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RESUMEN

La respuesta inmune en cnidarios es una herramienta que proporciona informacion para
complementar el entendimiento de problematicas actuales. Algunos ejemplos son la hipotesis
de umbral de dafio utilizada para comprender el blanqueamiento. Ademas, al describir las
enfermedades, la respuesta inmune potencialmente podria proporcionarnos una mejor
interpretacion de niveles basales. Asimismo, el seguimiento de la inmunidad constitutiva puede

también ser empleado en la restauracion coralina.

Los cnidarios emplean la enzima fenoloxidasa en su defensa inmune que se activa en presencia
de patogenos, generando compuestos reactivos y toxicos para su eliminacion. La anémona
Exaiptasia diaphana sirve como un organismo modelo para diversos estudios biol6gicos en
cnidarios. Esta anémona mantiene una simbiosis facultativa con microalgas de la familia
Symbiodiniaceae, como los corales y también puede existir en un estado aposimbidtico. Por lo
tanto, representa un modelo adecuado para estudiar el sistema inmune de los cnidarios. El
sistema inmune se ha relacionado con los ritmos bioldgicos en varios organismos, sin embargo,
la informacion en cnidarios es limitada. Caracterizar la respuesta inmune en condiciones basales

en cualquier organismo es vital, ya que los procesos bioldgicos no son constantes.

Para establecer informacion inmune bésica para esta anémona, se exploro la variabilidad de la
actividad inmune a lo largo del dia considerando dos fases lunares (luna llena y luna nueva). Se
tomd muestras de mucus de anémonas simbi6ticas y aposimbi6ticas bajo condiciones de luz
natural, midiendo la actividad de fenoloxidasa cada 6 horas, para un total de 48 horas. Cada fase
lunar tuvo dos repeticiones (384 anémonas en total). La actividad de fenoloxidasa mostro altas
fluctuaciones durante el dia, mientras que la actividad nocturna fue baja. La fase de luna llena
influyé en la actividad de la enzima en las anémonas aposimbiéticas, mostrando una alta
actividad (H = 17.47, gl = 3, P = 0.0005). Se encontr6 una relacién negativa entre la densidad
de simbiontes y la actividad de fenoloxidasa. Estos resultados sugieren que las anémonas
mantienen una inmunidad constitutiva constante en condiciones de cautiverio que responden a

ciclos biologicos como los circadianos y lunares.

Palabras clave: inmunidad constitutiva, mucus, ritmos bioldgicos, fases lunares, simbiosis, ciclo

circadiano
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ABSTRACT

Immune response in cnidarians is a tool that provides information to complement the
understanding of current problems. Examples are the damage threshold hypothesis used to
understand bleaching. In addition, in describing diseases, the immune response could potentially
provide a better interpretation of basal levels. Likewise, the monitoring of constitutive immunity

can also be employed in coral restoration.

Cnidarians employ the enzyme phenol oxidase in their immune defense, activated in the
presence of pathogens, producing reactive and toxic compounds for their elimination. The
anemone Exaiptasia diaphana is a model organism for diverse biological studies in cnidarians.
This anemone maintains facultative symbiosis with microalgae of the Symbiodiniaceae family,
like corals and it can also exist in an aposymbiotic state. Therefore, it represents a suitable model
for studying the Cnidarian immune system. The immune system has been associated with
biological rhythms in several organisms, however, the information in cnidarians is limited.
Characterizing the immune response in basal conditions in any organism is vital, as biological

processes are not constant.

To establish basic immune information for this anemone, the variability of immune activity
throughout the day was explored considering two lunar phases (full moon and new moon).
Mucus samples were taken from symbiotic and aposymbiotic anemones under natural light
conditions, measuring phenol oxidase activity every 6 hours, for 48 hours. Each moon phase
had two repetitions (384 anemones total). Phenol oxidase activity showed high fluctuations
during daylight hours, while the nocturnal activity was low. The full moon influenced enzyme
activity in aposymbiotic anemones, showing a high activity (H = 17.47, df = 3, P = 0.0005). A
negative relationship was found between symbiotic density and phenol oxidase activity. These
results suggest that anemones maintain a constant constitutive immunity under captive

conditions that respond to biological cycles such as circadian and moon cycles.

Keywords: constitutive immunity, mucus, biological rhythms, lunar phases, symbiosis,

circadian cycle.
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1. INTRODUCCION

Los arrecifes de coral son ecosistemas marinos que ofrecen refugio a una gran variedad
de especies de peces e invertebrados (Souter & Lindén, 2000). Los organismos que sirven de
base en los arrecifes de coral son los corales escleractinios, siendo soportes de la biodiversidad
proveyendo servicios ecosistémicos a miles de organismos y personas (Spalding & Brown,
2015). Actualmente, factores de estrés amenazan no solo a los corales, sino a todos los
organismos que conforman este ecosistema (Angiolillo & Fortibuoni, 2020). El aumento de la
temperatura del mar, el desarrollo costero, la sobrepesca, los contaminantes sélidos vy
microplasticos son algunos factores que aportan a la degradacion y disminucién de la salud de

estos invertebrados (Hughes et al. 2017; van Oppen et al. 2015).

Para comprender el proceso de respuesta ante este panorama y proponer estrategias que
contrarresten cambios adversos, se han estudiado diversos cnidarios simbiéticos. Exaiptasia
diaphana es un organismo modelo fundamental para el entendimiento de diversos procesos en
los cnidarios simbidticos, como la simbiosis, la nutricién y la inmunidad (Lehnert et al. 2012;
Matthews et al. 2017; Rédecker et al. 2018; Mansfield & Gilmore, 2019; Dungan et al. 2020).
Los organismos modelo se utilizan ampliamente para indagar procesos en los que la
experimentacion en el sistema de interés tiene viabilidad limitada o restriccion ética (Dungan et
al. 2020). Asimismo, son lo bastante similares a los corales (ambos antozoos simbidticos) como

para que los hallazgos pueden ser extrapolados significativamente (Puntin et al. 2022).

En general los cnidarios son descritos como holobiontes complejos que se definen como
el animal y su conjunto de microorganismos internos y externos (Bourne et al. 2009), es decir,
el holobionte se conforma por el cnidario, la microalga endosimbiética y la microbiota. Dentro
de esta microbiota encontramos arqueas, bacterias, hongos y protistas. Asi como miles de
cnidarios, E. diaphana presenta simbiosis con microalgas de la familia Symbiodiniaceae (Weis
et al. 2008).

En condiciones normales el holobionte se mantiene en equilibrio mediante su sistema
inmune, promoviendo la salud y protegiendo sus asociaciones para un funcionamiento éptimo
(Palmer, 2018). Sin embargo, algunos estresores pueden contribuir a aumentar la incidencia de
enfermedades (Bruno et al. 2007), para lo cual los cnidarios presentan algunas alternativas para
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protegerse, a través de un sistema inmunolégico. Ademas, el sistema inmune es en extremo
sensible a cambios ambientales modulados por la estacionalidad, la temperatura y responde a

todo lo que desestabiliza el bienestar del organismo (Martin et al. 2008).

El sistema inmunoldgico de los cnidarios se clasifica en tres funciones principales: el
reconocimiento inmunolégico, vias de sefializacion y respuesta efectora (Mydlraz et al. 2016).
En general, la capacidad de detectar patrones moleculares asociados a microorganismos
(MAMP) vy patrones moleculares asociados a dafio (DAMP), se logra mediante receptores
codificados en la linea germinal conocidos como receptores de reconocimiento de patrones
(PRR) (Bosch, 2008; Augustin et al. 2010), que activan vias de sefializacion para producir

respuestas inmunes (Cerenius et al. 2008).

Entre las respuestas inmunes innatas en cnidarios, se encuentra la via de sintesis de la
melanina. Esta via es activada mediante la protedlisis de algunos zimogenos, profenoloxidasas
a fenoloxidasas activas (PO) (Cerenius et al. 2003), lo que comunmente conduce a la sintesis
del pigmento melanina. La melanina encapsula microorganismos invasores, potencialmente
patdgenos. La activacion de la fenoloxidasa es un sistema clave para la defensa inmune de los
invertebrados en contra de los ataques de patdgenos, ya que, en el proceso de sintesis, produce
una variedad de compuestos altamente reactivos y toxicos, como radicales libres citotoxicos,
agentes aglutinantes y opsoninas (Cerenius et al. 2008; Cerenius & Soderhall 2021) capaces de
eliminar a microorganismos invasores. La actividad de PO se usa como una métrica de salud,
en la que se observa una relacion positiva entre su actividad y la resistencia a la infeccién de

varios invertebrados (Mydlarz & Palmer, 2011).

La participacién de diversos procesos fisioldgicos en los cnidarios influye en su inmunidad
y por ende en la salud del organismo. Los procesos bioldgicos alternan periodos de alta actividad
y periodos de escasa o nula actividad (Cardinali, 2005). Por ejemplo, la relacion simbiotica con
microalgas en un animal con comportamiento nocturno representa un reto para el estudio de los

parametros basales, ya que ambos se rigen por ritmos bioldgicos distintos.

Los ritmos bioldgicos permiten a los organismos generar una respuesta anticipada y
adaptarse a los cambios ambientales diarios (Roenneberg & Merrow, 2005). Ademas, la
integracion de los procesos fisiologicos y metabdlicos con el reloj bioldgico conservan en un

estado optimo al organismo (Bednafova et al. 2013). Los cnidarios muestran comportamientos
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distintivos en el dia y la noche; por ejemplo, muchas investigaciones han caracterizado patrones
de comportamiento sobre los tentaculos, describiendo una extension por la noche que es Util
para su alimentacion, mientras que el dia se contraen (Sweeney, 1976; Sebens & DeRiemer,
1977). Ademas, el ciclo lunar influye en las actividades periddicas de los cnidarios, mostrando
cambios en el comportamiento especialmente en su reproduccion (Sakai et al. 2020). En los
corales, los ciclos lunares regulan el desove (Harrison et al. 1984); y en conjunto con factores
como la temperatura, pueden variar sus patrones reproductivos (Lin & Nozawa, 2023). Por lo
tanto, los ritmos bioldgicos, tanto el circadiano como el lunar, rigen diversos procesos en los

organismos en condiciones basales.

El reloj biolégico desempefia un papel fundamental en el control de las funciones
fisiolégicas, regulando varias vias de sefializacion como es la respuesta inmune (Fagiani et al.
2022). Estudios en mamiferos, han encontrado que el ciclo circadiano esta relacionado con la
migracion de células del sistema inmune innato, asi como con cambios en la expresion de
moléculas inmunitarias (Scheiermann et al. 2013, 2018). Desde las plantas hasta los ratones, se
ha visto que cuando los organismos enfrentan un desafio inmunoldgico (por ejemplo, una
infeccion), estos responden mejor en su fase activa (Westwood et al. 2019). En el caso de los

cnidarios aun no se ha estudiado la relacion entre los ritmos biologicos y el sistema inmune.

Tanto en corales constructores de arrecifes como en el organismo modelo E. diaphana
se han reportado investigaciones con fenoloxidasa como medida de salud, ante la exposicion de
enfermedades (Mydlarz et al. 2009; Palmer et al. 2010; Rivera-Ortega & Thomé, 2018). No
obstante, el estudio de la respuesta inmune basal y su relacién con los ritmos biol6gicos ha sido
limitada. Estudiar la respuesta inmune en condiciones basales es importante ya que 10s procesos
bioldgicos en cualquier organismo no son constantes (Cardinali, 2005). En el presente trabajo
se caracterizé la variacion de la actividad de fenoloxidasa en las anémonas E. diaphana sanas,
tanto simbidticas como aposimbidticas a lo largo del dia, en las fases lunares de luna llena y

luna nueva.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Un organismo modelo

Las anémonas de mar de la familia Aiptasiidea son organismos de aguas tropicales y
subtropicales poco profundas, compartiendo la misma distribucion que los corales escleractinios
(Grajales & Rodriguez, 2016). Se encuentran en costas tropicales del Atlantico, Pacifico y el
Mar Caribe (Carlisle et al. 2016). E. diaphana mide menos de 60 milimetros (mm) de largo y
es un antozoo que mantiene simbiosis con microalgas de la familia Symbionidaceae (Bellis &
Denver 2017; Dungan et al. 2020).

Durante mas de 30 afios se ha convertido en excelente modelo de laboratorio debido a
caracteristicas como la rapida tasa de crecimiento, reproduccion asexual mediante laceracion de
pedal, el mantenimiento en una etapa libre de simbiontes, entre otras (Grajales & Rodriguez,
2016; Radecker et al. 2018). Sin embargo, esta anémona de mar fue formalmente propuesta por
Weis et al. (2008) como un sistema Util para plantear cuestiones bioldgicas de relevancia para
estudiar los sistemas de arrecifes de coral en temas como la simbiosis, reproduccion, desarrollo
de dinoflagelados, el reconocimiento y especificidad, logrando el uso generalizado y exitoso en

trabajos de laboratorio.

2.2 Generalidades del sistema inmune

El sistema inmunoldgico surgié y evoluciond para la proteccion de los organismos
multicelulares de un gran repertorio de patégenos, mediante una red compleja de células,
moléculas y vias capaces de eliminarlos de forma eficaz. Referirnos a un sistema inmunolégico
es comprender que se compone por dos sistemas interconectados: innato y adaptativo (Punt et
al. 2020).

La inmunidad innata se define como la primera linea de defensa de los organismos y
representan una respuesta inmediata en contra de patdgenos y otras amenazas (Moser & Leo,
2010). Ademas, cuenta con mecanismos moleculares y celulares, asi como con la presencia de
barreras fisicas y quimicas (piel, membranas mucosas, saliva, lagrimas), con el objetivo de

prevenir y eliminar la mayoria de las infecciones en cuestion de horas. Sus elementos de
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reconocimiento son rapidos, produciéndose segundos después de una ruptura en la barrera, pero

no son especificos para reconocer cambios a nivel aminoacidos (Punt et al. 2020).

Mientras que la inmunidad adaptativa, o también conocida como adquirida,
normalmente actla dias después de la infeccion. Elimina a todos los patégenos que evaden o
persisten después de las respuestas innatas. Posterior a la eliminacion del patogeno, establece
una memoria que se distingue por la capacidad de proteger al organismo de una reinfeccion por
el mismo agente (Moser & Leo, 2010). Las cuatro caracteristicas fundamentales del sistema
inmunolégico adaptativo son la especificidad, diversidad, memoria y reconocimiento de lo
propio/no propio (Oldham, 2009; Reed et al. 2010; Abbas et al. 2022).

2.3 Inmunidad de invertebrados

El sistema inmunoldgico de los invertebrados presenta un sistema inmune innato y su
inmunidad se limita a una diversa gama de respuestas inflamatorias que estan mediadas directa
o indirectamente por células circulantes (Smith, 2010). La inmunidad en invertebrados es
diversa, para aquellos que cuentan con un sistema circulatorio abierto estd dirigida por
celomocitos, desarrollados en el mesodermo y fluyen a través del fluido celémico. En los
moluscos las células de defensa son los hemocitos que derivan del hemocele y se encuentran en
la hemolinfa. Por otro lado, en los invertebrados acelomados, las células responsables son los
amebocitos y fluyen por la mesoglea (Smith, 2010). Dentro de los diferentes roles funcionales
de las células inmunes estd el reconocimiento de lo propio y no propio, fagocitosis,
encapsulacion, citotoxicidad, entre otros (Smith, 2010).

