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Fluctuaciones en la respuesta inmune (actividad
de fenoloxidasa) relacionadas con los ciclos
circadianos y lunares en la anémona simbidtica
Exaiptasia diaphana (Actinaria: Aiptasiidae)

Miel A Rodriguez-Jiménez', Jacqueline Rivera-Ortegal”?, Patricia E Thomé!'*

RESUMEN. La capacidad inmune de los cnidarios les permite mantener la integridad de sus
tejidos y prevenir infecciones ante amenazas de dafio. Los cnidarios cuentan con un sistema
inmune innato que incluye la melanina y enzimas, como la fenoloxidasa, que se activa en
presencia de patogenos, generando compuestos reactivos y toxicos para su eliminacion. La
anémona Exaiptasia diaphana es un organismo modelo en estudios sobre simbiosis, nutri-
cioén e inmunidad, ya que mantiene una simbiosis facultativa con las microalgas de la familia
Symbiodiniaceae, como los corales; E. diaphana también puede existir en un estado aposim-
bidtico. Por tanto, E. diaphana es un modelo adecuado para estudiar el sistema inmune de
los cnidarios. Para conocer la actividad inmune basica de esta anémona, nos preguntamos si
existe variabilidad en la actividad de la enzima fenoloxidasa a lo largo del dia, considerando
2 fases lunares (luna llena y luna nueva). Se tomaron muestras de mucus de 6 anémonas
simbidticas y 6 aposimbidticas, previamente aclimatadas y mantenidas en cajas de 6 pozos
con agua de mar filtrada bajo condiciones de luz natural. La actividad de fenoloxidasa se
estimo cada 6 h durante 48 h, con 2 repeticiones por fase lunar. La actividad de fenoloxidasa
presentd mayor actividad a las 14:00 h, mientras que la actividad nocturna fue baja. La acti-
vidad de la enzima se increment6 bajo luna llena en las anémonas aposimbioéticas (H = 17.47,
P =0.0005). Ademas, encontramos una relacion negativa entre la densidad de simbiontes y
la actividad de fenoloxidasa (R* = 0.50, P = 0.04). Estos resultados nos permiten sugerir que
E. diaphana puede mantener una inmunidad constitutiva y constante en condiciones de labo-
ratorio, la cual responde a ciclos bioldgicos, como los ciclos circadianos y lunares.

Palabras clave: inmunidad constitutiva, mucus, fases lunares, simbiosis, ciclo circadiano,
anémona simbidtica, fenoloxidasa, cnidario.

INTRODUCCION

distintos (Sorek et al. 2014). Los ritmos bioloégicos permiten
a los organismos responder con anticipacion y adaptarse a los

Exaiptasia diaphana es una anémona simbidtica y un orga-
nismo modelo para estudiar diversos procesos en cnidarios
como la simbiosis, la nutricién y los mecanismos inmunolo-
gicos (Lehnert et al. 2012, Matthews et al. 2017, Radecker et
al. 2018, Mansfield y Gilmore 2019, Dungan et al. 2020). Esta
anémona mantiene una simbiosis facultativa con microalgas
de la familia Symbiodiniaceae (Weis et al. 2008). Si bien los
cnidarios tienen un comportamiento nocturno (Lewis y Price
1975, Sebens y De Riemer 1977), al establecer simbiosis con
microalgas representan un reto para el estudio de los para-
metros basales, ya que ambos se rigen por ritmos bioldgicos
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cambios ambientales naturales (Roenneberg y Merrow 2005,
Bednatova et al. 2013). Los cnidarios simbidticos presentan
habitos de alimentacion heterdtrofa por la noche (Lewis y
Price 1975); en el dia, utilizan la energia provista por sus algas
endosimbiontes, lo que complica el estudio de su comporta-
miento ritmico. Ademas, se ha demostrado un comporta-
miento diferencial en el dia y la noche; por ejemplo, anémonas
no simbidticas pierden su ritmo circadiano cuando son mante-
nidas bajo luz u oscuridad constante (Aguillon et al. 2024).
En organismos simbidticos, los tentadculos de las anémonas
y los corales que les sirven para alimentarse se expanden por

, que permite compartir y adaptar el trabajo, siempre y
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la noche, mientras que durante el dia se expanden aquellos
con una mayor densidad de simbiontes (Sebens y De Riemer
1977).

