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RESUMEN

El aumento en la temperatura de los océanos y la descarga de desechos hacia el
mar ponen en riesgo la salud de los corales. Por esta razén los eventos de
blanqueamiento y los brotes de enfermedades coralinas cada vez son mas
frecuentes y letales. Por lo tanto, es importante conocer las vias inmunolégicas que
utiliza el coral para defenderse ante estas amenazas. Una de las herramientas con
las que cuentan los corales para su proteccion es la capa superficial de mucus
(CSM). Esta capa, que es secretada por el coral, separa al polipo del ambiente que
lo rodea. Ademas, la CSM alberga un complejo microbiano que defiende al coral de
patdgenos oportunistas. Sin embargo, el potencial de la actividad antimicrobiana de
la CSM per se no ha sido ampliamente explorada. Por lo tanto, en este trabajo se
determind la actividad antimicrobiana de la CSM de P. strigosa sanos y enfermos
de banda negra, y de Exaiptasia pallida y Cassiopea xamachana sanos y
blanqueados contra dos agentes potencialmente patdgenos, Serratia marcescens 'y
Aurantimonas sp. En conjunto, la actividad antimicrobiana de la CSM (mucus sin
bacterias) se comparé con la actividad de las bacterias asociadas al mucus (BAM)
y del complejo mucus (CM) o mucus con bacterias. Asi mismo, se determiné la
presencia de colageno, melanina y fenoloxidasa en el mucus de coral, sustancias
involucradas en la inmunidad innata de los cnidarios. Finalmente se realizé un
analisis bioquimico basico del mucus de los cnidarios sanos, enfermos vy
blanqueados. Los resultados mostraron que la CSM de P. strigosa, E. pallida y C.
xamachana presentan actividad antimicrobiana contra S. marcescens vy
Aurantimonas sp. de forma especie especifica. E. pallida presentd una mayor
actividad antimicrobiana contra Aurantimonas sp., mientras que P. strigosa y C.
xamachana presentaron actividad antimicrobiana similar contra ambos patdgenos.
En las colonias de coral afectadas por la enfermedad de banda negra disminuyo la
actividad antimicrobiana de la CSM, pero no de las BAM. Asi mismo, disminuy¢ la
actividad antibacteriana de la CSM de E. pallida y C. xamachana blanqueadas. Sin
embargo, las BAM de E. pallida no disminuyeron su actividad antibacteriana sobre
ninguna de las dos cepas. Por su parte, el CM de C. xamachana blanqueada mostro
un aumento en la actividad antimicrobiana contra Aurantimonas sp., la cual puede
estar asociada a una bacteria en particular. Los resultados mostraron también que
la hidroxiprolina y la fenoloxidasa incrementaron en P. strigosa enfermos en la zona
cercana a la enfermedad. Mientras que E. pallida y C. xamachana blanqueadas
presentaron valores ligeramente mas altos de hidroxiprolina y fenoloxidasa que los
organismos sanos. En ningun caso se encontré6 melanina. El analisis bioquimico
basico mostré diferencias entre los organismos sanos y enfermos o blanqueados,
pero no se encontrd ninguna tendencia entre ellos. En este trabajo se demostré que
la CSM por si misma presenta actividad antimicrobiana y dicha actividad no esta
asociada con las bacterias que viven en el mucus. Esta actividad antimicrobiana
disminuye cuando los cnidarios se encuentran enfermos o blanqueados. Sin
embargo, cuando P. strigosa, E. pallida y C. xamachana se encuentran enfermos o
blanqueados presentan una mayor respuesta inmune.