Ademas, también existen mecanismos humorales en la inmunidad innata de los
invertebrados que comparten el objetivo con otros mecanismos de responder ante patdgenos
potenciales, asegurando la homeostasis del organismo (Palmer, 2018). Parte de inmunidad
humoral en invertebrados son PRR, las cascadas proteoliticas y los péptidos antimicrobianos
(Sanchez-Salgado et al. 2021).

En los animales invertebrados se consideran tres aspectos: reconocimiento, vias de
sefializacion y respuesta efectora; el primero involucra el reconocimiento de patrones de
moléculas asociados a microorganismos (MAMP) que se encuentran altamente conservados

dentro de dichos microrganismos y ausentes en el huésped, ademas de los patrones de



17

reconocimiento asociados al dafio (DAMP). Esta unidn significa el inicio del proceso de una
respuesta efectora mediante una sefializacion intracelular para desarrollar una respuesta inmune
diversa (Beutler, 2004; Ellis et al. 2011).

Los responsables de detectar la presencia de microorganismos, como se menciono
anteriormente, son los receptores de reconocimiento de patrones (PRR) codificados por la linea
germinal (Takeuchi & Akira, 2010). Ademas, son vitales para la comunicacion entre el huésped
y la microbiota, debido al constante intercambio de informacion. Los PRR son proteinas
ubicadas en la membrana celular y a nivel intracelular; reconocen peptidoglicanos,
lipopolisacaridos, acido lipoteicoico, B-1-3 glucanos, entre otros. Dentro de los principales
receptores descritos en invertebrados, como los cnidarios, son los receptores tipo Toll (TLR),
receptores de lectinas tipo C (CTLR), receptores tipo NOD (NLR), receptores tipo Rig (RLR),
receptores acoplados a proteina G (GPCR), las proteinas de reconocimiento de peptidoglicanos
(PGRP), receptores carrofieros (SR) y las integrinas (Dierking & Pita, 2020; Leal et al. 2022).

Posterior al ingreso de microorganismos o de la deteccion de sefiales reconocidas por los
PRR, el animal enciende una via de sefializacion. Algunas de estas vias son normalmente
cascadas proteoliticas que activan los mecanismos de proteccién (Little et al. 2005). Las
cascadas proteoliticas son las reacciones de coagulacion, el sistema complemento y la cascada

de activacion de fenoloxidasa que produce melanina (Cerenius et al. 2010).

Los cnidarios son animales acuéticos filogenéticamente basales de los Metazoos, sin
embargo, tienen una complejidad inmune. El estudio de inmunidad en cnidarios ha sido
relativamente reciente. Sin embargo, se ha comprobado que el sistema inmune se encuentra
constantemente activo, verificando y realizando los ajustes necesarios, lo anterior se denomina
inmunidad constitutiva (Palmer, 2018). Aungue los receptores de reconocimiento y las
multiples vias de sefializacion se activan tras el reconocimiento de patogenos, algunos
mecanismos efectores muestran actividad constitutiva, es decir, niveles basales o no inducidos
directamente por patégenos (Pinzon et al. 2014b). Previamente se pensaba que una falta de
actividad inmune significaba un sistema inmunitario inactivo; sin embargo, la presencia de
microrganismos asociados, como simbiontes, indica mas bien, una tolerancia (Moreno-Garcia
et al. 2014).
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Ademéas de los niveles basales y el reconocimiento de patogenos, el sistema
inmunologico participa en la composicion de comunidades microbianas, como por ejemplo la
simbiosis o0 la microbiota. También, los cnidarios coloniales pueden distinguir los tejidos iguales

a los de sus congéneres contiguos (Parisi et al. 2020).

2.4 Fenoloxidasa: una enzima de defensa

La fenoloxidasa es una enzima activadora en la sintesis de melanina, siendo parte del
sistema de profenoloxidasa (proPO), unidad esencial en el sistema inmune innato. Esta enzima
ha sido detectada en la hemolinfa o el celoma de varios invertebrados, indicando que este
proceso es compartido en diversos grupos de artropodos y es probablemente universal para el
filo entero (Soderhall et al. 1986). Generalmente esta enzima se encuentra como un zimageno,
es decir, una proenzima en su forma inactiva y la conversion de la profenoloxidasa a
fenoloxidasa, esta dada por una serie de proteolisis por serinas proteasas a traves de un sistema

activador end6geno o agentes exogenos (Hellio et al. 2007).

La enzima activada cataliza la oxigenacion de fenoles a quinonas, los cuales finalmente
pueden polimerizar a la melanina (Johansson & Soderhall, 1989; Cerenius & Soderhall 2004).
La eliminacion de patégenos normalmente esta conectada con la produccion de melanina o los
intermediaros de reaccion tdxica; no obstante, en estudios de algunos insectos y crustaceos
sugieren que los productos del gen profenoloxidasa otorga inmunidad al huésped incluso sin

una melanizacion visible (Cerenius & Soderhall, 2021).

El sistema de activacion de fenoloxidasa se describié por primera vez en la hemolinfa
de un artrépodo, el gusano de seda, Bombyx mori. Surgieron varias hip4tesis sobre su activacion,
entre ellas: 1) un proceso auto catalitico, 2) una protedlisis limitada de la pre-enzima por el

activador y 3) la fijacion de las subunidades (Ashida et al. 1967).

Soderhall et al. (1979) realizaron un estudio con el cangrejo de rio Astacus astacus,
reportando que las fenoloxidasas se encuentran en los hemocitos, debido a que el material
granular present6 actividad de fenoloxidasa. Ademas, mencionan que la fenoloxidasa responde
a las células de las paredes de parasitos fangicos, conocidos como los B-1-3 glucanos,

provocando su activacion. Posterior a su activacion, los parasitos fungicos son encapsulados y
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eventualmente melanizados. Para este trabajo persistia la incdgnita sobre la molécula o célula

encargada del reconocimiento de los parasitos.

Posteriormente, Cerenius et al. (1991) encontrd que el sistema de fenoloxidasa también
se activaba con la presencia de peptidoglicanos y lipopolisacaridos. Ademas, se describieron
maés factores producidos por la activacion del sistema, entre ellos, la encapsulacion de células
opsoninas, citotdxicas y los fungicidas que funcionan en la eliminacion de los agentes intrusos

de la cavidad del organismo.

La activacion del sistema de fenoloxidasa es un proceso controlado, en el que todas las
PO caracterizadas en la mayoria de los artropodos, se sintetizan como precursores inactivos. La
serina proteasa encargada de la prote6lisis del precursor de proPO ha recibido distintos nombres
como lo son proteina, enzima o factor, generalmente es mas comdn utilizar el término de enzima
activadora de profenoloxidasa (ppA). Esta enzima contiene un dominio de serina proteasa
carboxi-terminal y dominios tipo clip en su extremo amino, los cuales se convierten
proteoliticamente activos en presencia de elicitores (Wang et al. 2001; Cerenius & Soderhall,
2004).

El proceso de protedlisis es el mismo en la mayoria de los artrépodos, distinguiéndose
de la presencia de uno a méas factores. Para ejemplificar, ocuparemos la informacién de
Holotrichia diomphalia para la descripcion de este proceso. En esta especie de escarabajo, la
ppA se denomina factor activador de profenoloxidasa (PPAF). Inicia con la cadena ascendente
de proteinas de reconocimiento de patrones y proteasas que induce la escision de la PPAF-III
en PPAF-I1I cataliticamente activo. Esta proteasa activada escinde el homdlogo de la serina
proteasa proPPAF-I1 para activarla. Por otro lado, la activacién del proPO sucede en dos pasos,
el primero es la escision proteolitica de proPO (pasando de 79 a 76 kDa) mediada por PPAF-I
activo. La escision de proPO por si sola no es suficiente para dar lugar a una PO activa, por lo
tanto, el segundo paso esta mediado por el PPAF-I1I activo y permite la aparicién de una PO

enzimaticamente activa (Kwon et al. 2000; Cerenius et al. 2008, Figura 1).
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Figura 1. Esquema sobre el proceso de activacion de fenoloxidasa en Holotrichia diomphalia.

En los cnidarios, tanto en el tejido como en el mucus se ha detectado fenoloxidasa en
presencia de enfermedades y en organismos sanos. Estos reportes han sido en diversos
panoramas, sin distinguir entre la forma de crecimiento, la especie, el tipo de reproduccion y el
contexto abiotico y biotico (Mydlarz et al. 2009; Palmer et al. 2011; Rivera-Ortega & Thomeé,
2018; Thome et al. 2021; Toledo-Hernandez et al. 2023).

2.5 Mucus, una capa protectora

Como se menciond anteriormente, las barreras fisicas desempefian un papel esencial en
la defensa del organismo (McDonald & Levy, 2019). Los cnidarios cuentan con la capa mucosa
superficial (CMS), que estd compuesta por un complejo de polisacaridos, lipidos y proteinas
entrelazados, que forman una biopelicula que contiene mas del 95% de agua. Su funcionalidad
radica en ser la primera linea de defensa contra patdgenos invasores en cnidarios, puesto que es
una barrera fisicoquimica protectora entre el tejido animal y el ambiente externo (Brown &
Bythel, 2005). La CMS también participa en varios procesos biologicos y se considera como
una capa dinamica, puesto que permite la transferencia de gases, el almacenamiento de
metabolitos, la locomocidn, el soporte estructural, la captura de particulas de alimentos y
ademaés varia con el medio ambiente y con el tiempo. Asimismo, es un nicho para la comunidad

microbiana comensal y simbiotica asociada a los corales, los cuales suministran nutrientes y
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participan en la defensa antimicrobiana (Brown & Bythell, 2005; Wahl et al. 2012; Palmer &
Traylor-Knowles, 2018; Stabili, 2019; Parisi et al. 2020).

2.6 Ritmos bioldgicos: reloj circadiano y fases lunares

La adaptacion de ritmos fisioldgicos a sefiales ambientales es considerado universal en
todos los organismos, mostrando oscilaciones y una coordinacion persistente en la biologia y el
comportamiento ante los cambios externos diarios. En todas las especies el reloj circadiano
molecular involucra bucles de retroalimentacion de trascripcion y traduccion en un periodo de
24 horas (Hoadley et al. 2016). Ademas, esta compuesto por las vias de entrada, el oscilador
central y las vias de salida (Noordally & Millar, 2014). Las vias de entrada instruyen la
informacion de tiempo del entorno ambiental al oscilador central, con el fin de restablecer la
fase del ritmo. Un ejemplo de ello son los cambios de luz a oscuridad. Después de la sincronia
con el entorno, el oscilador central es responsable de generar el ritmo de 24 h que controla los
ritmos de los procesos bioldgicos y de comportamiento a través de las vias de salida. Esta Gltima
via regula la expresion de genes que participan en una infinidad de procesos circadianos
controlados. Aunque esté presente una oscilacion circadiana intrinseca dentro del organismo, se
ha observado que estas oscilaciones pueden diferir entre los tipos de célula (Hut & Beersma,
2011). Ademés, también hay comportamientos que ciclan simplemente en respuesta al
fotoperiodo externo (Hut & Beersma, 2011; Noordally & Millar, 2014).

La presencia de un reloj circadiano dentro de los cnidarios esta documentado y estos
organismos se han adaptado a sus ritmos desde hace millones de afios (Sorek et al. 2014). Los
arrecifes de coral se encuentran en un ambiente marino en donde estan expuestos a los ciclos
solar, lunar y las mareas. Estos organismos han mostrado cambios reproductivos y de
comportamiento debido a la sincronia con dichos ciclos. Ademas, las tasas de calcificacion,
fotosintesis y respiracion muestran ritmicidad diaria, utilizando la luz como sefal principal
(Hoadley et al. 2016).

Se ha observado que pequefios cambios en la luz de baja intensidad puede inducir
respuestas en el comportamiento, indicando sensibilidad a lo largo del ciclo lunar (Hoadley et
al. 2016). En general los efectos de las fases de la luna sobre el comportamiento de los
organismos han sido reportados, teniendo impacto no solo en humanos, sino también en

animales (Zimecki, 2006; Chakraborty, 2013). Al ciclo lunar se le suman las periodicidades de
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14.75 y 29.5 dias, es decir, fase de luna nueva y luna llena respectivamente, cuando el sol y la
luna estan en relacion lineal entre si, provocando un aumento en las fuerzas gravitacionales. Es
por lo que la luna también puede proporcionar informacion temporal que puede afectar a los

organismos (Ritter & Tessmar-Raible, 2024).

3. ANTECEDENTES

3.1 Defensa inmune en cnidarios

Algunas investigaciones han estudiado el genoma de cnidarios para determinar la
participacion de proteinas o genes asociados a la inmunidad innata. Para el caso del coral
escleractinio Acropora digitifera, codifica al menos cuatro moléculas Toll/TLR, cinco proteinas
asociadas a interferén IL-1R, entre otras. Mientras que la anémona Nematostella vectensis que
no mantiene simbiosis, solo contiene una Unica proteina Toll/TLR. De acuerdo con Shinzato et
al. (2011) argumenta que esta diferencia indica posiblemente que algunos de estos genes son
responsables en desarrollar la funcion de simbiosis o la interaccion entre colonias en corales. La
especificidad de las moléculas propicia un panorama especifico para resolver las dudas basicas

sobre el proceso de reconocimiento y generar una correcta respuesta inmune.

Existen varios procesos fisioldgicos en los cnidarios que influyen en la inmunidad y la
salud del organismo. Estos mecanismos inmunes son orquestados tanto por el cnidario
hospedero como por las comunidades microbianas y las microalgas simbidticas que son parte
de este sistema complejo (Davy et al. 2012). Dentro de las funciones del sistema inmune de los
cnidarios esta la diferenciacion de células que pueden tolerarse, como los simbiontes y por otra
parte estdn los patdégenos que deben eliminarse (Mydlarz et al. 2016). Ahora se reconoce
ampliamente que las interacciones negativas y beneficiosas comparten varias de las vias de

sefializacion, incluso las respuestas efectoras (Davy et al. 2012)

La infeccion de las microalgas simbidticas en el coral inicia de la misma forma que los
otros asociados del holobionte, mediante el reconocimiento de los PRR. Una vez que los
simbiontes ingresan a la célula huésped por medio de fagocitosis, existe evidencia de que su

presencia evita la maduracion del fagosoma, convirtiéndose en simbiosoma (Davy et al. 2012).
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Es por lo que se ha desarrollado la hipotesis que la simbiosis provoca una reaccion inmune y su
persistencia depende de que el coral suprima algunos componentes de inmunidad (Mydlarz et
al. 2010).