Los ciclos lunares son importantes para la reproduccion de
los animales marinos (Raible et al. 2017). En los corales, los
ciclos lunares regulan el desove (Harrison et al. 1984), aunque
este proceso puede verse modificado por factores como la
temperatura (Lin y Nozawa 2023). Ademas, presentan corre-
lacion con la deposicion de estructuras calcareas denominadas
disepimentos y con el crecimiento del esqueleto calcareo de
las colonias coralinas (Winter y Sammarco 2010).

Los ritmos bioldgicos son pieza clave para controlar
la fisiologia y, por tanto, el sistema 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 cambios en la expresion
de moléculas inmunitarias (Revisado en Scheiermann et al.
2013). Ademas, cuando los organismos enfrentan un desafio
inmunologico responden mejor en su fase activa (Revisado
en Westwood et al. 2019). En el caso de los cnidarios atin no
se ha estudiado la relacion entre los ritmos biologicos y el
sistema inmune.

Como en otros invertebrados, los cnidarios poseen un
sistema inmune innato cuya funcién es mantener la salud
del animal (Palmer 2018). Una via inmunolégica comun-
mente utilizada por invertebrados es el sistema proFO, o
la via de la fenoloxidasa (FO) (Cerenius et al. 2008). El
sistema proFO es activado por las proteinas capaces de
unirse a peptidoglicanos y lipopolisacéaridos en varios inver-
tebrados, como los insectos (Zhao et al. 2018), crustaceos
(Liu et al. 2011) y cnidarios (Lehnert et al. 2012). Una vez
activado, genera radicales libres citotoxicos, agentes aglu-
tinantes y opsonina, que protegen al animal sin sintetizar
melanina (Zhao et al. 2007, Cerenius y Soderhéll 2021).
La sintesis de melanina como producto final, conocida
como melanizacion, encapsula a microorganismos poten-
cialmente dafiinos (Zhao et al. 2007, Cerenius et al. 2008).
Por ejemplo, Palmer et al. (2010) mostraron que después
de un dafio, los depositos de melanina aparecen en algunos
corales casi de forma instantanea.

En algunos cnidarios se ha estudiado la FO como respuesta
a diversas enfermedades y al blanqueamiento (Mydlarz et al.
2009, Palmer et al. 2010, Rivera-Ortega y Thomé 2018); sin
embargo, el estudio de la respuesta inmune basal y su relacion
con los ritmos bioldgicos no ha sido considerada. Estudiar la
respuesta inmune en condiciones basales es importante ya que
los procesos bioldgicos en cualquier organismo vivo alternan
entre periodos de alta, escasa o nula actividad (Cardinali
2005). Por ello, nuestro objetivo fue caracterizar la fluctua-
cion de FO en individuos de E. diaphana sanas, tanto simbio-
ticas como aposimbidticas, a lo largo del dia y durante las
fases de luna llena y luna nueva. Ademas, para conocer si los
simbiontes tienen un efecto en la respuesta inmune, se compa-
raron las fluctuaciones de FO tanto en E. diaphana simbio-
ticas como aposimbidticas.
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MATERIALES Y METODOS
Disefio experimental

A fin de explorar si los ciclos biologicos influyen en la
respuesta inmune, los experimentos se realizaron en dife-
rentes horas a lo largo del dia y durante 2 fases lunares (luna
llena y luna nueva) utilizando 6 anémonas simbidticas y
6 anémonas aposimbiodticas. En cada fase lunar se colectd
mucus cada 6 h en 2 ciclos por 24 h; durante el primer
ciclo, las muestras se tomaron a las 20:00 h, 2:00 h, 8:00 h
y 14:00 h. Al dia siguiente, se reanudaron las mediciones
del segundo ciclo a las 14:00 h, 20:00 h, 2:00 h y 8:00 h.
Se agrupo el mucus extraido de las 6 anémonas simbidticas
y 6 anémonas aposimbioticas (n = 48) por duplicado de
fase lunar y por estado simbidtico. En total se emplearon
348 anémonas. El experimento fue realizado de septiembre
a noviembre de 2023.

Para conocer la densidad de los simbiontes se utilizaron
6 anémonas simbioticas por hora de muestreo. Este experi-
mento se realizé en un ciclo en cada fase lunar. En total se
emplearon 48 anémonas.

