West et al.,
2012). Aunque las hembras son mas grandes en primavera-verano, se produce un mayor
nimero de huevos en invierno. El nimero de huevos reportado para hembras de C.
rogercresseyi es de aproximadamente 45 por saco ovigero, produciendo hasta 11 sacos
por copula. Pese a que esta especie esta influenciada negativamente por la baja salinidad,
en sitios donde la salinidad es mayor y méas constante a lo largo del afio, la produccion
de huevos puede disminuir a hasta 9 huevos por saco en verano (Bravo, 2010b). Los
nauplius no mudan a copepodito a salinidades iguales o inferiores a 15ppm. Los adultos
de este parésito pueden sobrevivir por ciertos periodos de tiempo a bajas salinidades
(Marinkovic, 2012).

C. rogercresseyi estd presente en el 99% de las jaulas de cultivo de salmones y se ha
descrito que existe un comportamiento de preferencia a aguas acondicionadas con peces
salmonidos, lo que sugiere que existe un reconocimiento quimico para la infestacion

exitosa (Pino-Marambio et al., 2007).

El Instituto Técnico del Salmén (INTESAL) realizé un programa de monitoreo en los
piojos de mar en el sur de Chile, entre 1999 y 2002 se inform6 un recuento de 3,38
parasitos en promedio por pez. En 2004 se contaron 5, 10 y 3 parasitos para O. mykiss,
S. salar y O. kisutch respectivamente. A principios del 2007 el recuento del paréasito era
de 20, 34 y 29 para las mismas especies, esto considerando parasitos en etapas juveniles

y adultos (Zagmutt-Vergara et al., 2005).
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Figura 2: Estructura y morfologia de hembra C. rogercresseyi (Leén, 2016)

Figura 3: Ciclo de vida C. rogercresseyi. nl: nauplius I; n2: nauplius Il; n3: cop: copepodito; chl:
chalimus [; ch2: chalimus Il; ch3: chalimus I11; ch4: chalimus IV; yaf: hembra adulta joven; yam: macho
adulto joven; am: adulto macho; af: adulto hembra gravida. En cuadro central se observa a mayor aumento

parte de un saco ovigero de hembra gravida (Ledn, 2016)
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2.4. Control de C. rogercresseyi en centros de cultivo de salmones

C. rogercresseyi ha sido reportado como uno de los parasito de mayor riesgo sanitario
para los salmones de cultivo en Chile (Bravo et al., 2015). El control del piojo de mar en
centros de cultivo de salmén se basa casi principalmente en tratamientos
farmacoldgicos. La mayoria de los productos farmacolégicos introducidos en Chile han
sido utilizados primeramente en paises salmonicultores del hemisferio norte, para el
control de Lepeophtheirus salmonis (Ledn, 2016). Los primeros productos usados para
el control de C. rogercresseyi en Chile fueron aplicados por bafios de inmersién (Bravo
et al., 2015). La ivermectina fue uno de los tratamientos antiparasitarios primeramente
utilizados, sin embargo, fue retirada del mercado debido a su efecto negativo sobre los
peces de cultivo y el medio marino (Collier & Pinn, 1998). La ivermectina fue
reemplazada por el benzoato de emamectina que fue la Unica droga autorizada en Chile
entre los afios 2000 al 2007, este producto tiene efecto sobre todos los estados de
desarrollo del parasito (Bravo et al., 2015). Posterior a la evidencia de resistencia
desarrollada por C. rogercresseyi al benzoato de emamectina en el afio 2007 (Bravo et
al., 2008), se introdujeron los piretroides, los que son andlogos sintéticos de las
piretrinas, quimicos derivados de la flor del crisantemo Chrysanthenum cinerariaefolium
(Velisek et al., 2007). En el afio 2009 se autorizo el inhibidor de quitina diflubenzuron,
en el afio 2010 el piretroide cipermetrina y a partir del 2011 el organofosforado
azametifos (Bravo et al., 2015). La industria del salmén utilizé 874 litros de piretroides
(ingrediente activo) en el afio 2012, lo cual era un 129% mas alto que en el afio anterior
(Martabid, 2016). Los piretroides acttan interfiriendo la conduccion idnica a través de
las membranas neuronales del parasito causando su paralisis y muerte (Gomez, 2016).
En Chile los piretroides comenzaron a utilizarse mediante bafios a partir del afio 2007,
presentando alta eficacia contra el estado adulto de C. rogercresseyi (Gomez, 2016). Sin
embargo, se encontré que hubo un desarrollo de resistencia de Caligus a los piretroides
desde el afio 2008 (Helgesen et al., 2014).

En respuesta a la pérdida de eficacia de los piretroides, se introdujeron los tratamientos
basados en compuestos organofosforados, especialmente el compuesto azametifos

(Arriagada et al., 2020; Gomez, 2016). La toxicidad de los pesticidas organofosforados
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es elevada, de ahi su gran efectividad, y se basa en la inhibicion de la acetilcolinesterasa
(AChE) mediante fosforilacion en las terminaciones nerviosas con la consecuente
pérdida de funcionalidad enzimética (Garcia, 2013). Los compuestos organofosforados
son un grupo de sustancias organicas derivadas de la estructura quimica del fésforo y
tiene un gran nimero de aplicaciones y utilidades, entre ellas como insecticidas
(Fernandez et al., 2010). En Chile el organofosforado azametifos se comenzé a utilizar
en el afio 2013, suministrado a través de bafios a los salmones, mostrando gran
efectividad (Jimenez et al., 2018). Sin embargo, también se report6 pérdida de eficacia a
partir de los afios 2015-2017 (Arriagada et al., 2020), por lo que se han vuelto a
introducir otros compuestos farmacoldgicos como son la nueva generacién de
benzoilureas. EI mecanismo de accion de benzoilureas, es que generan interferencia en
la sintesis de quitina e interrupcion en el proceso de muda, provocando la muerte de los
parasitos (Kahl et al., 2015). Actualmente, los compuestos de esa naturaleza que se

utilizan en la industria salmonera corresponden a lufenurén y hexaflumuron.

En el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) estan registrados 11 productos

antiparasitarios para el control de caligidosis (Tabla 2) (Sernapesca, 2019).
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Tabla 2: Productos antiparasitarios para el control de caligidosis en salménidos con registro en el Servicio
Agricola y Ganadero (SAG) (Sernapesca, 2019)