ABSTRACT

Coral reefs are affected by the deterioration of the world’s oceans due to global
warming and anthropogenic perturbations. Associated to these perturbations,
bleaching and disease have increased in frequency and severity. To overcome some
of these conditions, reef corals and other symbiotic cnidarians relay on the surface
mucus layer that houses a diverse community of beneficial microorganisms, and
mechanisms of innate immune response. Antimicrobial defence has been
associated to the bacterial community in these organisms, but the potential
antimicrobial activity of the surface mucus layer itself has not been explored fully. In
this study we tested this capability by challenging the bacteria-free mucus layer
against two potentially pathogenic bacteria. Complementary immunological
assessments included the determination of collagen (hydroxyproline), melanin and
phenoloxidase. Results clearly showed that the surface mucus layer of healthy
cnidarians has the capability of inhibiting the growth of Serratia marcescens and
Aurantimonas sp. in a species-specific way, differing also in the potency of the
response. The anemone Exaiptasia pallida was specifically potent against
Aurantimonas sp. while the coral Pseudodiploria strigosa and the medusa
Cassiopea xamachana had similar capabilities against both strains. In coral colonies
affected by black band disease, this antibacterial capability of the surface mucus
layer diminished but not for the associated bacteria. Bleaching of the anemone and
the medusa also diminished the antibacterial capability of the mucus layer but in the
anemone, the associated bacteria did not show a significant reduction in growth
inhibition over the bacterial strains. The mucus of bleached medusae showed an
increased inhibitory activity against Aurantimonas sp. that may be associated to a
specific, isolated bacterial strain. Results also showed that hydroxyproline and
phenoloxidase increased in the transition zone of diseased corals, although melanin
was not detected in any of the animals tested. Bleaching of the anemones and
medusae resulted in slightly higher values for hydroxyproline. In this work, we show
that the mucus layer itself has antibacterial properties not associated to the bacteria
this layer houses that diminish due to disease or bleaching, while immunological
responses increase in unhealthy animals.



INTRODUCCION

Los arrecifes de coral son uno de los ecosistemas mas importantes y actualmente
mas vulnerables del planeta. A pesar de que cubren menos del 1% de la superficie
terrestre, se encuentran entre los ecosistemas mas biodiversos, productivos y de
mayor complejidad. Econdmicamente, los arrecifes coralinos son una fuente
importante de recursos alimenticios, productos medicinales y proveen ingresos
importantes en el rubro turistico. Ademas, protegen las costas y asentamientos
contiguos de los dafos ocasionados por las tormentas, inundaciones y tsunamis.
Debido econdémica y ecolégicamente los arrecifes de coral son un ecosistema
invaluable para el ser humano (Marris, 2005; Tunell, 2007; Bikerland, 2015; Ferrario
et al, 2014).

A pesar de la importancia de los arrecifes de coral, constantemente son
amenazados por causas naturales y principalmente antropogénicas. La descarga
de efluentes, los encallamientos de grandes embarcaciones, la sobrepesca y el
cambio global son algunas de las causas que desafian constantemente a este
ecosistema. Estas amenazas comprometen la salud de los organismos,
provocando, por ejemplo, que la cobertura de coral vivo haya disminuido hasta un
ochenta por ciento en los ultimos treinta afios. Sin corales que den estructura al
arrecife, la compleja comunidad de los organismos que ahi habitan podria colapsar.
Por lo tanto, los arrecifes de coral podrian considerarse como el ecosistema marino
en mayor peligro de extincion del planeta (Loya y Rinkevich, 1980; Rogers et al,
2004; Wilkinson, 2004; Tunell, 2007).

Los corales formadores de arrecife o hermatipicos pertenecen al orden
Madreporaria o Scleractinia. Estos organismos se caracterizan por tener un
esqueleto calcareo el cual da estructura a los arrecifes. La tasa de crecimiento de
los corales varia entre especie, pudiendo ser de hasta tres centimetros por afio en
el caso de Acropora palmata. Los corales escleractinios son organismos en forma
de pdlipo que forman grandes colonias. Dichas caracteristicas le permiten servir
como refugio a diversas especies que viven dentro de los arrecifes de coral
(Schuhmacher y Zimbrowius, 1985).

