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"Descifrando el genoma del piojo del salmén Caligus rogercresseyi,

para un control efectivo y sustentable”

Caligus rogercresseyi es un ectoparasito, conocido
como “piojo del salmén” que genera el mayor impacto
econdmico y riesgo sanitario en la industria del salmén
en Chile. Los dafios econdmicos provocados por
C. rogercresseyi estan relacionados directamente con
la pérdida de calidad del producto final, crecimiento
retardado de los peces parasitados e incremento de la
susceptibilidad frente a otros patégenos. Esto sumado
a los costos generados por los tratamientos, que segun
cifras aportadas por el Instituto tecnoldgico del Salmén,
INTESAL, son de aproximadamente 480 millones de
délares al afio (Costello, 2009; Dresdner et al., 2019).
Para el control de la caligidosis, nombre que se le asigna
a la enfermedad, la industria salmonera a nivel mundial
ha privilegiado el uso de antiparasitarios, que afectan
el sistema nervioso del piojo. Sin embargo, el uso
prolongado de éstos genera pérdida de la sensibilidad
farmacolégica y en consecuencia reduccién en la
eficacia de los tratamientos. Ademads, los antiparasitarios
son compuestos quimicos que pueden afectar a otros
organismos nativos del ecosistema. En el afio 2012 se
publicé el Programa Sanitario Especifico de Vigilancia y
Control de Caligidosis, PSEVC-Caligidosis. El desafio del
programa es promover en el tiempo el manejo integrado
de la caligidosis, focalizando sus acciones a través de la
vigilancia de las cargas parasitarias, en base al nivel de
riesgo y con la implementaciéon de medidas oportunas,
ante la deteccién de centros de alta diseminacién del
parasito (CAD).

En particular C. rogercresseyi a diferencia de L.
salmonis, especie que afecta a los centros de cultivos en
el hemisferio norte, es capaz de parasitar peces silvestres
como pejerrey, rébalo, merluza. En Chile no todas
las especies de salmdénidos cultivadas registran igual
susceptibilidad a ser infectadas por este ectoparésito,
trucha arcoiris y salmén del Atléntico han mostrado tener
altas cargas parasitarias, mientras que salmén Coho ha

registrado bajos niveles de prevalencia. Ademas, se ha
reportado diferencias en mecanismos de respuesta
inmune entre salmén Atlantico y salmén Coho.

ANTECEDENTES DEL ESTUDIO

¢Qué es el genoma?

Un genoma es una colecciéon completa de &cido
desoxirribonucleico (ADN) de un organismo, o sea un
conjunto de compuestos quimicos, que contiene las
instrucciones genéticas necesarias para desarrollar y
controlar las actividades de todo organismo. Las moléculas
del ADN estdn conformadas por dos hélices torcidas
y emparejadas. Cada hélice estd formada por cuatro
unidades quimicas, denominadas bases nucleotidicas,
adenina (A), timina (T), guanina (G) y citosina (C). Las bases
en las hélices opuestas se emparejan especificamente; una
Asiempre se empareja con una T,y una C siempre con una
G. Para la obtencion de un genoma es necesario realizar
una secuenciacion de este. Secuenciar significa determinar
el orden exacto de las bases nucleotidicas en un segmento
de ADN. En la actualidad se han desarrollado diversas
plataformas de secuenciacién que permiten la obtencién
un genoma en tiempo reducido y con costos cada ves
menor. Por ejemplo, en el 1991 comenzé el proyecto de
secuenciacion del genoma humano y fue publicado en
2001 en Science, lo que en la actualidad esto se logra en 3
dias.

¢Por qué puede ser importante conocer el genoma de
un organismo?