W - e Dosis (por dia de tratamiento) =
Nomb [ t F F i Periodo d
Registra Titular " rg‘ Principio Activa Familia ocm:en ralcllun urm:a darmal:Tu =3 Tiempo & ud €
G comercial omercial via de emplen Principio Activo | Productn Camerdial resguardo
. Benzoato de . 0,2% Polvo, oral, en el . 60 dias antes
55 INTERVET CHILE LTDA. Slice Emamectina Avemectinas 20mefe-20gfke alimento 50 pg/kg peso 25 mg/kg peso 7 dias de lacosecha
FARMACOLOGIA EN - —
2068 | AQUACULTURA VETERINARIA Calishot Diflubenzuron Benzoilureas Polvo oral, en el alimento | 6 mg/kg peso 7,5 mg/kg peso 14 dias Eracos
FAVSA 800 mg/g - 800 g/kg dias
1% Solucion ext
2079 | PHARMAQ AS CHILE LTDA. AMX | Deltametrina | Deltametrina CUCIoN eMBMMa Pt | gjmtiagua | 03mijmt3ague | 30- A0minutos | 10 grados dias
10 mg/ml inmersian
2085 EllLiLy \:{:RLATNI;EARIEA INC. ¥ Betamax Cipermetrina Piretroides 50%5':;“"‘ SOIUEI;LT:;:E para 15 mg/mt agua 0,3 ml/mt3 agua 30 minutos | 30 grados dias
FARMACOLOGIR EN 1% Solucion externa para
2093 | ACQUACULTURA VETERINARIA | Deltafav Deltametrina Piretroides s P 3 mg/mt3 agua 0.3 ml/mt3 agua A0 minutos | 20 grados dias
10 mg/ml inmersian
FAVSA,
2189 FISH VET GROUP SPA Purisan | Azametifos | Organofosforada| (o géofi 10l 5"'“";;?:;:5‘ P2 | 100 mg/mt3spua| 200mg/mt3spua | 30- BOminutos | 10grados dia
FARMACOLOGIA EN 50% Solucicn extarna para 20 grados
2140 | AQUACULTURA VETERINARIA CalFree Azametifos | Organofosforada - P 100 mg/mt? agua | 200 mg/mt3 agua 30- 60 minutos g
FAVS A 500 mg/g - 500 g/kg inmersion dias.
’ 50% Solucidn externa para . 10 grados
2199 CENTROVET LTDA. Azasure Azametifos | Organofosforado 500 mefe - SO0 g/ke inmersion 100 mg/mt3agua | 200mg/mt3agua | 30- 60 minutos dias.,
Polvo, oral, en el
alimenta (sola en
ELILILLY INTERAMERICA INC. ¥ . . 10% L . . 2,050 graduos
2325 CIA LTDA. Imvixa Lufenuran Benzoilureas 100 g7/1000r pisciculturas (.nn sistema | 5 mg/fkg peso 50 mg/kg peso 7 dias dias,
de tratamiento de
efluentes)
2411 | PHARMAQAS CHILELTDA. | Alpha Flux | Hexeflumuron | Benzoilureas 105 Solucidn externapara | 2mg/L000ml | o0 oo ey | 120minutos | 13 ERAeS
100 gr/1000 ml inmersion agua dias
2435 SOLVAY PEROXIDOS DE LOS B Peroxido de 50% Solucion externa para | 8002000 ppmo| 800 = 2000 ppm o 20 minut Cero (0]
ANDESIND.YCOM.LTDA. | "™ | Hidrogeno - 500 gr/1000 ml inmersian mg/lt me/lt MNSEEE | arados diss

2.5. Resistencia farmacoldgica de C. rogercresseyi

La resistencia farmacologica en insectos se define como la capacidad de tolerar toxicos
en dosis que para otras poblaciones de la misma especie serian letales (Brown, 1958). La
resistencia puede producirse como consecuencia de la presion de seleccion que se ejerce
con las aplicaciones de insecticidas (Brattsten, 1990). Entre los afios 2000 al 2007, la
Unica alternativa farmacoldgica autorizada frente al paréasito fue el uso oral de benzoato
de emamectina (EMB) pero la falta de protocolo para la administracion de este
medicamento origind la insensibilidad frente a este principio activo, desencadenando
una crisis sanitaria en 2007 (Bravo et al., 2008). El afio 2008 se reportd la pérdida de
sensibilidad de C. rogercresseyi para piretroides (Helgesen et al., 2014). También se
estudid la respuesta de genes asociados a la cuticula en piojos de mar, observando una
respuesta consistente en el engrosamiento cuticular como respuesta a la exposicion a
medicamentos antiparasitarios (Chavez-Mardones et al., 2016). Y recientemente se ha
establecido que azametifos estaria perdiendo eficacia en el tratamiento para controlar

este parasito (Saez-Vera et al., 2022). Se han descrito 3 mecanismos de resistencia
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contra farmacos, los cuales son las mutaciones puntuales en proteinas target de
farmacos, la detoxificacion celular y la resistencia mediante engrosamiento cuticular
(Chéavez-Mardones et al., 2016; Fonseca & Quifionez, 2005; Rodriguez-Vivas et al.,
2012).

2.5.1. Mutaciones puntuales en proteinas target de farmacos

La resistencia de este tipo se debe a mutaciones que afectan la capacidad del farmaco
para unirse a sitios objetivo, un ejemplo de esto se da en el sitio de union de
organofosforados por mutaciones en acetilcolinesterasa (AChE) que afectan la eficacia
de los farmacos (Denholm et al., 2002; Jones et al., 1992). Mutaciones en la expresion
de proteinas target que otorgan mayor resistencia farmacolédgica ha sido reportado en
Haemonchus contortus restandole eficacia a los tratamientos con avermectinas
(Blackhall et al., 1998). También se ha reportado resistencia a piretroides a partir de
mutaciones puntuales en el sitio objetivo para el piojo de mar predominante en el

hemisferio norte Lepeophtheirus salmonis (Blackhall et al., 1998).

Dentro de este tipo de resistencia farmacologica, la acetilcolinesterasa (AChE) juega un
rol importante ya que es target de organofosforados (Essandoh et al., 2013). La
acetilcolina (ACh) es el primer neurotransmisor identificado (Kruse et al., 2012), se
sintetiza a partir de la colina y del acetil CoA, en una reaccion catalizada por la colina
acetiltransferasa (Flores Soto & Segura Torres, 2005). El efecto de ACh termina por la
actividad de AChE, ya que AChE hidroliza a ACh en acetato y colina un milisegundo
después de ser liberada, regulando la concentracion del neurotransmisor (Sanchez-
Chavez & Salceda, 2008). Los organofosforados actGan como inhibidores de AChE
provocando una sobreestimulacion de los sistemas nervioso y muscular, lo que resulta en
paralisis y posterior muerte del parasito (Haya et al., 2005; Walsh et al., 2007). Los
organofosforados se unen a la AChE e inhiben su actividad por fosforilacién irreversible
(Cardenas et al., 2010).

Los canales de calcio dependientes de voltaje también estan implicados en la resistencia
por mutaciones puntuales, siendo target de piretroides (Narahashi, 1986). En la

membrana plasmatica de todas las células hay muchos canales idnicos, intercambiadores
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y transportadores, entre estos canales se encuentran los canales de calcio dependientes
de voltaje (Lozano Jiménez & Sanchez Mora, 2020). Estos canales son la via méas
importante para la entrada de Ca?* en las células excitables (1zaguirre & Zavaleta, 1998).
Para lograr funciones diversas, diferentes canales de calcio se activan a diferentes
voltajes y con distintas cinéticas (Fernandez-Quintero et al., 2021). Al abrirse permiten
el flujo selectivo de iones Ca®* a través del poro del canal, iniciandose una variedad de
procesos intracelulares como la contraccién muscular, secrecion de neurotransmisores,
expresion génica, etc. (Izaguirre & Zavaleta, 1998). Para garantizar un control adecuado,
la mayoria de los canales i6nicos se abren en respuesta a estimulos especificos, lo que se
conoce como “gating” (Fernandez-Quintero et al., 2021). Estos canales estan
ampliamente distribuidos en el reino animal y son parte esencial de muchas células
(Hofmann et al., 1999). Los piretroides generan efecto sobre los canales de calcio
dependientes de voltaje y estan clasificados como agentes neurotdxicos (Rodriguez
Gutierrez, 2018).