Ademas de interactuar con los macroorganismos que viven dentro del arrecife, los
corales presentan simbiosis con una gran diversidad de microorganismos. Una de
las relaciones simbidticas mas estrechas que presentan los corales es con
Symbiodinium spp, microalga endosimbiética que provee a los corales hasta el 80%
de su energia basal. Por otro lado, en el mucus que se encuentra en la superficie
de la colonia, asi como en su esqueleto, hospeda hongos, bacterias, arqueas y
virus. En conjunto, el coral y todos estos organismos que habitan dentro del tejido,
en el esqueleto o fuera del coral (en el mucus), forman al holobionte coralino
(Muscatine 1958; Ducklow y Mitchell, 1979; Rohwer et al, 2002; Kellogg, 2004;
Pantos y Bythell, 2010; Tremblay et al, 2012; Sweet y Bythell, 2017).

El holobionte coralino es un sistema dinamico, cuyos miembros fluctian
dependiendo de las condiciones ambientales que lo rodean, quedando asi
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vulnerable ante todos los disturbios a los que se enfrentan constantemente. Debido
a estos disturbios, una de las consecuencias mas graves que sufren los corales son
las enfermedades coralinas. Dichas enfermedades son afectaciones detectables a
simple vista, asociadas a bandas o manchas con coloracion diferente. Causan la
pérdida de tejido y pueden ser delimitadas por una interfaz entre el tejido saludable
y el no saludable. Las enfermedades coralinas a su vez estan relacionadas con el
cambio de la microbiota asociada a la superficie del holobionte coralino (Richardson
1998; Harvell, 2008; Ainsworth et al, 2011).

Otra de las afectaciones a las que se enfrenta el holobionte coralino es el
blanqueamiento. El blanqueamiento coralino consiste en la disminucién de las
zooxantelas o pigmentos fotosintéticos dentro del hospedero. Dicha pérdida de
simbiontes esta asociada, en general, a una exposicion del holobionte ante
condiciones de estrés, o que provoca una pérdida en la coloracion de la colonia.
En algunas ocasiones el coral puede recuperarse del blanqueamiento, ya que no
necesariamente hay pérdida de tejido. A pesar de ello, se ha demostrado que
posterior a un evento de blanqueamiento, los corales pueden volverse mas
susceptibles y posteriormente contraer diversas enfermedades. Por lo tanto, el
blanqueamiento y las enfermedades coralinas son resultado de la disminucion de la
salud del holobionte, ocasionada por las perturbaciones ambientales (Hoegh-
Guldberg, 1999; Hoegh-Guldberg et al, 2007; Scheufen et al, 2017).

Desafortunadamente, poco se sabe acerca de los procesos inmunes que se llevan
a cabo en el coral cuando su salud esta comprometida. Esto es debido a que la
determinaciéon de la salud, enfermedad o blanqueamiento de los corales es
mediante signos visibles en la superficie de la colonia. EI mucus coralino, parte
importante de la inmunidad innata en los seres vivos, es una capa que protege a los
corales del ambiente que lo rodea. Este mucus es la primera parte expuesta ante
todas las perturbaciones antropogénicas. Por lo tanto, es importante estudiar al
mucus como parte de la inmunidad innata cuando los corales son afectados por
disturbios antropogénicos (Brown y Bythell, 2005; Bythell y Wild, 2011).

Hasta ahora, la mayoria de los estudios sobre inmunidad innata en los corales se
han realizado en tejido. Entre estos estudios se han determinado componentes
clave en la defensa de los cnidarios como la melanina, que es catalizada por la via
de la fenoloxidasa; y la regeneracion de tejidos, parte del proceso de coagulaciéon
de heridas, en donde se propone al colageno como formador de coagulos. Por otra
parte, los estudios que han evaluado la capacidad antimicrobiana del mucus se han
enfocado en las bacterias presentes en el mucus de coral, a quienes desafian contra
diferentes patégenos. En conjunto, estos estudios nos presentan un mapa de las
herramientas inmunoldgicas con las que cuenta el holobionte coralino para
defenderse del medio en el que vive (Cerenius y Soderhall, 2004; Palmer et al, 2008,
2011, 2012).

