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1. RESUMEN

La caligidosis, causada por el piojo de mar Caligus rogercresseyi, representa uno
de los principales desafios sanitarios de la salmonicultura chilena, generando
pérdidas productivas significativas y favoreciendo la aparicion de infecciones
secundarias en los peces. Aunque en los ultimos afios se ha avanzado en la
caracterizacion taxondémica de la microbiota asociada a este parasito, su rol
funcional ha sido escasamente abordado. Este estudio presenta la primera
caracterizacion integrada del microbioma bacteriano de C. rogercresseyi,
combinando secuenciacion del gen 16S rRNA de longitud completa, prediccion
funcional y analisis metatranscriptomico bacteriano a partir de datos de RNA-seq
del hospedador.

Se analizo la microbiota de machos adultos, hembras adultas, intestinos y
estadios infectivos (copepoditos). Los resultados evidenciaron una marcada
influencia del sexo y del desarrollo ontogénico en la composicion, la diversidad y la
estructura funcional del microbioma. Las hembras presentaron una diversidad
bacteriana significativamente mayor que la de los machos, mientras que los
copepoditos exhibieron la mayor riqueza, posiblemente asociada a la exposicion
ambiental durante la fase plancténica. Se identificé un core microbioma conservado
de 35 géneros compartidos entre todos los grupos, dominado por taxones marinos
como Vibrio, Aliivibrio, Tenacibaculum y Sulfitobacter. La prediccion funcional
mediante PICRUSt2 revel6 una clara diferenciacion metabdlica. La microbiota
asociada a hembras mostré un enriquecimiento en rutas catabdlicas y de
generacion de energia, incluyendo la B-oxidacion de acidos grasos y la glicdlisis, lo
cual es coherente con las altas demandas energéticas asociadas a la reproduccion.
En contraste, la microbiota de machos presenté una mayor representacion de rutas
biosintéticas, incluyendo la sintesis de aminoacidos, nucleétidos y lipidos, lo que
sugiere un soporte metabdlico orientado a la locomocion y al mantenimiento
somatico. Los analisis metatranscriptomicos confirmaron que estas funciones estan
expresadas activamente y revelaron una reorganizacion funcional a lo largo del
desarrollo. La actividad bacteriana fue minima en nauplios, disminuyo6 abruptamente
en copepoditos y aumento progresivamente desde chalimus hasta adultos, con una
marcada diferenciacion sexual. Los analisis KEGG y GO demostraron una
microbiota altamente estructurada funcionalmente y acoplada a la fisiologia del
hospedador.

En conjunto, los resultados apoyan un modelo de holobionte funcional para
C. rogercresseyi, donde la microbiota emerge como componente activo y regulador
de la biologia del parasito, abriendo nuevas perspectivas para el control sanitario
basado en la microbiota.



1.1 ABSTRACT

Sea lice infestation caused by Caligus rogercresseyi is a significant health challenge
in salmon aquaculture in Chile, leading to substantial economic losses and increased
vulnerability to secondary infections in farmed salmon. Although recent years have
seen progress in the taxonomic identification of the microbiota associated with this
ectoparasite, its functional role remains largely unknown. This study offers the first
comprehensive characterization of the bacterial microbiome of C. rogercresseyi by
integrating full-length 16S rRNA gene sequencing with functional prediction and
bacterial metatranscriptomic analysis based on host RNA-seq data. Microbial
communities were examined in adult males, adult females, intestinal samples, and
infective copepodite stages.

The results showed strong effects of both sex and ontogenetic development
on microbiome composition, diversity, and functional structure. Females have
significantly higher bacterial diversity than males, while copepodites showed the
greatest overall richness, probably reflecting environmental acquisition during the
planktonic stage. A conserved core microbiome comprising 35 genera was identified
across all groups, dominated by marine-associated taxa including Vibrio, Aliivibrio,
Tenacibaculum, and Sulfitobacter. Functional inference based on PICRUSt2
revealed clear metabolic specialization. The female-associated microbiota were
enriched in catabolic and energy-generating pathways, such as fatty acid B-
oxidation, glycolysis, and amino acid degradation, consistent with the energetic
demands of reproduction. In contrast, the male-associated microbiota showed
enrichment in anabolic pathways, including the biosynthesis of branched-chain
amino acids, nucleotides, and lipids, suggesting metabolic support for mobility and
somatic maintenance. Bacterial metatranscriptomic profiling confirmed that these
predicted functions are actively expressed. Expression patterns varied markedly
across development, with low activity in nauplius stages, a functional bottleneck at
copepodite, and progressive metabolic activation in chalimus and adult stages, with
strong sexual differentiation in adults. KEGG and Gene Ontology enrichment
analyses further demonstrated a highly structured functional microbiome involved in
metabolism, transport, energy production, and cellular regulation.

Overall, these findings support a holobiont model for C. rogercresseyi, in
which microbiota is an active and adaptable part of parasite biology. This study
emphasizes microbiota as a potential target for innovative control strategies such as
microbiome manipulation or anti-microbiota vaccines.
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2. INTRODUCCION

2.1. DESAFIOS SANITARIOS DE LA SALMONICULTURA EN CHILE

La acuicultura desempena un papel fundamental para satisfacer la creciente
demanda de proteina de alta calidad a nivel mundial. Mientras la produccion
pesquera extractiva se ha mantenido relativamente estable durante las ultimas dos
décadas, la acuicultura ha experimentado un crecimiento continuo. En un escenario
de consumo constante, se estima que la produccion acuicola global debera
aumentar desde aproximadamente 82 millones de toneladas en 2018 a cerca de
129 millones de toneladas para el afio 2050, con el fin de satisfacer la demanda
proyectada (Boyd et al., 2022).

En Chile, la acuicultura se sustenta principalmente en el cultivo de
salmonidos, incluyendo el salmon atlantico (Salmo salar), el salmén Coho
(Oncorhynchus  kisutch) 'y la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
(SERNAPESCA, 2021). En el afio 2021, la cosecha nacional alcanzé 995.135
toneladas, posicionando a Chile como el segundo mayor productor mundial de
salmonidos y el quinto productor global de peces de cultivo (FAO, 2021;
SERNAPESCA, 2021). Sin embargo, el crecimiento del sector ha estado
acompanado de diversos desafios sanitarios, ambientales y sociales que dificultan
el desarrollo sustentable de la actividad (Quifiones et al., 2019).

Las condiciones intensivas de produccidén, sumadas a practicas de manejo
como el transporte y la manipulacion de peces, generan estrés cronico que debilita
el sistema inmune y aumenta la susceptibilidad a enfermedades infecciosas
causadas por bacterias, virus, parasitos y hongos (Pickering & Pottinger, 1989).
Entre estas enfermedades, la caligidosis se ha consolidado como una de las
principales problematicas sanitarias de la salmonicultura chilena y como uno de los
mayores retos para la sostenibilidad del sector (Gallardo-Escarate et al., 2019). Los
piojos de mar son ectoparasitos que proliferan en condiciones de alta densidad,
caracteristicas de los sistemas de cultivo intensivo (Hemmingsen et al., 2020;
Torrissen et al., 2013).
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2.2. CALIGIDOSIS: UNA ENFERMEDAD ENDEMICA Y EMERGENTE

La caligidosis es una enfermedad parasitaria causada por Caligus
rogercresseyi, copépodo marino perteneciente a la familia Caligidae, ampliamente
distribuido en el hemisferio sur (Riquelme, 2017). Este ectoparasito se alimenta de
mucus, piel y ocasionalmente sangre de sus hospederos, generando heridas
cutaneas que favorecen la deshidratacion, alteraciones osméticas, inflamacion

cronica y pérdidas productivas significativas (Correa et al., 2017; Gallardo, 2018).

Las infestaciones severas causan erosion cutanea, estrés fisiologico,
disminucion del crecimiento y aumento de la susceptibilidad a infecciones
secundarias, lo que puede culminar en mortalidad (Zalcman et al., 2021). La
gravedad de las lesiones esta directamente asociada a la carga parasitaria y a
factores como la especie hospedadora, la edad, el estado fisiologico y las
condiciones ambientales (Bravo, 2010). La alta capacidad reproductiva de C.
rogercresseyi, combinada con las condiciones de cultivo intensivas, favorece su
rapida proliferacion en sistemas de produccion acuicola (Aaen et al., 2015; Costello,
2006).

Durante la ultima década, la epidemiologia de C. rogercresseyi en Chile se
ha vuelto considerablemente compleja. El aumento sostenido de las densidades de
cultivo, la sincronizacion imperfecta de los tratamientos entre centros y la
conectividad hidrodinamica han favorecido la diseminacién del parasito a escala
regional. Los informes técnicos han documentado una reduccion progresiva en la
eficacia de los antiparasitarios y un aumento del numero de tratamientos por ciclo
productivo, con consecuencias economicas y ambientales relevantes (Aaen et al.,
2015; Helgesen et al., 2014).

La presion selectiva ejercida por el uso reiterado de compuestos
antiparasitarios ha favorecido la emergencia de poblaciones resistentes, lo que ha
disminuido la eficacia de productos como emamectina benzoato, deltametrina y
azametifos (Aaen et al., 2015; Arriagada et al., 2020). A su vez, las lesiones

causadas por el parasito incrementan el riesgo de infecciones bacterianas
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oportunistas, lo que compromete aun mas el bienestar animal. Este escenario ha
impulsado la busqueda de estrategias alternativas, como el control biolégico, el uso
de peces limpiadores, el desarrollo de vacunas y enfoques emergentes basados en

la microbiota.

2.3. CicLO DE VIDA DE CALIGUS ROGERCRESSEYI Y RELEVANCIA ECOLOGICA

El ciclo de vida de C. rogercresseyi comprende estadios larvales planctonicos
(nauplio 1 'y Il), el estadio infectivo (copepodito), fases parasiticas tempranas fijadas
(chalimus 1-1V), estadios moviles preadultos (I-Il) y el estado adulto. Las primeras
etapas son no alimentarias y dependen de reservas energéticas internas, mientras
que el copepodito representa el punto critico de infeccion al reconocer y adherirse
al hospedador. Desde el estadio chalimus, el parasito establece una relacion
ectoparasitaria obligada, desarrollando estructuras especializadas de fijacion vy
alimentacion (Gonzalez & Carvajal, 2003; Marinkovic, 2012).

La ontogenia del parasito no solo define su morfologia y fisiologia, sino
también su exposicibn microbiana. Las etapas planctonicas interactuan
principalmente con la microbiota ambiental pelagica, mientras que las fases
parasiticas incorporan microorganismos procedentes de la piel del pez, el moco y
los tejidos lesionados. Estas fuentes contrastantes sugieren cambios drasticos en
la composicion microbiana a lo largo del desarrollo. Adicionalmente, las demandas
metabdlicas especificas de cada estadio podrian filtrar selectivamente los
microorganismos capaces de persistir, favoreciendo simbiontes asociados a la

nutriciéon, la detoxificacion o la modulacion inmune.
2.4. GENOMICA DE CALIGUS ROGERCRESSEYI COMO PUNTO DE INFLEXION

La reciente secuenciacion del genoma de C. rogercresseyi (Gallardo-
Escarate et al., 2021) ha proporcionado un marco esencial para el estudio molecular

del parasito. Esto invita a reconsiderar al parasito bajo el concepto de holobionte:
una unidad ecologica funcional formada por el organismo hospedador y su
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consorcio microbiano. En este marco, la aptitud biolégica de C. rogercresseyi, su
resistencia a farmacos, su éxito reproductivo y su capacidad de infestacion pueden
ser propiedades emergentes de su interactoma interno (parasito-microbiota) y
externo (parasito-pez). Este esfuerzo permitio identificar familias génicas
involucradas en procesos como el parasitismo, la detoxificacion xenobidtica (por
ejemplo, los citocromos P450), la reproduccion y la interaccion hospedador—
parasito. Ademas, el analisis del ensamblaje reveld la presencia de secuencias
bacterianas asociadas al copépodo, lo que sugirio la coexistencia de una microbiota
mas compleja de lo previamente considerado (Valenzuela-Miranda et al., 2022).

Esto propone que la microbiota podria desempefar funciones clave en el
metabolismo del piojo de mar, abriendo nuevas perspectivas para comprender su
biologia desde un enfoque sistémico e integrador. En este contexto, la microbiota
surge como un componente funcional potencialmente relevante del parasito y, por
consiguiente, como una alternativa promisoria para el desarrollo de nuevas

estrategias de control sanitario.

2.5. IMPORTANCIA DE ESTUDIAR LA MICROBIOTA DE C. ROGERCRESSEYI

El estudio de la microbiota asociada a C. rogercresseyi es fundamental para
comprender su biologia y su impacto en la industria acuicola. En artrépodos
ectoparasitos, la microbiota cumple funciones criticas en procesos fisiolégicos como
digestion, inmunomodulacion y adaptacion a condiciones ambientales adversas
(Degli Esposti & Martinez Romero, 2017) En garrapatas, por ejemplo, se ha
identificado un core microbiome, es decir, un conjunto de bacterias esenciales que
se mantienen a lo largo del ciclo de vida y desempeian funciones clave en la
supervivencia del parasito (Zhang et al., 2020). En Dermacentor silvarum, bacterias
del género Coxiella se encuentran en altas abundancias en huevos y hembras
adultas, lo que sugiere la transmision vertical de simbiontes criticos para el

desarrollo del parasito (Zhang et al., 2020).