Otro gen implicado en la resistencia farmacoldgica mediante mutaciones en proteinas
target es el intercambiador sodio/potasio/calcio NCKX30C. Los intercambiadores de
Na*/Ca®* dependientes de K* (NCKX) son una familia de transportadores de genes de
cinco miembros descritos (Hassan & Lytton, 2020). Las proteinas NCKX pertenecen al
grupo de transportadores secundarios, muchos de los cuales utilizan la energia
almacenada en el gradiente transmembrana de Na* para el transporte ascendente de otros
sustratos (Altimimi & Schnetkamp, 2007). Son fundamentales para la rapida extrusion
de calcio, que sigue a la estimulacion de una variedad de células excitables. NCKX30C
funciona en la eliminacion de calcio y mantenimiento de la homeostasis del calcio
(Haug-Collet et al., 1999). Se cree que operan a través del llamado modelo de acceso
alterno en el que un solo conjunto de sitios de union de iones o sustratos cambia su
accesibilidad desde el entorno extracelular al citosol y viceversa (Altimimi &
Schnetkamp, 2007).
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2.5.2. Detoxificacion celular

La reduccion en la biodisponibilidad del farmaco es uno de los mecanismos de
resistencia méas frecuente, ya sea aumentando el metabolismo intracelular del farmaco o
expulsandolo desde las células diana en el momento de su interaccion con la membrana
plasméatica o después de su metabolizacion (Gamarro & Castanys, 1997). Se ha
reportado este mecanismo de resistencia en Drosophila melanogaster frente a
insecticidas (Kalajdzic et al., 2013).

Una de las principales familias involucradas en la detoxificacion celular es la familia del
citocromo p450 (CYP), estd constituida por 57 genes que codifican enzimas que
metabolizan un gran nimero de farmacos (Gueguen et al., 2006). Participan en el
metabolismo de sustratos de naturaleza exdgena como drogas y pesticidas (Orellana &
Guajardo, 2004). CYP es el principal responsable del metabolismo de la mayoria de los
farmacos (Quifiones et al., 2008). Codifica enzimas encargadas de catalizar la oxidacion
de compuestos xenobidticos para obtener productos méas polares y facilitar su excrecion
(Perez Albaladejo, 2017). Estas enzimas catalizan reacciones de fase 1 de
biotransformacion de xenobioticos, generalmente introduciendo o exponiendo un grupo

funcional hidrofilico en el farmaco (Quifiones et al., 2008).

Las proteinas de union a ATP, ATP-binding cassette (ABC), son transportadores unidos
a la membrana que acoplan la hidrolisis de ATP a la translocacion de sustratos a través
de membranas biologicas (Chen et al., 2012). Se agrupan en ocho subfamilias (ABCA-
H), las subfamilias B, C y G son las mas asociadas con la resistencia de farmacos
(Dermauw & Van Leeuwen, 2014). La subfamilia ABCC es diversa funcionalmente y
comprende el canal de cloruro CFTR (regulador de conductancia transmembrana de
fibrosis quistica), los receptores de membrana SURs (receptores de sulfonilurea) y
transportadores de amplia especificidad llamados proteinas asociadas a la resistencia de
multiples farmacos (MRP) (Sturm et al., 2009). MRP también es de gran importancia en
la resistencia farmacoldgica mediante detoxificacion, presente en tejidos normales donde
probablemente funciona como un transportador activo de aniones antifilicos. También se

presume que transporta las drogas a las que confiere resistencia. A diferencia de otros
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miembros de la superfamilia ATP-binding Cassette, MRP y varias proteinas
relacionadas tienen 3 potenciales dominios transmembrana. La familia de proteinas
asociadas a la resistencia de multiples farmacos contiene unos 7 miembros. Las MRP
contribuyen a la defensa contra los iones metales pesados, contra algunas de las toxinas
que las bacterias producen. La mayoria de las células seleccionadas por farmacos que
sobreexpresan MRP, muestran una disminucién en la acumulacién del farmaco

acompafiada de un mayor flujo de salida de drogas (Lautier et al., 1996).
2.5.3. Resistencia por engrosamiento de la cuticula

Este tipo de resistencia implica una disminucion en la penetracion del insecticida a
través de la cuticula del insecto (Yadav et al., 2010). La cuticula se ve fortalecida
afectando la penetracion del farmaco, este mecanismo de resistencia fue descrito en
Bactrocera dorsalis, donde se demostré que la cuticula de cepas resistentes a f-
cipermetrina es mas gruesa que la de cepas susceptibles (Lin et al., 2012). EI factor
cuticular en la resistencia a insecticidas es evidentemente un mecanismo muy complejo,
e incluiria alteraciones en la regulacion/expresion de genes que codifican la biosintesis
de proteinas cuticulares (Dulbecco et al., 2019). Dentro de los genes asociados a esta
forma de resistencia, esta la proteina cuticular. Durante el desarrollo post embrionario de
los insectos, las células de la epidermis sintetizan durante cada ciclo de muda un nuevo
exoesqueleto o cuticula lo suficientemente mayor que la anterior. Esta matriz
extracelular es un material compuesto esencialmente de un conjunto de fibras de quitina
y proteinas, por lo tanto, los genes que codifican las proteinas de la cuticula son buenos
modelos para estudiar los mecanismos moleculares de sefializacion que regulan la muda

y la metamorfosis en los insectos (Charles, 2010).
2.6. Duplicaciones de genes asociados a la resistencia farmacolégica

La duplicacion de genes es uno de los componentes claves de la adaptacién a corto plazo
(Weetman et al.,, 2018). La duplicacion de genes consiste en la reiteracion de un
segmento de DNA para generar una 0 mas copias adicionales en el genoma de un
organismo (Bass & Field, 2011). Adicionalmente, son los genes duplicados otra fuente

de variaciones genéticas como polimorfismos puntuales del tipo SNPs (Weetman et al.,
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2018). Los insecticidas generan una fuerte presion que impulsa al rdpido cambio
fenotipico (Weetman et al., 2018) y una ruta que conduce que conduce a un
metabolismo mejorado es la duplicacién o amplificacion de los genes estructurales (Bass
& Field, 2011). Este mecanismo fue descrito por primera vez en la década de 1960 en
Escherichia coli, desde entonces se ha demostrado que es un mecanismo de evolucion
adaptativo en la resistencia a insecticidas (Horiuchi et al., 1963). Cuando se producen
variaciones genomicas estructurales que van desde 1kb a 5Mb, comprenden
principalmente Copy Number Variants (CNV) o variacion en el nimero de copias
(Scherer et al., 2007). Los CNV son cambios en la estructura gendmica que incluyen
inserciones, deleciones y duplicaciones (Alkan et al., 2011). Los CNV pueden influir en
la resistencia a los insecticidas al amplificar la expresion de genes asociados a la
respuesta a farmacos (Weetman et al., 2018). En C. rogercresseyi no se han descrito
CNVs asociados a la respuesta a farmaco, pero las evidencias proporcionadas por
estudios gendmicos y transcriptdmicos sugieren su presencia en genes de respuesta a

antiparasitarios.
2.7. Hipotesis

Existen duplicaciones de genes con funcion en la respuesta a farmacos antiparasitarios
en C. rogercresseyi, con variaciones en su namero de copias (CNVs) en distintas
poblaciones del parasito provenientes de centros de cultivo de salmonidos de distintas

regiones del sur de Chile.
2.8. Objetivos
2.8.1. Objetivo general

e Identificar duplicaciones gendmicas potencialmente asociadas con resistencia
farmacoldgica en distintas poblaciones de C. rogercresseyi mediante evaluacion

de marcadores CNVs en genes de interés.
2.8.2. Obijetivos especificos

e ldentificar presencia de genes con funcidn de respuesta a farmacos en genomas

de C. rogercresseyi obtenidos por resecuenciacion de DNA.
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e Evaluar duplicaciones de genes identificados mediante identificacion de CNVs
en poblaciones de C. rogercresseyi.
e Validar duplicaciones gendmicas mediante PCR en tiempo real sobre genes con

CNVs diferencial en poblaciones de C. rogercresseyi.