El estudio de la inmunidad innata en corales es complicado debido a su lenta tasa
de crecimiento. La extraccion de las colonias del arrecife implica sacar del ambiente
a un individuo que tardé varios afos en llegar a una talla adulta. Ademas, el
mantenimiento de corales en laboratorio es complicado debido a su alto costo y las
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necesidades del organismo. Por ello es importante trabajar con “organismos
modelo” que sean mas faciles de mantener dentro del laboratorio y que permitan
entender la biologia de los corales con mayor rapidez. En este estudio se eligieron
a Exaiptasia pallida y Cassiopeia xamachana como organismos modelo. Estos
organismos ademas de pertenecer al filum Cnidaria, presentan simbiosis con
dinoflagelados del género Symbiodinium (Weis et al, 2008; Ohdera et al, 2018).

Hasta ahora la actividad antimicrobiana de la capa superficial de mucopolisacaridos
(CSM) secretada por el coral no ha sido ampliamente explorada. En vez de eso, se
ha evaluado el mucus en conjunto con las bacterias que ahi habitan. Asi mismo, se
tiene muy poca informacion de las sustancias inmunes que estan inmersas en el
mucus. Ademas, existe un solo trabajo en donde se evalua la actividad
antimicrobiana del mucus de corales sanos y blanqueados, pero no hay ningun
registro que compare dicha actividad entre corales sanos y enfermos. Por lo tanto,
es importante poner especial énfasis en todos estos huecos de conocimiento sobre
mucus de coral como parte de la inmunidad innata del organismo.

Antecedentes

El mucus como primera linea de defensa quimica de lainmunidad innata

El mucus juega un papel importante como barrera quimica, fisica y biolégica en
todos los organismos. Es una sustancia con actividad antimicrobiana que defiende
el tejido subyacente de un ataque bacteriano, protegiéndolo de infecciones. En un
estudio realizado en mucus de caracol se encontré un “factor antibacteriano”
probablemente proveniente de la fraccion proteica de una glicoproteina, la cual
inhibe el crecimiento de bacterias Gram positivas y Gram negativas. En otro estudio,
el mucus de la trucha arcoiris Salmo gairdneri presentd compuestos que inhibian
todas las bacterias probadas en el ensayo. Con todos estos avances, se han
realizado extractos para purificar sustancias especificas que incluso podrian tener
importancia médica en el uso y mejoramiento de antibidticos de fuentes naturales
(Iguchi et al, 1982; Austin y Mclntosh, 1988; Subramanian et al, 2008; Alcantara
Santana et al, 2012; Pitt et al, 2015).

En invertebrados marinos se han realizado pocos estudios para identificar la
actividad antimicrobiana del mucus. En un estudio realizado en el zoantideo
Palythoa caribaeorum desafiado contra 15 cepas patdégenas de humanos, el mucus
no reveld actividad antibacteriana contra ninguna de estas cepas. Asi mismo, se
realizdé un estudio en el mucus del coral Acropora palmata en donde se probé la
actividad antimicrobiana de colonias sanas en dos épocas del afo, una de ellas
relacionada con un evento de blanqueamiento. Los resultados mostraron que el
mucus de A. palmata durante la temporada de blanqueamiento no inhibié las cepas
bacterianas contra las que fueron muestreadas. En otro estudio realizado en mucus
de corales del género Montipora sp. donde se probd la actividad antibacteriana
contra las cepas Staphylococcus aureus y Escherichia coli, el mucus no logré inhibir



el crecimiento de ninguna de las dos cepas (Ritchie, 2006; Zimmerman et al, 2017;
Camargo GM et al, 2018).