La microbiota intestinal de insectos también ha demostrado estar involucrada
en la detoxificacion de pesticidas mediante procesos metabdlicos especificos,
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incluyendo la utilizacion de compuestos toxicos como fuentes de carbono y energia
(Jaffar et al., 2022; Siddiqui et al., 2022). Asimismo, se ha demostrado la expresion
de genes bacterianos asociados a la resistencia frente a piretroides y
organofosforados (ltoh et al., 2018), lo que indica que algunos simbiontes pueden
contribuir directamente a la tolerancia del hospedador frente a agentes quimicos.
Estos antecedentes plantean la posibilidad de que C. rogercresseyi albergue
bacterias que modulen su susceptibilidad a farmacos antiparasitarios o influyan en
su capacidad de infestacion.

En el caso del piojo de mar, la identificacion de su microbiota y de un posible
core microbioma permitiria comprender con mayor profundidad sus procesos
fisiologicos, los mecanismos de infestacion y la transmision de enfermedades, lo
que facilitaria el disefio de estrategias de control mas efectivas. En términos
aplicados, se ha propuesto el desarrollo de vacunas dirigidas contra bacterias
esenciales del parasito (anti-microbiota vaccines) como una alternativa innovadora
(Mateos-Hernandez et al., 2021). Asimismo, se ha sugerido que ciertos taxones
bacterianos clave (keystone taxa) podrian representar blancos terapéuticos
estratégicos, aun cuando no sean los mas abundantes dentro de la comunidad
(Banerjee et al., 2018).

2.6. RELEVANCIA DE IDENTIFICAR DIFERENCIAS MICROBIANAS ENTRE SEXOS Y ETAPAS DE
DESARROLLO

Las diferencias en la composicion microbiana entre etapas del desarrollo
pueden reflejar adaptaciones fisioldgicas a necesidades metabdlicas vy
reproductivas cambiantes (Wang et al., 2019; Zhang et al., 2020). En D. silvarum,
por ejemplo, se ha observado que las ninfas presentan una microbiota distinta de la
de los adultos, con un aumento de Brevibacterium, o que sugiere funciones

especificas de determinadas bacterias en etapas concretas.

Las diferencias entre sexos también han sido ampliamente documentadas.

En mamiferos como ratones y cerdos, la microbiota presenta patrones claramente
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diferenciados entre machos y hembras (Elderman et al., 2018), lo cual esta asociado
a regulacion hormonal (Hu et al., 2021; Org et al., 2016). En las garrapatas, los
machos suelen presentar una mayor diversidad bacteriana que las hembras,
posiblemente debido a diferencias conductuales, nichos ecoldgicos y estrategias
reproductivas (Zhang et al., 2020). En crustaceos, Eriocheir sinensis presenta
nucleos microbianos distintos entre sexos, con diferencias funcionales asociadas
(Jiang et al., 2024).

En C. rogercresseyi, se plantea que machos, hembras y estados juveniles
presentan ensamblajes microbianos diferenciados que podrian influir en el fitness,
la reproduccion, la resistencia quimica y la patogenicidad. Estudios sobre parasitos
como Schistosoma mansoni indican que la diferenciacion sexual puede estar
regulada por mecanismos genéticos y epigenéticos que potencialmente influyen en
la microbiota (Picard et al., 2016). Comprender estas interacciones en C.

rogercresseyi podria revelar mecanismos fundamentales de adaptacion e infeccion.

En los artrépodos parasitos, la microbiota desempefia funciones esenciales
en la biosintesis de vitaminas, la regulacién inmune, la sefializacién endocrina, la
detoxificacion, la resistencia a patdégenos y la reproduccion (Degli Esposti &
Martinez Romero, 2017; Speer et al., 2020; Vigneron & Weiss, 2017). En garrapatas,
simbiontes intracelulares como Coxiella y Rickettsiella resultan indispensables para
la oviposicion y la supervivencia (Zhang et al., 2020). En insectos, las bacterias del
intestino modulan la tolerancia a insecticidas y la susceptibilidad a infecciones
(Jaffar et al., 2022; Siddiqui et al., 2022).

Cada vez hay mas evidencia de que los microorganismos asociados influyen
directamente en la evolucidn del parasitismo. En especies hematdfagas, los
simbiontes compensan deficiencias nutricionales, mientras que en otros sistemas
manipulan procesos reproductivos, incluyendo la fertilidad e incluso la proporcion
sexual. En crustaceos marinos, se han identificado funciones asociadas al
metabolismo energético, al desarrollo embrionario y a la tolerancia ambiental,
sugiriendo que la microbiota desempefa un rol central también en copépodos

parasitos.
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A pesar de la relevancia sanitaria de la caligidosis, el conocimiento sobre la
microbiota del piojo de mar sigue siendo fragmentario. Los estudios disponibles se
han centrado mayoritariamente en caracterizaciones taxonomicas generales
(Gallardo-Escarate et al., 2021; Valenzuela-Miranda et al., 2022), con escasa

resolucion funcional.

En contraste, Lepeophtheirus salmonis, especie relacionada y ampliamente
estudiada en el hemisferio norte, ha mostrado comunidades microbianas complejas
con variaciones entre regiones, estadios y tratamientos farmacologicos (Michaud et
al., 2019). Se ha propuesto que las alteraciones microbianas pueden influir en la
respuesta a los antiparasitarios y en el desarrollo del parasito, lo que refuerza la
necesidad de estudios funcionales en C. rogercresseyi, especialmente

considerando las particularidades ambientales de Chile.

La microbiota esta moldeada por factores del hospedador (genética,
inmunidad, fisiologia, sexo) y del ambiente (temperatura, salinidad, comunidad
microbiana) (Tang et al., 2020). En C. rogercresseyi se desconoce si las diferencias
microbianas entre machos y hembras se originan tempranamente o emergen como

consecuencia del desarrollo sexual.

Dado que los nauplios no se alimentan y el copepodito es la primera etapa
en la que hay interaccién directa con el hospedador, es posible que la microbiota
inicial dependa en gran medida del ambiente, mientras que la estabilidad microbiana
se consolide durante la fase parasitica. ldentificar ventanas criticas de colonizacion

podria abrir posibilidades de intervencion temprana.

2.7. DEL CENSO TAXONOMICO AL POTENCIAL FUNCIONAL, LA NECESIDAD DE UN ENFOQUE
MuLTI-OMICO INTEGRADOR

Tradicionalmente, la caracterizacién de estos consorcios microbianos se ha
basado en el gen 16S rRNA (Fuks et al., 2017) . Si bien esta técnica permite un
censo taxondmico rapido y econdmico, presenta limitaciones criticas: no discrimina
entre cepas, no entrega informacion funcional directa y, crucialmente, no refleja la

actividad metabdlica real de la comunidad. Ademas, esta sujeta a sesgos técnicos.
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Para superar estas barreras, la metagenémica emerge como el siguiente escalon,
permitiendo acceder al potencial metabdlico total de la comunidad, reconstruir
genomas bacterianos (MAGs) y catalogar sus funciones. Sin embargo, el potencial

no siempre se traduce en accion.

Es aqui donde la metatranscriptomica se vuelve indispensable. Esta
aproximacion permite ir mas alla del "qué puede hacer" de la comunidad para
responder a "qué esta haciendo activamente". Al capturar el ARN mensajero,
identifica qué rutas metabdlicas estan expresadas en un momento dado, lo que
permite distinguir a los taxones funcionalmente relevantes de los meros
colonizadores pasivos (Zhang et al., 2021). Para dar sentido a esta avalancha de
datos funcionales, marcos de referencia como KEGG (que permite mapear genes
en rutas metabdlicas concretas) y Gene Ontology (que categoriza funciones en
términos celulares, moleculares y biolégicos) son herramientas esenciales,
proporcionando un marco cuantitativo y biolégicamente interpretable (Rodriguez &
Getino, 2024).

En este contexto, el presente estudio tiene como objetivo caracterizar la
microbiota de C. rogercresseyi a lo largo de su desarrollo ontogenético y entre
sexos, para comprender su rol funcional y su potencial de aplicacion en el control

de la caligidosis.

18



3. HIPOTESIS

El sexo y el desarrollo ontogenético de Caligus rogercresseyi determinan
diferencias significativas en la composicion metagendémica y en la actividad
metatranscriptomica de su microbioma bacteriano, promoviendo funciones

metabdlicas especificas que influyen en la biologia y adaptacion del parasito.

4.0OBJETIVO GENERAL

Analizar la composicidon metagenomica y la expresion metatranscriptomica
del microbioma bacteriano asociado a Caligus rogercresseyi en funcion del sexo y
del desarrollo ontogenético, con el fin de identificar taxones nucleo y funciones

metabdlicas relevantes para la biologia del parasito.

4.1.0OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar y comparar la estructura metagenomica del microbioma
bacteriano a lo largo de distintas etapas del ciclo de vida de Caligus
rogercresseyi mediante secuenciacion del gen 16S rRNA.

2. ldentificar taxones del nucleo (core microbiota) compartidos entre sexos y
etapas ontogénicas mediante analisis metagendmicos comparativos.

3. Caracterizar la expresion génica del microbioma bacteriano mediante analisis
metatranscriptomicos, identificando rutas metabdlicas activas asociadas a
sexo y desarrollo.

4. Integrar datos metagendmicos y metatranscriptomicos para identificar
asociaciones entre taxones bacterianos y funciones metabdlicas relevantes

en el ciclo de vida del parasito.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. RECOLECCION DE MUESTRAS Y DISENO EXPERIMENTAL

Ejemplares adultos de Caligus rogercresseyi fueron recolectados desde
salmones del Atlantico (Salmo salar) cultivados en un centro de cultivo ubicado en
la Region de Los Lagos, sur de Chile. Se prioriz6 un centro con un tiempo de
produccion en agua de mar mayor a ocho meses y con bajo uso de antiparasitarios
y antibidticos. Los copepoditos fueron recolectados del criadero de parasitos del
centro. El muestreo fue realizado por personal técnico de la empresa y ningun pez
fue sacrificado para este estudio. Los peces fueron sedados con benzocaina al 20%
y examinados para la recoleccion manual de parasitos. Todas las operaciones de
manipulacion de peces se realizaron conforme a los manuales aprobados por el
Comité de Etica de la Universidad de Concepcién y SERNAPESCA. Caligus
rogercresseyi, al ser un copépodo, no esta cubierto por las regulaciones sobre el
uso de animales en investigacion, por lo que no se requiri6 aprobacién ética

adicional.

Se establecio un disefio equilibrado segun el sexo (machos y hembras), la
etapa de desarrollo (copepodito) y el compartimiento biolégico analizado (parasito
completo o intestino aislado), con diez réplicas bioldgicas por grupo para los adultos
y cuatrocientos individuos para los copepoditos. Los piojos adultos fueron retirados
cuidadosamente de la piel utilizando pinzas estériles y colocados de inmediato en
tubos estériles de 1,5 mL con etanol al 100%, a fin de preservar la microbiota
bacteriana y minimizar posibles alteraciones en su composicion. El sexo de los
ejemplares se determind mediante criterios morfolégicos. Los copepoditos fueron
recolectados con un filtro de 1,5 ym , segun las UTAs correspondientes a su etapa
de desarrollo (Boxshall & Bravo, 2000). Para reducir la agrupacion intra-hospedador

en el muestreo, no se recolectaron mas de tres individuos por pez.

Para las muestras intestinales, los piojos se esterilizaron superficialmente
para eliminar microorganismos externos. Los especimenes se enjuagaron con agua

de mar estéril filtrada a 0,22 ym, se sumergieron brevemente en etanol al 70%
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durante 30 segundos y se lavaron dos veces con solucidn salina amortiguada con
fosfato (PBS) estéril durante 1 minuto. Las disecciones se realizaron bajo un
estereomicroscopio a 40x sobre placas de Petri estériles. Cada ejemplar se
inmovilizo, fijandolo sobre cera derretida, con la superficie dorsal orientada hacia
arriba. Se realiz6 una incisién a lo largo de la linea media ventral utilizando bisturis
y pinzas finas estériles, y se extrajo el tracto intestinal desde el intestino anterior
hasta el posterior, procurando no romper su contenido. Cada intestino se coloco en
un nuevo tubo con etanol al 100% y se almacen6 a —80 °C hasta la extraccion de
ADN. Cabe destacar que los piojos de mar son organismos diminutos, cuyos adultos

miden aproximadamente 2 mm de longitud de cefalotorax.

5.2. EXTRACCION DE ADN Y AMPLIFICACION DEL GEN 16S

El ADN bacteriano total se aislo a partir de piojos completos homogeneizados
y de intestinos disectados mediante el método de extraccién con fenol—cloroformo.
Se recolectaron tejidos (20—30 mg) de diez piojos adultos por grupo y cuatrocientos
copepoditos, los cuales se descongelaron, lavaron, picaron y homogeneizaron
mediante agitacion con perlas ceramicas. Las muestras se incubaron en un tampodn
de lisis (10 mM Tris-HCI, 400 mM NaCl, 100 mM EDTA, 0,4% SDS y 100 pug/mL de
proteinasa K, pH 8,0) a 37 °C durante 2 horas, con agitacion constante, para

asegurar la lisis completa (Valenzuela-Miranda et al., 2024).