3. Materiales y métodos
3.1. Obtencidn de muestras

Se seleccionaron 8 individuos (4 machos y 4 hembras) de C. rogercresseyi para cada
uno de los barrios estudiados: 2, 3A, 9A, 28B y 59. Los barrios 3A y 9A presentan
mayor resistencia farmacoldgica, el barrio 2 presenta resistencia farmacologica, pero a
menor nivel que en los barrios previamente mencionados. El barrio 28B muestra
resistencia sélo ante un farmaco (deltametrina) y el barrio 59 es contrastante a todos los

demas, debido a que presenta los niveles de resistencia a antiparasitarios mas bajos.
3.2. Extraccion de DNA para generacion de bases de datos y secuenciacion
3.2.1. Extraccion DNA

ElI DNA habia sido extraido previo a la realizacion del presente trabajo, en dicho proceso
se aisl6 DNA de acuerdo con protocolos previamente estandarizados. Las muestras se
descongelaron a temperatura ambiente y se agruparon 10 piojos de mar para cada
poblacion (5 machos y 5 hembras). Los paréasitos fueron homogenizados por vértex con
buffer de lisis e incubados durante la noche a 56°C. Después de la incubacion, las
muestras se centrifugaron a temperatura ambiente durante 1 minutos a 5000 rpm, se
recupero el sobrenadante o fase acuosa, se agrega un volumen de etanol y se centrifuga
por 1 minuto a 8500 rpm. Después de 2 pasos de lavado, el DNA se diluy6 en 30 ul de
agua DEPC, vy la integridad del DNA se evalu a través de electroforesis. Luego, de
acuerdo con las instrucciones del fabricante, la concentracion de DNA se estimd por
fluorescencia en un Qubit 4 (Thermo Scientific, USA) con el kit de ensayo de DNA BR

(Thermo Scientific).
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3.2.2. Preparacion de base de datos y secuenciacion mediante tecnologia

Nanopore

El DNA gendmico se purifico utilizando perlas Agencout AMPure XP (Beckam Coulter,
EEUU) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los productos de PCR
purificados fueron cuantificados por Qubit 4 (Thermo Scientific, USA) y utilizados para
la preparacion de la biblioteca de Nanopore. La calidad de las bibliotecas obtenidas fue
confirmada a través de Tape Station Bioanalyzer 2100 (Agilent, USA), utilizando DNA
screen tape (Agilent, USA), y la cantidad se estimd por fluorescencia con un Qubit 4
(Thermo Scientific, USA). De acuerdo con las instrucciones del fabricante, las 5
bibliotecas se agruparon y secuenciaron uniformemente en una plataforma Nanopore
Minlon (Oxford Nanopore Technologies, UK) utilizando la flowcell MK1 spot-on-flo-
min107-r9.

3.3. Remocion de adaptadores

Los datos de la biblioteca Nanopore fueron sometidos al proceso denominado
“trimming”, el cual consiste en la remocion de adaptadores Nanopore. Para llevar a cabo
el proceso de la busqueda y remocion de lecturas Oxford Nanopore, se utilizo el
software Porechop. Los adaptadores en los extremos de las lecturas se descartan y
cuando una lectura tiene un adaptador en el medio se trata como quimérica y se corta en

lecturas separadas.
3.4. Polishing y mapeo de datos
3.4.1. Reads polishing

Utilizando el programa CLC Genomic Workbench (v22.0, Quiagen Bioinformatics,
Alemania), se actualiz6 la calidad de los datos obtenidos por Nanopore, la cual presenta
lecturas largas, combinandolas con la tecnologia Illumina, en la cual las lecturas son mas
cortas, pero de mejor calidad. El proceso de polishing consistié en el mapeo de los datos
de Illumina a las referencias que fueron los reads largos obtenidos por Nanopore
utilizando el programa Minimap 2 (Li, 2016). Luego es utilizado el programa Racon

(V1.5.0, https://github.com/isovic/racon), para reemplazar la calidad de los datos
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Nanopore en funcion de la calidad de los datos de Illumina mapeados, en ventanas de

evaluacion de 500pb.
3.4.2. Mapeo

Para realizar el mapeo, se seleccionan los reads “pulidos”, utilizando las herramientas
del software CLC Genomic Workbench, utilizando el soporte para mapeos de lecturas
largas basadas en Minimap 2. En este caso la referencia correspondié a la version
publica del genoma completo de C. rogercresseyi (Gallardo-Escarate et al., 2021). Los
pardmetros de mapeo utilizados fueron, match score: 2, mismatch cost: 4, gap open cost:
4, gap extend cost: 2, long gap open cost: 24 y long gap extend cost: 1. Posteriormente

se extrae una secuencia de consenso para cada poblacidn secuenciada.
3.5. Identificacion de genes asociados con la respuesta a farmacos

Para la obtencion de CNVs se utilizo un BlastX, que realiza una comparacion de 2 bases
de datos, en este caso en particular se comparo una base de secuencia nucleotidica contra
una base de secuencia de proteinas asociadas a la respuesta a farmacos. En la deteccion
de CNVs se buscan genes de interés y el criterio de seleccion son aquellos que

contengan un valor de E-value menor a 1E-05.
3.6. Identificacion de CNVs in silico

Este proceso se llevo a cabo utilizando la herramienta Copy Number Variant Detection,
la cual estd disefiada para detectar CNVs en experimentos de resecuenciacion. La
herramienta toma asignaciones de regiones y produce anotaciones de amplificacion.
Estas asignaciones se generan mediante un método de “cobertura profunda”, el cual se
basa en un marco estadistico logaritmico utilizando el método CONTRA (Li et al.,
2012). El umbral de Fold Change y P-value para la identificacion de CNVs fue de 1.5y

0.05 respectivamente.