Finalmente, se han realizado algunos estudios en el mucus del coral A. palmata,
juntos con algunas de sus BAM y el patdgeno Serratia marcescens. En dichos
estudios describen las diferencias en como estas bacterias utilizan ciertos polimeros
del mucus, la regulacion catabdlica de ciertas azucares, las preferencias en la
utilizacion de fuentes de carbono, la actividad enzimatica durante el crecimiento de
las bacterias en el mucus, y como dependiendo de la actividad de glicosidasas y N-
acetyl-glucosaminidasas, S. marcescens puede ser menos virulenta para el coral
(Krediet et al, 2009, 2009a, 2013).

Capa Superficial de Mucopolisacaridos de corales

La CSM secretada por los corales es una compleja mezcla de proteinas,
mucopolisacaridos y lipidos localizada sobre la superficie de los polipos, cuyo grosor
va de 145 a 700 ym. Esta capa varia dependiendo de la especie, la profundidad, la
zona arrecifal donde se encuentre, la irradiancia a la que se someta el polipo y la
contaminacioén del ambiente marino. Los mucopolisacaridos que la conforman son
macromoléculas acidas compuestas por unidades repetidas de N-acetil d-
hexosamina y acido hexuronico. Estd compuesto también de mucinas,
glicoproteinas poliméricas (0.5-20 MDa) altamente heterogéneas, responsables de
dar al mucus su consistencia espesa o de gel. Dichas mucinas estan formadas por
un nucleo proteico filamentoso con cadenas laterales fuertemente glicosadas,
compuestas con alrededor del 80% de carbohidratos. Asi mismo, su nucleo proteico
contiene residuos de cisteina, los cuales son susceptibles a romperse, proceso que
se cree ocurre durante la dispersion del mucus. (Goreau, 1956; Ducklow y Mitchell,
1979, 1979a; Peters, 1984; Crossland, 1987; Verdugo, 1990; Bansil y Turner, 2006;
Jatkar et al, 2010; Bythell y Wild, 2011).

La CSM es secretada por los mucocitos o células secretoras de mucus (Figura 1).
Estas células ovoides se extienden alrededor de casi toda la superficie epidérmica
del coral (el disco oral, la pared columnar y las zonas mas externas del mismo), o
en el ectodermo, sin un patron de distribucion particular. Los mucocitos se
caracterizan por tener un nucleo celular en la base de la célula y un citoplasma con
una red basofilica granular de densidad variable, o vacia. A través de los mucocitos
y el tejido celular, hay un intercambio de agua y electrolitos que modifican
constantemente la cantidad y calidad de la CSM, engrosando o reduciendo su
volumen. Con ello, y de acuerdo con las investigaciones realizadas sobre la reologia
de la CSM, es probable que los mucocitos puedan producir al menos dos tipos
diferentes de CSM (Goreau, 1956, Peters, 1984, Brown y Bythell, 2005, Jatkar,
2010).
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Figura 1. Diagrama tridimensional de la superficie del cuerpo de un pdlipo de coral escleractinio.
Muestra el mucus siendo expulsado por los mucocitos. Tomada de Galloway et al (2007).

La CSM cumple con diversas funciones que contribuyen en el bienestar del coral.
Entre estas funciones se encuentran:

a) Alimentacion, ya que los cilios utilizan al mucus como un medio para
transportar particulas y contribuir a la alimentacién heterotrofica (Brown y
Bythell, 2005); *

b) Proteccidon contra rayos UV, debido a que el mucus contiene micosporinas
tipo aminoacidos (MAAs, por sus siglas en inglés) que absorben los rayos UV
(Drollet et al, 1993);

c) Remocién de particulas, ya que el coral limpia su superficie mediante la
remocion de las particulas que no representan nutrientes alimenticios
(Duerden, 1906);

d) Resistencia a la desecacion y humectacién, reduciendo el roce del viento
sobre los arrecifes de coral en marea baja (Deacon, 1979).