Organismos

Las anémonas simbioticas se colectaron de los acuarios
de la Unidad Académica de Sistemas Arrecifales (Instituto
de Ciencias de Mar y Limnologia, Universidad Nacional
Autéonoma de México), donde crecieron en condiciones natu-
rales. Las anémonas aposimbidticas provinieron de un cultivo
en el laboratorio de varios afios. Después de la colecta, las
anémonas fueron aclimatadas durante 14 d para evitar el
efecto acuario. Posteriormente, las anémonas se mantuvieron
individualmente en cajas de 6 pozos con agua de mar filtrada
(0.22 um) bajo un régimen de luz/oscuridad (luna llena = 67.9-
985 luxes; luna nueva = 67.4-838 luxes) y temperatura natural
(luna llena = 28.87-29.60 °C; luna nueva = 28.47-29.48 °C)
en un laboratorio himedo sin ventanas. Las anémonas se
alimentaron una vez por semana con nauplios de Artemia spp.

Extraccion de mucus

La extraccion de mucus se realizé en anémonas con los
tentaculos extendidos y la columna extendida. Previo a la
extraccion se retird por completo el agua de cada pozo con
una pipeta de transferencia desinfectada, limpiando el agua
restante con un cotonete esterilizado. Con una micropipeta se
colectd el mucus expulsado por la anémona en 2 min y se
almacend en microtubos individuales. Finalmente, se agregd
a cada pozo 10 mL de agua de mar filtrada.

Evaluacion de la respuesta inmune

Para determinar la respuesta inmune basal de
E. diaphana se midi6 la actividad de FO del mucus. Se
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utilizaron cajas de 96 pozos en reacciones de 90 L por tripli-
cado, como se describe a continuacion. En cada pozo se colo-
caron 30 uL de mucus (n = 6 anémonas) y 30 pL de agua libre
de pirogenos. Posteriormente, la caja se cubrié con aluminio
y se incub6 durante 5 min a 35 °C, con agitacion (60 rpm).
La reaccion se inicié afiadiendo 30 pL del sustrato L-Dopa
[2.5 mM] e inmediatamente se tomaron mediciones en un lector
de placas. La lectura de absorbancia se realizo a 450 nm cada
minuto durante 10 min. La actividad de FO se presenta como el
cambio en la absorbancia por microlitro de mucus por minuto.

Densidad de simbiontes

Para el conteo de los simbiontes, las anémonas se pesaron
y colocaron en microtubos con 500 pL de agua de mar filtrada.
Se homogeneizaron manualmente con un homogeneizador de
plastico hasta no percibir tejido. Los simbiontes se purificaron
mediante 3 ciclos de centrifugacion (14,000 rpm) por 1 min. Se
resuspendieron en 500 pL de agua de mar filtrada y se fijaron
agregando lugol (30%). Las algas se contaron en un hemocito-
metro y se calcularon por mililitro. El recuento total del nimero
de células por anémona se normalizd a gramos de peso hiimedo.

Analisis estadistico

Se evaluo la normalidad y homocedasticidad de los datos
con las pruebas de Shapiro-Wilks y Levene, respectivamente.
Debido a que los datos no cumplieron con los supuestos, se
utilizaron pruebas estadisticas no paramétricas. Para comparar
la actividad de FO con la interaccion entre la luna y el estado
simbidtico, se utilizo la prueba de Kruskal-Wallis y pruebas post
hoc de Mann-Whitney. Se aplico una correlacion de Pearson
entre la actividad de FO y la densidad de simbiontes. Los analisis
estadisticos se realizaron en RStudio v. 4.1.0 (Posit Team 2024).

RESULTADOS
Respuesta inmune
Ciclo circadiano

La actividad de FO tanto en las anémonas simbidticas como
aposimbidticas mostr6 una variabilidad natural a lo largo del
dia, presentando 2 acrofases. El mayor pico de actividad fue a
las 14:00 h, en el que las anémonas simbidticas en luna llena
mostraron una menor actividad de FO en comparacion con las
aposimbidticas. Un segundo pico menor, pero igualmente repre-
sentado, se detectd a las 2:00 h (Fig. 1). A pesar de mostrar cierta
variabilidad biolégica, los datos a lo largo del dia no mostraron
diferencias estadisticas significativas (H [7] = 7.09, P=0.41).

Ciclo lunar

El analisis de la actividad de FO, medida como la inte-
raccion entre la fase lunar y el estado simbiodtico, mostrd
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diferencias estadisticamente significativas (H [15] = 17.47,
P =0.0005). De acuerdo con el analisis post hoc, se encontr6
que la actividad de FO en las anémonas aposimbidticas fue
significativamente mayor en luna llena que en luna nueva y
mayor que en las anémonas simbidticas en ambas lunas (P <
0.05). Ademas, la actividad de FO en las anémonas simbio-
ticas en luna llena fue significativamente mayor que en las
anémonas aposimbioticas en luna nueva (P = 0.032) (Fig. 2).