La representacion de CNVs se realiz6 utilizando el software CIRCOS, los datos
obtenidos en el punto 3.6. se exportaron al software, el cual genera una representacion
gréfica de los CNVs en el genoma de C. rogercresseyi para cada uno de los 5 barrios

estudiados.
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3.7. Extraccién de DNA para validacion de duplicaciones genéticas

Se realizO extraccion de DNA de C. rogercresseyi de cinco poblaciones,
correspondientes a los barrios 2, 3A, 9A, 28B y 59. El procedimiento para la extraccion
de DNA comienza seleccionando individuos y cortarlos en pequefias fracciones, en
tubos de 2 ml se debe agregar 1 ml de Buffer de lisis, 40 pl de SDS, 5 ul de proteinasa k
y agregar 1 individuo previamente cortado por tubo. Cada tubo se debe incubar a 37°C
por 1 hora y durante este proceso se debe dar vortex cada 10 minutos. Bajo camara de
extraccion se debe afiadir un volumen de fenol cloroformo a cada tubo, se aplica vortex
y se centrifuga a 12000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. Luego se obtiene la
fase acuosa y se traspasa a un tubo nuevo, se agrega un volumen de cloroformo y se da
vortex a los tubos, se centrifuga nuevamente a 12000 rpm por 5 minutos a temperatura
ambiente. Se recupera la fase acuosa y se traspasa a un tubo nuevo de 1.5 ml, se agrega
un volumen de isopropanol, se aplica vortex y se deja por lo menos 30 minutos a -20°C
para luego centrifugar a 12000 rpm por 20 minutos a 4°C. Se elimina el sobrenadante y
se adiciona 1 ml de etanol al 75% vy se realiza vortex para posteriormente centrifugar a
7500 rpm por 5 minutos a 4°C, se descarte el etanol y se repite el paso mencionado
previamente. Se deja secar la muestra y se diluye con 30 ul de agua, se agregan 0.5 pl de

RNasa y finalmente se deja en una termoplaca a 37°C por 35 minutos.
3.8. Disefio y estandarizacion de partidores

En base a los resultados obtenidos in silico se seleccionaron 6 genes para la validacion
de los CNVs identificados: intercambiadores sodio/potasio/calcio NCKX30C, citocromo
c oxidasa, acetilcolinesterasa, canales de calcio dependientes de voltaje, proteinas
asociadas a la resistencia de multiples farmacos y proteina cuticular. Se disefiaron
partidores especificos para cada gen utilizando el software CLC Genomic Workbench.
Los pardmetros utilizados en el disefio fueron temperatura de melting entre los 53 y los
63°C, %Guanina-Citocina (%GC) minimo de 50% Y el tamafio de los partidores de entre
19 a 22 pares de bases. Posteriormente se seleccionaron las temperaturas mas apropiadas

para cada partidor. para esto se consider6 la mejor amplificacion y el descarte de

22



aquellas con presencia de dimeros. Esta seleccion se realizo utilizando la técnica de PCR
en tiempo final. Para llevar a cabo PCR en tiempo final se debe preparar un mix que
contenga 1.25 pul de buffer, 0.25 pl de BSA, 0.25 ul de dntps, 0.75 pl de MgCl», 0.625 pl
de primer forward, 0.625 pl de primer reverse, 0.15 ul de taq polimerasa, 6.6 pl de agua
y 2 pl de DNA. Posteriormente las muestras se llevan a un termociclador en el cual
pasan por un proceso que consta de 3 fases, la fase 1, llamada hold stage, que cuenta con
2 pasos los que se realizan a 50°C por 2 minutos y 95°C por mismo tiempo
respectivamente. En esta fase se produce la desnaturalizacion ya que, en las muestras,
las 2 hebras de DNA se separan debido al aumento de la temperatura. La fase 2, PCR
stage, con 2 pasos a 95°C por 15 segundos el primero, y en el segundo paso se utilizaron
diferentes temperaturas para probar la mejor eficiencia de los partidores. En esta fase se
produce un descenso en la temperatura que permite que los primers o partidores se
apareen por complementariedad de bases con el DNA molde. Y la dltima fase, melt
curve stage, que comprende 3 pasos, a 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto y a
95°C por 15 segundos cada paso respectivamente. En la ultima fase el DNA polimerasa
cataliza la sintesis simultanea de las 2 cadenas a partir de cada fragmento que actua

como partidor.
3.9. Validacion de CNVs por PCR cuantitativo en tiempo real (QPCR)

Se empleo la técnica de gPCR, preparando un mix que contenga 5 i de buffer, 0.625 pul
de primer forward, 0.625 ul de primer reverse, 1.75 pl de agua y 2 pul de DNA. Una vez

preparado el mix, las muestras se llevan a termociclador, con temperaturas, fases y pasos
como se explicaron en el item 3.8., con una Unica variacién en el paso 2 de la fase 2,

donde se utilizo la temperatura 6ptima para cada uno de los partidores.
3.10. Calculo Fold Change, “gain” o “no change”

El umbral de ciclos o cycle threshold (Ct), es el nimero de ciclos en que la sefal
fluorescente cruza el umbral. EI umbral se comprende como el nivel de la sefial
fluorescente que representa un incremento estadisticamente significativo respecto al
nivel basal (Serrano-Cumplido et al., 2021). Para calcular el valor Fold Change, se debe

realizar una resta entre el Ct de las muestras a las cuales se les realizd gqPCR y el Ct de
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muestras de B tubulina correspondiente a los mismos barrios. A cada uno de los valores
obtenidos, se les debe restar el promedio de las restas de Ct de las muestras del barrio 2
con las de B tubulina, esto se realiza debido a que los barrios se compararon contra el
barrio 2. Al valor que se obtiene, lo llamaremos X y se debe reemplazar en la formula:
2-(2"-(X), cada uno de los valores obtenidos deben ser divididos entre los valores 2-(2"-
(X) del barrio 2. A los valores obtenidos de la division se les calcula Log2 y de acuerdo
al signo que se obtenga, es el signo que llevara el valor de la division, y este es el valor
correspondiente a Fold Change. Para cuantificar este valor y comprender cuantas veces
las duplicaciones se expresan mas, se debe utilizar el valor de Fold Change, realizando

la operacign; 2old Change

El valor de Fold Change es una medida que describe el cambio entre una medicion de
interés con una de referencia. Los valores de Fold Change superiores a 1.5 se consideran
como “gain” o ganancia en cuanto a la variacion en el nimero de copias, valores
menores a -1.5 se consideran “loss” o pérdida y valores dentro del rango previamente
mencionado, se consideran como “no change” o que no presentan cambio en cuanto a su

variacion.
4. Resultados
4.1. Lecturas mapeadas y éxito de pulido

El porcentaje de lecturas mapeadas en cada genoma fue de 52.8% en el barrio 2, 61.2%
para el barrio 3A, 84.8% en barrio 9A, 61% en barrio 28B y 56.7% en barrio 59.
Mientras que el porcentaje de éxito de pulido es de 19.9%, 5.4%, 17.7%, 20% y 9.1%

para los mismos barrios mencionados.
4.2. CNVs y valores Fold Change de genes de interés

Mediante el analisis in silico se obtuvieron 501, 1751, 375, 289 y 362 CNVs para los
barrios 2, 3A, 9A, 28B y 59 respectivamente. En la figura 4 es posible visualizar el total
de los CNVs en el genoma de C. rogercresseyi para cada uno de los barrios estudiados.
Cada barra graficada en cada barrio representa una variante genémica con su respectiva

ubicacién a nivel cromosomico, el largo de la barra es un indicador del valor de su Fold
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Change, mientras las barras tienen mayor longitud el Fold Change es mayor. Se puede
observar que el barrio con mayor nimero de CNVs es el 3A, mientras que los barrios
contrastantes son 28B y 59. Los barrios 9A y 2 muestran un nimero de variacion en el
nimero de copias intermedia entre los barrios mencionados con anterioridad. Las
variaciones gendmicas en el barrio 59 muestran valores de Fold Change menores,
indicada por la longitud de las barras, al contrastar con los resultados obtenidos en los
otros barrios. Es posible apreciar que para los 5 barrios de estudio se identificaron CNVs
en los cromosomas 1, 2, 3, 4, 6, 7, 10, 11, 13, 15, 17, 18, 19, 20 y 21, lo cual es un
indicador que son zonas gendmicas de interés, ya que, pese a que son identificaciones
gendmicas correspondientes a zonas diferentes, comparten dichas &reas en cuanto al
desarrollo de CNVs. De los 5 barrios estudiados, solo el barrio 59 presenta CNVs en
todos los cromosomas. El barrio 28B presenta solo ausencia de variacion en el nimero
de copias en el cromosoma 9. Los barrios 9A y 3A no muestran CNVs en 3
cromosomas, el 5, 14 y 16 para el primer barrio mencionado y para el segundo barrio los

cromosomas 5, 8 y 14. El barrio 2 no tiene CNVs en los cromosomas 9 y 16.