e) Reproduccion y asentamiento larval en octocorales y corales blandos, donde
los huevos fecundados y las larvas desarrollan un mucus alrededor de si
mismos, que sirve de proteccidn mientras pasan a la siguiente fase de
desarrollo (Braseau y Lasker, 1990; Gutierrez-Rodriguez y Lasker, 2004;
Brown y Bythell, 2005).

f) Eliminacién de carbono, ya que funciona como una via de excrecion de
carbono producido en exceso debido a la fotosintesis de las zooxantelas
simbionte (Davies, 1984).

g) Calcificacion, ya que en el dia el mucus funciona como una matriz que facilita
la adquisicién de Ca?, por lo tanto, las células ectodérmicas orales contienen
una concentracion mayor de calcio que el medio, lo que ayuda a cumplir con
las demandas de calcio para la calcificacion (Clode y Marshall, 2002).

h) Defensa en contra de patdgenos, el mucus hospeda comunidades
microbianas que presentan actividades antimicrobianas que impiden el
crecimiento de patdégenos oportunistas en el coral (Ritchie, 2006; Glasl et al,
2016).

Los estudios realizados sobre la actividad antibacteriana del CM confieren dicha
actividad a las BAM. Estos estudios se refieren a las bacterias cultivables, las cuales
corresponden al 20% de las bacterias totales presentes en el mucus. Por lo que,
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debido a que el mucus en otros organismos cumple la funcion de barrera quimica
como parte del sistema inmune innato, es importante explorar si la actividad
antibacteriana del CM proviene también de las sustancias secretadas por el coral
en la CSM. Existe un estudio que evalué las sustancias antimicrobianas generadas
por el coral. Este estudio demostré que corales estresados previamente por un dafio
fisico suave, tal como la mordida de un depredador, presentan actividad
antibacteriana contra 13 patogenos provenientes de corales y humanos (Geffen y
Rosenberg en 2005; Kelman et al, 2006; Ritchie, 2006; Abbas et al, 2008; Shnit-
Orland y Kushmaro, 2008).

Condiciones que podrian afectar la efectividad del mucus coralino como
primera linea de defensa

Al hablar del mucus como una barrera de defensa inmunolégica, nos referimos a la
funcibn que desempefia el mucus protegiendo la salud del cnidario.
Desafortunadamente en la actualidad no existen parametros que nos ayuden a
identificar con toda certeza un coral sano de uno enfermo, o con salud
comprometida. A pesar de ello, uno de los indicadores que tenemos para determinar
si un coral se encuentra aparentemente saludable o no es mediante signos visuales.
Dos signos visibles de que la salud de un cnidario estda comprometida son las
enfermedades y el blanqueamiento coralino.

Es importante mencionar que hasta ahora no hay registros en campo de E. pallida
o C. xamachana enfermos, pero, por otro lado, si hay estudios en los que E. pallida
y C. xamachana en condiciones controladas expulsan sus simbiontes, lo que nos
facilita obtener organismos blanqueados en condiciones controladas.

Enfermedades coralinas

Las enfermedades coralinas son alteraciones en la superficie de la colonia
detectables a simple vista (Figura 2). Estas afectaciones de diametro variable
presentan pérdida de tejido y estan asociadas a bandas con coloracion diferente o
manchas aisladas. Normalmente, estan delimitadas por una interfaz entre el tejido
saludable y no saludable Desde el primer registro de enfermedades coralinas en
1977 y hasta la fecha, se han reportado diversas enfermedades con signos similares
en todos los océanos. Hasta ahora, el numero de enfermedades coralinas que se
tienen registradas para el Caribe y el Golfo de México son entre 7 y 12
enfermedades. Entre las enfermedades coralinas registradas para el Caribe
podemos encontrar las enfermedades de banda negra, mancha blanca y plaga
blanca (Antonius, 1977; Richardson 1998; Sutherland, 2004; Weil, 2004; Jordan-
Dahlgren y Rodriguez-Martinez, 2007; Harvell, 2008; Gil-Agudelo et al, 2009;
Carricart-Ganivet et al, 2011).