Para comprender la importancia de un genoma, podemos
decir que cada uno de nosotros cuenta con genes que son
transmitidos por nuestros antecesores. En donde se
encuentra la informacién para determinar el sexo, el color
de ojos, el tipo de pelo, el tipo de piel, la composicién de
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nuestros 6rganos, posibles enfermedades o complicaciones
complicaciones hereditarias, nuestra adaptacién al medio
ambiente, etc. Esta informacién se presenta de manera
similar en todos los organismos desde animales terrestres,
plantas, peces, parasitos, hongos, bacterias, etc. Asi, a partir
de la secuenciacién de un genoma podemos compreder
de mejor manera los mecanismos de adaptacién de los
organimos, por ejemplo en ambientes extremos o frente a
la presencia de enfermedades. Esta informacién es utilizada
por cientificos para lograr generar, por ejemplo, nuevas
estrategias para el control de enfermedades .

¢ Cual es relevancia de descifrar el genoma de Caligus?

Con el objetivo de contribuir con nuevas estrategias para
el control de la caligidosis, mas sustentables econémica
y ambientalmente, en los ultimos afios un grupo de
investigadores de laRP1 del Centro INCAR ha generado gran
cantidad de informacién transcriptémica? de los distintos
estados de desarrollo de C. rogercresseyi (Gallardo-Escérate
et al., 2014). Estos estudios han permitido identificar genes
involucrados en procesos biolégicos de importancia para
el pardsito como: su desarrollo larval, reconocimiento
de hospedero, maduracién sexual, metabolismo, entre
otros (Gallardo et al 2019). Durante el 2018 el equipo de
investigacién en conjunto con el Programa para la Gestion
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Figura 1. Esquema de trabajo para la obtencidn del genoma de
Caligus rogercresseyi

Sanitaria en la Acuicultura (FIE-2015-V014), se propusieron
obtener el primer genoma de referencia para C. rogercresseyi.
Con la obtencién del genoma de Caligus se busca incrementar
la informacién genética del ectoparésito, caracterizar y localizar
genes ligados a su biologia y comprender de mejor forma
los mecanismos moleculares involucrados en la respuesta a
antiparasitarios. Ademas de abrir la oportunidad de identificar
moléculas con potencial antigénico para el desarrollo de
vacunas, como método alternativo para el control de este
ectoparasito. En este sentido el objetivo del estudio es describir
por primera vez el genoma de Caligus rogercresseyi a escala
cromosdémica, mediante la utilizacién de las Gltimas tecnologias
de secuenciacion.

METODOLOGIA

Hembras de C. rogercresseyi fueron colectadas desde
salmén del Atlantico por el Laboratorio de Referencia de
Caligus localizado en el laboratorio experimental del Centro
INCAR-Universidad de Concepcién en Dichato-Chile.
Luego el ADN gendémico fue extraido utilizando kit
Qiagen DNA purification kit (QIAGEN). Las muestras
de ADN fueron utilizadas para la sintesis de librerias y
secuenciacién gendmica utilizando la plataforma PacBio
(Fig. 1). Adicionalmente, se realizé la sintesis de librerias Hi-C
utilizando el kit Phase Genomics’ Animal Hi-C kit. Las librerias
Hi-C fueron secuenciadas en plataforma lllumina Hiseq4000
(Fig. 1). Los datos PacBio fueron ensamblados® utilizando
el programa CANU V1.5. Los datos obtenidos para las
librerias Hi-C fueron analizadas con los programas Bowtie2
y Proximo (Phase Genomics, Seattle, WA, USA). Finalmente,
el genoma fue anotado utilizando la herramienta “GenSAS”
(https://www.gensas.org).