Posteriormente, se adicionaron volumenes iguales de fenol-cloroformo, y las
muestras se centrifugaron a 12 000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. La
fase acuosa se transfirio a un nuevo tubo, se extrajo nuevamente con cloroformo y
se centrifugd. EI ADN se precipitdé con etanol de grado molecular y se purificé con
el kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Germantown, MD, EE. UU.), siguiendo las

instrucciones del fabricante.

La pureza y calidad del ADN se evaluaron con un espectrofotometro
NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.), y su integridad
se verifico mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% en tampdn TAE. Las

21



concentraciones se determinaron por fluorometria con un Qubit 4, utilizando el kit
dsDNA BR (Thermo Fisher Scientific).

Para la amplificacion del gen 16S rRNA, el ADN purificado se diluy6é a 100
ng/uL y se emple6 como molde en reacciones de PCR de 25 pyL que contenian la
polimerasa LongAmp Taq DNA (New England Biolabs, Ipswich, MA, EE. UU.). Se
utilizaron los cebadores universales 27F y 1492R, segun (Valenzuela-Miranda et al.,
2024)

El programa térmico consisti6 en una desnaturalizacion inicial a 95 °C
durante 1 min, seguida de 25 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C durante 20 s,
alineamiento a 56 °C durante 30 s y extension a 65 °C durante 2 min, y finalizé con
una extension a 65 °C durante 5 min. Los amplicones se verificaron mediante

electroforesis en geles de agarosa al 1,2 % en tampdn TAE.

Tabla 1. Partidores para la amplificacion del fragmento 16S de ADNr bacteriano

Primer Secuencia TM (°C)
27F 5'— AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3' 56
1492R 5'—- GGTTACCTTGTTACGACTT - &' 56

5.3. PREPARACION DE BIBLIOTECAS Y SECUENCIACION

Los amplicones de PCR se agruparon por grupo experimental y se purificaron
con perlas Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, Brea, CA, EE. UU.) para
eliminar dimeros de cebadores y productos inespecificos. Los productos purificados

se cuantificaron con un fluorémetro Qubit 4.

Se prepararon tres bibliotecas por grupo experimental utilizando el kit 16S
Barcoding SQK-16S024 (Oxford Nanopore Technologies, Reino Unido), siguiendo
las instrucciones del fabricante. Los amplicones se marcaron con codigos de barras

mediante PCR con la polimerasa LongAmp Taq y se purificaron segun el protocolo
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del proveedor. La calidad y la distribucién de tamanos de las bibliotecas se
evaluaron con un sistema TapeStation 2200 (Agilent, Santa Clara, CA, EE. UU.)

usando DNA ScreenTape, y las concentraciones se verificaron con Qubit.

Se incluyé una comunidad microbiana de referencia (ZymoBIOMICS
Microbial Community Standard, Zymo Research, Irvine, CA, EE. UU.) como control
para monitorear el rendimiento de la corrida. Las bibliotecas codificadas se
mezclaron en concentraciones molares iguales y se cargaron en una celda de flujo
Spot-ON para su secuenciacion en la plataforma MinlON (Oxford Nanopore
Technologies). La eficiencia de secuenciaciéon y la calidad de la corrida se
monitorearon en tiempo real mediante el software MinKNOW (versién 5.8.12).

5.4. PROCESAMIENTO DE DATOS Y ASIGNACION TAXONOMICA

Las lecturas crudas se procesaron mediante basecalling con Guppy (version
6.3.2). Las lecturas con valores de calidad (Q-score) inferiores a 7 se descartaron.
Las secuencias adaptadoras se eliminaron y las lecturas se desmultiplexaron con

Porechop (Bonenfant et al., 2023).

La clasificacion taxonomica se realizd utilizando Emu, una herramienta
desarrollada para lecturas completas de 16S rRNA obtenidas mediante Nanopore,
que emplea un enfoque de maximizacion de expectativa para mejorar la precision
de asignacion (Curry et al., 2022). Se utilizé una base de datos 16S personalizada,
combinando secuencias de referencia con registros provenientes de estudios
previos. Se aplicé un umbral de abundancia minima de 0,01% para eliminar taxones
poco representados, y las lecturas se agruparon en unidades taxonomicas
operativas (OTUs) al 97% de similitud.

5.5. PERFILADO COMUNITARIO Y ANALISIS ESTADISTICO

La tabla de OTUs obtenida se analiz6 con MicrobiomeAnalyst 2.0 para
explorar la estructura y diversidad de la comunidad microbiana. Los datos de

abundancia se transformaron logaritmicamente para su normalizacion. Las curvas
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de rarefaccidn se construyeron con el paquete Vegan de R para evaluar la cobertura
de muestreo y la riqueza de especies (Dixon, 2003).

Las graficas de barras apiladas de composicién taxondmica se generaron
con ggplot2 (Wickham, 2011). Los analisis de diversidad alfa, los diagramas de
Venn y las pruebas de Welch también se realizaron con Vegan.

Los taxones diferencialmente abundantes entre sexos se identificaron
mediante el analisis LEfSe (Linear Discriminant Analysis Effect Size), aplicando una
correccion por tasa de falsos descubrimientos (p < 0,05 ajustado por FDR) y un
puntaje LDA = 4,0 como criterios de significancia. Las principales caracteristicas
discriminantes se visualizaron para destacar los taxones mas relevantes. La
manipulacion de datos se realizdé con dplyr (Beckerman et al., 2017; Foster et al.,
2017).

5.6. PREDICCION DEL POTENCIAL FUNCIONAL

Las inferencias funcionales se evaluaron con PICRUSt2 (Douglas et al.,
2020). Dado que esta herramienta esta optimizada para lecturas cortas, se
extrajeron las regiones V3-V4 de las secuencias completas de 16S mediante

HyperEx (v0.1.0) para generar archivos FASTA adecuados para el analisis.

Las tablas de OTUs y las secuencias se procesaron posteriormente en
PICRUSt2, empleando la base de datos MetaCyc para estimar la abundancia
relativa de rutas metabdlicas (Caspi et al., 2015). Las visualizaciones se generaron
con los paquetes ggpicrust2 y STAMP (Yang et al., 2023).

El analisis estadistico de las diferencias en las rutas metabdlicas entre grupos
se realiz6 con STAMP (Parks et al., 2014), aplicando pruebas de chi-cuadrado con
correccion de Benjamini-Hochberg. Se consideraron significativamente diferentes
aquellas rutas con valores FDR < 0,05.
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5.7. ANALISIS METATRANSCRIPTOMICO Y FUNCIONAL DEL MICROBIOMA

Para complementar los analisis basados en la secuenciacion del gen 16S
rRNA y profundizar en el rol funcional del microbioma asociado a Caligus
rogercresseyi, se analizo informacién transcriptdmica proveniente de experimentos
de RNA-seq realizados previamente por el Laboratorio de Gendmica Acuicola, asi
como conjuntos de datos disponibles en bases de datos publicas. Esta estrategia
permitidé integrar informacién estructural del microbioma con datos de actividad
transcripcional, lo que proporcion6 una vision mas completa del ecosistema

microbiano asociado al parasito y de su relacién funcional con el hospedador.

Previo al analisis, las lecturas de RNA-seq fueron sometidas a un control de
calidad mediante filtrado de adaptadores, eliminacion de secuencias cortas y
descarte de lecturas de baja calidad, estableciendo un umbral de calidad de PHRED
= 20, equivalente a una tasa de error esperada del 1%. Con el fin de permitir
comparaciones directas entre muestras, se realizé un proceso de normalizacion por
rarefaccién, en el que se selecciond aleatoriamente un numero equivalente de
lecturas al tamafo de biblioteca mas bajo, asegurando asi la comparabilidad de las

abundancias relativas entre condiciones experimentales.

El perfilado taxonémico del componente microbiano de los datos
transcriptomicos se realiz6 mediante el mapeo directo de lecturas contra bases de
datos de referencia. Para ello, se emplearon bases de datos personalizadas
desarrolladas por el equipo de trabajo, que integraron genomas de virus, protozoos
y hongos provenientes de RefSeq, junto con la base de datos bacteriana del médulo
CLC Microbial Genomics Module version 21.1 (Qiagen, Hilden, Alemania). Este
enfoque permitié una identificacion taxondmica transversal del microbioma presente
en las muestras transcriptémicas, complementando la resolucién obtenida mediante

la secuenciacion del gen 16S rRNA.

Con el objetivo de explorar asociaciones funcionales entre la microbiota
bacteriana y la biologia del parasito, se evaluo la relacion entre la abundancia
relativa de taxones microbianos y los niveles de expresion génica del hospedador.
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Para ello, se aplicaron analisis de correlacion de Pearson entre la expresion de
genes del parasito (expresados como TPM) y la abundancia relativa de los
principales taxones bacterianos detectados. Estos analisis se realizaron
diferenciando por sexo y por etapa ontogenética, lo que permitié identificar patrones
especificos de co-regulacion potencial entre la microbiota y procesos fisioldgicos
clave durante el desarrollo del ectoparasito.

5.8. ANALISIS DE ANOTACION FUNCIONAL Y ENRIQUECIMIENTO

Con el fin de caracterizar funcionalmente los transcriptomas bacterianos
asociados a todos los estadios de desarrollo, se emple6é un enfoque de anotacion
funcional basado en ontologias génicas y rutas metabdlicas. Las secuencias
transcriptomicas fueron anotadas utilizando la base de datos EQgNOG a través de
la plataforma eggNOG-mapper versidn 2.1.12 (Huerta-Cepas et al., 2019), lo que
permitié asignar ortdlogos funcionales, términos GO y rutas KEGG a los genes
expresados.

Las anotaciones de Ontologia Genética (Gene Ontology, GO) ("The Gene
Ontology Resource: 20 years and still GOing strong," 2019) fueron procesadas
cuantificando dos meétricas complementarias: (i) la frecuencia de genes anotados
por término GO, vy (ii) la actividad transcripcional total por término, calculada como
la suma de los valores TPM de todos los genes asociados a una categoria funcional
especifica. Esta aproximacion permitio distinguir entre funciones altamente
representadas en el numero de genes y aquellas dominantes en términos de

actividad metabdlica.

De forma complementaria, las rutas metabdlicas de KEGG (Kanehisa & Goto,
2000) fueron analizadas mediante la agregacién de los niveles de expresion (TPM)
por ruta, lo que permitié identificar procesos metabdlicos predominantes dentro de
la comunidad bacteriana activa. Para enfocar el analisis en funciones
biolégicamente relevantes, se consideraron unicamente los genes con niveles de

expresion superiores a 1 TPM en al menos una muestra. A partir de estas métricas,
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se seleccionaron las veinte funciones y rutas mas representativas segun el numero

de genes anotados y la actividad transcripcional total.

El analisis funcional incluy6é procedimientos de ordenamiento descendente
para identificar las funciones dominantes, asi como comparaciones entre métricas
estructurales (recuento de genes) y métricas funcionales (TPM), lo que permitio
detectar posibles discrepancias entre la abundancia genética y la actividad
metabolica efectiva. Esta aproximacion facilitd la identificacion de procesos
potencialmente clave para la fisiologia bacteriana en el sistema parasito-
hospedador.

5.9. INTERPRETACION INTEGRATIVA

Finalmente, los resultados obtenidos a partir del perfilado taxonémico, de los
analisis de correlacion y de los enriquecimientos funcionales fueron integrados en
una interpretacion sistémica del microbioma de C. rogercresseyi. Esta integracion
permitié establecer asociaciones preliminares entre grupos bacterianos especificos
y rutas metabdlicas activas, aportando evidencia funcional sobre el posible rol del
microbioma en procesos asociados al desarrollo, al metabolismo y a la adaptacion
del parasito en el ambiente de cultivo.

6. RESULTADOS

6.1. ANALISIS DE DIVERSIDAD EN COPEPODITOS, PIOJOS DE MAR ADULTOS E INTESTINOS

Las lecturas obtenidas mediante secuenciacion del gen 16S rRNA fueron
sometidas a un riguroso control de calidad y filtrado. Los analisis de diversidad alfa
y beta de la microbiota de Caligus rogercresseyi evidenciaron diferencias
significativas en la composicion y estructura de la comunidad bacteriana en funcion
de los factores estudiados: etapa de desarrollo e intestinos. Adicionalmente, se
obtuvieron mesetas constantes en las curvas de rarefaccion de todos los grupos
analizados, lo que indica que la profundidad de secuenciacion fue adecuada para
representar la diversidad microbiana. Si bien la cobertura no influyd
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significativamente en las estimaciones de diversidad, se observé una reduccion
evidente de la diversidad bacteriana en los grupos correspondientes a machos y

machos-intestino, en comparacion con hembras y copepoditos (Fig. 1).
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Figura 1 Curvas de rarefaccion de la microbiota bacteriana asociada a Caligus rogercresseyi.
Construidas a partir de lecturas del gen 16S rRNA para evaluar la suficiencia del esfuerzo de
secuenciacion y comparar la riqgueza bacteriana entre grupos biolégicos. Se incluyen hembras,
machos, copepoditos y muestras intestinales separadas por sexo.