De acuerdo con el estudio realizado por Changsut et al. (2022) donde se utiliz6 al coral
facultativo Astrangia poculata, obtuvieron una asociacion positiva entre la inmunidad
constitutiva y la densidad de simbiontes. Dicha inmunidad fue medida mediante la
concentracion de melanina y la actividad de catalasa. Para la explicacion de la relacion positiva
manejan dos hipdtesis, la primera argumenta que tanto la respuesta a factores estresores térmicos
y la proteccion de los rayos UV son parte activa directa en el mantenimiento de la simbiosis
alga-coral. La segunda hipotesis se desarrolla bajo la teoria de asignacion de recursos, en donde
una mayor poblacion de simbiontes proporciona un mayor presupuesto energético, lo que

permite una mayor asignacion de recursos para la inmunidad.

Por otro lado, Fuess et al. (2020) manipularon al coral Orbicella faveolata mediante un
enriquecimiento de amonio para el aumento de la densidad de los simbiontes. Posteriormente,
los corales fueron expuestos a una estimulacion inmunoldgica para probar el efecto de los
simbiontes. Contrario al trabajo de Changsut et al. (2022), en este estudio los resultados
mostraron una correlacion negativa entre la densidad de simbiontes y la respuesta inmune.
Concluyendo la posibilidad de que tanto la densidad y la identidad de las microalgas simbioticas
pueden influir en la susceptibilidad de la enfermedad, debido a que la densidad de simbiontes

puede reducir la respuesta inmune del huésped (Fuess et al. 2020).

Con respecto a la fenoloxidasa, se han detectado varios componentes de su sistema de
activacion en cnidarios mediante métodos moleculares y bioquimicos. Entre estos estudios se
ha registrado la expresion de una serina proteasa similar a tripsina en el coral A. millepora y una
especie de Porites ssp. después de ser desafiados con PAMP bacterianos y virales (\Weiss et al.
2013). En otro estudio con Pocillopora damicornis expuesta al patégeno Vibrio coralliilyticus,
encontraron una co-regulacion de genes de la enzima activadora de profenoloxidasa y lacasa en
la via de melanizacion (Vidal-Dupiol et al. 2014). Ademas, se detectd en los genomas de
Nematostella vectensis e Hydra magnipapillata la participacion de genes de tirosina (Esposito
et al. 2012). Otras investigaciones han sefialado la actividad de proPO, PO y depositos de

melanina mediante estudios histoldgicos y bioquimicos en anémonas de mar, gorgonias, y
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corales escleractinios (Mydlarz et al. 2007; Mydlarz et al. 2008; Palmer et al. 2008; Zaragoza et
al. 2014).

La determinacion de los distintos componentes dentro del sistema de fenoloxidasa
conduce a una compresion precisa acerca del proceso de respuesta de los corales ante la
presencia de patdgenos. Dentro de los corales hay indicio de actividades de fenoloxidasas tipo
catecolasa, cresolasa y lacasa, y algunos muestran afinidad por sustratos particulares, sugiriendo
el uso preferencial de vias particulares de sintesis de melanina. Lo anterior prueba que existe

una heterogeneidad en las PO de coral (Mydlarz & Palmer, 2011).

Los estudios que abarcan la participacion de fenoloxidasa como un indicador de salud
en corales, normalmente enfrentan al animal a factores estresantes como lo seria un amplio
espectro de temperaturas, pH, salinidad, enfermedades, entre otros. Lo anterior permite ver la

diferencia entre la funcionalidad de las respuestas en corales sanos y corales con algun dafio:

Por ejemplo, Mydlarz et al. (2009) emplearon varios ensayos inmunolégicos para
determinar la funcion inmunoldgica de Montastraea faveolata blanqueada, aparentemente sana
y enferma por banda amarilla a lo largo de dos afios de muestreo. Ademas, realizaron un conteo
de la densidad de simbiontes en colonias blanqueadas y sanas. Obtuvieron que los niveles de
todas las proteinas inmunes se vieron afectadas por el blanqueamiento, teniendo niveles méas
bajos de proPO en las colonias sanas. Los altos niveles inmunes en los corales blanqueados
sugirieron que pueden ser explicados por dos hipoétesis, la primera propone el aumento en la
actividad de proPO como resultado indirecto de la estimulacion de calcio. La segunda
explicacion se basa en que las microalgas simbi6ticas bloquean las respuestas inmunitarias del
coral para persistir en el tejido. Como consecuencia, la respuesta inmune incrementaria durante

el blanqueamiento y la expulsion del simbionte.

Conocer los componentes de la inmunidad de los corales y determinar la utilizacion
diferencial de las vias inmunes entre taxones de coral, ha permitido visibilizar un panorama mas
amplio de los mecanismos que sustentan la salud de estos animales. Palmer et al. (2010)
midieron los niveles constitutivos de inmunidad mediante cuatro parametros inmunes (tamafio
de las células granulares, concentracion de fotoproteinas, proporcién de melanina y actividad
de PO) y sugieren que son medidas precisas y excelentes métricas de salud. En especifico, los

dos principales parametros determinantes del rango basal de inmunidad y por consecuencia la
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susceptibilidad a las enfermedades es el tamafio de las células granulares y la actividad de PO.
Eso se comprueba con el registro de actividad de fenoloxidasa en 15 especies de coral y su
respectiva variacion significativa entre ellas. Es posible que la actividad de PO en corales sanos
indique un nivel residual de defensa antimicrobiana por causa de la produccion de
intermediarios citotoxicos. Ademas, las diferencias en la actividad residual de fenoloxidasa
entre los taxones de corales indican disparidades fisiologicas, teniendo efecto a escala ecologica

vista desde la resistencia a enfermedades.

Los niveles constitutivos de inmunidad y mantenimiento de una respuesta inmune son
procesos energéticamente costosos y probablemente compiten con algunos rasgos de vida como
el crecimiento y la reproduccion del animal (Armitage et al. 2003). Aquellos corales que asignan
recursos a su inmunidad podrian reflejar un crecimiento lento, pero mostrar niveles mas altos
de inmunidad constitutiva y mejores respuestas de defensa que una especie que invierte en
crecimiento o reproduccién. Para demostrar esta capacidad inmune relativa entre las especies
de corales, Palmer et al. (2011) trabajaron con tres especies de coral: M. faveolata, P. astreoides
y Stephanocoenia intersepta. El experimento consistid en exponer a las especies a cuatro
tratamientos: 1) temperatura ambiente, 2) temperatura ambiente con lipopolisacarido (LPS), 3)
temperatura elevada y 4) temperatura elevada con LPS. Las tres especies mostraron diferentes
niveles basales de inmunidad constitutiva a temperatura ambiente y sin tratamientos
experimentales. Al mismo tiempo, documentaron la capacidad de varias especies para inducir
el sistema PO en presencia de inductores de patdgenos y por estrés de temperatura. S. intercepta
respondio significativamente a la presencia de LPS, P. asteroides mostré6 mayor actividad de
PO en presencia de LPS combinado con alta temperatura, mientras que en M. faveolata
observaron una menor concentracion de melanina por temperatura elevada. Los niveles de
referencia de los parametros inmunologicos para estas tres especies sugieren que los niveles de

inmunidad pueden ser indices de la inversion en inmunidad como un rasgo de historia de vida.

Se ha reportado que los niveles constitutivos de fenoloxidasa, melanina y actividad
antimicrobiana, se han relacionado con la resistencia a enfermedades, siendo un reflejo de una
inversién en componentes del sistema inmunoldgico. Un estudio que evalud la inmunidad
constitutiva en conjunto con los patrones de enfermedades desde un enfoque filogenético indic

que el sistema inmunoldgico de al menos 14 especies de corales del Caribe ha sido moldeado
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por su historia evolutiva y presiones selectivas pasadas (Pinzon et al. 2014a). Teniendo a las
especies que pertenecen a un linaje mas antiguo con una mayor resistencia y respuesta inmune
basal que aquellas que son de un linaje mas reciente. Ademas, la variacién de la inmunidad
constitutiva entre los taxones puede estar influenciada por gradientes ambientales y espaciales
de un lugar determinado. Lo anterior respalda las observaciones acerca de la variacion en la

resistencia de enfermedades entre los distintos taxones de coral (Pinzon et al. 2014a).

Otro rasgo por tomar en cuenta en los estudios de inmunidad en corales, es la variacion
estacional de proteinas inmunes, como las proteinas fluorescentes (FP) especificas a corales y
la actividad de fenoloxidasa. Particularmente, la actividad de PO aumenta en primavera hasta
otofio, y posteriormente disminuye a partir de esta estacién (Toledo-Hernandez et al. 2023).
Dichos autores demuestran que en ausencia de perturbaciones ambientales los niveles
constitutivos de inmunidad varian de acuerdo con los ciclos ambientales relacionados a las

estaciones.

Ademas, de acuerdo con Van de Water et al. (2016), la actividad potencial total y la
activacion de PO presenta una variacion temporal significativa en tres diferentes especies de
corales escleractinios estudiados a lo largo de un afio. La actividad de PO no solo varia
estacionalmente, sino también varia entre especies, comprobando nuevamente que los corales
difieren en la asignacion de recursos de nivel constitutivo para la respuesta inmune, teniendo asi

especies mas resistentes.

En definitiva, existe una variacion en la inmunidad basal y en las respuestas de las
diferentes especies de coral, de acuerdo con sus caracteristicas de historia de vida. De manera
que la resistencia y la supervivencia de las especies dependen de como las especies priorizan 'y
distribuyen sus recursos entre los rasgos fisioldgicos (Pinzén et al. 2014a). Si bien es probable
que todos los corales sanos sean inmunocompetentes y aptos para producir una respuesta inmune
eficaz, dicha inmunocompetencia relativa podria variar entre distintas especies de coral (Palmer
et al. 2011; Palmer & Traylor-Knowles, 2018).

3.2 El mucus, una herramienta en la inmunidad

La caracterizacion de las propiedades de defensa en cnidarios, también se ha investigado

en ensayos en el mucus coralino para determinar la actividad de expresion de enzimas



27

antioxidantes. Como se ha mencionado anteriormente, usualmente se enfrentan a patdgenos y
comparan la respuesta de corales aparentemente sanos y enfermos. La actividad de fenoloxidasa
en los corales sanos es menor cuando las condiciones se mantienen, mostrando una expresion
diferencial de antioxidantes en mucus sano y enfermo (Bhagwat et al. 2023). El mucus coralino
contiene biomoléculas involucradas en la defensa de corales, las cuales se expresan en mayor
cantidad cuando los organismos son desafiados por estresores abidticos y bidticos (Bhagwat et
al. 2023).

Otro estudio evalu6 la capacidad de proteccion de la capa mucosa superficial en tres
especies de cnidarios simbidticos: la anémona E. diaphana, la medusa Cassiopea xamachana y
el coral Pseudodiploria strigosa (Rivera-Ortega & Thomé, 2018). Las autoras encontraron
actividad inmune innata en la capa superficial de mucopolisacaridos, medida mediante la
actividad de fenoloxidasa y la concentracion de hidroxiprolina (Hyp). Para el caso de P. strigosa
ocuparon colonias de coral aparentemente sanas y enfermas de banda negra. EI mucus colectado
de colonias aparentemente sanas tenia concentraciones mas bajas de Hyp y PO, en comparacién
al mucus de la zona de transicién de enfermedad. Por otro lado, utilizaron a E. diaphana y C.
xamachana sanas y blanqueadas. La actividad de PO en C. xamachana sanas fue mayor que en
las blanqueadas. Estos resultados sugieren que los cnidarios expulsan a la capa superficial de
mucopolisacaridos moléculas con actividad inmune innata de sus tejidos (Rivera-Ortega &
Thomé, 2018).

3.3 Cnidaria y sus ciclos bioldgicos

El reloj circadiano en los cnidarios se ha descifrado mediante trabajos tanto
transcriptdbmicos (Brady et al. 2011) como gendmicos (Shoguchi et al. 2013) logrando
identificar genes del reloj circadiano. También existen estudios que comparan las diferencias en
los ciclos de luz y lunares en conjuntos de genes de reloj (Vize, 2009; Reitzel et al. 2010;
Hoadley et al. 2011; Leach et al. 2018).

Algunos genes implicados en la inmunidad innata durante un analisis transcriptomico en
la anémona Nematostella vectensis se expresaron diferencialmente solo en condiciones de luz-
oscuridad, con una regulacion positiva durante el dia (Leach et al. 2018). Sin embargo, no se
retuvo este patron de expresion en ausencia de luz. Estos datos podrian indicar que la

fotorrecepcion puede ser una sefial importante para los mecanismos inmunes en cnidarios.
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Las investigaciones en cnidarios sobre la caracterizacion del comportamiento o procesos
bioldgicos en un ciclo circadiano han sido poco estudiadas. Algunas de estas investigaciones en
antozoos han reportado patrones de comportamiento sobre los tentaculos, caracterizando su
extension en la noche y la contraccién en el dia (Gladfelter, 1975; Sweeney, 1976; Sebens &
DeRiemer, 1977). Y otros han realizado un registro sobre las conductas de suefio y
comportamiento diurnos en Hydra (Kanaya et al. 2020), asi como en la medusa Cassiopea sp.
(Nath et al. 2017).

Por otro lado, se realiz6 un estudio del comportamiento locomotor de N. vectensis a lo
largo del ciclo circadiano bajo ciclos de luz fotoperiédicos y continuos, permitiendo
complementar la informacion molecular obtenida con antelacién (Hendricks et al. 2012).
Encontraron que un reloj endogeno circadiano regula la ritmicidad de las actividades
locomotoras, debido a que tanto en condiciones de luz-oscuridad y en oscuridad constante (DD),

mostraron una actividad nocturna que casi duplica la actividad del dia.

Siguiendo la misma linea de investigacion en esta anémona, realizaron diferentes
tratamientos de luz (roja, azul, verde y oscuridad) a lo largo del ciclo circadiano (Leach et al.
2020). Este disefio permitid identificar patrones de expresion que podrian indicar sensibilidad a
la luz. En todos los tratamientos se reveld una actividad significativamente mayor durante la
noche, donde la locomocion aument6 de luz roja a verde y azul. Sin embargo, en luz rojay DD
se mostraron oscilaciones bimodales. También, los resultados de la expresion genética indican
que los patrones observados en luz azul y verde son similares, mientras que la expresion en luz
roja difiere enormemente. El comportamiento de actividad bimodal permite argumentar la
posibilidad de un segundo oscilador dentro de los cnidarios que puede estar enmascarado por

un reloj circadiano predominante.

Con respecto a la asociacion entre el animal coralino y sus simbiontes enfocados en el
entendimiento del reloj circadiano, se argumenta la posibilidad de que el coral controle el reloj
enddgeno de las microalgas simbidticas (Sorek et al. 2014). Sin embargo, un estudio con en el
organismo modelo E. diaphana encontrd que independientemente de la luz externa, es el reloj
circadiano endogeno del simbionte el que controla la fotosintesis e influye en la ritmica del
huésped a través de la transferencia de metabolitos, alteraciones en el estado redox y contraccion

del cuerpo. Debido a que E. diaphana simbidtica presenta un ciclo circadiano, mientras que, E.
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diaphana aposimbioética tiene un ciclo circatidal (12 h) y al momento de restablecer la
interaccion con las microalgas simbidticas su ciclo cambia a un ciclo circadiano (Sorek et al.
2018).