RESULTADOS MAS RELEVANTES

Obtencion del genoma de Caligus rogercresseyi

Desde la secuenciacién en la plataforma PacBio de hembras
de C. rogercresseyi se obtuvo un total de 38,32 Gb de
informacién de alta calidad. A partir de los cuales se generaron
25.608 contigs (727 Mb). Desde la secuenciacién por
PacBio se obtuvo un total de 17.711 contigs® generando
un primer borrador para el genoma de Caligus de 519.19
Mb. Adicionalmente, el ADN gendémico de Caligus fue
secuenciado mediante la técnica Hi-C. Esta técnica identifica
zonas de proximidad ADN-ADN, permitiendo determinar la
orientacion y ubicacién de los contigs a escala cromosdmica.
Desde la secuenciacién por Hi-C se obtuvo un ensamble de
29,78 Mb. Datos que en conjunto a los obtenidos desde PacBio

Contribucion de la investigacion de Centro INCAR a las politicas publicas (N°5) ¢ www.incar.cl

permitieron formar un total de 21 seudo-cromosomas,
correspondientes a un genoma de referencia a escala
cromosémica para C. rogercresseyi de 505.27 Mb (Fig. 2).

Comunidades microbianas asociadas a Caligus rogercresseyi

Desde los datos de secuenciaciéon del genoma
de Caligus fue posible identificar la microbiota que
acompaiia a este ectoparasito. Dentro de las secuencias
obtenidas por secuenciacién PacBio en 30% de ellas
correspondieron a las bacterias propias de Caligus entre
ellas se identificé Tenacibaculum ovolyticum, Shewanella
algicola, Gammaproteobacteria, Leucothrix mucor (Tabla
1), bacterias que pueden ser peligrosas para los salmones,
es decir Caligus podria ayudar a diseminar algunas
enfermedades. Aun mas, con los datos de secuenciacién
gendmica fue posible identificar los genomas completos
de las especies T. ovolyticum, S. algicola y Dokdonia sp.

Adicionalmente, para determinar la posibilidad de que
Caligus sea un reservorio bacteriano que pudiese afectar
a la industria salmonicultora, se decidié realizar un anélisis
de la microbiota de este ectoparésito desde distintas zonas de
Chile. Para ello se recolectaron C. rogercresseyi desde centros
de cultivo en las regiones de Los Lagos, Aysen y Magallanes
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Figura 2. Genoma de Caligus rogercresseyi. Grafica circus
muestra los 21 seudo-cromosomas identificados. A) contenido
GC,; B) densidad de genes; C) densidad de long non coding
RNAs (secuencias no codificante); D) densidad de microRNAs
(secuencias no codificante); E) elementos repetitivos.

Nimero

Referencia Completitud Tar[lal'}o GC

(%) Genémico Contigs (%)

Tenacibaculum_ovolyticum DSM 18103 97,87 4275412 1 29,86
s algicola 96,71 6.415.100 1 34,48
s algicola 92,73 3.523.379 1 34,40
¢ Gammaproteobacteria 89,48 4.571.553 1 37,82
Leucothrix mucor DSM 2157 83,85 4.640.432 3 4791
¢ Gammaproteobacteria 80,71 3.490.847 4 37,76
¢ Gammaproteobacteria 66,27 2.811.630 1 429%
¢ Gammaproteobacteria 54,24 4748015 38 4473
k  Bacteria 47,61 2907218 2 3291
[ Rhodobacteraceae 45,63 1.837.309 1 53,65
s algicola 44,62 2.356.394 1 31,49
k  Bacteria 4397 2.016.283 1 4229
k_Bacteria 3793 525.029 2 39,45
k  Bacteria 36,21 1.532.275 1 31,32
k  Bacteria 32,76 1075212 6 31,66
k_Bacteria 28,45 805.616 2 3857
¢ Gammaproteobacteria 26,24 875.502 1 40,00
k  Bacteria 25,86 2.121.532 1 31,49
k_ Bacteria 2529 1.870.517 8 3490
k  Bacteria 23,67 1.110.863 14 319

Tabla 1: Especies bacterianas identificadas desde datos
obtenidos desde la secuenciacion del genoma de Caligus
rogercresseyi. La tabla muestra las veinte especies bacterianas
con mayor porcentaje de completitud identificadas.