Los indices de diversidad alfa confirmaron una disminucion significativa de la
diversidad bacteriana en machos en comparacion con los otros dos grupos (Fig. 2).
Esta tendencia fue consistente tanto para la microbiota total como para las muestras
intestinales. Los diagramas de Venn que muestran la distribucion de taxones
exclusivos y compartidos entre grupos (Fig. 3) reflejaron una menor riqueza
microbiana asociada a los machos en relacion con las hembras y al estadio juvenil;
esta diferencia también se aprecia en los grupos de muestras intestinales, donde el

intestino de macho demuestra una diversidad menor de bacterias asociadas.
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Figura 2 Diversidad alfa de la microbiota bacteriana en Caligus rogercresseyi segun sexo y estadio de desarrollo.
Boxplot de los indices de diversidad Chao1 (A), Shannon (B) y Simpson (C) para machos, hembras adultas y
copepoditos de Caligus rogercresseyi. Cada punto representa una muestra individual y el rombo negro indica el
valor promedio del grupo.
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Figura 3 Diagrama de Venn (A) y upset plot (B) que representan el nimero de taxones bacterianos
exclusivos y compartidos entre machos, hembras y copepoditos de Caligus rogercresseyi a partir del
analisis de secuenciacion del gen 16S rRNA.

29



6.2. ABUNDANCIA RELATIVA BACTERIANA EN PIOJOS DE MAR ADULTOS Y COPEPODITOS

La clasificacion taxonomica reveld diferencias marcadas en la abundancia
relativa de bacterias de la microbiota entre los tres grupos estudiados. EI menor
numero de taxones detectados en los machos, observado previamente (Fig. 3), fue
consistente con la baja riqueza y abundancia relativa registradas en los grupos
Macho y Macho-Intestino, seguido del grupo de hembras, que presenté un mayor
numero de bacterias asociadas. Por ultimo, el grupo de copepoditos presenté el
mayor numero de taxones asociados, lo que refleja una mayor diversidad y

abundancia relativas que los grupos de piojos adultos (Fig. 4).
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Figura 4 Grafico de barras apiladas que muestra la abundancia relativa de los principales géneros
bacterianos asociados a copepoditos (C-lI), hembras adultas y machos adulios de Caligus
rogercresseyi. Cada barra representa la proporcion promedio de los géneros bacterianos mas
abundantes por grupo, mientras que la categoria “Otros” agrupa los taxones de menor abundancia
relativa.
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El analisis del mapa de calor (heatmap) confirmé estas diferencias, mostrando
cambios claros en la abundancia relativa de taxones bacterianos entre sexos y
etapas de desarrollo (Fig. 5). Las comunidades microbianas se agruparon de
manera consistente en tres clusteres bien definidos, correspondientes a machos,
hembras y copepoditos, lo que evidencia la existencia de perfiles microbianos
especificos. Los géneros bacterianos presentaron distribuciones diferenciales, lo
que confirma un sesgo sexual y ontogénico en la composicion microbiana.
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Figura 5 Mapa de calor que representa la abundancia relativa normalizada (Z-score) de especies
bacterianas detectadas en individuos de Caligus rogercresseyi correspondientes a machos (M_1-
M_3), hembras (F_1-F_3) y copepoditos (C_1-C_3). Cada fila corresponde a una repeticion
biolégica y cada columna a una especie bacteriana. Los valores de color indican abundancia relativa
estandarizada, donde tonos calidos representan mayor abundancia relativa y tonos frios menor
abundancia

Los cladogramas circulares (Fig. 6). destacaron estas diferencias a nivel de
género y etapa de desarrollo. En las hembras (Fig. 6A), el género Aliivibrio resulto
dominante, representando aproximadamente el 33% de la abundancia total,
mientras que en los machos (Fig. 6B) y en los copepoditos (Fig. 6C) predominé
Tenacibaculum, con cifras superiores al 20% en ambos casos. Resulta relevante
sefalar que ambos géneros bacterianos incluyen especies reconocidas como
patogenas de peces de cultivo. El heatmap (Fig. 7) muestra que estos y otros
géneros de importancia sanitaria presentaron abundancias diferenciales entre los
tres grupos, lo que sugiere que machos y hembras podrian constituir reservorios

bacterianos distintos con potencial impacto en la interaccion parasito—hospedador.
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Figura 6 Composicion taxonémica diferencial de la microbiota bacteriana en hembras, machos y
copepoditos de Caligus rogercresseyi. Diagramas circulares jerarquicos (sunburst) que representan
la composicién taxonémica de la microbiota asociada a hembras (A), machos (B) y copepoditos (C).
Cada anillo concéntrico corresponde a un nivel taxonémico crecientemente especifico (filo — clase
— orden — familia — género) y el tamafio de cada sector indica la abundancia relativa de los taxones
detectados en cada grupo.
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Acinetobacter johnsonii 6000,00
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Figura 7 Mapa de calor que muestra la abundancia relativa de especies bacterianas reportadas
como patdgenas o potencialmente patdgenas en peces, detectadas en Caligus rogercresseyi. Las
columnas representan los tres grupos analizados: copepodito, hembras adultas y machos adultos,
mientras que las filas corresponden a especies bacterianas. La escala de color refleja la intensidad
de abundancia (valores normalizados), donde tonos claros indican baja presencia y tonos rojos
sefalan altas abundancias relativas.

6.3. MICROBIOTA INTESTINAL: DIFERENCIAS DE COMPOSICION Y ABUNDANCIA

El analisis de abundancia relativa de la microbiota intestinal revelé una mayor
riqueza y diversidad bacteriana en hembras que en machos, como se observa en el
heatmap (Fig. 8A). Estos resultados confirman el patron observado en los analisis
de diversidad global, donde las hembras presentaron una comunidad microbiana

mas compleja.

El grafico de barras (Fig. 8B) mostré que el género Vibrio es predominante
en ambos sexos y puede ser el componente central de la microbiota intestinal. Este
género bacteriano incluye especies patdgenas para peces. Adicionalmente, las
hembras presentaron mayores proporciones de Aliivibrio y Tenacibaculum, ambos
géneros también asociados a patogenicidad en salmones. Estos resultados
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sugieren que, mas alla de una mayor diversidad, la microbiota intestinal de las
hembras podria constituir un reservorio particularmente importante de bacterias

potencialmente patdgenas para los peces hospedadores.
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Figura 8. Diferenciacion sexual en la microbiota intestinal de Caligus rogercresseyi. (A) Mapa de calor que
representa la abundancia relativa normalizada (Z-score) de los géneros bacterianos mas representativos
detectados en el intestino de machos (M_1-M_3) y hembras (F_1-F_3) adultas. (B) Abundancia relativa de los
principales géneros bacterianos de la microbiota intestinal en cada individuo (barras apiladas)

6.4. COMPOSICION DEL CORE MICROBIANO

El analisis del core microbiano de Caligus rogercresseyi reveld una
comunidad bacteriana conservada, compartida entre machos, hembras vy
copepoditos. Se identificd un total de 35 géneros bacterianos como parte del core
microbiano, definido como aquellos taxones presentes en los tres grupos,
independientemente de las variaciones en la abundancia. El analisis de prevalencia-
abundancia de la figura 9 demostré que el core microbiano esta dominado por varios
géneros asociados a ambientes marinos que presentan alta prevalencia (>0,8) pero
baja abundancia relativa (<0,05%). Entre los géneros mas relevantes se
encontraron Tenacibaculum, Aliivibrio, Sulfitobacter, Halocynthiibacter, Leucothrix,

Vibrio y Colwellia. Estos taxones se detectaron en casi todos los individuos, lo que
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sugiere su papel como miembros estables de la microbiota del piojo de mar. Por
otro lado, varios géneros mostraron una prevalencia intermedia (0,4-0,8), entre
ellos Lacinutrix, Aquimarina y Dokdonia. Mientras que un tercer grupo, que incluyo
taxones como Falsihalocynthiibacter, Aureispira, e Elizabethkingia, presentd baja
prevalencia (<0,4), lo que indica que estan presentes solo de manera esporadica en
los grupos del hospedador.
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Figura 9. El mapa de calor representa la prevalencia de los géneros bacterianos identificados como
parte del microbioma nucleo de Caligus rogercresseyi. El eje horizontal muestra distintos umbrales
crecientes de abundancia relativa (0.010-0.369%), que representan el porcentaje minimo
requerido para considerar un taxén como presente en una muestra. El eje vertical corresponde a
los géneros bacterianos detectados, ordenados segun su prevalencia decreciente, copepoditos y
muestras intestinales separadas por sexo.
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El gradiente de umbral de deteccién (0,010-0,369%) ilustra que la mayoria
de los taxones del core se detectaron de forma consistente incluso en umbrales de
abundancia muy bajos, lo que refuerza su asociacion persistente con el hospedador.
Cabe destacar que algunos de los géneros con alta prevalencia, como Vibrio y
Tenacibaculum, son conocidos por su capacidad quitinolitica y por su presencia
comun en ambientes marinos, lo que sugiere posibles roles funcionales en las

interacciones huésped-microbio relacionadas con el exoesqueleto del parasito.

6.5. Analisis discriminante lineal (LDA)

El analisis discriminante lineal (LDA) identifico especies bacterianas con un
valor discriminante significativo entre machos, hembras y copepoditos de Caligus
rogercresseyi. La figura 10 muestra las especies ordenadas segun su LDA score,
que refleja su capacidad para diferenciar los tres grupos analizados.

Se observé una marcada representacion del género Aliivibrio, con tres
especies (A. finisterrensis, A. wodanisy A. salmonicida) entre las mas
discriminantes. Cabe destacar que A. salmonicida es reconocido como un patégeno
relevante en salménidos, lo que sugiere una potencial interaccion tripartita entre el
piojo de mar, las bacterias y el pez hospedero. El género Tenacibaculum también
mostré una fuerte capacidad discriminante mediante T. fodarodis 'y T. ovolyticum,
especies frecuentemente asociadas a infecciones en organismos marinos. La
presencia de especies como Wenyingzhuangia fucanilytica, conocida por su
capacidad para degradar polisacaridos complejos, Yy Ornithobacterium
rhinotracheale, sugiere diferencias en las capacidades metabdlicas de la microbiota
entre los distintos estadios y sexos de C. rogercresseyi. Esto indica que existen
diferencias significativas en la composicion de especies bacterianas entre machos,
hembras y copepoditos. Estas diferencias podrian reflejar variaciones en la
fisiologia especifica de cada grupo, las interacciones microbiolégicas con el
ambiente marino, los mecanismos de adaptacion a la vida parasitaria y la potencial

transmision de patégenos bacterianos al salmon hospedero.
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De manera concordante, el analisis LDA aplicado a la microbiota intestinal
(Fig. 10B) reveld diferencias a nivel de especie. En los machos, Vibrio splendidus
fue identificado como la especie mas discriminante, mientras que en las hembras
predominaron Aliivibrio wodanis, Tenacibaculum dicentrarchi y Vibrio atlanticus.
Estos resultados refuerzan la existencia de una microbiota con fuerte sesgo sexual

tanto a nivel del organismo completo como del intestino.
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Figura 10. Grafico de barras que representa las especies bacterianas con mayor capacidad de
discriminacion entre machos, hembras y copepoditos de Caligus rogercresseyi, identificadas
mediante analisis LEfSe (Linear Discriminant Analysis Effect Size). El eje horizontal muestra el
puntaje LDA, que cuantifica el tamafio del efecto de cada taxén en la diferenciacion entre grupos,
mientras que el eje vertical lista las especies bacterianas identificadas.
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6.6. PREDICCION DEL POTENCIAL FUNCIONAL DEL MICROBIOMA

Para inferir el potencial metabdlico de las comunidades bacterianas
asociadas a machos y hembras de C. rogercresseyi, se realiz6 un analisis de
prediccion funcional con PICRUSt2. Los perfiles funcionales obtenidos, basados en
rutas de KEGG y MetaCyc, fueron comparados entre sexos mediante analisis
estadistico en la plataforma STAMP.

Se identificaron 64 rutas metabdlicas con diferencias estadisticamente
significativas (q < 0.05), de las cuales 42 estuvieron enriquecidas en hembras y 22
en machos, lo que revela un patron claro de especializacion funcional dependiente
del sexo. La microbiota asociada a hembras mostré un enriquecimiento notable de
rutas vinculadas al catabolismo y a la produccién de energia, incluyendo la B-
oxidacion de acidos grasos, la glicdlisis y la degradaciéon de glucégeno. Ademas, se
observaron rutas involucradas en la degradacion de aminoacidos, nucledtidos y
compuestos organicos complejos, asi como procesos fermentativos, o que indica

una comunidad orientada a la obtencidn de energia y al reciclaje metabdlico.