Densidad de simbiontes

Encontramos una relacion negativa entre la actividad de
FO y la densidad de simbiontes en las anémonas simbi6-
ticas (R? = 0.51, P = 0.04) (Fig. 3). Ademas, la densidad de
simbiontes vari6 significativamente dependiendo de la hora
del dia (H [3] = 8.55, P =0.035). De acuerdo con el analisis
post hoc, la densidad de simbiontes fue significativamente
mayor a las 14:00 h (P = 0.006, Fig. 4a). Tomando en cuenta
la fase lunar, se encontré que la densidad de simbiontes fue
similar tanto en luna llena (H [3] = 4.84, P = (0.18) como en
luna nueva (H [3] =4.32, P=0.22) (Fig. 4b).

DISCUSION
En este estudio se midio la actividad de FO en el mucus

de E. diaphana en condiciones basales. Determinamos que
la actividad de FO estuvo presente a lo largo del dia, tanto
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Figura 1. Variacion de la actividad de fenoloxidasa (FO) durante
el dia en Exaiptasia diaphana. La actividad de FO se calcul6 en
muestras tomadas cada 6 h por 48 h. Cada muestra de mucus
corresponde a un grupo de 6 anémonas. Se presentan los resul-
tados de una estimacion; la repeticion tuvo resultados muy
similares. Abreviaciones: anémonas aposimbidticas en luna
llena (apo.ll), anémonas aposimbidticas en luna nueva (apo.ln),
anémonas simbidticas en luna llena (sim.ll) y anémonas simbio-
ticas en luna nueva (sim.In).
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Figura 2. Comparacién de la actividad de fenoloxidasa (FO)
respecto al estado simbidtico y a la fase lunar mediante la prueba
de Kruskal-Wallis. Los graficos de caja representan la media,
el primer y tercer cuartil, el intervalo de confianza (95%) y los
puntos atipicos (punto rojo, puntos verdes y punto morado). Cada
muestra corresponde a los valores de actividad de 6 anémonas.
Las lineas negras horizontales muestran las comparaciones entre
los diferentes tratamientos; la significancia estadistica de las
comparaciones se representa mediante asteriscos (*P < 0.05;
*#P < 0.01). Abreviaciones: anémonas aposimbiéticas en luna
llena (apo.ll), anémonas aposimbidticas en luna nueva (apo.ln),
anémonas simbidticas en luna llena (sim.ll) y anémonas simbid-
ticas en luna nueva (sim.In).

en anémonas simbidticas como aposimbioticas. Por lo tanto,
E. diaphana presenta una inmunidad constitutiva, y el sistema
proFO es parte de su inmunidad basal. Lo anterior concuerda
con lo propuesto por Palmer (2018), quien sugiere que, a pesar
de que la inmunidad es comunmente abordada como una
respuesta que se activa ante sefiales de dafio, el sistema inmune
opera y se mantiene activo de manera constitutiva, incluso si
no esta siendo desafiado por una amenaza.

Fluctuacion de la inmunidad en el ciclo circadiano

La actividad de FO en el mucus de E. diaphana presentd
fluctuaciones a lo largo del dia, tanto en las anémonas simbid-
ticas como en las aposimbidticas, observandose la mayor acti-
vidad de FO a las 14:00 h. Aunque no hay estudios previos que
realicen un seguimiento de la actividad de FO a lo largo del dia
en cnidarios, nuestros resultados sientan un antecedente sobre
coémo el ciclo circadiano de E. diaphana tiene un efecto en su
inmunidad basal.

La variabilidad de la inmunidad basal a lo largo del dia
podria ser congruente con lo observado a nivel transcripto-
mico en cnidarios simbioticos. Gong et al. (2023) encontraron
que los corales Acropora pruinosa y Pocillopora damicornis
transcriben de manera diferencial ciertos genes en la noche en
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Figura 3. Relacion entre la actividad de fenoloxidasa (FO) y la
densidad de simbiontes mediante una prueba de correlacion de
Spearman. La actividad de FO disminuye conforme aumenta la
densidad de simbiontes (cél-mL™-pg peso hiimedo). La densidad
de simbiontes fue determinada en 48 anémonas, agrupadas en
6 anémonas por cada muestreo. E1 95% de confianza se muestra
sombreado.