Algunos de los pocos ejemplos que existen sobre el efecto de las fases lunares en
cnidarios, se enfocan principalmente en la reproduccion de corales, debido a que alrededor del
80% de corales escleractinios desovan en ciertas noches del afio, durante una fase lunar
especifica (Lin et al. 2021). Ademas, de las primeras investigaciones sobre los genes del reloj
circadiano en corales se enfocaron en la regulacién de los eventos reproductivos. De acuerdo
con Levy et al. (2007) en A. millepora hubo un aumento en el gen Cry2 durante la luna llena,

sugiriendo que los criptocormos desempefian un papel en la sincronizacion reproductiva

3.4 E. diaphana y su respuesta inmune

Algunos estudios sobre enfoques inmunoldgicos en E. diaphana han abordado temas
como el priming (también conocido como inmunidad entrenada o entrenamiento inmunolégico),
la respuesta ante la exposicion de patdgenos, el proceso de reconocimiento y mantenimiento de
simbiontes, regeneracion de heridas, etc (Lehnert et al. 2012; Zaragoza et al. 2014; Brown et al.
2015; Van Der Burg et al. 2020; Jacobovitz et al. 2021). Para el primer caso, el entrenamiento
inmunologico se ha documentado principalmente en animales invertebrados artropodos, y se
trata de una estimulacion subletal del sistema inmunolégico con efectos a corto plazo y que
protegen a los invertebrados en la exposicion posterior a los mismos patdgenos a los que fueron
desafiados (Sadd & Schmid-Hempel, 2006).

Para el caso de E. diaphana, se encontrd que aquellas que habian sido expuestas al
patdgeno Vibrio coralliilyticus en condiciones subletales previo a las exposiciones letales
mostraron una mayor supervivencia que las anémonas que no se habian preparado ante una
exposicion (Brown et al. 2015). Ademas, su respuesta fue de corta duracion de hasta cuatro
semanas y no es una respuesta inmune sostenida debido a una infeccién cronica por la
exposicion subletal, ya que las anémonas eliminaron al patdgeno en cuatro dias. Este estudio
demuestra que el sistema de defensa de los cnidarios es capaz de ofrecer una proteccion inducida

y de alguna manera duradera (Brown et al. 2015).
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Por otro lado, la respuesta inmune ante la exposicion de patdgenos se ha medido
mediante la actividad de proPO y PO. Zaragoza et al. 2014 demostraron que la actividad proPO
en polipos infectados fue entre 8,5y 10 veces mayor que la de polipos sanos, indicando que la
respuesta inmune aumenta posterior a una infeccién bacteriana, de manera similar a los distintos
reportes de cnidarios en condiciones de estrés. Con este estudio se comprob6 nuevamente la
idoneidad de E. diaphana como un sustituto para estudiar los mecanismos de virulencia en

patdgenos de coral.

En cuestion del mantenimiento de microorganismos se ven dos procedimientos en E.
diaphana. Esta anémona fagocita microalgas del ambiente y después de la absorcion aquellas
microalgas fagocitadas no simbidticas se eliminan mediante vomocitosis y la adquisicién de
simbiontes adecuados conduce a la supresion de las vias de inmunidad innata (Jacobovitz et al.
2021). Lo anterior, proporciona un sistema experimental dptimo para analizar los diferentes

procesos inmunes en estos animales complejos.
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4. JUSTIFICACION

La respuesta del holobionte a los factores estresantes depende de un amplio repertorio
de mecanismos inmunoldgicos e inherentemente coexiste una variacion significativa en la
expresion de estos componentes (Mydlraz et al. 2010). Ademas, se ha confirmado la
funcionalidad de PO como una medicién en la salud de los invertebrados, y se ha garantizado
equivalentemente la importancia en cnidarios. Sin embargo, los distintos estudios sugieren una
variabilidad de esta respuesta en los antozoos (Mydlarz et al. 2009), resaltando la importancia

ecologica de comprender las respuestas inmunes basales en estos animales.

Actualmente los factores de estrés, las amenazas locales y globales ponen en riesgo la
salud de todos los organismos que conforman el arrecife de coral. Existe informacion referente
a la respuesta inmune en cnidarios, pero se enfoca exclusivamente a la exposicidn a patégenos
0 cnidarios enfermos. Esto impide observar un panorama completo, por ello es urgente
establecer las bases de referencia sobre una respuesta inmune a lo largo del dia en condiciones
naturales. Estudiar la respuesta inmune en condiciones basales es importante ya que los procesos
bioldgicos en cualquier organismo no son constantes (Cardinali, 2005). En el presente estudio

se pretende caracterizar la fluctuacion de PO en E. diaphana sanas, tanto simbidticas como



38

aposimbioticas a lo largo del dia, considerando las fases lunares de luna llena y luna nueva con

organismos en cautiverio del estado de Quintana Roo.

Asimismo, este estudio pretende resaltar la importancia de los niveles constitutivos de
la respuesta inmune, puesto que tener informacion basal del organismo modelo E. diaphana
ayudaré a replantear estrategias de conservacion en temas de restauracion de corales para poder

prevenir y mitigar su perdida.

5. PREGUNTA DE INVESTIGACION GENERAL

¢La actividad de fenoloxidasa como respuesta inmune varia en E. diaphana

aposimbioticas y simbidticas siguiendo ciclos biol6gicos?

6. HIPOTESIS GENERAL

Debido a que se ha demostrado que la actividad de fenoloxidasa varia no solo
estacionalmente sino entre especies y, ademas la anémona E. diaphana presenta una relacion
simbi6tica con microalgas de la familia Symbiodinaceae que influye en su comportamiento y
fisiologia, entonces habra diferencias en la actividad de fenoloxidasa a lo largo del dia y

probablemente de acuerdo con la fase lunar.

7. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la actividad de fenoloxidasa como respuesta inmune en E. diaphana

aposimbioticas y simbidticas a lo largo del dia, en las fases lunares de luna nueva y luna llena.

8. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Comparar la respuesta inmune de E. diaphana simbidtica y aposimbioética a lo largo del

dia, considerando dos fases lunares (luna llena y luna nueva).
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2. Determinar la produccién de mucus a lo largo del dia en las fases de luna llena y luna
nueva en las anémonas simbioticas y aposimbidticas.
3. Correlacionar la densidad de simbiontes y la actividad de fenoloxidasa de las anémonas

simbioticas E. diaphana.

9. PREGUNTAS DE INVESTIGACION PARTICULARES E HIPOTESIS.

1. ¢Larespuesta inmune de E. diaphana simbiética y aposimbiética difieren entre la fase
de luna llena y luna nueva?
H1: Debido a que los procesos fisiologicos de los cnidarios estan mediados por la
incidencia de la luna llena, entonces la actividad de fenoloxidasa variara en luna llena y
luna nueva.

2. ¢La cantidad de mucus cambia entre anémonas simbidticas y aposimbiéticas?
H1: Ya que, el simbionte proporciona la mayor cantidad de energia a la anémona,
entonces la cantidad de mucus expulsado seré diferente entre anémonas simbioticas y
aposimbidticas.

3. ¢La presencia de simbiontes en E. diaphana sanas incide en la actividad de
fenoloxidasa?
H1: Dado que se ha reportado en corales que la densidad de simbiontes es diferente con
respecto a los cambios estacionales de luz. Y, ademés, cuya ausencia de simbiontes
durante el blangueamiento presenta cambios en PO, entonces se espera que los

simbiontes presentes incidan en la actividad de fenoloxidasa.

10. METODOS

10.1 Caracteristicas de E. diaphana

E. diaphana es una anémona de mar que alberga microalgas de la familia
Symbiodinaceae simbioticas, al igual que sus parientes los corales escleractinios. Mantiene una
simbiosis facultativa, lo que significa que puede vivir sin la presencia de las microalgas (Figura
2). E. diaphana comprende una variedad de tamafios de polipos con una columna lisa de hasta
60 mm de altura y 30 mm de diametro, lo que la hace conveniente para la experimentacion y

facilita su cultivo en laboratorio (Grajales & Rodriguez, 2014). Ademas, se puede conservar
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indefinidamente en un estado aposimbidtico, es decir, libre de microalgas (Baumgarten et al.
2015).

Figura 2. E. diaphana de 20 mm vistas en un estereoscopio. A) anémona aposimbidtica, B)

anémona simbiotica.
10.2 Disefio experimental

La reproduccién sexual y algunos comportamientos fisioldgicos de E. diaphana se
encuentran mediados por el ciclo lunar (Chen et al. 2008). Por lo tanto, en este trabajo fue
importante tomar en cuenta dos fases lunares para comparar la variabilidad que estas
implicaban. Toda la investigacion se realizo en instalaciones de la Unidad Académica de
Sistemas Arrecifales, UNAM, Puerto Morelos, Quintana Roo y los dias de experimentacion se
ubicaron dentro de las dos fases lunares de luna llena y luna nueva. Por cada fase se efectuaron
dos repeticiones y se ocup6 el mucus de 384 anémonas colocadas en el Laboratorio de
Microbiologia Molecular, UNAM. Cada proceso inicié dos semanas antes de las lunas
seleccionadas para su aclimatacion. La experimentacion se llevo a cabo en los meses de

septiembre, octubre y noviembre de 2023 (Tabla 1).

Tabla 2. Fechas de experimentacion para cada fase lunar realizadas en 2023.

lera repeticién 2da repeticion
Luna llena Luna nueva Luna llena Luna nueva
27 al 30 de 12 al 15 de 26 al 29 de 11 al 13 de

septiembre octubre octubre noviembre
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En cada fase lunar se hicieron dos ciclos de muestreo y la hora de inicio se cambi6 segun
la incidencia méxima de la luna correspondiente. En todas las fases se siguieron las mismas
horas de muestreo, cada seis horas (20:00 pm, 2:00 am, 8:00 am y 14:00 pm). La
experimentacion de cada fase se realizd con 96 anémonas totales (48 aposimbiéticas y 48
simbioticas), agrupando el mucus de n = seis anémonas diferentes por hora de muestreo. Al dia
siguiente se reanudaron las mediciones del segundo ciclo en la misma hora que terminé el primer
ciclo (14:00 pm, 20:00 pm, 2:00 am y 8:00 am, Figura 3)

descanso de
24, horas

"

20:00 pm | 14:00 pm 14:00 pm | 20:00 pm

2:00 am 8:00 am 8:00 am 2:00 am

4(-"
f_ﬁ'vAL -

an
Y

Primer ciclo Segundo ciclo

Figura 3. Representacion grafica del disefio experimental en el que se basaron las dos

repeticiones en luna llena y luna nueva. Creado en Biorender.com

En cada hora, las muestras se procesaron para obtener los siguientes datos:

1) Cuantificacion del volumen de mucus producido
2) Actividad de fenoloxidasa

3) Determinacion de proteina

Por otro lado, para saber si la densidad de simbiontes incide en la variacion de actividad
de fenoloxidasa a lo largo del dia la experimentacion se realiz6 en dos fechas. Ambas se
realizaron con dias de antelacion a la primera repeticion de luna llena y la segunda repeticién
de luna nueva, respectivamente (Tabla 2). Se utilizaron 24 anémonas simbidticas por cada fase

lunar, es decir, seis anémonas independientes por hora de muestreo. Se aclimataron seis dias
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previos al ensayo en placas de seis pozos. Las horas de muestreo fueron las mismas que en los

anteriores experimentos (8:00 am, 14:00 pm, 20:00 pm y 2:00 am).

Tabla 3. Fechas de experimentacion para el experimento de densidad de simbiontes.

Luna llena Luna nueva

22y 23 de septiembre 2023 04 y 05 de noviembre 2023

En la Figura 4 se muestra el diagrama de flujo general de la seccion de métodos y en los

siguientes apartados se explica detalladamente cada procedimiento.

ala par Colectade £ diaphana | pasaron por
aposimbidticas y simbidticas

trabajo en laboratorio

aclimatacion por 14 dias

e inicio

Densidad de simbiontes por fase luna r—»[ protocolo de respuesta inmune]

inici¢ con

curva control de

concentracion de proteina
empezb con

preparacion de reactivo

% st
A
reactivos para proteina {Extra.ccic’m de mucus por anémona]—al mismo tiempo
para
homogenizacion temperatura y luz
& Ayido ;{A
finalmente

fenoloxidasa Cuantificacion de proteinas
, por método Petersen
comenzo con
genieodoiceltioy preparacion de microplaca se <!Iejo'

de 96 pozos

lectura de absorbancia al dia siguiente

al termino

I

I

i

v hidratacion
limpieza y purificacion palra
de base de datos

- lectura de absorbancia
se procedio con

i

osteriormente

= P
y se obtuvo
finalmente: Actividad de fenoloxidasa
A4
y se realizé————| Analisis estadisticos para ejecutar

Figura 4. Diagrama de flujo sobre la seccion de métodos.
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10.3 Mantenimiento de los organismos

Para realizar los experimentos se colectaron 96 anémonas E. diaphana simbidticas y
aposimbioticas. Las primeras se colectaron de los tanques de la Unidad Académica de Sistemas
Aurrecifales, Puerto Morelos, UNAM (Figura 5A), donde crecen en agua de mar y condiciones
naturales; mientras que las segundas fueron colectadas de los acuarios del Laboratorio de
Microbiologia Molecular, UNAM (Figura 5B) las cuales provienen de una linea clonal en
condiciones de cautiverio. Se mantuvieron siete dias en contenedores de pléstico de cuatro litros
con agua de mar filtrada (AMF), con una salinidad de 35 PSU en un régimen de luz/oscuridad
y temperatura naturales. Posteriormente fueron transferidas a una placa de seis pozos con 10 mL
de AMF con las mismas condiciones. Este periodo de aclimatacion de 14 dias se realiz6 para
excluir cualquier variacion resultante del estrés dado por la manipulacion. Las anémonas fueron

alimentadas una vez a la semana con nauplios de Artemia spp. y el agua fue reemplazada una

hora y 24 horas después de la alimentacion.

Figura 5. Ubicacién de las anémonas E. diaphana. A) Tanques expuestos a condiciones
naturales que contienen a las anémonas simbioticas. B) Acuarios controlados de la linea clonal

que contienen las anémonas aposimbidticas.
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10.4 Registro de temperatura y luz

En todo momento las anémonas se mantuvieron expuestas a condiciones de luz y
temperatura naturales (es decir, dependian del tiempo reportado ese dia). EI acomodo de las
placas fue al azar, numeradas del uno al ocho para el caso de las simbidticas, mientras que las
aposimbioticas respetaron la misma numeracion con la diferencia de ser acompafiado por un
subtipo sefialado como “a”. Se utilizaron cinco placas extra y se colocaron estratégicamente
para abarcar todo el sitio de muestreo. Estas Ultimas placas sirvieron para registrar la
temperatura del agua de los seis pozos de cada placa con un termémetro y los fotones con la
aplicacion mavil Photone version 0.5.2. Este registro se realizé cada hora de muestreo. En la

Figura 6 se ejemplifica el acomodo de las placas.