En contraste, la microbiota de machos presentd un perfil funcional orientado
a procesos anabdlicos. Se detectd un enriquecimiento significativo en las rutas de
biosintesis de aminoacidos de cadena ramificada (valina, leucina e isoleucina), en
la sintesis de acidos grasos y en la produccion de lipidos especificos, como
palmitato y cis-vaccenato. También se observé una mayor representacion de rutas
de biosintesis de nucledtidos y de S-adenosilmetionina, una molécula clave en

procesos de metilacion y regulacion metabdlica.

En conjunto, estos resultados (Fig. 11) demuestran que el sexo no solo
influye en la composicion taxondmica de la microbiota de C. rogercresseyi, sino
también en su perfil funcional. Estas diferencias podrian tener implicancias directas
en la fisiologia del parasito, en su respuesta a tratamientos antiparasitarios y en su

rol como reservorio de patégenos bacterianos para los peces en cultivo.
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Figura 11. La figura muestra las rutas metabolicas KEGG significativamente diferentes entre
hembras (naranja) y machos (azul) de Caligus rogercresseyi, obtenidas mediante inferencia
funcional basada en secuencias de 16S rRNA utilizando PICRUSt2 y comparadas mediante analisis
estadistico en STAMP. En el panel izquierdo se presentan las proporciones relativas (%) de cada
ruta metabolica por sexo. El panel derecho muestra la diferencia entre proporciones (hembras -
machos) junto con los intervalos de confianza del 95%.

6.7. DINAMICA ONTOGENICA DE LA ACTIVIDAD BACTERIANA

La figura 12 muestra un mapa de calor de expresion génica bacteriana
construido mediante la integracion de datos de RNA-seq del piojo de mar con
genomas reconstruidos de su microbiota. Cada fila representa contigs derivados de
genomas bacterianos y cada columna corresponde a un estadio de desarrollo
(Nauplius 1, Nauplius Il, Copepodito, Chalimus I-Il, Chalimus Ill-1V) y adultos

diferenciados por sexo (Hembra y Macho). La escala de color refleja niveles de
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expresion normalizados (valores Z-score), donde los tonos calidos indican mayor
actividad transcripcional y los tonos frios, menor actividad relativa. Donde se
observa un patron de reconfiguracion funcional del microbioma a lo largo del

desarrollo de C. rogercresseyi.

En las etapas tempranas Nauplius | y II, la expresion bacteriana es
generalmente baja y homogénea, lo que seria consistente con que estas fases no
son alimentarias y dependen principalmente de reservas enddgenas de nutrientes
del parasito. Esto sugiere que en estadios planctonicos la microbiota actua como
una comunidad ambiental transitoria, con baja actividad funcional integrada.
Durante el estadio de copepodito, se observa la activacién selectiva de algunos
genomas bacterianos especificos. Esta etapa representa el punto critico de
infeccion y transicion al parasitismo, lo que sugiere que ciertos taxones podrian
desempenar funciones asociadas al reconocimiento del hospedador, a la
adaptacion al nuevo nicho o a las respuestas al estrés ambiental durante el proceso
de fijacion al pez. Durante los estadios Chalimus |-l y llI-IV, la actividad
transcripcional bacteriana aumenta de forma marcada y heterogénea, lo que indica
que el microbioma comienza a integrarse funcionalmente en el sistema huésped.
En estas fases, el parasito ya se alimenta activamente, lo que podria favorecer el
aumento de bacterias con capacidades metabdlicas ligadas a la digestion, al

procesamiento de nutrientes y a la detoxificacion.

En los individuos adultos, el heatmap revela una clara divergencia funcional
entre machos y hembras, reflejada en conjuntos distintos de contigs activamente
transcritos. En hembras, se observa una activacion de multiples genomas
bacterianos distintos de los del macho, lo que sugiere una microbiota
metabodlicamente activa. Esto podria estar relacionado con su mayor complejidad
fisiologica, considerando la produccion de huevos, la demanda energética asociada
a la reproduccioén y el metabolismo lipidico.

En machos, en cambio, se observa una menor diversidad de genomas
altamente activos, lo que sugiere una microbiota mas especializada o

funcionalmente reducida.
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Figura 12. Dinamica ontogénica y diferenciacion sexual de la actividad transcripcional bacteriana en
Caligus rogercresseyi. Mapa de calor de expresién normalizada (Z-score) de contigs bacterianos
detectados en el RNA-seq del parasito a lo largo del desarrollo ontogénico (Nauplius |, Nauplius I,
Copepodid, Chalimus I-Il, Chalimus llI-IV) y en adultos diferenciados por sexo (Female, Male).
Cada fila representa un contig bacteriano anotado contra genomas de referencia, mientras que cada
columna corresponde a un estadio o sexo. Los colores calidos representan mayor actividad
transcripcional relativa y los colores frios menor actividad.
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6.8. ANALISIS FUNCIONAL DEL MICROBIOMA BACTERIANO EN CALIGUS ROGERCRESSEYI
MEDIANTE KEGG

Para caracterizar el perfil funcional activo de la microbiota bacteriana
asociada a Caligus rogercresseyi, se integraron datos de RNA-seq del parasito con
genomas bacterianos reconstruidos a partir de la microbiota, lo que permitio
cuantificar la actividad transcripcional bacteriana mediante la asignacion de rutas
metabdlicas KEGG.

El analisis de las veinte rutas metabdlicas con mayor actividad transcripcional
(Fig. 13) revel6 que la categoria ko01100—Metabolic pathways concentré el mayor
nivel de expresion acumulada, lo que evidencia una alta activacion global del
metabolismo bacteriano dentro del sistema parasito—microbiota. Esta categoria, que
agrupa multiples procesos metabdlicos centrales, mostré una actividad
transcripcional sustancialmente superior a la de las demas rutas analizadas. La
segunda categoria mas activa correspondié a ko01110-Biosynthesis of secondary
metabolites, seguida por ko01120—Microbial metabolism in diverse environments, lo
que indica que la microbiota bacteriana presenta una notable capacidad biosintética
y una alta adaptabilidad metabdlica frente a condiciones ambientales variables.
Asimismo, se detectd una actividad relevante en la categoria ko01130, que agrupa
funciones metabdlicas aun no completamente anotadas en la base de datos KEGG,

lo que sugiere la presencia de repertorios funcionales no totalmente caracterizados.

Otras rutas altamente representadas incluyeron sistemas de transporte
(ko02010 — ABC transporters), sistemas de sefalizacion (ko02020—Two-component
system), y comunicacion bacteriana (ko02024—Quorum sensing), lo que sugiere una
microbiota funcionalmente integrada, con capacidades activas de deteccion
ambiental, regulacion de la expresion génica y transporte de metabolitos.

Adicionalmente, se observaron altos niveles de actividad en rutas asociadas
al metabolismo central, tales como el metabolismo del carbono, el metabolismo de
purinas y pirimidinas, el metabolismo de aminoacidos (glicina, serina, treonina,

arginina y prolina), la glicdlisis, la fosforilacion oxidativa y el metabolismo del
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piruvato. Estas observaciones reflejan un perfil metabdlico bacteriano

energéticamente activo y orientado tanto a la produccion de energia como a la

biosintesis celular.
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Figura 13. Funciones metabdlicas de KEGG con mayor nivel de actividad transcripcional en la
microbiota bacteriana para Nauplios | (A), Nauplios Il (B), Copepoditos (C), Chalimus I-1l (D), Hembra
adulta (E) y Macho adulto (F). La figura muestra las veinte rutas metabdlicas de KEGG con mayor
expresion acumulada, estimada a partir de datos metatranscriptomicos (TPM). Las barras
horizontales representan la actividad transcripcional total por ruta metabdlica, mientras que el eje
vertical indica las categorias funcionales segun la base de datos KEGG
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6.9. RELACION ENTRE ESTRUCTURA GENICA Y ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL

Los diagramas de burbujas de la figura 14 permitieron evaluar de manera
conjunta el numero de genes anotados por ruta metabdlica y la actividad
transcripcional acumulada (TPM), entregando una vision integrada del potencial
funcional versus uso efectivo de cada via. En este analisis se observé que ko01100
(Metabolic pathways) no solo present6 la mayor cantidad de genes anotados, sino
también el nivel mas alto de expresion, lo que indica una correspondencia directa
entre abundancia génica y relevancia funcional. En contraste, rutas como
Biosynthesis of secondary metabolites y Microbial metabolism in diverse
environments mostraron una alta actividad transcripcional, con un numero
relativamente menor de genes, lo que sugiere una priorizacion funcional de estas

rutas en la microbiota asociada a hembras.

El grupo ko01130 presentd valores intermedios tanto en numero de genes
como en actividad transcripcional, lo que refuerza su posible importancia funcional.
Por otro lado, rutas como Ribosome mostraron niveles moderados de expresion,
consistentes con funciones celulares basales de traduccion, lo que refleja actividad

metabdlica constitutiva.
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Figura 14. Relacion entre el nUmero de genes asociados a cada ruta KEGG y su actividad transcripcional
total. Las figuras corresponden a un diagrama de burbujas en el que se representa la relacion entre el
numero de genes bacterianos anotados por ruta metabolica KEGG (eje horizontal) y la actividad
transcripcional acumulada, expresada como TPM total (eje vertical), para Nauplios | (A), Nauplios Il (B),
Copepoditos (C), Chalimus I-1l (D), Hembra adulta (E) y Macho adulto (F). Cada punto representa una ruta
metabdlica individual. El tamafio del punto es proporcional al total de TPM registrados en cada ruta, mientras
que la escala de color indica niveles relativos de expresion transcripcional.
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6.10. DINAMICA ONTOGENICA DE LAS PRINCIPALES RUTAS KEGG EN EL MICROBIOMA DE
CALIGUS ROGERCRESSEYI

Aunque en los analisis anteriores todas las etapas de desarrollo evaluadas
compartieron un conjunto funcional similar de rutas metabdlicas, se observaron
diferencias marcadas en los niveles de expresion (TPM) y en la abundancia relativa
de genes asociados a cada funcion. Este patron puede indicar que la microbiota
mantiene un nucleo funcional conservado a lo largo del desarrollo, pero con
modulaciones importantes en su nivel de actividad segun estadio y sexo del
hospedador.

La figura 15 muestra la comparacion de las rutas metabdlicas KEGG mas
representativas del microbioma bacteriano de Caligus rogercresseyi a lo largo de
las distintas etapas de desarrollo ontogenético. El eje vertical representa la actividad
transcripcional acumulada (TPM) en escala logaritmica, mientras que el eje
horizontal corresponde a las fases del ciclo de vida. Se observa un patron
consistente de activacion diferencial en todas las rutas analizadas durante el
desarrollo, con variaciones marcadas entre las fases tempranas, intermedias y
adultas. En particular, las rutas mas destacadas en los analisis anteriores, ko01100,
ko01110, ko01120 y ko02010, mostraron patrones paralelos de fluctuacion, lo que
sugiere una reorganizacion coordinada de la actividad metabdlica bacteriana.

Durante las etapas plancténicas tempranas (Nauplius | y Il), se registraron
niveles elevados de expresion en todas las rutas evaluadas. Esta alta actividad
sugiere la presencia de una microbiota ambiental metabolicamente activa asociada
a los estadios larvales libres del parasito. En contraste, en el estadio copepodito se
observé una disminucion abrupta de la actividad transcripcional bacteriana en todas
las rutas, lo que indicaria un evento de transicion funcional coincidente con el inicio
del proceso de infeccidon del hospedador. Esta reduccion podria estar asociada a un
recambio microbiano durante la fijacion al pez o a condiciones fisiologicas
transitorias desfavorables para la expresion bacteriana. Posteriormente, durante los
estadios chalimus |-, se evidencié una reactivacion generalizada de las rutas

metabdlicas, lo que sugiere que la microbiota comienza a establecerse
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funcionalmente una vez que el parasito inicia su alimentacion activa sobre el
hospedador. Sin embargo, en Chalimus IlI-IV se detectd6 una nueva disminucion
significativa en la actividad bacteriana, especialmente en las rutas relacionadas con
el transporte y la biosintesis, reflejando un segundo punto critico de reorganizacion

funcional.

