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LA PERSPECTIVA DEL HOLOBIONTE: LA INTERACCION MICROBIOTA-
HOSPEDERO IMPACTA LA MICROBIOTA DE L. vannamei.
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El hologenoma contempla la simbiosis y co-evolucion que existe entre el hospedero y su
microbiota. Esta interaccion ayuda a la adaptacion del hospedero gracias a las funciones que aporta la
microbiota (1). En crustaceos como el camaroén el manejo adecuado de la microbiota es esencial para una
produccion sostenible y de calidad (2,3). Sin embargo, la informacion sobre la relacion entre la genética
del hospedero y la microbiota es escasa. Por ello, en este trabajo analizamos la microbiota del
hepatopancreas y el intestino asociada a dos lineas genéticas de L. vannamei en condiciones reales de
cultivo.

Caracterizamos la region V3-V4 del gen ribosomal 16S en el hepatopancreas y el intestino de dos lineas
genéticas de L. vannamei criados en tres estanques de produccion (Fig. 1). Este disefio experimental
permitid determinar el impacto de la genética descartando la influencia del estanque.
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Fig. 1. Distribucién de los estanques y las lineas genéticas de L. vannamei.



Los analisis de varianza (Anosim y Permanova) mostraron que el o6rgano era la variable con
mayor impacto (p=0.001) en la diversidad en la microbiota (Fig. 2). Por otro lado, la microbiota del
hepatopéancreas mostr6 enriquecimiento en funciones de metabolismo de acidos grasos, energia y cuerpos
cetonicos; mientras que el intestino mostrd metabolismo de aminoacidos, almidon y sacarosa. Al
comparar las lineas genéticas, observamos que esta explica un 30% (r=0.30, p<0.05) de las diferencias en
la microbiota del hepatopancreas, mientras que en el intestino el efecto no fue significativo.
Notablemente, Genl mostréo mayor diversidad y amplitud de nicho (Fig. 2) sugiriendo que la microbiota
de Genl aprovecha mejor los recursos disponibles. Ademas, la microbiota de Genl mostr6 mayor
abundancia de bacterias con potencial probiodtico lo que puede asociarse a un mejor estado de salud.
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Fig. 2. A. Analisis de beta diversidad de la microbiota en las muestras etiquetadas por 6rgano. B. Indice
de diversidad de Shannon y C. Amplitud de nicho en la microbiota de Genl yGen2.

En conclusion, 1) el 6rgano tuvo el impacto mas significativo en la composicion de la microbiota.
i1) la microbiota realiza actividades que complementan la funcion de cada érganos. iii) la genética tiene una
mayor influencia en la microbiota del hepatopancreas.
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Las enzimas desubiquitinasas (DUBSs) eliminan la monoubiquitina o la poliubiquitina de las proteinas
modificadas cambiando el destino de la proteina y, por lo tanto, alterando algunas funciones celulares. Varias
DUBs reconocen y escinden diferentes tipos de cadenas de poliubiquitina; sin embargo, algunas pueden tener
un reconocimiento preferencial para un tipo de cadena en especifico. Las proteinas modificadas con cadenas
de poliubiquitina enlazadas mediante la K63, participan en procesos celulares que implican funciones no
asociadas al proteasoma como la transduccién de sefiales, la reparacion del ADN o la autofagia. La
identificacion de determinantes estructurales en las DUBs y entender cdmo es el reconocimiento molecular
de las cadenas de poliubiquitina podria ser importante para explotar su potencial como herramientas para
construir moléculas sintéticas que ayuden a controlar proteinas desreguladas. En este trabajo, hemos
analizado los determinantes estructurales identificados en algunas DUBs que muestran preferencia por
cadenas K63 pertenecientes a diferentes familias: CYLD (de cilindromatosis), una cisteina-proteasa
clasificada en la familia de proteasas especificas de ubiquitina (USP), y AMSH-LP (molécula asociada con el
dominio SH3 de STAM like protein), metaloproteasa que pertenece a la familia JAB1/MPN/MOV34
(JAMM). Mediante la alineacion estructural de co-cristales que involucran la enzima DUB-di-ubiquitina 'y la
simulacion de dinamica molecular (MD), hemos explorado el papel de algunas regiones estructurales
reportadas previamente. Los resultados in silico sugieren que tres regiones en CYLD correspondientes a
estructuras de asa (BL1, BL2 y L3), son importantes para la preferencia de sustrato. Con el fin de evaluar el
papel de estas regiones, disefiamos y generamos enzimas quiméricas tomando como base una DUB
promiscua, sin preferencia por cadenas unidas a K63, le reemplazamos las asas por aquellas equivalentes
presentes en CYLD y medimos su actividad in vitro.
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La motilidad de los espermatozoides se regula por speract, un decapéptido que se libera de
la capa externa del 6vulo e induce la quimiotaxis del espermatozoide hacia el 6vulo. La union
del speract a su receptor en el flagelo del espermatozoide, dispara cambios en el potencial de
membrana (Em) y en niveles intracelulares de pH (pHi), nucleotidos ciclicos (GMPc y
AMPc) y Ca®" ([Ca?*]i), asi como en la fosforilacion de proteinas mediada por la proteina
cinasa dependiente de AMPc (PKA) y por la activada por diacilglicerol y Ca** (PKC).
CatSper es un canal i6nico de Ca®>" que se expresa especificamente en el flagelo del
espermatozoide. En mamiferos, CatSper se regula por pH alcalino, potencial de membrana y
directamente por AMPc en el caso de ratdn, y estd constituido por cuatro subunidades
formadoras del poro (al-4) y nueve accesorias (B, v, 0, € (, n, 0, T y EFCABY). Las
subunidades no transmembranales EFCAB9 y CatSper(, interacttian para formar un dimero
sensor de pH y [Ca?*]i que regulan la actividad del canal.

Mediante andlisis protedmico de muestras de espermatozoides de erizo de mar (eem)
Strongylocentrotus purpuratus (Sp), detectamos ocho subunidades de CatSper (al-4, B3, vy, 9,
el, €2), pero no a EFCAB9. Ademas, existe evidencia por resultados de experimentos de
western blot (WB), Inmunofluorescencia (IF), quimiotaxis y electrofisioldgicos, de que
CatSper esta en el flagelo de eem, de que participa en la quimiotaxis y de que al igual que en
los mamiferos, se activa por alcalinizacion intracelular. Dado que el genoma de S. purpuratus
contiene la secuencia para EFCABY pero carece de la subunidad C, el objetivo de nuestro
trabajo es determinar si dicha proteina se expresa en el eem, y si forma parte del complejo
CatSper.

Nuestros resultados sugieren SpEFCAB9 se expresa en flagelos de eem tanto de S.
purpuratus como de Lytechinus pictus, y que CatSper 4 se podria regular por Caseina Cinasa
IT (CKII). Ademas, los resultados de experimentos de entrecruzamiento quimico con EEDQ,
sugieren que EFCAB9 estd asociado con una proteina ain no identificada, que podria
sustituir a CatSper( de mamifero para regular la actividad del complejo.
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