El nimero de CNVs directamente asociados a mecanismos de resistencia farmacoldgica
fue de 18 para el barrio 2, de 53 para el barrio 3A, 20 en el barrio 9A, 17 en el barrio
28B y 17 en el barrio 59. Entre los CNVs encontrados, se hallaron una serie de genes
potencialmente asociados a la resistencia farmacologica, como por ejemplo reguladores
de proteinas de unién a GTP, inexina, anhidrasa carbdnica, synaptic functional FMR1 y
metiltransferasa por mencionar algunos. Pero los genes en los que se enfoco este trabajo
debido a su presencia en los barrios y a que representan diferentes tipos de resistencia
farmacoldgica, son proteinas asociadas a la resistencia de multiples farmacos, proteina
cuticular, canales de calcio dependientes de voltaje, intercambiador sodio/potasio/calcio
NCKX30C, citocromo ¢ oxidasa y acetilcolinesterasa. EI namero de CNVs de genes
asociados a la resistencia farmacoldgica para el barrio 2, 3A, 9A, 28B y 59 es de 18, 53,

20, 17 y 17 respectivamente.

Mediante el trabajo realizado in silico, se encontrd presencia de duplicaciones para los
genes de interés en los cuales se enfoca el presente estudio. En el barrio 2 se detectaron

duplicaciones gendmicas para acetilcolinesterasa. En el barrio 3A se encontraron
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duplicaciones para cada uno de los 6 genes de interés, es decir, para acetilcolinesterasa,
proteina cuticular, canales de calcio dependientes de voltaje, intercambiador
sodio/potasio/calcio NCKX30C, proteinas de resistencia a mdaltiples farmacos y
citocromo ¢ oxidasa. El barrio 9A muestra duplicaciones para los genes citocromo c
oxidasa, canales de calcio dependientes de voltaje e intercambiador sodio/potasio/calcio
NCKX30C. EI barrio 28B posee duplicaciones en el gen de citocromo ¢ oxidasa. El

barrio 59 muestra el mismo resultado que el barrio 28B (Tabla 3).

Segun los datos obtenidos en CLC Genomic Workbench, se registraron duplicaciones
gendmicas para acetilcolinesterasa en el barrio 2 y en el barrio 3A con valores de Fold
Change de -2.73 y -1.55 respectivamente, mientras que mediante la técnica qPCR y
empleando los calculos especificados en materiales y métodos, se obtuvieron valores de
Fold Change de 0.35, -0.54, 0.3, 0.04 y 0.63 para los barrios 2, 3A, 9A, 28B y 59
respectivamente (Figura 5). En cuanto a las duplicaciones de proteinas asociadas a la
resistencia de multiples farmacos mediante el analisis informatico, solo se registro en el
barrio 3A con un Fold Change de -2.18, mientras que, mediante el analisis de laboratorio
y posterior realizacion de los célculos correspondientes, los valores de Fold Change
fueron de -0.02, 0.54, 0.03, 0.29 y -0.13 para la totalidad de los barrios en el mismo
orden mencionado previamente (Figura 6). Las duplicaciones que se encontraron de
manera bioinformatica para los canales de calcio dependientes de voltaje, se hallaron en
los barrios 3A y 9A con valores de Fold Change de -1.71 y -2.23 para cada uno, los
valores obtenidos para la totalidad de los barrios, mediante el trabajo de laboratorio fue
de 0.01, 0.19, -0.63, -0.56 y -0.19 (Figura 7). Para la proteina cuticular se encontro
duplicaciones solo en el barrio 3A segun el trabajo realizado en software, con -1.8 como
valor de Fold Change, en base a la informacién procesada tras el trabajo en base a
gPCR, los valores que se obtuvieron para los barrios fueron de -0.05, -0.06, -0.69, -0.23
y 0.45 (Figura 8). Bioinformaticamentente, se registraron duplicaciones de citocromo c
oxidasa en los barrios 3A, 9A, 28B y 59 con valores de Fold Change de -1.23, 1.15, 2.77
y 1.28 respectivamente. Los valores que se obtuvieron para todos los barrios en
laboratorio fueron de 0.27, 2.44, 5.51, 4.34 y 0.94 (Figura 9). En el gen intercambiador

sodio/potasio/calcio NCKX30C, utilizando el software se identificaron CNVs en los
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barrios 3A y 9A con valores de Fold Change de -1.77 y -2.11, de acuerdo al trabajo de
laboratorio, los Fold Change calculados para los barrios fueron de 0.25, 0.97, -0.32, 1.88
y 1.02 (Figura 10).

Los partidores utilizados para la identificacion de duplicaciones de los genes
correspondientes a proteinas de resistencia a maltiples fa&rmacos, proteina cuticular,
acetilcolinesterasa, canales de calcio dependientes de voltaje y citocromo ¢ oxidasa se
detallan en la tabla 4, con sus respectivas secuencias, temperatura Optima de

funcionamiento para el partidos y longitud.
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Tabla 3: Listado de genes asociados a resistencia farmacoldgica por barrio con sus respectivos valores de
Fold Change y P-value. Fuente: Elaboracion propia.

Barrio | Gen Fold Change | P-value

2 Acetilcolina -2.73 9.14E-04*

3A Citocromo c oxidasa -1.23 6.25E-11*

3A Acetilcolina -1.55 3.52E-03*

3A Canal de calcio dependiente de -1.71 3.59E-03*
voltaje

3A Proteina de resistencia a multiples | -2.18 5.28E-04*
farmacos

3A Proteina cuticular -1.8 1.35E-03*

3A Intercambiador  sodio/potasio/calcio | -1.77 1.78E-03*
NCKX30C

9A Intercambiador sodio/potasio/calcio | -2.11 6.85E-04*
NCKX30C

9A Canal de calcio dependiente de  -2.23 4.07E-04*
voltaje

9A Citocromo c oxidasa 1.15 1.17E-12*

28B Citocromo c oxidasa 2.77 1.56E-04*

59 Citocromo c oxidasa 1.28 0

Acetilcolinesterasa
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Figura 5: Grafico de los valores de Fold Change para acetilcolinesterasa obtenidos en el software CLC
Genomic Workbench contrastados con los valores obtenidos en base a la técnica gPCR. Fuente:

Elaboracion propia.
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Figura 6: Grafico de los valores de Fold Change para proteinas de resistencia a maltiples farmacos
obtenidos en el software CLC Genomic Workbench contrastados con los valores obtenidos en base a la
técnica gPCR. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 7: Gréfico de los valores de Fold Change para canales de calcio dependientes de voltaje obtenidos
en el software CLC Genomic Workbench contrastados con los valores obtenidos en base a la técnica
gPCR. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 8: Grafico de los valores de Fold Change para proteina cuticular obtenidos en el software CLC
Genomic Workbench contrastados con los valores obtenidos en base a la técnica gPCR. Fuente:
Elaboracion propia.
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Figura 9: Grafico de los valores de Fold Change para citocromo ¢ oxidasa obtenidos en el software CLC
Genomic Workbench contrastados con los valores obtenidos en base a la técnica gPCR. Fuente:
Elaboracion propia.
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Figura 10: Grafico de los valores de Fold Change para intercambiadores sodio/potasio/calcio NCKX30C
obtenidos en el software CLC Genomic Workbench contrastados con los valores obtenidos en base a la

técnica gPCR. Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 4: Partidores para cada gen de interés, con su secuencia, temperatura éptima de funcionamiento y
longitud. MDRP: proteinas de resistencia a multiples farmacos. Cut: proteina cuticular. Nckx30C:
intercambiador sodio/potasio/calcio NCKX30C. AChE: acetilcolinesterasa. VDCCh: canales de calcio

dependientes de voltaje. COX: Citocromo ¢ oxidase. Fuente: Elaboracion propia.

Primer Secuencia T™ (°C) |Lonsitud
MDRP-F GTCTTCACTCATATCGGCT 56 127
MDRP-R CCCGGACTGATGTGTTTT

Cut-F TCCCTCGTATTTAACGTCA 56 137
Cut-R TCAACGCTCAAGAAACCA

Nckx30C-F [ AACCTCCATTCCAGACTT 59 140
Nckx30C-R | AGCCTCCATCTTCATTCA

AChE-F GTTGGAAACAGTTCGGAT 56 146
AChE-R GGAGAAAAAGAAAGAAGGGG

VDCCh-F CCAAACTCAGGGATCACC 63 81
VDCCh-R CCATCCTTCCATGCTCAC

COX-R ACTTGTAAGGATGAGGCTTTTG |56 137
COX-F GCTGTGAAATACGCCCGA -




4.3. Validacion de duplicaciones gendmicas mediante qPCR

Con los datos obtenidos a partir de la técnica gPCR, se realizd el calculo de “gain”,
“loss” o “no change” para los 6 genes de interés del presente estudio en los 5 barrios
analizados. Para esto, del total de ejemplares analizados en el laboratorio, se observé
cuantos mostraban una ganancia, pérdidas o no presentaban cambios respecto al gen de
referencia y los datos se expresaron en porcentajes. Para el barrio 2, se observd una
ganancia en el 25% de individuos para citocromo c oxidasa, para el 75% restante, no se
detectaron cambios. Para los genes de proteinas asociadas a resistencia farmacoldgica,
intercambiadores sodio/potasio/calcio NCKX30C, canales de calcio dependientes de
voltaje, acetilcolinesterasa y proteina cuticular se detectdé un 12% de ganancia, el 88%
restante no mostré cambios (Figura 11). En el barrio 3A se obtuvo una ganancia del 75%
y un 25% de no cambio para el gen citocromo c oxidasa, para intercambiadores
sodio/potasio/calcio NCKX30C hubo un 50% de ganancia y un 50% no registrd cambio,
en el dltimo gen que se registré ganancia fue en proteinas asociadas a resistencia de
multiples farmacos con un 25%, en el 75% restante no hubo cambio y para los genes
canales de calcio dependientes de voltaje, acetilcolinesterasa y proteina cuticular, el
100% no presenta cambio (Figura 12). En el barrio 9A, para citocromo ¢ oxidasa, el
100% mostr6 ganancia, proteinas asociadas a resistencia de multiples farmacos y
acetilcolinesterasa registraron un 12% de ganancia y 88% sin cambios, intercambiadores
sodio/potasio/calcio NCKX30, canales de calcio dependientes de voltaje y proteina
cuticular presentan un no cambio del 100% (Figura 13). En el barrio 28B, el gen que
mostré mayor ganancia fue citocromo c¢ oxidasa, con un 87%, luego sigue
intercambiadores sodio/potasio/calcio  NCKX30C con una ganancia del 75%,
acetilcolinesterasa tuvo una ganancia del 12% y los genes de proteinas asociadas a
resistencia en maltiples farmacos, canales de calcio dependientes de voltaje y proteina
cuticular tuvieron un 100% de no cambio (Figura 14). En el barrio 59, los genes que
mostraron ganancia fueron intercambiadores sodio/potasio/calcio NCKX30C (50%),

citocromo c oxidasa (25%), proteina cuticular (25%) y acetilcolinesterasa (12%), los
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genes de proteinas asociadas a la resistencia farmacoldgica y canales de calcio

dependientes de voltaje mostraron un 100% de no cambio (Figura 15).
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Figura 11: Grafico con porcentajes de “gain” y “no change” por cada gen de interés en el barrio 2. Fuente:

Elaboracion propia.
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Figura 12: Grafico con porcentajes de “gain” y “no change” por cada gen de interés en el barrio 3A.

Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 13: Grafico con porcentajes de “gain” y “no change” por cada gen de interés en el barrio 9A.

Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 14: Grafico con porcentajes de “gain” y “no change” por cada gen de interés en el barrio 28B.

Fuente: Elaboracion propia.

35



N PUERTO
A NATALES
\

A
4
L

ESTERO 4
CORDOVA ﬁﬁ‘
b
0

’ CAPITAN

“ ARACENA
= .
e
-
CANAL 30
- COCKRURN " N\ "'\,

>

Figura 15: Grafico con porcentajes de “gain” y “no change” por cada gen de interés en el barrio 59.

Fuente: Elaboracién propia.
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5. Discusién

La resistencia farmacoldgica es un concepto que se conoce desde el afio 1914 (Crow,
1957). En los analisis realizados a los ejemplares de C. rogercresseyi se encontraron
genes asociados a los 3 mecanismos de resistencia farmacolégica mencionados en el
punto 2.5., aunque en los barrios se aprecian variantes en el nimero de copias diferentes
entre si. Esto permiten plantear que los mecanismos de resistencia predominantes varian
de acuerdo al barrio, esto esta influenciado por la exposicion que tengan las poblaciones
de Caligus a antiparasitarios y probablemente a factores importantes para el desarrollo
de la especie, como son la temperatura y salinidad, ya que con diferentes condiciones en
estos factores se genera una influencia que puede ser positiva 0 negativa para el
desarrollo del parasito y para el nimero de huevos que producen. Ademas, se detecto la
presencia de otros genes asociados a la resistencia farmacoldgica, los que en posteriores
estudios podrian complementar con informacién que permita conocer si para esta
especie hay algin mecanismo de resistencia farmacoldgica predominante o de qué
manera influye cada uno de los 3 mecanismos de resistencia ante farmacos. Otro punto
considerable, es la diferencia de CNVs en los barrios, siendo los barrios 28B y 59 los
que presentan menor numero, tanto en los CNVs en general como en los de genes
directamente asociados a la resistencia contra farmacos. Como ya se menciond, las
condiciones ambientales son importantes para el piojo de mar, sin embargo, el factor
fundamente cuando de resistencia farmacoldgica se trata, es la exposicion continua a

farmacos antiparasitarios.