En adultos, se observé una activacion marcada y diferenciada segun el sexo.
En ambos sexos, las rutas metabdlicas mostraron un aumento significativo respecto
a los estadios juveniles, lo que evidencia la consolidacion de una microbiota

metabodlicamente activa en la fase adulta.
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Figura 14. Dinamica de la actividad transcripcional de rutas KEGG seleccionadas a lo largo del ciclo
de vida de Caligus rogercresseyi. La figura muestra la variacion en la actividad transcripcional total
(TPM acumulada) de cuatro rutas metabdlicas de KEGG en distintos estadios del desarrollo
ontogénico y en adultos diferenciados por sexo. El eje horizontal representa las etapas de desarrollo,
mientras que el gje vertical indica los valores de TPM total en escala logaritmica (log,,). Cada linea
corresponde a una categoria funcional KEGG distinta
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En el PCA de la figura 16 se observa una separacion clara entre los distintos
estadios de desarrollo, lo que evidencia que el perfil funcional del microbioma no se
mantiene constante, sino que experimenta cambios profundos a lo largo de la

ontogenia del parasito.
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Figura 15. Analisis de componentes principales (PCA) basado en perfiles funcionales de KEGG de
la microbiota bacteriana asociada a Caligus rogercresseyi. El grafico representa la proyeccion de las
muestras correspondientes a diferentes estadios de desarrollo (Nauplius I, Nauplius I, Copepodito,
Chalimus I-Il, Chalimus IlI-1V) y adultos diferenciados por sexo (hembra y macho) en los dos
primeros componentes principales (PC1 y PC2), calculados a partir de la actividad transcripcional
bacteriana asociada a rutas metabdlicas KEGG

6.11. ENRIQUECIMIENTO FUNCIONAL SEGUN GENE ONTOLOGY (GO)

El analisis de enriquecimiento funcional mediante Gene Ontology (GO) (Fig.
17) reveld que la microbiota asociada a Caligus rogercresseyi presenta una

actividad funcional altamente estructurada y especifica segun el estadio de

51



desarrollo y sexo del hospedador. En la categoria de Procesos Biologicos, se
observaron términos significativamente enriquecidos relacionados con el transporte
y la respuesta a bacteriocinas, la division celular, la biosintesis de cofactores como
NAD vy los procesos de interaccion con el hospedador. Estos procesos sugieren una
microbiota metabdlicamente activa, involucrada en la competencia microbiana y en
el establecimiento de relaciones huésped-microorganismo. Adicionalmente, la
deteccion de procesos como la sintesis de translesion de ADN, la organizacion de
la pared celular y la respuesta al frio indica una comunidad bacteriana adaptada
para tolerar el estrés ambiental y el dafio genético. En la categoria de Componentes
Celulares, los términos enriquecidos incluyeron estructuras clave del metabolismo
bacteriano, como el espacio periplasmico, los complejos de ATP sintasa y la
maquinaria ribosomal. Esta sobrerrepresentacion refleja una alta actividad en los
procesos de generacion de energia, traduccion proteica y transporte molecular.
Consistente, la categoria de Funciones Moleculares mostré enriquecimiento en
actividades enzimaticas como metiltransferasas, transpeptidasas de peptidoglicano,
deshidrogenasas dependientes de NADP* y enzimas involucradas en
modificaciones postraduccionales. La identificacion de funciones de unién a
componentes virales sugiere posibles interacciones con fagos o mecanismos de

defensa antiviral.

En hembras adultas (Fig. 17A), el perfil de enriquecimiento refleja un estado
metabalico altamente activo y biosintético. La sobrerrepresentacién de procesos
como la divisién celular bacteriana, la biosintesis de NAD de novo y la biosintesis
de glutamato, un precursor clave en el metabolismo nitrogenado, junto con
funciones de lipoilacién (esenciales en el ciclo de Krebs) y de metabolismo de
compuestos sulfurados, indica una comunidad microbiana proliferativa vy
metabolicamente versatil. Este perfil es consistente con las demandas energéticas
y biosintéticas asociadas a la produccion de huevos. El dominio de actividades
moleculares como metiltransferasas (modificacion epigenética y de
macromoléculas) vy deshidrogenasas dependientes de NADP (biosintesis

reductora), y la prominencia de componentes celulares como el espacio
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periplasmico (interfaz de transporte y deteccion), refuerzan la nocién de una

microbiota involucrada en un metabolismo primario y secundario activo.

En contraste, la microbiota de los machos (Fig. 17B) mostré un
enriquecimiento en procesos regulatorios, de mantenimiento y de respuesta al
estrés. Términos como sintesis por translesion (tolerancia al dafo del
ADN), organizacion de la pared celular (integridad estructural) y una fuerte sefal
en actividades ribosomales y de union a macromoléculas, sugieren un perfil
centrado en la homeostasis celular, la reparacion y la sintesis proteica, mas que en
una proliferacidn activa. Esto podria reflejar diferencias fisioldgicas ligadas al sexo,
en las que la inversion energética de los machos no esta dirigida hacia la

reproduccion en la misma medida que en las hembras.

Los estadios larvarios exhibieron caracteristicas funcionales distintivas. En
el copepodito (etapa infectiva) (Fig. 17C) el enriquecimiento sugiere un papel activo
de la microbiota en la colonizacién o interaccion temprana con el hospedador. Junto
con términos de biosintesis de nucledétidos, este perfil podria indicar una transicion
hacia un metabolismo especializado para la adhesion y la infeccion. Por su parte,
el Nauplius I, una fase no alimentaria (Fig. 17D), presentd un perfil funcional
orientado a la obtencidbn de energia, con un enriquecimiento marcado en.
fosforilacion oxidativa y la sintesis de ATP. Esto es coherente con una dependencia
total del metabolismo enddégeno para la supervivencia durante esta fase de
dispersion plancténica.
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Figura 16. Enriquecimiento funcional Gene Ontology (GO) La figura muestra los términos GO
significativamente enriquecidos a partir del analisis funcional del conjunto de genes bacterianos
detectados en Hembra (A), Macho (B), Copepodito (C) y Nauplio 1l (D) El eje vertical representa los
términos GO, mientras que el eje horizontal corresponde a las tres categorias ontolédgicas: Biological
Process (BP), Cellular Component (CC) y Molecular Function (MF). Cada punto representa un
término enriquecido; el tamafio de la burbuja indica el grado de enriquecimiento relativo (Fold
Enrichment) y el color corresponde a la significancia estadistica expresada como —log10(p-value),
segun la escala mostrada.

6.12. RELACION ENTRE NIVEL DE EXPRESION Y SIGNIFICANCIA FUNCIONAL

Para evaluar conjuntamente la abundancia transcripcional y la relevancia
bioldgica de las funciones microbianas, se integraron los datos de expresidn génica
(media de log, TPM) con la significancia estadistica del enriquecimiento (—log;, p-

value) en la figura 18. Este enfoque permitio identificar no solo funciones
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sobrerrepresentadas, sino también aquellas que son transcripcionalmente

dominantes en cada estadio.

En hembras adultas (Fig. 18A), los términos que combinaron una alta
expresion con una significancia estadistica robusta incluyeront el transporte de
bacteriocinas, la importacion de proteinas, la regulacion de la forma celulary la
division celular. Esto indica que estos procesos no solo estan genéticamente
sobrerrepresentados, sino que estan funcionalmente activos. Otros procesos, como
la biosintesis de aminoacidosy la organizacion de componentes celulares,
mostraron niveles de expresion moderados pero alta significancia, o que sugiere

que constituyen una funcionalidad estructural central y constante del microbioma.

En los machos (Fig. 18B), el perfil fue distinto. Los términos mas expresados
y significativos se asociaron con la importacion de proteinas y el procesamiento
celular, mientras que otros procesos altamente enriquecidos (como diversas
actividades de transferasas y de union a ARN) presentaron una expresion
moderada. Este patron podria reflejar una especializacion en funciones reguladoras

o metabdlicas, menos vinculadas a la proliferacién activa que en las hembras.

El copepodito (Fig. 18C) mostré un conjunto mas reducido de funciones, pero
con una concentracion notable en aquellas con alta expresion y significancia,
principalmente vinculadas al metabolismo energéticoy al transporte acoplado a
protones. Este hallazgo respalda la nocion de una comunidad bacteriana
funcionalmente especializada en el suministro bioenergético durante la transicion

hacia el estadio parasitario.

Finalmente, en el Nauplius Il (Fig. 18D), a pesar de un repertorio funcional
enriquecido mas limitado, se observo una fuerte asociacion entre la alta significancia
estadistica y la expresién de funciones ligadas al metabolismo energético. Esto
confirma que, incluso en un contexto de diversidad funcional reducida, la actividad
microbiana se concentra de manera intensa y especifica en la generacién de

energia, lo cual es consistente con la fase no alimentaria de esta larva.
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En conjunto, este analisis integrativo demuestra que las diferencias
funcionales entre estadios y sexos no solo se deben a la identidad de las funciones
enriquecidas, sino también a sus niveles de actividad transcripcional, o que revela
una modulacion ontogénica y sexual del perfil funcional del microbioma de C.

rogercresseyi.
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Figura 17. Representacion integrada de significancia estadistica y nivel de expresiéon de términos Gene Ontology
(GO). La figura muestra la relacion entre enriquecimiento funcional e intensidad de expresion para los términos GO
detectados en la microbiota asociada a Hembras (A), Machos (B), Copepoditos (C) y Nauplios Il (D) El eje vertical
representa la significancia estadistica de cada término como —log10(p-value), mientras que el eje horizontal indica
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segun su categoria ontoldgica: Biological Process (BP), Cellular Component (CC) o Molecular Function (MF), segun
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59



6.13. ENRIQUECIMIENTO FUNCIONAL GO ESPECIFICO POR ETAPA DE DESARROLLO

Con el fin de identificar funciones activas que fueran exclusivas de etapas
particulares del desarrollo, incluso cuando no figuraran entre los términos
globalmente mas abundantes. Se realizé un analisis que permitio detectar conjuntos
funcionales especificos por etapa que no necesariamente emergen en analisis

comparativos basados unicamente en abundancia relativa global (Fig. 19).

En los estadios tempranos (Nauplius Il), se observd un enriquecimiento de
términos asociados al transporte transmembrana activo, especialmente
relacionados con el transporte de cationes monovalentes y transportadores
acoplados a hidrolisis de ATP. Esto sugiere una alta demanda metabdlica asociada
al mantenimiento de la homeostasis ionica y el potencial de membranal. En fases
intermedias como Chalimus I-I/, destacaron procesos vinculados a la traduccién y
biogénesis ribosomal, incluyendo ribosomas, subunidades ribosomales y complejos
ribonucleoproteicos, lo que indica un incremento en la actividad translacional del

microbioma durante este periodo de establecimiento sobre el hospedador.

En contraste, el estadio copepodito se caracterizd por el enriquecimiento de
funciones metabdlicas especializadas, incluyendo rutas biosintéticas especificas,
procesos involucrados en el metabolismo de azufre, porfirinas y compuestos
nitrogenados, lo que sugiere una reorganizacion metabdlica hacia la biosintesis de
cofactores esenciales que podrian estar ligados con la transicion a una fase
parasitica mas activa. Por su parte, los adultos mostraron patrones funcionales
diferenciados por sexo: las hembras exhibieron un enriquecimiento de funciones
relacionadas con replicacion y mantenimiento del ADN bacteriano, reparacion por
escision, regulacion de la recombinacion y metabolismo de nucleétidos, mientras
que en los machos predominaron procesos metabodlicos generales, particularmente
relacionados con metabolismo primario, actividad catalitica y procesos celulares

basicos.
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Figura 18. Distribucion de los términos de Gene Ontology (GO) expresados exclusivamente en
distintos estadios de desarrollo de Caligus rogercresseyi. La figura presenta términos GO exclusivos
para cada estadio de desarrollo (Nauplius I, Copepodid, Chalimus I-ll, Hembras y Machos). Cada
punto representa un término GO y su posicion en el eje vertical corresponde al nombre del término
funcional. El eje horizontal indica la etapa de desarrollo.
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6.14. INTEGRACION ENTRE GENOMAS BACTERIANOS Y EL TRANSCRIPTOMA DE CALIGUS
ROGERCRESSEYI

Con el objetivo de evaluar el grado de solapamiento funcional entre el
microbioma bacteriano activo y el genoma de Caligus rogercresseyi, se compararon
los términos GO derivados de los contigs bacterianos detectados en el analisis
metatranscriptomico con los términos GO anotados en el genoma del parasito. Esta
comparacion permitio clasificar los términos en tres categorias: compartidos entre
la microbiota y el hospedador, exclusivos de bacterias y exclusivos de Caligus (Fig.
20).

El analisis revelé que una fraccion importante de los términos GO esta
compartida entre la microbiota bacteriana y el genoma del parasito, lo que indica la
existencia de funciones comunes expresadas simultaneamente por ambos sistemas
biolégicos. Estas funciones compartidas representan procesos metabdlicos vy
celulares que podrian ser criticos para la interaccion funcional entre el hospedador
y la microbiota. En contraste, el numero de términos GO exclusivos de bacterias fue
considerablemente menor, lo que sugiere que una parte relevante de la actividad
bacteriana detectada en el RNA-seq se superpone funcionalmente con procesos
presentes también en el parasito, mas que constituir rutas completamente
independientes. Por otro lado, el genoma de C. rogercresseyi present6 una cantidad
sustancialmente mayor de términos GO exclusivos, lo que refleja una mayor
complejidad funcional intrinseca asociada a la biologia del copépodo, incluyendo
procesos propios del desarrollo, la reproduccién, la regulacién celular y las
respuestas fisiolégicas. No obstante, la presencia de un conjunto no trivial de
términos compartidos evidencia una convergencia funcional entre la microbiota y el
parasito, lo que apoya la idea de una interaccion metabdlica integrada mas que de
una simple coexistencia pasiva de bacterias dentro del organismo hospedador.
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Figura 19. Comparacion de las funciones compartidas y exclusivas entre Caligus rogercresseyiy su
microbiota. La figura muestra el nimero total de funciones anotadas clasificadas en tres categorias:
funciones compartidas entre Caligus rogercresseyi y su microbiota asociada (“Compartido”),
funciones exclusivas de la microbiota bacteriana (“Solo_bacterias”) y funciones exclusivas del
hospedador (“Solo_caligus”). El eje vertical indica el numero de funciones anotadas, mientras que el
eje horizontal representa las categorias funcionales segun su correspondencia entre el hospedador
y la microbiota. Cada barra representa el niumero absoluto de funciones detectadas en cada grupo
funcional.