Primera aclimatacion

(’ & ?

A

| | |
| | |

Segunda aclimatacion

gs 83 1a 3 7 Dehas
1 6a T2 5a
Cen
6 5 32 4
ey 22 L2 8 2 Dchal

Figura 6. Primera aclimatacion en contenedores de cuatro litros, posteriormente la segunda
aclimatacion en placas de seis pozos. El disefio de acomodo es el mismo en todas las fases
lunares, con la diferencia de la numeracién al azar de acuerdo con el ID. Creado con

BioRender.com
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10.5 Extraccion de mucus

Las anémonas se mantuvieron en placas de seis pozos, un organismo por pozo, en agua
de mar (Figura 7). Una vez relajadas (tentaculos, columna extendida y sin cambios de color en
el tejido), como se muestra en la Figura 8, se retir6 el agua con una pipeta de transferencia
desinfectada y el agua restante se limpi6 con un cotonete esterilizado, cuidando no perturbar a
los organismos. Con una micropipeta se extrajo el mucus expulsado por la anémona por maximo
dos minutos, el mucus se almacend en tubos de plastico de 2.5 mL individuales, teniendo 12
muestras por hora. EI procedimiento se realizé una anémona a la vez. Al finalizar se llend el
pozo con 10 mL de AMF y 24 horas después de la extraccion se devolvieron a sus estanques
correspondientes.

Finalmente, se midi6 el volumen de mucus expulsado por anémona con una micropipeta
de 200 pL para su registro y se vacio en un tubo de pléstico de 2.5 mL estéril. Se obtuvieron dos

muestras agrupadas de mucus correspondientes a las anémonas simbioticas y aposimbioticas.

Figura 7. Anémonas en placas de seis pozos con agua de mar. A) E. diaphana aposimbioticas;
B) E. diaphana simbidticas.
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Figura 8. De izquierda a derecha E. diaphana aposimbidtica y simbiética relajadas.

10.6 Cuantificacion de la actividad de fenoloxidasa.

Para la cuantificacion de fenoloxidasa se siguio el protocolo de Mydlarz y Palmer (2011)
con modificaciones descritas a continuacion. Previo a la extraccion de mucus, se realizé la
preparacion de un mL de L-Dopa 2.5 mM vy se colocé a 4°C. Inmediatamente después de la
extraccion de mucus se empezd a trabajar en una microplaca de 96 pozos por triplicado con sus
correspondientes pozos control. De cada pool aposimbiético y simbi6tico se utilizé triplicado
de 30 puL de mucus cada uno, posteriormente se afiadio 30 pL de agua libre de pirdgenos. Se
envolvid la microplaca con aluminio para incubarla durante cinco minutos a 35 °C y 60 rpm. Al
final se les afadié 30 pL de L-Dopa para leer la absorbancia en un lector de placas durante 45
min a 450 nm (Figura 9). Cada pozo contenia 90 uL (30 pL muestra, 30uL agua libre de
pirégenos, 30 pL L-Dopa), en el caso del control negativo en lugar de los 30 pL de mucus se
agregaron 30 uL de agua libre de pirdgenos, debido a la poca disponibilidad de mucus. Los

datos se colectaron como cambio en la absorbancia Asso pL™* min™.
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Figura 9. Lectura de absorbancia de la actividad de fenoloxidasa en el lector de placas.

10.7 Densidad de simbiontes

Iniciando la hora de muestreo las anémonas de una placa multipozo se transfirieron a
tubos de plastico de 2.5 mL con 500 pL de AMF para ser pesadas una a una, en una balanza
analitica. A continuacion, se inicié la homogeneizacion manual con un homogeneizador plastico
hasta no percibir tejido en el tubo (Figura 10); posteriormente, los tubos se centrifugaron a 14
000 rpm durante un minuto, se retird el sobrenadante y nuevamente se afiadié 500 pL de AMF,
se agito tres veces, durante 30 segundos y se volvio a centrifugar. EI proceso se repitié 3 veces,

al finalizar se agregé lugol a las microalgas aisladas para su fijacion (30%).

Las muestras fijadas se agitaron en vortex por un minuto; se tomo 25 ul de la suspension
de células para afiadirlas a cada lado de un hemocitometro (camara de Neubauer, Figura 11). Se
eligio al azar tres cuadros de 1 mm para contabilizar las microalgas, el criterio utilizado fue
contabilizar las células que se encontraban dentro su cuadro y aquellas que tocaban el borde
superior y derecho. Este proceso se realiz6 con todas las muestras. Lo datos se reportaron como

densidad de simbiontes normalizado a peso humedo de anémona.
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Figura 10. Anémona simbidtica en tubo de plastico de 2.5 mL con 500 pL de agua de mar

previo a la homogenizacion.

Figura 11. Cuantificacion de densidad de simbiontes: A) hemocitdmetro con la suspension de
celulas colocado en el microscopio; B) visualizacion con el objetivo 10x; C) debido al tamafio
y la poca cantidad de células se opt6 por contabilizarlas en el objetivo 40x.
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10.8 Determinacion de proteina

Cinco dias previos a cada fase de experimentacion se preparo los reactivos pertinentes
para llevar a cabo el procedimiento. Al mismo tiempo, se prepard una curva control de

concentracion de proteina, segun el método de Petersen (Lowry et al. 1951) (Figura 12).

C G089
fH6668600
R D N) AT 3";:,.,?" ',“,"»."I. )

Figura 12. Ejemplo de una curva control para la determinacion de proteina.

Para realizar este protocolo se dividio en dos partes, la primera se ejecutd
inmediatamente después de finalizar el protocolo de fenoloxidasa. Con el mucus restante de
cada pool, se realizé un duplicado por cada muestra. La extraccion de proteina se describe a

continuacion:

En tubos de plastico de 2.5 mL se ocup6 un volumen de mucus (30 pL) al que se le
afiadié 30 pL de acido triclorocético (TCA) al 20% y se dejaron incubar por 30 min a 4°C.
Posteriormente se centrifugd durante 10 min a 14,000 rpm a temperatura ambiente (23°C).
Después se retird el sobrenadante conservando el pellet, se afiadié 200 pL de acetona al 100%
y se incubd 30 min a -10°C. Nuevamente se centrifugd, se retir6 el sobrenadante y se conservo
el pellet. Finalmente se agreg6é 100 pL de acetona al 100% y se dejé evaporar a temperatura
ambiente con la tapa del tubo abierta. Los tubos se colocaron en la campana de flujo laminar

durante al menos seis horas o toda una noche. Después se dejaron congelar a -10°C.
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La segunda parte del protocolo se realiz6 hasta tener todas las muestras por fase lunar de
la siguiente manera: como primer paso se hidrataron las muestras con 500 pL de agua Milli-Q,
se les afiadio 100 pL del reactivo Ay se incubaron durante 10 min. Posteriormente se les coloco
50 pL de reactivo By se esperd 30 min (Tabla 3). Finalmente se colocd 200 pL en la placa de

96 pozos ELISA y se leyeron a 630 nm.

Tabla 4. Composicion de los reactivos utilizados para la extraccion de proteinas.

Reactivo A Reactivo B

1. Tartrato de cobre-carbonato
(CTO)*
2. SDS (1g/10 mL)
3. NaOH (0.32g /10MI)

4. Agua
*EI CTC se compone de tres Reactivo de Folin-Ciocalteu fenol
soluciones: + 5 volimenes de agua

1. Sulfato de cobre (4mg/1mL)
2. Tartrato de sodio y potasio
(8mg/1mL)
3. Carbonato de sodio
(400mg/2mL)

10.9 Analisis estadistico

Los datos fueron recopilados y analizados por medio del software RStudio version 4.1.0
(Posit Team, 2024), las funciones y librerias utilizadas se muestran en la tabla 5. Como primer
analisis se realizé una correlacion de Spearman para comprobar la asociacién entre la densidad
de simbiontes y la actividad de fenoloxidasa, debido a que los datos al realizar la prueba de
normalidad Shapiro Wilk presentaron una distribucion normal y una tendencia lineal. Ademas,
para conocer si la densidad de simbiontes difiere a lo largo del dia y entre lunas, se realizaron
pruebas de Kruskal Wallis, debido a que los datos no cuentan con una distribucion normal,

comprobado por la prueba de normalidad Shapiro Wilk.
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Por otro lado, de acuerdo con el disefio experimental también se obtuvieron tres variables
de respuesta (actividad de fenoloxidasa, proteina total y volumen de mucus) medidas mediante
los factores: luna (luna llena y luna nueva), estado simbidtico de la anémona (aposimbioticas y
simbioticas) y el tiempo a lo largo del dia (20:00, 2:00, 8:00, 14:00) en dos ciclos. Como primer
paso se aplico la prueba de Shapiro Wilk para conocer su distribucién y la prueba de Levene
para evaluar la igualdad de varianzas por cada variable. Debido que ninguna variable cumple
con una distribucion normal, pero si con el supuesto de homogeneidad de varianza se optd por
trabajar con las pruebas no paramétricas Kruskal Wallis y Mann Whitney Wilcoxon (DATAtab,
2024; Milton, 2001)

Se utilizaron pruebas de Mann Whitney Wilcoxon para examinar si existen diferencias
significativas en fenoloxidasa, proteina total y volumen de mucus entre los grupos de luna y el

estado simbidtico.

De acuerdo con los supuestos de la prueba de Kruskal Wallis se necesita tener una k > 3
(Milton, 2001) es por lo que se realizd en cada caso (PO, proteina, mucus) considerando a la
hora del dia como su variable independiente. Ademaés, también se aplicé en todas las posibles
combinaciones de las variables independientes. Posteriormente se aplico la prueba post-hoc
Mann-Whitney-Wilcoxon para encontrar cuales grupos difieren y su respectivo tamarfio de

efecto.

Tabla 5. Librerias y funciones con su respectiva cita utilizadas para cada prueba del analisis

de datos en el software RStudio.

Prueba Funciones {libreria} Cita

cor.test(x,y, method = “spearman”)

Spearman
{stats}
Shapiro Wilk shapiro.test() {stats} R Core Team (2021)
Kruskal Wallis kruskal.test() {stats}
Mann Whitney Wilcoxon wilcox.test() {stats}

Levene leveneTest() {car} Fox & Weisberg (2019)
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11. RESULTADOS

11.1 Registro de temperatura y luz

De acuerdo con el analisis exploratorio se muestra que tanto la temperatura como la luz
comparten un comportamiento casi similar (Figura 13). Este patron va en aumento conforme
las horas del dia transcurren. A las 14:00 horas se reporta un alza en la temperatura y la luz.

Ademas, los datos son mayores en luna llena.
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Hora del dia Hora del dia

Figura 13. Grafica de temperatura y luz durante las horas de muestreo en dos fases
lunares. A) Temperatura media (xSE) registrada de las placas de seis pozos. B) Media de

luz (xSE) reportados de cada placa de seis pozos.



53

11.2 Actividad de fenoloxidasa

La actividad de fenoloxidasa se presenta en la Figura 14, donde se observan
fluctuaciones en la actividad de PO a lo largo del dia. Estas fluctuaciones son distintas segun el
estado simbiético y la luna. En las anémonas simbi6ticas comparando las dos lunas es notable
que la fluctuacion de PO en luna llena es mas constante, a diferencia de la luna nueva que existen
mas variacion. Mientras que, las E. diaphana aposimbidticas en ambas lunas se observa un
comportamiento bastante parecido, con la diferencia de tener menor cantidad de PO en luna
nueva. Independientemente de las lunas y el estado simbidtico las acrofases se presentan a las
14:00 pm y en menor medida, pero igualmente representada, a las 2:00 am. Sin embargo, de
acuerdo con los andlisis estadisticos la actividad de fenoloxidasa no difirié significativamente
(H(7)=7.09, gl =7, P =0.41) entre las distintas horas del dia.
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20:00 2:00 8:00 14:00 20:00 2:00 8:00 14:00
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Figura 14. Actividad de fenoloxidasa normalizada a volumen de mucus a lo largo del dia en
E.diaphana aposimbidtica y simbidtica en dos fases lunares (llena y nueva). Los datos
representan los promedios de las dos repeticiones realizadas por luna. Los simbolos significan:
apo.ll = Aposimbioticas en luna llena; apo.In= aposimbiéticas en luna nueva; sim.ll=

simbidticas en luna llena; sim.In= simbiodticas en luna nueva.
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El analisis unicamente de la actividad de PO segln su estado simbiotico no presentd
diferencias significativas (z = 0.50, gl =1, P = 0.61) entre las anémonas aposimbioticas (Md =
0.00165) y las simbidticas (Md = 0.00150, Figura 15A). Por el contrario, se observaron
diferencias estadisticamente significativas (z = 3.58, gl = 1, P = 0.0002) entre la luna llena (Md
= 0.0019) y la luna nueva (Md = 0.0013), indicando una mayor actividad de PO en luna llena
(Tabla 4, Figura 15B).
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Figura 15. Actividad de fenoloxidasa respecto al estado simbidético y la fase lunar. A)
Actividad de PO de acuerdo con el estado simbiético (aposimbidticas y simbidticas). B)
Actividad de PO en dos fases lunares (luna llena y nueva). El asterisco representa valores de
P < 0.05.
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Tabla 6. Prueba Mann-Whitney-Wilcoxon para las distintas variables de respuesta mediadas
por la luna (llena y nueva) y el estado simbiotico de la anémona (aposimbioticas y simbioticas).

El texto marcado en negritas indica valores significativos menores a a = 0.05.

Mann- Luna Estado Simbidtico
Whitney-
_ Grupo Z P Efecto  Grupo z P

Wilcoxon

Fenoloxidasa 3.58 0.0002 0.44 0.50 0.61

llena- apo— sim
Proteina nueva 1.09 0.277 - 0.35 0.72
Mucus -2.50 0.011 0.31 0.18 0.85

Finalmente, al conocer la interaccion de la luna y el estado simbiético de acuerdo con la
actividad de PO se encontraron diferencias estadisticamente significativas (H (15) = 17.47, gl =
3, P = 0.0005) entre los posibles grupos generados. De acuerdo con el analisis post-hoc de
Mann-Whitney-Wilcoxon (Tabla 6), se encontraron diferencias entre cuatro grupos de
combinaciones de las seis posibilidades, como se muestra en la Figura 16 y en el siguiente

listado:

1) aposimbiodticas en luna llena (Md = 0.0024) — aposimbidticas en luna nueva (Md =
0.0010).

2) aposimbidticas en luna llena (Md = 0.0024) — simbidticas en luna nueva (Md = 0.0013)

3) simbidticas en luna llena (Md = 0.0018) — aposimbiéticas en luna nueva (Md = 0.0010)

4) aposimbidticas en luna llena (Md = 0.0024) — simbidticas en luna llena (Md = 0.0018)

Conforme al valor de P significativo (P< 0.05) y con su respectiva mediana, se obtuvo que
los grupos de la izquierda del listado anterior tiene una mayor actividad de fenoloxidasa que los
de la derecha, ademas estan ordenados segun su nivel de significancia. Los dos primeros casos

tuvieron un valor de P < 0.001.
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Figura 16. Actividad de fenoloxidasa en el organismo modelo E. diaphana entre la

interaccion de los grupos de luna (llena y nueva) y el estado simbidtico (aposimbidticas y

simbioticas). Los ** representan valores de P < 0.001 y el * valores menores a P < 0.05.