comparacion con la mafiana. Por la noche, los genes transcritos
estan mayormente relacionados con el sistema inmune, el meta-
bolismo y la transduccion de sefiales, mientras que en el dia,
los genes transcritos se relacionan con el transporte y catabo-
lismo. Sin embargo, Levy et al. (2011) reportaron que los genes
de Acropora millepora asociados a la actividad antioxidante
tienen picos de expresion por la noche, mientras que aquellos
asociados al metabolismo se expresan mas en el dia. Mas autn,
en algunos crustaceos se ha encontrado una variacion bimodal
de FO en un ciclo diurno (She et al. 2019), mientras otros autores
han reportado mayor actividad durante el dia (Rund et al. 2016)
o incluso una actividad constante de FO (Pfenning-Butterworth
et al. 2022). Estos trabajos ilustran la importancia de considerar
el ciclo circadiano en estudios del sistema inmune, ya que este
podria ayudar a explicar algunas variaciones.

Fluctuacion de la inmunidad en respuesta al ciclo lunar

La actividad de FO en el mucus de E. diaphana fue lige-
ramente mayor en luna llena que en luna nueva en anémonas
de ambos estados simbioticos. En corales, la reproduccion y el
crecimiento estan sincronizados con los ciclos lunares (Boch et
al. 2011). Sin embargo, a pesar de la amplia informacion sobre
la influencia de la luna en la reproduccion de corales, la infor-
macion sobre el sistema inmune es escasa y practicamente nula
en E. diaphana. Dado que los valores de la actividad de FO en el
mucus de E. diaphana mostraron un comportamiento diferente
en luna llena que en luna nueva, es posible sugerir que la inmu-
nidad constitutiva basal en esta anémona, también obedece a los
ciclos lunares, sin importar su estado simbiotico. Este hallazgo
constituye una aportacion novedosa de esta investigacion.
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Figura 4. Comparacion de la densidad de simbiontes respecto a la hora del dia y la fase lunar mediante la prueba de Kruskal-Wallis. (a)
Densidad de simbiontes considerando solamente la hora del dia, sin tomar en cuenta la fase lunar. (b) Densidad de simbiontes conside-
rando fase lunar y hora del dia. Los graficos de caja representan la media, el primer y tercer cuartil, el intervalo de confianza (95%) y los
puntos atipicos. El asterisco (*) muestra diferencias significativas (P = 0.035) en la densidad de simbiontes a las 14:00 h respecto a las

demas muestras.

Densidad de simbiontes

La relacion negativa entre los simbiontes y la respuesta
inmune que encontramos coincide con lo observado en el coral
Orbicella faveolata, en el cual se ha reportado una reduccion
en la expresion de genes relacionados con la inmunidad (Fuess
et al. 2020). Otros estudios han correlacionado la actividad
inmune con la actividad antioxidante y la sintesis de melanina
de forma positiva (Changsut et al. 2022). Por ultimo, se ha
hipotetizado que la pérdida de simbiontes después de un blan-
queamiento en corales les confiere cierta proteccion, ya que se
ha observado una menor incidencia de enfermedades (Merselis
et al. 2018). Es probable que la simbiosis en cnidarios dependa
de una actividad inmune reducida que facilite esta relacion.

CONCLUSIONES

El estudio de la inmunidad constitutiva y su relacion con
los ciclos bioldgicos en E. diaphana es un campo apenas
explorado. Este estudio amplia el entendimiento de la acti-
vidad de FO como respuesta inmune en condiciones basales en
anémonas aposimbioticas y simbidticas, las cuales mostraron

inmunidad constitutiva basal en condiciones de labora-
torio. La respuesta varié conforme a los ritmos bioldgicos,
mostrando mayor actividad durante el dia y baja actividad
durante la noche. Ademas, observamos una influencia de los
ciclos lunares en la actividad de FO, siendo mayor en la fase
de luna llena. También encontramos que el estado simbiotico
tuvo un efecto en la respuesta inmune, probablemente debido
a que la densidad de simbiontes estuvo correlacionada nega-
tivamente con la actividad de FO, observandose una mayor
densidad de simbiontes a las 14:00 h. Estos resultados no solo
brindan evidencia de una inmunidad constitutiva, sino que
ilustran la complejidad de las relaciones del holobionte. Los
estudios futuros enfocados en la relacion entre la inmunidad y
los ciclos bioldgicos son importantes para lograr una interpre-
tacion mas adecuada de las respuestas biologicas ante factores
estresantes.
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