7. DISCUSION

Este estudio constituye la primera caracterizacion integrada de la microbiota
bacteriana asociada al piojo de mar Caligus rogercresseyi, combinando analisis
taxonomicos basados en la secuenciacion del gen 16S rRNA con prediccion
funcional y validacion mediante metatranscriptomica bacteriana. En conjunto, los
resultados revelan que la microbiota asociada no corresponde a un conjunto pasivo
de microorganismos ambientales, sino a un sistema metabdlicamente activo,
estructurado y profundamente modulado tanto por el sexo como por el desarrollo
ontogeénico del hospedador.

A diferencia de estudios previos enfocados exclusivamente en la
composicién taxondmica (Gongalves et al., 2020), este trabajo representa un
avance conceptual que demuestra que las diferencias observadas en abundancia y
diversidad no son solo descriptivas, sino que se traducen directamente en

diferencias funcionales medibles a nivel de la expresion génica bacteriana. Asi se
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configura un modelo en el que parasito y microbiota operan como una unidad
funcional acoplada, coordinando procesos clave de metabolismo, respuesta
ambiental, proliferacion bacteriana e interaccion hospedador-microorganismo
(Leung et al., 2018).

Estos resultados redefinen conceptualmente la biologia de C. rogercresseyi,
, desplazandola desde una vision reduccionista del parasito como entidad aislada
hacia una perspectiva de holobionte funcional, donde la fitness del ectoparasito
resulta de la interaccion integrada entre el genoma del hospedador, el microbioma
y el ambiente (Simon et al., 2019). En este marco, la microbiota no es un
epifendbmeno, sino un componente activo de la biologia del parasito, con impacto
directo en su fisiologia y ecologia, y un potencial patogénico indirecto hacia el pez
hospedador.

Uno de los hallazgos centrales de este trabajo es la existencia de una
microbiota diferenciada segun el sexo en C. rogercresseyi. A nivel taxonémico,
observamos diferencias significativas en diversidad alfa y beta, abundancias
relativas y composicion bacteriana entre machos y hembras, tanto a nivel del
organismo completo como en intestino. Esto indica una reorganizacion sistémica

del microbioma asociada al sexo del hospedador.

Esta observacion es congruente con la evidencia en vertebrados e
invertebrados, donde el sexo bioldgico influye sustancialmente en la estructura del
microbioma (Kim et al., 2019; Valeri & Endres, 2021). Sin embargo, lo que diferencia
este trabajo es la demostracion de que dicha diferenciacion no es unicamente
composicional, sino que se manifiesta en actividad funcional de la comunidad
bacteriana. Mientras estudios previos documentaban diferencias de abundancia,
aqui demostramos que las rutas metabdlicas activas, procesos moleculares
enriquecidos y perfil transcripcional son distintos entre sexos, confirmando que
machos y hembras alojan sistemas metabdlicos bacterianos diferentes. (Dittmer &
Bouchon, 2018; Jiang et al., 2024; Zhang et al., 2020).
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El hallazgo de menor diversidad bacteriana en machos, comparado con
hembras, fue consistente tanto en individuos completos como en intestinos. Este
patrén ha sido observado en otros artropodos, pero no es universal, lo que sugiere
que las diferencias sexuales en la microbiota no responden a una unica causa
estructural. (Guo et al., 2020; N. Li et al., 2024; Wan et al., 2020). De la misma
manera como se identific6 una diferenciacion con la diversidad bacteriana en
copepoditos, que al ser mayor que los otros dos grupos sugiere cambios en la
composicion de la microbiota a lo largo del ciclo de vida de los parasitos

En C. rogercresseyi, la biologia comportamental proporciona una explicacion
funcional: los machos son altamente moviles, se desplazan entre hospederos y
permanecen menos tiempo adheridos, lo que reduce su exposicién prolongada al
ambiente cutaneo del pez. Las hembras permanecen fijadas durante largos
periodos, alimentandose continuamente, lo que facilita la colonizacion por bacterias
asociadas al hospedador y la acumulacion de comunidades mas diversas (Boxshall
& Bravo, 2000). Desde esta perspectiva, el sesgo sexual emerge como
consecuencia ecoldgica de nichos diferenciados. Mientras que los copepoditos son
de vida libre e interactuan constantemente con los microorganismos presentes en
la columna de agua. Desde una perspectiva ecoldgica, copepoditos, machos y
hembras ocupan nichos funcionales distintos, lo que se traduce en microbiotas
estructuralmente diferenciadas, lo que refuerza la idea de que el microbioma debe

interpretarse como componente dinamico del nicho ecolégico del hospedador.

Mas alla del comportamiento, el sesgo del ciclo de vida resulta de
interacciones complejas entre la genética del hospedador, la fisiologia y los
simbiontes. En los artrépodos existen numerosos ejemplos de bacterias
endosimbibticas que manipulan procesos reproductivos y metabdlicos. (Hornett et
al., 2022). Aunque los copépodos carecen de hormonas sexuales vertebradas, la
determinacidén sexual en artropodos marinos esta regulada por complejas redes
genéticas que pueden ser moduladas indirectamente por el microbioma. La
microbiota de C. rogercresseyi podria participar activamente en procesos de

diferenciacion sexual, de homeostasis endocrina funcional o de modulaciones
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epigenéticas. La coexistencia estable de ciertos taxones bacterianos a lo largo de
todos los grupos sugiere una relacidn simbiotica evolutivamente establecida, en
linea con el concepto de coevolucion hospedador-microbiota. (Valdebenito et al.,
2024; Zuk & McKean, 1996).

A nivel de géneros bacterianos, observamos un enriquecimiento
de Aliivibrio y Vibrio en hembras, mientras que Tenacibaculum predominé en
machos y en copepoditos. Estos géneros incluyen patdgenos relevantes en
salmonicultura, asociados a ulceraciones, septicemias y lesiones bucales. Esta
segregacion sugiere que machos, copepoditos y hembras desempefian roles
epidemiologicos distintos (Baxter et al., 2017; Wang et al., 2023). Las hembras, por
un prolongado contacto con el pez, podrian actuar como reservorios activos y
fuentes directas de infeccién, mientras que los machos, por su alta movilidad,
facilitarian la dispersion de patdégenos entre individuos, y los copepoditos podrian
utilizar los patégenos como sistema de infeccién secundaria para facilitar el anclaje

a los peces. Esto da origen a un modelo epidemiolégico dual:
. Hembra = reservorio estable
. Macho y Copepodito = vector movil

Este modelo no ha sido propuesto previamente y constituye una contribucion
conceptual relevante a la ecologia parasitaria. En Lepeophtheirus salmonis,
cercano filogenéticamente, se ha descrito un dimorfismo transcriptomico profundo
entre sexos (Poley et al., 2016). Nuestros resultados sugieren que este dimorfismo
molecular es reforzado por la microbiota. EI microbioma no solo acompafia esta
diferencia, sino que la amplifica funcionalmente, actuando como un modulo

metabalico diferencial segun el sexo.

El analisis funcional basado en PICRUSt2 revelé6 una especializaciéon
metabalica segun el sexo del hospedador. Sin embargo, el aporte mas relevante fue
demostrar que estas predicciones reflejan procesos metabdlicos activamente
expresados, lo cual se confirmé mediante la integracion de datos

metatranscriptomicos.
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En machos, observamos enriquecimiento en rutas biosintéticas, como la
sintesis de aminoacidos de cadena ramificada, la biosintesis de nucleotidos y la
produccion de lipidos estructurales. Estas funciones reflejan una microbiota
orientada a procesos anabdlicos, asociados a la generacion de bloques
estructurales esenciales. Este perfil podria interpretarse como soporte metabdlico
basal para un organismo altamente movil, cuyos requerimientos se orientan a
eficiencia metabdlica mas que a inversion energética intensiva. (Elgart et al., 2016)
Una microbiota con alta capacidad biosintética permitiria compensar las limitaciones
nutricionales temporales derivadas de una menor permanencia en el hospedero,

otorgando una mayor autonomia metabdlica.

En hembras, detectamos una sobrerrepresentacion de rutas catabodlicas y de
generacion de energia, incluyendo la B-oxidacidn de acidos grasos, la glicdlisis, la
degradacion de glucdgeno y las rutas fermentativas (Guerra et al., 2022; Houten &
Wanders, 2010). Este perfil sugiere una comunidad especializada en la extraccion
de energia a partir de multiples fuentes de carbono, consistente con las demandas
fisiolégicas de ovogénesis, vitelogénesis y aumento de biomasa. (Gnainsky et al.,
2021; Mao et al., 2020)

Lo relevante es que esta diferenciacion funcional fue corroborada
empiricamente mediante la actividad transcripcional. Rutas metabdlicas
enriquecidas en PICRUSt2 mostraron una activacién consistente en los perfiles de
RNA-seq, lo que demuestra que estas funciones son efectivamente operativas. Este
hallazgo confirma que el microbioma actua como un érgano metabdlico auxiliar

diferenciable sexualmente.

Demostramos que la funcionalidad del microbioma bacteriano varia
profundamente a lo largo del desarrollo ontogenético (Turon et al., 2024). El
heatmap de actividad transcripcional revel6 que el microbioma experimenta
reorganizaciones funcionales coherentes con las transiciones fisiologicas del
hospedador. En Nauplius | y IlI, de naturaleza plancténica y no alimentaria, la
actividad transcripcional bacteriana fue baja y homogénea, lo que sugiere que la

microbiota se comporta principalmente como una comunidad ambiental transitoria,
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con escasa integracion funcional. En copepodito, estadio infectivo, observamos
reorganizacion abrupta de perfiles de expresidn, caracterizada por activacion
selectiva de genomas bacterianos y reduccion temporal de actividad global. Durante
Chalimus -1V, ya fijados al hospedero y en alimentacion activa, registramos la
recuperacion de la actividad transcripcional y la diversificacién funcional. La
microbiota parece integrarse al metabolismo del hospedador, participando en la
degradacion de compuestos organicos, la sintesis de cofactores y la detoxificacion.
En adulto ocurre divergencia marcada por sexo, confirmando que el microbioma
responde directamente a la fisiologia interna del hospedador (De Vos et al., 2022;
Rowland et al., 2017).

El analisis de rutas KEGG permitié la caracterizacién funcional de alto nivel.
La categoria mas representada fue ko01100: Metabolic pathways; esta categoria
agrupa una amplia variedad de procesos celulares basicos, desde rutas catabolicas
centrales hasta procesos biosintéticos, lo que sugiere una intensa activacién global
del metabolismo bacteriano dentro del sistema hospedador-microbiota. Esto indica
que las bacterias mantienen un metabolismo funcional completo y activo. La elevada
expresion de esta categoria no constituye un hallazgo trivial, sino que refleja que las
bacterias presentes no se encuentran en un estado latente o residual, sino que
estan plenamente integradas al metabolismo del sistema, representa un
componente metabdlicamente activo, posiblemente involucrado en funciones
fisiologicas fundamentales del hospedador. La segunda categoria mas activa fue
ko01110: Biosynthesis of secondary metabolites, lo que sugiere la produccion de
compuestos secundarios potencialmente bioactivos con funciones defensivas,
comunicacionales y regulatorias. Ko01120: Microbial metabolism in diverse
environments mostré una alta expresion, lo que indica una plasticidad metabdlica
critica para adaptarse a las variaciones ambientales que experimenta el piojo. La
activacion consistente de rutas como ABC transporters, Two-component systems y
Quorum sensing revela que la microbiota mantiene la capacidad de percibir
estimulos ambientales, regular la expresion génica y coordinar respuestas
comunitarias. Esto indica que es altamente sensible al microambiente del

hospedador. La presencia activa de rutas relacionadas con metabolismo de
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aminoacidos, nucledtidos, carbono y fosforilacion oxidativa indica participacion en
redes metabdlicas altamente activas, produciendo energia y precursores

biosintéticos con implicancias funcionales directas sobre la biologia del parasito.

La integracion entre la arquitectura gendmica bacteriana (numero de genes)
y la actividad transcripcional real mostré que las rutas metabdlicas presentaron una
mayor cantidad de genes anotados y niveles mas altos de expresion, lo que indica
una coincidencia directa entre la presencia génica y la relevancia funcional, siendo
ko01100 la categoria mas representada. En contraste, ko01110 y ko01120
presentaron actividad transcripcional elevada y un menor numero de genes, lo que
sugiere una priorizacion funcional en la que pocos genes altamente expresados

sostienen procesos metabdlicos estratégicos segun las demandas fisiologicas.