Tabla 7. Prueba post-hoc de Mann Whitney Wilcoxon para encontrar las diferencias entre los

grupos resultantes de la combinacion de la luna y el estado de simbiosis de las anémonas. El

texto marcado en negritas indica valores significativos menores a o = 0.005.

Luna x Anémonas

Grupo P z Efecto
apo llena —
0.0004 3.36 0.42
_ apo nueva
Fenoloxidasa
apo llena —
0.0008 3.21 0.40

sim nueva
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apo llena —
) 0.035 2.09 0.26
sim llena
sim llena —
0.032 2.13 0.26
apo nueva
sim llena —
) 0.178 1.36 -
sim nueva
apo nueva —
) 0.079 -1.76 -
sim nueva

11.3 Volumen de mucus

Con respecto al mucus producido a lo largo del dia es notable que la cantidad expulsada
varia (Figura 17). Las anémonas aposimbioticas en luna llena y las simbioticas en luna nueva
parecen tener una produccion relativamente constante, es decir, el volumen difiere ~5 L. En
cambio, las aposimbidticas en luna nueva y las simbiéticas en luna llena tienen fluctuaciones

mas marcadas, que varian entre ~10 pL a 15 pL.
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Figura 17. Volumen de mucus expulsado por anémonas simbioticas y aposimbidticas a lo

largo del dia en dos fases lunares (luna nueva y llena).
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De acuerdo con los analisis estadisticos, no se observaron diferencias en el volumen de
mucus (H (7) = 3.42, gl =7, P = 0.84) entre las distintas horas del dia. Asi mismo, entre las
anémonas aposimbioticas (Md = 39.91) y las anémonas simbidticas (Md = 40.50) la cantidad
de mucus expulsado fue similar (z =0.18, gl = 1, P = 0.85, Figura 18A).

Por el contrario, se hallaron diferencias significativas en el volumen de mucus entre la
luna llena y la luna nueva (z = -2.50, gl = 1, P = 0.011, Tabla 5). La luna nueva presenta la
cantidad de mucus mas alto (Md = 42.16), mientras que la luna llena muestra una produccion
mas baja (Md = 37.33, Figura 18B).
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Figura 18. Volumen de mucus expulsado respecto al estado simbiotico y la fase lunar. A)
Volumen de mucus de acuerdo con el estado simbiotico (aposimbioéticas y simbidticas). B)
Volumen de mucus en dos fases lunares (luna llena y nueva). El asterisco representa valores
de P < 0.05.

11.4 Densidad de simbiontes

Por otro lado, la densidad de simbiontes en luna llena a lo largo de la hora del dia no

mostré diferencias estadisticamente significativas (H (3) = 4.84, gl = 3, P = 0.184). Lo mismo



59

sucedi6 con la densidad de simbiontes en luna nueva (H (3) = 4.32, gl = 3, P = 0.228) (Tabla 6,
Figura 19A). Sin embargo, al conjuntar los datos de densidad de simbiontes sin clasificarlos
segun su fase lunar, se encontraron diferencias significativas (H (3) = 8.55, gl = 3, P = 0.035)

entre las cuatro horas del dia (Tabla 6).

De acuerdo con el andlisis post-hoc de Mann Whitney Wilcoxon para hallar los grupos
que difieren, solo se encontraron diferencias significativas a las 8:00 con respecto a las 14:00
horas. (Tabla 7). A las 14:00 pm hay una mayor densidad de simbiontes (Md = 19651525) con
respecto a las 8:00 am (Md = 7141817, Figura 19B).
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Figura 19. Densidad de simbiontes a lo largo del dia en las anémonas simbiéticas E. diaphana.
A) Grafica mostrando el comportamiento de la densidad de simbiontes en luna llena y nueva. B)
Gréafica conjuntando los datos de luna llena y nueva, la tonalidad azul oscura se refiere a la

noche y el color claro son horarios diurnos. El asterisco representa valores de P < 0.05.
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Tabla 8. Prueba de Kruskal Wallis para la densidad de simbiontes en luna llena, luna nueva y
sin importar la fase lunar a lo largo de las horas del dia (20:00, 2:00, 8:00 y 14:00). El texto en
negritas indica valores de P < 0.05.

Hora del dia
Kruskal Wallis
H df P
Densidad de simbiontes en luna
4.84 3 0.184
llena
Densidad de simbiontes en luna
4.32 3 0.228
nueva
Densidad de simbiontes 8.55 3 0.035

Tabla 9. Prueba post-hoc de Mann Withney Wilcoxon para encontrar los grupos que difieren
de la densidad de simbiontes entre las diferentes horas del dia. El texto en negritas indica valores

de o significativos menores a 0.05.

Man Whitney Hora del dia
Wilcoxon Grupo P z Efecto
20:00- 2:00 0.79 0.28 -
20:00 - 8:00 0.11 1.58 -
Densidad de 20:00-14:00 0.24 -1.21 -
simbiontes 5. 00- 8:00 0.08 1.73 i
2:00- 14:00 0.21 -1.27 -

8:00- 14:00 0.006 -2.64 0.38




61

Finalmente, se encontrd que la densidad de simbiontes tiende a estar asociadamente
negativamente con la actividad de fenoloxidasa, es decir, entre mayor sea la cantidad de

simbiontes menor es la actividad de fenoloxidasa (Figura 20, Tabla 8).
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Figura 20. Relacion negativa entre la densidad de simbiontes y la actividad de PO en E.

diaphana simbioticas aparentemente sanas.

Tabla 10. Valores estadisticos sobre la correlacion de Spearman entre la densidad de simbiontes

y la actividad de fenoloxidasa en las anémonas E. diaphana simbioticas.

Estadisticos Valores
P 0.0463

r -0.71

R? 0.51

ol 6
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11.5 Proteina total

En la Figura 21, se observa que la concentracion de proteina es diferente segun el estado
simbidtico o la fase lunar y ademas no es la misma a lo largo del dia. En general hay mayor

cantidad de proteina en luna llena en ambos estados simbidticos en comparacion a la luna nueva.

A pesar de estas variaciones, no se observaron diferencias estadisticamente significativas
alo largo de dia (H (7) = 4.53, gl =7, P = 0.71) y la concentracion de proteina total fue similar
(z =035, gl =1, P =0.72, Tabla 4) entre las anémonas simbidticas (Md = 0.00245) y
aposimbioticas (Md = 0.00290, Figura 22A). Ademas, entre los grupos de luna llena (Md
=0.00375) y luna nueva (Md = 0.00225) tampoco se encontraron diferencias significativas (z =
1.09,gl =1, P =0.27, Tabla 9, Figura 22B).
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Figura 21. Cantidad de proteina total en E. diaphana simbiética y aposimbidtica en luna
nueva y luna llena a lo largo del dia.
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Figura 22. Cantidad de proteina total en E. diaphana respecto al estado simbiético y la
fase lunar. A) Proteina total de acuerdo con el estado simbidtico (aposimbioticas y
simbidticas). B) Proteina total en dos fases lunares (luna llena y nueva).
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Tabla 11. Valores recopilados sobre la actividad de fenoloxidasa, proteina y mucus en dos

repeticiones experimentales en E. diaphana (n = seis). Se encuentran clasificados de acuerdo

con su estado simbidtico, su respectiva luna y la hora del dia.

Aposimbidticas Simbidticas
Luna llena Luna nueva Luna llena Luna nueva

PO (U | Proteina PO (U | Proteina PO (U | Proteina PO (U |Proteina
Hora | mL%) | (mg Mucus LY | (mg Mucus mLY | (mg Mucus LY x| (mg Mucus

x 102 | mL?Y) (L) x 102 | mL?Y) (L) x 102 | mL?Y) (L) 102 | mL? (L)
20:000.0015| -0.0006 | 47.16 |0.0009| 0.0023 | 45 |0.0017| 0.0011 | 47.67 | 0.0014 | 0.0025 | 50.67
20:00| 0.003 | 0.0118 | 32.67 |0.0005| 0.0035 | 45.83 |0.0013| 0.0099 32 10.00093| 0.0045 | 33
02:00|0.0024 | -0.0008 | 40.67 |0.0004 | 0.0018 | 39.5 |0.0021| 0.0003 | 50.83 | 0.0013 | 0.001 | 46.83
02:00/0.0026| 0.0128 | 30 | 0.003 | 0.0043 | 44.17 |0.0019| 0.0089 27 | 0.0022 | 0.0035 | 415
08:00/0.0023| 0.0008 | 40 |0.0004| 0.0006 | 47.83 |0.0019| 0.0006 36 | 0.0013 | 0.002 | 39.5
08:00|0.0016| 0.0102 | 32 |0.0013| 0.0005 | 44.83 |0.0021| 0.0078 | 25.67 | 0.0017 | 0.0023 | 36.33
14:00|0.0033| -0.0002 | 51.5 |0.0032| 0.0018 | 56.33 |0.0012| 0.0006 29 | 0.0047 | 0.0051 | 35
14:00|0.0087 | 0.0118 | 26.33 |0.0013| 0.0035 | 42.33 |0.0018| 0.0026 | 41.5 | 0.0013 | 0.0025 | 45.83
20:00|0.0047| 0.0011 | 37.17 |0.0021| 0.0009 | 37 |0.0027|-0.0011| 48.5 | 0.001 | 0.0009 | 44.17
20:00/0.0013| 0.0058 | 41.33 |0.0008 | 0.0058 | 34 |0.0007| 0.0072 13 | 0.0012 | 0.0055 | 38.33
02:00|0.0018| 0.0061 | 34 | 0.002 | 0.0006 | 42 |0.0014| 0.0003 | 44 | 0.0022 | 0.0015 | 37.17
02:00/0.0017| 0.004 47 | 0.001 | 0.0013 | 44.83 |0.0022| 0.0043 | 37.5 | 0.0013 | 0.0013 | 47
08:000.0013| 0.0023 | 38.17 |0.0013| 0.0022 38 | 0.001 | 0.0023 50 | 0.0012 | 0.0018 | 44.67
08:00|0.0032| 0.004 36 [0.0008| 0.0018 | 42.5 |0.0029| 0.0061 | 30.67 | 0.0011 | 0.0028 | 41.83
14:00|0.0024| 0.0035 | 32 | 0.001 | 0.0063 | 39.67 [0.0016| 0.0024 | 30.83 | 0.0021 | 0.0018 | 41.83
14:00|0.0029 | 0.0061 | 39.83 |0.0003| 0.0067 | 35.5 |0.0018| 0.0052 38 | 0.0012 | 0.0028 | 46.67




Tabla 12. Resumen de resultados

Variable Variable ) .
) ) ) Estadisticos Grupo Figura
dependiente independiente
H (7) = 7.09, )
Hora del dia Figura 14
gl=7,P=041
Estado z=0.50,9l =1, _
. Figura 15 A
simbiotico P=0.61
z=358, gl =1, ]
Luna Mayor en luna llena | Figura 15 B
P =0.0002

- Aposimbidticas en
luna llena (Md =
0.0024) con mayor
cantidad que:
aposimbioticas en
luna nueva (Md =
0.0010), simbioticas

en luna nueva (Md

Fenoloxidasa

» H (15) = 17.47,
Interaccion =0.0013) y )
gl =3, . Figura 16
estado - luna simbidticas en luna

P =0.0005
llena (Md =
0.0018).

- Simbidticas en
luna llena (Md =
0.0018) mayor PO
que aposimbidticas
en luna nueva (Md
=0.0010)

H (7) = 3.42, )
Hora del dia Figura 17

gl=7,P=0.84
Estado z=0.18,gl =1,

simbiotico P=0.85

Mucus

Figura 18 A




Zz =-2.50,
Mayor en luna )
Luna gl =1, Figura 18 B
nueva
P=0.011
H (3) = 4.84,
Hora del dia )
gl =3, Figura 19 A
en luna llena
P=0.184
] H (3) = 4.32,
Hora del dia )
gl =3, Figura19 A
en luna nueva
P =0.228
Densidad de H (3) = 8.55,
o ) Mayor a las 14:00 )
simbiontes Hora del dia gl =3, Figura 19 B
horas
P =0.035
Entre mayor sea la
R?=0.51, densidad de
PO gl =6, simbiontes, menor Figura 20
P =0.0463 es la actividad de
PO
] H (7) = 4.53, )
Hora del dia Figura 21
gl=7,P=0.71
Estado z=0.35¢9l =1, _
Proteina o Figura 22 A
simbidtico P=0.72,
z=1.09,¢9l =1, )
Luna Figura 22 B
P=0.27
12. DISCUSION
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A pesar de que Hernandez et al. (2023) investigo la actividad de fenoloxidasa de E.

diaphana esta fue en respuesta a un estrés a temperaturas elevadas y Unicamente en anémonas

simbioéticas. Por ello, este trabajo es el primer reporte que caracteriza la actividad de

fenoloxidasa en el mucus de E. diaphana simbidticas y aposimbioéticas, en condiciones basales

a lo largo del dia y durante dos fases lunares.
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Se encontré una actividad de fenoloxidasa presente a lo largo del dia tanto en las
anémonas simbioticas como aposimbioticas, es decir, E. diaphana presenta una actividad
constitutiva y dicha actividad de PO responde a una inmunidad basal. Lo anterior es similar a lo
propuesto por Pinzon et al. (2014b) y Palmer (2018) donde argumentan que la activacién de
mecanismos inmunitarios (esencialmente en corales) no solamente son inducidos por patdégenos
o0 alglin dafio, sino el sistema inmune innato muestra actividad constitutiva, proporcionando a
los organismos un estado saludable. Ademas, se ha reportado que el sistema inmune es altamente

sensible a cambios ambientales (Martin et al. 2008)

12.1 Variabilidad de PO acoplada al ciclo circadiano

La inmunidad constitutiva reflejada en la actividad de PO del mucus de E. diaphana
aposimbioticas y simbidticas presentd fluctuaciones a lo largo del dia. A pesar de que las
variaciones no fueron estadisticamente significativas, es importante destacar que son
variaciones bioldgicas que responden a procesos/relojes bioldgicos, sin importar el estado
simbidtico de la anémona. EI comportamiento de mecanismos inmunes a lo largo del ciclo
circadiano se ha observado en analisis transcriptomicos en diferentes cnidarios. Por ejemplo,
Gong et al. (2023) hallaron que dos corales, A. pruinosa y P. damicornis tienen oscilaciones
dia-noche en su transcripcion génica. Durante el dia estan presentes genes asociados al
transporte y catabolismo, mientras que en la noche los genes transcritos estan relacionados con
el sistema inmune, el metabolismo y la traduccidn de sefiales. De igual forma, Levy et al. (2011)
reportd que genes involucrados en respuestas de estrés y la proteccion estan sincronizados con
el ciclo circadiano de corales formadores de arrecifes. Ademas, se conoce que los cnidarios
responden a una amplia gama de longitudes de onda (400 — 550 nm) e intensidades de luz
(Hoadley et al. 2016), por ello no es raro considerar que algunos procesos fisiologicos y
locomotores analizados a la par de estudios transcriptdmicos también han observado que los
mecanismos inmunes en cnidarios responden a un ciclo circadiano sincronizado por

fotorrecepcion como sefial principal (Leach et al. 2018).