Se realizaron extracciones de ADN gendmico. Con estas
muestras se procedié a secuenciar el gen 16S completo
mediante la plataforma MinlON (Oxford Nanopore
Technologies). Del anélisis de los datos se observd
diferencias en la abundancia y tipo de microbiota presente
en las zonas de Chile analizadas. Por ejemplo, los Caligus
obtenidos desde la regién de Los Lagos presentaron
mayor diversidad de comunidades bacterianas (Fig. 2).
Por otra parte, se observdé que los grupos bacterianos
mas abundantes en C. rogercresseyi, independiente de
la regién, son proteobacterias (filo bacteriano compuesta
principalmente por patégenos) que representan el 60% de
las comunidades bacterias identificadas. Adicionalmente, se
observé que existe un grupo de comunidades bacterianas
comunes (core) en las tres regiones de Chile. En este core
bacteriano se identificaron Bacteroidites, Flavovacertium, y
Proteobacterium, principalmente Rhodobacteraeas y Vibrios.

Ahora que se conoce el genoma de Caligus, ;que
haremos con esa informacién?

A partir del genoma de Caligus es posible comprender
de mejorforma la biologia de este organismo, por ejemplo,
como responde y se adapta a cambios en el ambiente.
Ademés es posible determinar si existen diferencias entre
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Figura 3. Diversidad bacteriana de C. rogercresseyi en las
regiones de Los Lagos, Aysén y Magallanes.

poblaciones de Caligus que les permitieran desarrollarse
de mejor forma en ambientes extremos (baja salinidad,
baja temperatura).

Desde el punto de vista de control de este ectoparasito,
tener el genoma de C. rogercresseyi abre la posibilidad
de identificar y comprender los procesos moleculares
asociados a la resistencia de farmacoldgica. De esta
manera caracterizar y desarrollar biomarcadores para la
evaluacién de sensibilidad farmacolégica de las distintas
poblaciones de Caligus, o generar moléculas alternativas
que permitan incrementar la eficacia de los tratamientos
actuales y reducir la cantidad de bafios que se realizan.
Por otra parte, conocer el genoma de Caligus también
nos permite identificar y evaluar en tiempos reducidos
moléculas con potenciales antigénico, las que pudiesen
ser utilizadas para el desarrollo de vacunas contra el
ectoparasito. Esta estrategia tiene la ventaja de ser una
forma mas sustentable para el control de Caligus, ya que
no existe posibilidad de generacién de resistencia o dafios
a otras especies del ecosistema.

¢Que otras implicancias nos deja el conocimiento del
genoma de este parasito?y cual es la relevancia de estos
resultados para politicas publicas?

La obtencién del genoma de Caligus nos permitié
determinar que este ectoparasito actia como reservorio
de bacterias potencialmente patégenas, afectando la
productividad de la industria salmonera. Por lo que es
indispensable incrementar las medidas de vigilancia y
control de C. rogercresseyi en la industria salmonicultora,
no sdlo por las perdidas que ocasiona en directamente
en el cultivo de salmdn, si no para evitar brotes de nuevas
enfermedades bacterianas.

Es de primordial relevancia mantener e incrementar
el apoyo a este tipo de investigacién para contar con
informacién relevante y sélida que guie las decisiones
normativas y de manejo de la produccién de salmones
enelmar.

NOTAS AL PIE

' Un buen ejemplo es %ue el genoma del COVID 19 ¥‘aase habia
descifrado en enero 2020, antés que este se declararaPandemia.

2 Se refiere a informacién asociada a la expresion de genes de
Caligus en cada una de sus etapas de desarrollo.

3 Ensamblar datos se refiere a |a formacién de secuencias a partir
de los datos obtenidos desde la secuenciacion.

4 Anotacion genoma se refiere dar nombre de un gen conocido a
una secuencia, mediante busqueda de homologia con gene
previamente descritos.

9 Oont(i?s: secuencia obtenida del ensamble de los datos
obtenidos desde la secuenciacion
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