Mientras KEGG proporcioné una vision sistémica de rutas metabdlicas, Gene
Ontology permitié abordar la funcionalidad desde una perspectiva diferente,
revelando procesos celulares concretos. GO nos permitié identificar no solo que la
microbiota metaboliza energia, sino también como lo hace, mediante enzimas
especificas, estructuras celulares activas y rutas reguladas (Aleksander et al., 2023;
Kanehisa & Goto, 2000). En conjunto, KEGG ofrece el mapa metabdlico macro,
mientras que GO aporta la microarquitectura funcional que sostiene dichos
procesos. Los analisis GO desentrafiaron procesos celulares, moleculares y
estructurales que subyacen a la actividad metabdlica inferida en KEGG. Demostré
que el microbioma es un sistema altamente organizado, con funciones diferenciadas
segun estadio ontogénico y sexo. El enriquecimiento en funciones relacionadas con
el transporte activo, la regulacion de la expresion génica, la division celular
bacteriana, la sintesis de cofactores y la competencia microbiana sugiere que la
microbiota se encuentra en constante reorganizacién y expansion. Procesos
asociados a la sintesis de NAD, al metabolismo del nitrégeno, a la biosintesis de
glutamato y a las rutas redox indican funciones ligadas al metabolismo energético
central. Procesos relacionados con la respuesta a las bacteriocinas y la
competencia bacteriana sugieren interacciones interespecificas intensas dentro del

piojo.
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El enriquecimiento de ribosomas, complejos de ATP sintasa, periplasma y
membranas bacterianas refleja una comunidad en estado metabdlico activo, con
maquinaria celular orientada a la produccion energética, la traduccién proteica y el
transporte molecular (Pereira et al., 2011; Van Niftrik et al., 2010). La
sobrerrepresentacion del espacio periplasmico sugiere una microbiota altamente
interactiva con su entorno, potencialmente influyente sobre la fisiologia del parasito.
El enriquecimiento de actividades enzimaticas, como metiltransferasas,
transferasas, deshidrogenasas dependientes de NADP* y transpeptidasasas de
peptidoglicano, revela una capacidad metabdlica robusta y diversificada. La
deteccion de funciones asociadas a proteinas de union viral sugiere una interaccion
potencial entre bacterias y bacteridéfagos, o que introduce un nivel adicional de
complejidad ecoldgica (Koh et al., 2004; J. Li et al., 2024; Xie et al., 2020).

La ontogenia revela reorganizaciones funcionales coherentes con las
transiciones fisiolégicas. En Nauplius Il, el enriquecimiento se centré en la
produccion de energia, lo que refleja una condicién no alimentaria. En copepodito,
se indica una reorganizacion metabdlica abrupta asociada a la transicion al estadio
parasitico. Durante Chalimus, aumenta la actividad biosintética, destacandose los
procesos de traduccion y la biogénesis ribosomal. Esto sugiere una microbiota
estableciéndose en el hospedador y entrando en una fase de integracion metabdlica
profunda.. En adultos, se consolida la diferenciacion por sexo. En hembras, la
microbiota estuvo enriquecida en procesos asociados a la divisidn celular
bacteriana, la biosintesis de NAD, el metabolismo del glutamato y funciones
relacionadas con el estado redox. Estas funciones son congruentes con un
microbioma altamente metabdlico y replicativo, o que sugiere una comunidad
bacteriana en expansion funcional, capaz de sostener altos niveles de actividad
bioquimica (Baquero et al., 2022; Beaufay et al., 2015; Zhang et al., 2018). Esto se
alinearia con las demandas fisiolégicas de la hembra, en particular durante la
ovogénesis, cuando los requerimientos energéticos aumentan significativamente
(Boxshall & Bravo, 2000). La microbiota podria estar contribuyendo directamente a
la generacion de cofactores esenciales, metabolitos energéticos y procesos

secundarios que sostienen la reproduccion. En contraste, los machos mostraron
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enriquecimiento en funciones relacionadas con el mantenimiento celular, la
reparacion del ADN, la sintesis ribosomal y la regulacion estructural, o que sugiere
una microbiota mas conservadora, orientada a la estabilidad celular mas que a la
expansion proliferativa (Khan et al., 2024; Qi et al., 2021). La divergencia funcional
observada entre sexos implica que cada microbiota esta adaptada a sostener una
biologia distinta. En hembras, se priorizan procesos energéticos y replicativos; en

machos, procesos homeostaticos.

El analisis de solapamiento GO entre microbioma y genoma de C.
rogercresseyi revel6 que una proporcion importante de términos se comparte,
sugiriendo convergencia funcional donde microbiota y parasito participan en redes
metabdlicas similares. Esto implica que la microbiota opera de forma funcionalmente

integrada al hospedador, lo que apoya el concepto de holobionte funcional.

Los resultados trascienden la observacion descriptiva e incorporan el marco
ecologico y evolutivo mas amplio. La microbiota debe entenderse como un actor
ecologico adicional dentro del sistema pez-parasito-ambiente, con potencial para
modificar las interacciones troficas, la transmision de patdégenos y la dinamica
poblacional (Sharpton et al., 2020; Toala-Franco et al., 2025). Que las hembras
alberguen comunidades mas diversas y metabolicamente activas las posiciona
como reservorios activos de bacterias potencialmente patégenas. La asociacion
diferencial con géneros patdgenos sugiere una heterogeneidad funcional dentro de
la poblacion parasitaria no previamente considerada. Ecolégicamente, la poblacion
de piojos esta estructurada funcionalmente por composicion sexual, pudiendo
traducirse en una dispersion funcional, donde las hembras concentran impacto
ecologico desproporcionado. La movilidad diferencial entre sexos adquiere
relevancia ecoldgica: machos como vectores entre peces (aunque con menor
riqueza bacteriana), hembras como fuentes de transmision directa sostenida. Este
modelo dual representa una reinterpretacion del rol epidemiologico del piojo,
tradicionalmente considerado homogéneo (Morales-Rivera et al., 2022),

emergiendo como metapoblacién funcionalmente heterogénea.
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A escala poblacional, la ontogenia funcional aporta una dimension temporal.
Durante los estadios tempranos, el microbioma exhibe un perfil ambiental. En
copepodito, la marcada caida en la actividad sugiere un cuello de botella ecoldgico
en el que la microbiota ambiental es desplazada durante la fijacion al hospedador
(Chen et al., 2024). Los copepoditos actuarian como filtros ecoldgicos,
determinando qué bacterias integran la microbiota funcional. Durante la etapa de
Chalimus, la intensificacion de la actividad metabdlica bacteriana sugiere un
mutualismo metabdlico en el que las bacterias aportan funciones relevantes para el
aprovechamiento de los nutrientes del hospedador, lo que puede acelerar el dafio
tisular mediante enzimas degradativas o metabolitos secundarios (D'Souza et al.,
2018; Sommer & Newell, 2018). En adultos, la especializacion por sexo consolida
esta heterogeneidad funcional, transformando el sistema ecoldgico pez-piojo en una

red funcional modulada por microbiomas sexuados.

Tradicionalmente, la investigacion sobre la microbiota en copépodos se
centro en especies planctonicas, donde las comunidades bacterianas participan en
la degradacion de materia organica y en el ciclo de nutrientes, respondiendo
principalmente a gradientes ambientales (Moisander et al., 2015; Shoemaker &
Moisander, 2015). En contraste, copépodos parasitarios como C. rogercresseyiy L.
salmonis representan un cambio radical: la microbiota deja de ser reflejo pasivo del
ambiente y pasa a estar moldeada por procesos fisiologicos internos del
hospedador. El parasito crea su propio nicho microbiano, seleccionando

activamente determinadas bacterias.

Este estudio introduce un nivel de resolucion no explorado previamente,
mostrando que el sexo es una variable critica en la diferenciacion microbiana. C.
rogercresseyi emerge como un modelo para el estudio de holobiontes marinos, en
los que la microbiota actua como extension funcional del hospedador. Proponemos
un nuevo marco conceptual: Caligus rogercresseyi debe entenderse como un
holobionte funcional, en el que la aptitud biolégica emerge de la interaccion
integrada entre el hospedador animal y la microbiota asociada.
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En este modelo, el genoma del copépodo interactua con un complemento
funcional microbiano altamente dinamico. La expresion génica bacteriana
demuestra que la microbiota es un componente metabdlicamente activo que modula
procesos fisiologicos clave durante una fase ambiental (nauplios), una fase de
transicion parasitaria (copepodos) y una fase madura (chalimus-adulto). Donde
ocurre una profunda reorganizacion del microbioma, lo que evidencia un ensamblaje

microbiano dirigido por el hospedador.

El analisis GO mostré una fraccion importante de funciones compartidas, lo
que implica redundancia metabdlica, co-regulacion y un posible intercambio
funcional indirecto. Esto sugiere que el microbioma desempefia un papel
compensatorio en la fisiologia del hospedador (Cani et al., 2019; Zheng et al., 2020).
Funcionalmente, este modelo sugiere un sistema metabdlico distribuido. Ciertas
rutas metabdlicas bacterianas estan activas simultaneamente con procesos
fisiologicos del piojo, especialmente el metabolismo energético, la biosintesis de
cofactores, la reparacion celular, la traduccion proteica y la regulacidén oxidativa, lo
que indica que el rendimiento bioenergético del parasito esta amplificado por su
microbiota. Adaptativamente, este sistema permite a C. rogercresseyi ampliar su
repertorio metabdlico sin expandir su genoma (Rosenberg & Zilber-Rosenberg,
2018). En un ambiente constantemente fluctuante como el mar, esta flexibilidad
metabodlica puede representar una ventaja selectiva decisiva. La microbiota se
convierte en una extension adaptativa del genoma del hospedador. La
diferenciacion sexual afade complejidad. Machos y hembras ensamblan
microbiomas distintos: uno enfocado en procesos anabdlicos y el otro en procesos
catabalicos, lo que sugiere dos holobiontes funcionalmente diferentes dentro de una
misma especie. Desde esta perspectiva, la caligidosis debe reinterpretarse como
enfermedad mediada no solo por un ectoparasito, sino también por un consorcio

microbiano asociado cuya composicidon varia segun el sexo y el estadio.

Este estudio constituye un avance sustancial al trascender el paradigma

clasico de analisis taxondmico para incorporar una interpretacion funcional basada
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en multiples niveles de organizacion. Las evidencias demuestran consistentemente

que la microbiota:

1. Presenta estructura influenciada por sexo y ontogenia
2. Esta metabolicamente activa

3. Exhibe especializacion funcional sexuada

4. Se reorganiza dinamicamente durante el desarrollo

5. Mantiene convergencia funcional con el hospedador

Esto consolida su rol como componente biologico activo, poniendo en duda
interpretaciones que lo conciben como mera consecuencia pasiva de la colonizacion
ambiental. Ecolégicamente, redefine a C. rogercresseyicomo un organismo
funcionalmente heterogéneo dentro de su poblacion. La diferencia entre sexos no
es unicamente reproductiva, sino también metabdlica y microbiologica, con
consecuencias profundas para la epidemiologia de la caligidosis. Aplicadamente, la
microbiota emerge como un blanco terapéutico potencial. La diferenciacion
funcional por sexo permitiria disefar estrategias sanitarias selectivas, focalizadas
en individuos con mayor carga epidemiolégica. Teodricamente, posiciona a C.
rogercresseyicomo un modelo emergente de  holobionte  marino.
Metodologicamente, demuestra el valor de integrar aproximaciones basadas en la
transcriptomica para identificar la actividad metabdlica real, estableciendo un nuevo

estandar para el estudio de microbiomas parasitarios.

Finalmente, esta investigacion contribuye al entendimiento sistémico de la
caligidosis, transformando la concepcion del piojo de mar de un ectoparasito aislado
a un sistema ecoldgico complejo, funcionalmente integrado y adaptativamente

flexible. El piojo de mar ya no es solo un copépodo sino un holobionte.
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8. CONCLUSIONES

Esta investigacidn representa la primera caracterizacion integral de la
microbiota de Caligus rogercresseyi, integrando dimensiones taxonomicas,
funcionales y de expresion génica. Los resultados demuestran que el microbioma
del piojo de mar es una entidad metabdlicamente activa e integral a su biologia, no
un componente pasivo. El sexo emerge como un determinante central, donde las
hembras presentan comunidades mas diversas y catabdlicas, mientras que los
machos exhiben microbiotas mas simples, con perfiles anabdlicos. Esta
diferenciacion funcional fue validada a nivel transcripcional, lo que confirma que

machos y hembras constituyen holobiontes funcionalmente distintos.

El desarrollo ontogénico revela una reconfiguracion microbiana dinamica,
que transcurre desde una microbiota ambiental en nauplios hasta una comunidad
simbidtica altamente integrada en estadios adultos, con un punto de ruptura
funcional en el copepodito, coincidente con la transicion al parasitismo. La
integracion funcional mediante KEGG y GO evidencid una especializacion
metabodlica especifica y una convergencia funcional entre la microbiota y el
hospedador, lo que sustenta el modelo de C. rogercresseyi como holobionte

metabdlicamente integrado.

Epidemiolégicamente, se establece un modelo dual: hembras como
reservorios de patdgenos (Aliivibrio, Vibrio, Tenacibaculum)y machos y copepoditos
como vectores moviles, o que redefine el impacto sanitario segun la composicion
sexual poblacional. En conjunto, esta investigacion transforma la comprension de la
caligidosis, demostrando que su control requiere abordar no solo al parasito, sino

también el sistema biolégico completo que lo sustenta.
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