Conforme a los resultados obtenidos, son visibles dos acrofases en la actividad de
fenoloxidasa, a las 14:00 y 2:00 horas, esto podria ser congruente con Leach y Reitzel (2020)
donde encontraron en N. vectensis patrones de expresion genética con sensibilidad de acuerdo

con los distintos tipos de luz, mostrando un comportamiento bimodal, apuntando a la presencia
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de un segundo oscilador dentro de los cnidarios, el cual esta enmascarado por un reloj circadiano

predominante.

Asimismo, estas acrofases encontradas son similares a Sorek et al. (2018), donde
demostraron que en E. diaphana simbidtica los procesos de fotosintesis, alteraciones del estado
redox y la ritmicidad en la contraccion del cuerpo responden a un reloj circadiano enddgeno del
simbionte, debido a que las anémonas aposimbioticas tienen un ciclo circatidial y al momento
de restablecer la interaccion con las microalgas simbidticas su ritmicidad cambia de 12 horas a
24 horas. El reloj circadiano del simbionte tiene la capacidad de controlar procesos del huésped,
debido que una de las hipdtesis sobre las fuerzas impulsoras de la evolucion de los relojes
circadianos es la fusion simbidtica de un procariota con una arqueobacteria que dio origen al
primer organismo eucariota. Esta simbiosis requirié la sincronizacion metabdlica, impulsando

la evolucion de un marcapasos interno (Reitzel et al. 2013).

12.2 Variabilidad de PO sincronizada al ciclo lunar

El ciclo lunar afecta directamente las actividades periddicas y procesos fisiologicos de
numerosos invertebrados marinos, debido a la sensibilidad en su fotorrecepcidn (Rosenberg et
al. 2019). Los cnidarios exhiben cambios de comportamiento, reproductivos y de crecimiento
sincronizados con ciclos lunares (Brady et al. 2016; Hoadley et al. 2016). En este estudio la
actividad de fenoloxidasa en el mucus de E. diaphana en ambos estados simbidticos fue
ligeramente mayor en luna llena que en luna nueva. Esta diferencia entre fases lunares puede
ser congruente con lo reportado en Levy et al. (2007) donde comprobaron en el coral A.
millepora la participacion de genes de criptocromos en la deteccidn y respuesta a la luz de la
luna. Se reportd que el criptocromo tipo 2 (cry 2) mostré una expresion mayor en luna llena en
comparacién con la luna nueva. Lo anterior sugiere que se puede sincronizar el reloj endégeno
de los corales con la fase lunar. Por lo tanto, es posible afirmar que la inmunidad constitutiva

basal de E. diaphana, sin importar su estado simbiético, también obedece a los ciclos lunares.

12.3 Produccion de mucus

El exito de los cnidarios simbidticos se debe en gran parte por la presencia de microalgas
de la familia Symbiodiniaceae (Sorek et al. 2014). Esta simbiosis promueve el crecimiento y la

supervivencia de los organismos en aguas oligotroficas, gracias a que promueven la
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conservacion y el reciclaje de nutrientes indispensables, es decir, las microalgas proporcionan
energia a su hospedero (Davy et al. 2012). Las E. diaphana quien también albergan microalgas
de la familia Symbiodinaceae y proporcionan un mayor presupuesto energético para el
mantenimiento de las anémonas, se pensaria que con esta mayor disponibilidad de energia

habria una mayor produccion de mucus en anémonas simbioticas.

Sin embargo, de acuerdo con nuestros resultados, la produccion de mucus no difirié
estadisticamente entre las anémonas E. diaphana simbidticas y aposimbioéticas. A pesar de que
se ha registrado que la composicion de mucus varia temporalmente y entre especies de cnidarios
(Bythell & Wild, 2011), en nuestro caso medir esta variacion solo con volumen de mucus

distinguiendo entre aposimbidticas y simbiéticas no fue suficiente.

Ademas, al ser organismos holobiontes los cnidarios no solo se encuentran relacionados
con los simbiontes, sino que albergan una variedad de microorganismos mutualistas. Se sugiere
tomar en cuenta estas relaciones y no solo el papel del simbionte en la produccion de mucus, ya
que al menos en las comunidades bacterianas dentro del mucus de coral exhiben una
heterogeneidad espacial, que contribuyen a su naturaleza compleja y dinamica (Lema et al.
2012).

Por otro lado, el siguiente resultado muestra que hay diferencias estadisticamente
significativas entre la produccion de mucus entre la luna llena y la luna nueva, esto es similar
con lo reportado en Coffroth (1991) que trabajé con dos especies de corales, P. furcata y P.

astreoides, reportando que la produccién de mucus sigue una periodicidad lunar.

12.4 El rol del simbionte

La simbiosis estd compuesta de una amplia gama de microalgas que influyen de forma
diferencial en la aptitud del holobionte (Mieog et al. 2009). Existen estudios sobre monitoreos
estacionales de la densidad de simbiontes en corales, en donde las densidades mas altas se
reportan en temporada de invierno, argumentando que los patrones estan dados por cambios
estacionales en luz y temperatura (Fitt et al. 2000). Como primer paso en el estudio sobre la
incidencia del simbionte, cuantificamos la densidad de simbiontes a lo largo del dia en luna llena
y luna nueva. De acuerdo con los resultados obtenidos, la densidad de simbiontes no varid

significativamente en luna llena, ni en luna nueva. Sin embargo, sin discriminar entre fases
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lunares, se encontrd una variabilidad estadisticamente significativa entre las 8:00 horas y las
14:00 horas. Esta variabilidad es congruente con lo reportado en Gong et al. (2023) donde
encontraron en dos corales simbidticos durante el dia una alta densidad de Symbiodiniaceae,
atribuida a la regulacion positiva de genes asociados a la simbiosis y el metabolismo del
nitrégeno y al mismo tiempo una regulacién negativa de genes relacionados con el sistema

inmune.

Lo anterior también sustenta el segundo resultado, debido a que encontramos una
relacion negativa entre la actividad de fenoloxidasa y la densidad de simbiontes en E. diaphana
simbioticas, es decir, entre mayor densidad de simbiontes hay una menor cantidad de
fenoloxidasa. La correlacién negativa entre estas dos variables es congruente con lo reportado
en Mydlarz et al. (2009) y Fuess et al. (2020). Ambos trabajos estudiaron corales simbidticos,
donde argumentan que una mayor densidad de simbiontes puede tener efectos de largo alcance
sobre el estrés celular y la respuesta inmune debido a las posibles compensaciones a nivel celular

asociadas con el mantenimiento de la simbiosis.

12.5 Cuantificacion de proteina.

En cnidarios, principalmente corales, se ha reportado que el mucus estd compuesto por
una cantidad importante de proteinas, dada en gran medida por la baja relacién de C: N en el
mucus coralino (Brown & Bythell, 2005; Bhagwat et al. 2024). Generalmente la definicion del
mucus en cnidarios consiste en ser una red de polisacéaridos y proteinas entrelazadas, siendo este
altimo el componente organico mas conspicuo (Coffroth, 1990). De acuerdo con Stabili et al.
(2015) en laanémona Actinia equina, contiene un complejo de al menos 14 proteinas principales
de diferentes tamafos, concordando con la naturaleza multiproteica del mucus de otros

invertebrados marinos.

La determinacion de proteina contenida en fluidos y tejidos es comdnmente utilizada
como protocolo en estudios patolégicos, bioquimicos e inmunolégicos y se utiliza como

referencia para la medicién de otros componentes en sistemas bioldgicos (Lee et al. 2003).

Para este caso, el trabajar con volimenes de 30 pL de mucus en cada muestra, debido a
las caracteristicas propias del organismo pudo limitar el procedimiento. En comparacion con

otros estudios, el minimo necesario es 10uL de mucus por organismo para no obtener ruido en
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el resultado (Rivera, 2018). A pesar de esto, se completo el protocolo para la cuantificacion de
proteinas por duplicado y de acuerdo con los resultados las proteinas totales en algunas muestras
son mayores que la absorbancia final de fenoloxidasa. Es por ello, que se decidié normalizar a
volumen de mucus y no a cantidad de proteina. Aunque en la concentracion de proteina no se

observaron diferencias estadisticamente significativas.

12.6 Perspectivas futuras

En definitiva, la respuesta inmune en cnidarios es una herramienta util para conocer la
salud de los organismos y puede ser clave en la comprension de las respuestas ante factores
estresantes. La inmunidad constitutiva puede dar paso a una interpretacion pertinente de la salud
de los organismos antes, durante y después de una amenaza. Este seguimiento de niveles basales
puede emplearse no solo en un disefio de muestreo, sino también en grandes estrategias como

la restauracion coralina.

La actividad de fenoloxidasa ha demostrado ser una medida de salud idonea para detectar
anomalias en el animal. El poder medir la variabilidad natural de la actividad de PO en
organismos aparentemente sanos podria detectar cambios en su salud incluso antes de que

presenten dafios por alguna enfermedad.

Actualmente la salud de los arrecifes de coral es preocupante y necesariamente se debe
abordar soluciones desde perspectivas complementarias. Ademas, considerar especies que son
catalogadas como no dominantes espacialmente y que suelen pasarse por alto, como por ejemplo
las anémonas y octocorales. A pesar de que en este estudio se ocup6 un organismo modelo de
corales, E. diaphana por si sola es parte fundamental del ecosistema. Se ha demostrado que las
anémonas son animales estructuralmente complejos y son utilizados como habitat, fuentes de

alimento y sustrato de forrajeo por la fauna movil (Steinberg et al. 2020).

La inmunologia podria ser pieza clave en la comprension de los mecanismos de
supervivencia y ademas se propone tomar en cuenta todas las relaciones que conforman el

holobionte.
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13. CONCLUSIONES

La respuesta inmune y su relacion con los relojes biolodgicos en E. diaphana sanas en sus
dos estados simbidticos, es un enfoque que hasta ahora en la historia de la inmunologia de este
organismo no habia sido publicado. Este trabajo contribuy6 al entendimiento de la actividad de
fenoloxidasa como respuesta inmune en condiciones naturales en las anémonas E. diaphana
aposimbioticas y simbidticas, las cuales presentan inmunidad constitutiva basal en condiciones

de laboratorio.

Se caracterizd la actividad de fenoloxidasa y se encontrd que la respuesta varia de
acuerdo con su ritmo biolégico, mostrando mayor actividad durante el dia y periodos nocturnos
con baja actividad. Ademas, se compard la respuesta inmune entre los dos estados simbioticos
en dos fases lunares, y se observo una influencia de la luna en la actividad de PO, siendo mayor
en la fase de luna llena. Asimismo, se determind la produccion de mucus, el cual no tuvo
diferencias entre las anémonas aposimbi6ticas y simbiéticas, pero si entre lunas, con una mayor
produccidn en luna nueva. Por otro lado, se identifico que la microalga simbiotica tiene un efecto
en la respuesta inmune, debido a que la densidad de simbiontes se encuentra correlacionada
negativamente con la actividad de fenoloxidasa, presentando una mayor densidad de simbiontes
a las 14:00 horas.

Estos datos no solo muestran la evidencia de una inmunidad constitutiva, sino también
ilustran una parte de la complejidad de las relaciones del holobionte. Ademas, conocer que existe
en las anémonas una variacion intrinseca en la actividad de fenoloxidasa, es decir, en su
respuesta inmune, es un factor que debe estar presente en la esquematizacion pertinente de los

disefios de muestreo y experimentales para eliminar cualquier sesgo y ruido en la investigacion.

Las preguntas de investigacion que se pretendieron contestar con este estudio, indican
que: (1) la variabilidad bioldgica de la actividad de fenoloxidasa representa una inmunidad
constitutiva; (2) la respuesta inmune de esta anémona difiere entre luna llena y luna nueva; (3)
la cantidad de mucus que liberan las anémonas simbidticas es similar a aquella que liberan las
anémonas aposimbioticas; sin embargo existieron diferencias en la produccién de mucus con la
fase lunar; (4) la presencia de microalgas en las anémonas sanas, resulta en una actividad de

fenoloxidasa menor a mayor densidad de microalgas simbidticas.
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Fluctuations in immune response (phenol oxidase
activity) related to circadian and lunar cycles

in the symbiotic anemone Exaiptasia diaphana
(Actinaria: Aiptasiidae)

Miel A Rodriguez-Jiménez', Jacqueline Rivera-Ortega'2, Patricia E Thomé'*

ABSTRACT. The immune capacity of cnidarians allows them to maintain the integrity of
their tissues and prevent infections when facing threats of damage. Cnidarians have an innate
immune system that includes melanin and enzymes, like phenol oxidase, that is activated
in the presence of pathogens and generates reactive and toxic compounds for their elimina-
tion. The anemone Exaiptasia diaphana is a model organism for symbiosis, nutrition, and
immune studies, as it maintains a facultative symbiosis with microalgae of the Symbiodin-
iaceae family, like corals; E. diaphana can also exist in an aposymbiotic state. Therefore,
E. diagphana is a suitable model to study the cnidarian immune system. To learn about the
basic immune activity of this anemone, we asked ourselves if it exhibited variability in its
immune activity throughout the day, considering 2 lunar phases (full moon and new moon).
Mucus samples were taken from 6 symbiotic and 6 aposymbiotic anemones, which were pre-
viously acclimatized and maintained in 6-well plates with filtered seawater under natural light
conditions. Phenol oxidase activity was estimated every 6 h for 48 h, with 2 repetitions for
each moon phase. Phenol oxidase activity was highest at 14:00 h, whereas nocturnal activity
was low. Enzyme activity increased under the full moon in aposymbiotic anemones (H =
17.47, P = 0.0005). We found a negative relationship between symbiont density and phenol
oxidase activity (R? = 0.05, P = 0.04). These results allow us to suggest that this anemone can
maintain a constant constitutive immunity under laboratory conditions, which responds to
biological cycles such as circadian and moon cycles.

Key words: constifutive immunity, mucus, lunar phases, symbiosis, circadian cycle, symbiot-
ic anemone, phenol oxidase, cnidarian.