En cuanto a los barrios mencionados, que son los que se ubican mas al sur, los estudios
de Fold Change nos muestran que, en comparacién con el barrio de referencia, barrio 2,
el citocromo c oxidasa es el gen que mas se diferencia en cuanto a las duplicaciones,
siendo cerca de 20 veces mas las variantes de copias que hay en el barrio 28B contra el
barrio de referencia. Para el barrio 59 las variaciones mas grandes con el gen de
referencia se dan en los intercambiadores sodio/potasio/calcio NCKX30C, teniendo
duplicaciones de un poco de 2 veces mas que en el barrio referencial. Esto nos permite
pensar que, para el barrio 28B hay una estructuracion gendmica poblacional mas

diferencial contra el barrio 2 debido a la mayor presencia de duplicaciones genémicas de

37



citocromo c¢ oxidasa, y que en el barrio 59 el mecanismo de resistencia predominante
contra el barrio referencial seria mediante mutaciones puntuales en proteinas target de
farmacos. Los célculos realizados respecto al barrio 9A y 3A, muestran que las
duplicaciones méas predominantes contra el barrio 2, son en el gen de citocromo ¢
oxidasa, teniendo niveles de variaciones a favor de 45 y 5 veces mas respectivamente.
Lo que indica que los niveles de variacién en cuanto a la estructuracion genémica son
muy considerables, sobre todo en el barrio 9A, que muestra un nivel de duplicaciones
tremendamente elevado para el citocromo ¢ oxidasa, que es un gen indicador de
diferenciacion en la estructura genética, mostrando un preocupante desarrollo en las
variantes de este gen en dicho barrio. Alcanzar variaciones de este tipo es algo muy
perjudicial, ya que muestra que la poblacion de Caligus tiene un alto grado de
diferenciacion y resistencia, muy probablemente por la exposicion desmedida a

antiparasitarios.

Por otra parte, en el barrio 2, en comparacion con el genoma usado de referencia, en este
caso la version publica del genoma de C. rogercresseyi, mostré que el gen con mas
variacion en el namero de copias fue el gen acetilcolinesterasa, 1.27 veces mas que
contra su referencia, lo cual indica que las mutaciones puntuales en proteinas target seria
el mecanismo de desarrollo predominante realizando la comparacion respectiva. Como
se menciond, AChE es target para farmacos de la familia de los organofosforados en los
cuales encontramos azametifos. AChE muestra mas duplicaciones en el genoma de este
barrio contra la referencia, lo que indica en este caso, que el sitio de union de azametifos
se ve afectado produciendo que el farmaco tenga una eficacia menor en este barrio.
Canales de calcio dependientes de voltaje e intercambiadores sodio/potasio/calcio
NKX30C son target de piretroides como la cipermetrina y deltametrina, en los barrios se
encontré mayor presencia de duplicaciones del segundo gen mencionado que del
primero, con valores de Fold Change positivos en todos los barrios excepto el barrio 9A,
mostrando que el mecanismo de resistencia mediante mutaciones puntuales también esta
afectando la susceptibilidad del piojo de mar frente a antiparasitarios de la familia de los

piretroides.
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Este es un claro ejemplo de por qué es importante considerar los estudios genémicos
antes de llevar a cabo tratamientos de control, ya que, sin considerar la informacion
respecto a la variacién en el namero de copias de genes relacionados con la resistencia
farmacologica, solo se terminard potenciando mas el desarrollo ante cierto tratamiento.
Esto generara un gran conflicto, teniendo parasitos muy resistentes, lo que se traduce en
perjuicios para la produccion de salmones, dafiando a sus huéspedes e involucrando mas

gastos econdmicos para mantener cierto control sobre el piojo de mar.

En cuanto a la validacion de duplicaciones se condice con el trabajo de los gréaficos de
Fold Change, mostrando porcentajes de ganancia mayores en los genes ya mencionados
para cada barrio, con excepcion del barrio 2, en donde el trabajo realizado mediante
gPCR mostrd que el porcentaje de ganancia mayor es para citocromo ¢ oxidasa (25%),
mostrando que hay una ganancia en cuanto a las duplicaciones mayor para este gen que
como se menciono anteriormente, es un indicador de cambios estructurales gendmicos.
También los analisis muestran porcentajes de ganancia iguales para todos los demas
genes con un 12%, esto permite pensar que los 3 mecanismos de resistencia

farmacoldgica estan activos en la poblacion de este barrio.

El método de resistencia a la penetracion de farmacos, segun los datos analizados, seria
el mecanismo de resistencia menos observable en los barrios estudiados, sin embargo, es
un mecanismo a tener en consideracion, ya que el trabajo de validacion de duplicaciones
mostré que hay una ganancia en cuanto a la variacion en el nimero de copias en los
barrios 2 y 59, de un 12% y 25% respectivamente para la proteina cuticular. Esto nos
indica que la resistencia a la penetracion farmacologica mediante el fortalecimiento
cuticular es un mecanismo presente, y tal vez, analizando detalladamente los demas
genes que muestran una variacion en el nimero de copias asociados a la resistencia
farmacoldgica en Caligus, se podria dictaminar si €S un mecanismo que Se esta
potenciando o si muestra un nivel de relevancia en la supervivencia del piojo de mar mas

importante de lo que se cree actualmente.

Los estudios gendmicos en C. rogercresseyi permiten evaluar la susceptibilidad de la

especie ante tratamientos farmacoldgicos. Es importante realizar estudios genémicos en
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los diferentes barrios ya que no todas las poblaciones de piojo de mar tienen la misma
sensibilidad ante farmacos antiparasitarios. Comprender la estructura genémica en
Caligus vy las variaciones que sufre es fundamental para poder tomar medidas en cuanto
al control del parasito. Pasar por alto la importancia en las duplicaciones de genes
asociados a la resistencia o suministrar farmacos sin considerar esto, culminara
potenciando mas la resistencia farmacoldgica del piojo de mar, afectando a la industria
en cuanto al gasto econdmico, deteriorando la calidad de vida de los salménidos y

dafiando la sustentabilidad de la industria.

Estudios a considerar son el analisis de la presencia de duplicaciones de otros genes
asociados a resistencia farmacoldgica y el estudio genémico de poblaciones
provenientes de otros barrios de la zona sur de Chile para comprender y contribuir con el

conocimiento a nivel genémico del piojo de mar.

40



6. Conclusion

Los resultados obtenidos muestran la presencia de CNVs en los barrios estudiados. Entre
estos CNVs hay variaciones en el nimero de copias de genes asociados a la resistencia
farmacoldgica en C. rogercresseyi para cada uno de los barrios, sugiriendo que hay
resistencia a farmacos. La presencia de duplicaciones de todos los genes estudiados
indica que los 3 mecanismos de resistencia estan presentes en esta especie, siendo el mas
predominante el de mutaciones puntuales, ya que hay presencia de duplicaciones de
intercambiadores sodio/potasio/calcio en 4 de los 5 barrios estudiados. Las proteinas de
resistencia a multiples farmacos indican que también habria resistencia farmacologica
mediante detoxificacion y la presencia de variantes en el nimero de copias de proteina
cuticular es un indicador que también hay fortalecimiento de la cuticula que afecta con
la penetracion del farmaco. En cuanto a las duplicaciones de citocromo c oxidasa, fue el

anico gen que mostrdé ganancia en todos los barrios.
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