INTRODUCTION

Exaiptasia diaphana is a symbiotic anemone and a

rhythms allow organisms to anticipate and adapt to natural
environmental changes (Roenneberg and Merrow 2005,
Bednarova et al. 2013). Symbiotic cnidarians exhibit het-

model organism to study various processes in cnidarians
such as symbiosis, nutrition, and immunological mecha-
nisms (Lehnert et al. 2012, Matthews et al. 2017, Riddecker
et al. 2018, Mansfield and Gilmore 2019, Dungan et al.
2020). This anemone maintains a facultative symbiosis
with microalgae of the Symbiodiniaceae family (Weis et al.
2008). Cnidarians exhibit nocturnal behavior (Lewis and
Price 1975, Sebens and De Riemer 1977) and establish sym-
biosis with microalgae, which represents a challenge for the
study of basal parameters, since both are governed by dif-
ferent biological rhythms (Sorek et al. 2014). Biological

Screened via Simlarity Check powered by 1Thenticate
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erotrophic feeding habits at night (Lewis and Price 19753)
and use the energy provided by their endosymbiont algae
during the day; this complicates the study of their rhythmic
behavior. Furthermore, they show differential behavior
during the day and night; for example, non-symbiotic
anemones lose their circadian rhythm when kept under con-
stant light or darkness (Aguillon et al. 2024). In symbiotic
organisms, the tentacles of anemones and the corals that
allow them to feed expand at night, whereas those with a
higher density of symbionts expand during the day (Sebens
and De Riemer 1977).

oa, Patricia E Thomé.
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Lunar cycles are important for the reproduction of marine
animals (Raible et al. 2017). In corals, lunar cycles regulate
spawning (Harrison et al. 1984), although factors such as tem-
perature can modify this process (Lin and Nozawa 2023). In
addition, they have a correlation with the deposition of calcar-
eous structures called dissepiments and with the growth of the
calcareous skeleton of coral colonies (Winter and Sammarco).

Biological rhythms are key in controlling physiology and,
therefore, the immune system (Fagiani et al. 2022). In mam-
mals, studies have found that the circadian cycle is related
to the migration of cells of the innate immune system and
changes in the expression of immune molecules (Reviewed in
Scheiermann et al. 2013). Furthermore, when organisms face
an immunological challenge, they respond best in their active
phase (Reviewed in Westwood et al. 2019). In cnidarians,
the relationship between biological rhythms and the immune
system has not yet been studied.

As in other invertebrates, cnidarians have an innate
immune system whose function is to maintain the health of
the animal (Palmer 2018). An immunological pathway com-
monly used by invertebrates is the proPO system, or the
phenol oxidase (PO) pathway (Cerenius et al. 2008). The
proPO system is activated by proteins capable of binding
to peptidoglycans and lipopolysaccharides in various inver-
tebrates, such as insects (Zhao et al. 2018), crustaceans
(Liu et al. 2011), and cnidarians (Lehnert et al. 2012). Once
activated, it generates cytotoxic free radicals, binding agents,
and opsonin, which protect the animal without synthesizing
melanin (Zhao et al. 2007, Cerenius and St6derhll 2021). The
synthesis of melanin as a final product, known as melaniza-
tion, encapsulates potentially harmful microorganisms (Zhao
et al. 2007, Cerenius et al. 2008). For example, Palmer et al.
(2010) showed that after damage, melanin deposits appear in
some corals almost instantaneously.

In some cnidarians, PO has been studied as a response to
various diseases and bleaching (Mydlarz et al. 2009, Palmer
et al. 2010, Rivera-Ortega and Thomeé 2018). However, the
study of the basal immune response and its relationship with
biological rhythms has not been considered. Studying the
immune response under basal conditions is important since
biological processes in any living organism alternate between
periods of high, low, or no activity (Cardinali 2005). There-
fore, our aim was to characterize the fluctuation of PO in
healthy E. diaphana individuals, both symbiotic and aposym-
biotic, throughout the day and during the phases of full moon
and new moon. In addition, to understand whether symbionts
affect the immune response, PO fluctuations were compared
in both symbiotic and aposymbiotic E. diaphana.

MATERIALS AND METHODS
Experimental design

To explore whether biological cycles influence the immune
response, the experiments were done at different times
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throughout the day and during 2 lunar phases (full moon
and new moon) using 6 symbiotic anemones and 6 aposym-
biotic anemones. In each lunar phase, mucus was collected
every 6 h in 2 cycles per 24 h; during the first cycle, sam-
ples were taken at 8:00 p.m., 2:00 a.m., 8:00 a.m., and 2:00
p.m. The next day, measurements of the second cycle were
resumed at 2:00 p.m., 8:00 p.m., 2:00 a.m., and 8:00 a.m.
Mucus extracted from the 6 symbiotic anemones and 6 apo-
symbiotic anemones (n = 48) was grouped in duplicate per
lunar phase and per symbiotic state. In total, 348 anemones
were used. The experiment was carried out from September
to November 2023.

To determine symbiont density, 6 symbiotic anemones
were used per hour of sampling. This experiment was done in
a cycle for each lunar phase. In total, 48 anemones were used.

Organisms

The symbiotic anemones were collected from the aquar-
iums of the Unidad Académica de Sistemas Arrecifales
(Instituto de Ciencias de Mar v Limnologia, Universidad
Nacional Auténoma de Meéxico), where they grew under
natural conditions. The aposymbiotic anemones came
from a laboratory culture of several years. After their col-
lection, the anemones were acclimatized for 14 d to avoid
the aquarium effect. Subsequently, anemones were main-
tained individually in 6-well plates with filtered seawater
(0.22 pum) under a light/dark regime (full moon = 67.9-985
lux; new moon = 67.4-838 lux) and at natural temperature
(full moon = 28.87-29.60 °C; new moon = 28.47-29.48 °C)
in a humid windowless laboratory. Anemones were fed once
a week with nauplii of Artemia spp.

Mucus extraction

Mucus was extracted from anemones exhibiting extended
tentacles and column. Before extraction, the water was com-
pletely removed from each well with a disinfected transfer
pipette, wiping off the remaining water with a sterilized
cotton swab. The mucus expelled by the anemone after 2 min
was collected with a micropipette and stored in individual
microtubes. Finally, 10 mL of filtered seawater was added to
each well.

Evaluation of the immune response

To determine the basal immune response in E. diaphana,
mucus PO activity was measured. We used 96-well plates in
90-uL reactions in triplicate, as described below. Each well
contained 30 pL of mucus (# = 6 anemones) and 30 pL of
pyrogen-free water. Subsequently, the plate was covered with
aluminum and incubated for 5 min at 35 °C with shaking
(60 rpm). The reaction was started by adding 30 uL of L-Dopa
substrate [2.5 mM]; measurements were immediately taken
in a plate reader. The absorbance reading was performed at
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450 nm every minute for 10 min. The activity of PO is pre-
sented as the change in absorbance per microliter of mucus
per minute.

Symbiont density

To count symbionts, the anemones were weighed and
placed in microtubes with 500 uL of filtered seawater. They
were homogenized manually with a plastic homogenizer until
no tissue was visible. Symbionts were purified by 3 centrifu-
gation cycles (14,000 rpm) for 1 min. They were resuspended
in 500 pL of filtered seawater and fixed by adding lugol
(30%). Algae were counted in a hemocytometer and calcu-
lated per milliliter. The total cell number count per anemone
was normalized to grams of wet weight.

Statistical analysis

Data normality and homoscedasticity were evaluated with
the Shapiro—Wilks and Levene tests, respectively. Because the
data did not meet the assumptions, nonparametric statistical
tests were used. To compare PO activity with the interaction
between the moon and symbiotic state, the Kruskal-Wallis
test and post hoc Mann—Whitney tests were used. A Pearson
correlation was applied between PO activity and symbiont
density. Statistical analyses were performed in RStudio
v. 4.1.0 (Posit Team 2024).

REsuLTs
Immune response
Circadian cycle

The activity of PO in both symbiotic and aposymbiotic
anemones showed natural variability throughout the day,
with 2 acrophases. The highest peak of activity was at 2:00
p.m., with symbiotic anemones at full moon showing lower
PO activity compared to aposymbiotic anemones. A second
smaller, but equally represented, peak was detected at 2:00
h (Fig. 1). Despite showing some biological variability, data
showed no statistically significant differences (H [7] = 7.09,
P =0.41) throughout the day.

Lunar cvcle

The analysis of PO activity, measured as the interaction
between the lunar phase and the symbiotic state, showed
statistically significant differences (H [15] = 17.47, P =
0.0005). According to the post hoc analysis, PO activity
in aposymbiotic anemones was found to be significantly
higher at full moon than at new moon and higher than in
symbiotic anemones for both moons (P < 0.05). Further-
more, PO activity in symbiotic anemones at full moon was
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significantly higher than that observed in aposymbiotic
anemones at new moon (P = 0.032) (Fig. 2).

Symbiont density

We found a negative relationship between PO activity
and symbiont density in symbiotic anemones (R* = 0.51, P =
0.04) (Fig. 3). Furthermore, symbiont density varied signifi-
cantly depending on the time of day (H [3] =8.55, P=0.035).
According to the post hoc analysis, symbiont density was sig-
nificantly higher at 14:00 h (P = 0.006, Fig. 4a). Taking into
account the lunar phase, we found that symbiont density was
similar for both the full moon (A [3] =4.84, P=0.18) and the
new moon (H [3] =4.32, P=0.22) (Fig .4b).

DiscussioN

In this study, PO activity was measured in the mucus of
E. diaphana under basal conditions. We determined that both
symbiotic and aposymbiotic anemones show PO activity
throughout the day. Therefore, E. diaphana shows consti-
tutive immunity, and the proPO system is part of its basal
immunity. The above agrees with what was proposed by
Palmer (2018), who suggests that, though immunity is com-
monly approached as a response activated by damage signals,
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Figure 1. Variation of phenol oxidase (PO) activity during
the day in Exaiptasia diaphana. The activity of PO was
calculated in samples taken every 6 h for 48 h. Each mucus
sample corresponds to a group of 6 anemones. The results of
one estimation are shown; repetitions had very similar results.
Abbreviations: aposymbiotic anemones at full moon (apo.
11), aposymbiotic anemones at new moon (apo.ln), symbiotic
anemones at full moon (sim.11), and symbiotic anemones at new
moon (sim.ln).
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Figure 2. Comparison of phenol oxidase (PO) activity with
respect to the symbiotic state and the lunar phase using the
Kruskal-Wallis test. Boxplots represent the mean, first and third
quartiles, confidence interval (95%), and outlier points (red dot,
green dots, and purple dot). Each sample corresponds to the
activity values of 6 anemones. The horizontal black lines show
the comparisons between the different treatments; statistical
significance of comparisons is represented by asterisks (*P < 0.05;
**P < (.01). Abbreviations: aposymbiotic anemones at full moon
(apo.1ll), aposymbiotic anemones at new moon (apo.ln), symbiotic
anemones at full moon (sim.ll), and symbiotic anemones at new
moon (sim.In).

the immune system operates and remains active in a consti-
tutive manner, even if it is not being challenged by a threat.

Immunity fluctuation in the circadian cycle

The PO activity in the mucus of E. diaphana fluctuated
throughout the day, both in symbiotic and aposymbiotic
anemones, with the highest PO activity at 2:00 p.m. No pre-
vious studies track PO activity throughout the day in cnidar-
ians; our results provide a background for how the circadian
cycle of E. diaphana affects its basal immunity.

The variability of basal immunity throughout the day could
be consistent with what was observed at the transcriptomic
level in symbiotic cnidarians. Gong et al. (2023) found that
the corals Acropora pruinosa and Pocillopora damicornis
differentially transcribe certain genes at night compared to
the morning. At night, transcribed genes are mostly related
to the immune system, metabolism, and signal transduction,
whereas during the day, transcribed genes relate to transport
and catabolism. However, Levy et al. (2011) reported that
Acropora millepora genes associated with antioxidant activity
have expression peaks at night, whereas those associated with
metabolism are more expressed during the day. Furthermore,
some studies report that crustaceans have a bimodal variation
of PO in a diurnal cycle (She et al. 2019), whereas others have
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Figure 3. Relationship between phenol oxidase (PO) activity and
symbiont density using a Spearman correlation test. The activity
of PO decreases as symbiont density increases (cell'mL'-ug
wet weight). The density of symbionts was determined in 48
anemones, grouped into 6 anemones for each sampling. The 95%
confidence level is shaded.

reported greater activity during the day (Rund et al. 2016) or
even constant PO activity (Pfenning-Butterworth et al. 2022).
These studies illustrate the importance of considering the cir-
cadian cycle in studies of the immune system because it could
help explain some variations.

Immunity fluctuations in response to the lunar cycle

The PO activity in E. diaphana mucus was slightly higher
with the full moon than with the new moon in anemones of both
symbiotic states. In corals, reproduction and growth are syn-
chronized with lunar cycles (Boch et al. 2011). However, despite
the extensive information on the influence of the moon on coral
reproduction, information on the immune system is scarce and
practically non-existent in E. diaphana. Given that the values
of PO activity in the mucus of E. diaphana showed different
behavior in the full moon than in the new moon, we can suggest
that the basal constitutive immunity in this anemone also obeys
the lunar cycles, regardless of its symbiotic state. This finding
constitutes a novel contribution of the present study.

Symbiont density

We found a negative relationship between symbionts
and the immune response that coincides with studies on the
coral Orbicella faveolata, which reported a reduction in the
expression of genes related to immunity (Fuess et al. 2020).
Other studies have positively correlated immune activity
with antioxidant activity and melanin synthesis (Changsut et
al. 2022). Finally, it has been hypothesized that, in corals,
the loss of symbionts after bleaching confers some protec-
tion, since a lower incidence of diseases has been observed



Rodriguez-Jiménez et al.: Immune response in circadian and lunar cycles of Exaiptasia diaphana

1.0e+08 -

7.5e+07

5.0e+07

2.5e+07 |

Symbiont density (cell-mL™-pg wet weight™)

$ |

0.0e+00 '

WO

E Full moon
7 E New moon

ol

2000 200 800 14:00

Hour (h)

2000 200 800 14:00
Hour (h)

Figure 4. Comparison of symbiont density with respect to time of day and lunar phase using the Kruskal-Wallis test. (a) Symbiont density
considering only the time of day, without taking into account the lunar phase. (b) Symbiont density considering lunar phase and time of day.
Boxplots represent the mean, first and third quartiles, confidence interval (95%), and outliers. The asterisk (*) shows significant differences
(P =0.035) in the density of symbionts at 14:00 h compared to the other samples.

(Merselis et al. 2018). It is possible that symbiosis in cnidar-
ians depends on reduced immune activity that facilitates this
relationship.

CONCLUSIONS

The study of constitutive immunity and its relationship with
biological cycles in E. diaphana is a scarcely explored field.
The present study expands the understanding of PO activity
as an immune response under basal conditions in aposymbi-
otic and symbiotic anemones, which showed basal constitutive
immunity under laboratory conditions. The response varied
according to biological rhythms, showing greater activity
during the day and low activity at night. Furthermore, we
observed that lunar cycles influenced PO activity, which was
greater in the full moon phase. We also found that symbiotic
status had an effect on the immune response, probably because
symbiont density was negatively correlated with PO activity,
with higher symbiont density observed at 14:00 h. These results
not only provide evidence for constitutive immunity, but also
illustrate the complexity of holobiont relationships. Future
studies focusing on the relationship between immunity and bio-
logical cycles are important to achieve a more adequate inter-
pretation of biological responses to stressors.

English translation by Claudia Michel-Villalobos.
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