La enfermedad de banda negra se identifica como una banda de coloracion obscura
en la superficie de la colonia, discreta o borrosa que rodea al tejido necrosado.
Mientras avanza esta banda sobre el tejido sano va dejando el esqueleto expuesto,
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el cual puede o no presentar crecimiento secundario de algas. Es causada por un
consorcio bacteriano integrado principalmente por cianobacterias del género
Geitlerinema spp (antes Phormidium spp). Asi mismo, dentro de la capa microbiana
también se encuentran organismos de los géneros Desulfovibrio spp, Beggiatoa
spp, Leptolyngbya spp, (Antonius, 1981; Weil y Hooten, 2008; Glas et al, 2010).

La enfermedad de plaga blanca se caracteriza por presentar una amplia banda de
color blanco de esqueleto expuesto, el cual limita claramente al tejido del coral
saludable. El esqueleto desnudo es colonizado gradualmente por algas, lo que
ayuda a diferenciar si la enfermedad es reciente o no. La plaga blanca comienza en
la base de la colonia y de depresiones y grietas sobre la colonia. Su agente causal
es el patégeno Aurantimonas corallicida (Richardson et al, 1998a; Weil y Hooten,
2008).

Aurantimonas corallicida es una bacteria aislada por primera vez de
Dichocoenia stokesi enfermo. Es una bacteria gram negativa, en forma de
vara, haldfila y estrictamente aerobia. Forma colonias pigmentadas de
coloracion naranja a dorado, en forma de ramas (Richardson et al, 1998a;
Denner et al, 2003).

La enfermedad de mancha blanca, viruela blanca o serriatosis en Acréporas, se
caracteriza por presentar lesiones de forma irregular donde desaparece el tejido
coralino, dandole una coloracion blanca, a través de la superficie coralina de forma
ubicua. Esta enfermedad se presenta Unicamente en Acropora palmata y su
potencial agente causante es Serratia marcescens (Patterson et al, 2001).

Serratia marcescens es una bacteria gram negativa en forma de bacilo,
clasificada como miembro de las enterobacterias. Ha sido reconocida por
causar infecciones nostocales, infecciones que se adquieren dentro de un
hospital). Es una bacteria saprofita, inocua y acuatica, que es faciimente
reconocida ya que al cultivarla presenta coloracion roja. El primer reporte en
corales fue en los cayos de Florida, USA, cumpliendo los postulados de Koch
(Hejazi y Falkiner, 1997; Patterson, 2010).
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Figura 2. (Izq) Enfermedad de banda negra; (Centro) enfermedad de plaga blanca; (Der)

enfermedad de mancha blanca, viruela blanca o serriatosis



Blanqueamiento coralino

Los corales escleractinios al igual que E. pallida y C. xamachana son organismos
que presentan una simbiosis mutualista con Symbiodinium. Symbiodinium le provee
hasta el 80% de energia de metabolismo basal al hospedero, mientras que el
cnidario a su vez, le sirve como fuente de nitrégeno. El término blanqueamiento es
una observacion visual de la superficie de la colonia debido a la coloracion blanca
que presenta el coral cuando expele a la mayoria de sus simbiontes. Algunos
estudios han demostrado que, dependiendo de la especie, algunos cnidarios
después de perder cierto porcentaje de zooxantelas dejan de ser funcionales. En
algunos casos se ha reportado que pueden presentar adelgazamiento de la
epidermis y apoptosis de las células gastrodermales. La expulsion de las
zooxantelas puede ser debido a que los cnidarios se encuentran en condiciones de
estrés, tales como el aumento en la temperatura de los océanos, dafo fisico o
enfermedad. En condiciones de laboratorio se ha detectado que también los
cnidarios se deshacen de Symbiodinium cuando se disminuye la temperatura del
medio o anadiendo glucosa o mentol al agua que los rodea (Hoegh-Guldberg, 1999;
Hoegh-Guldberg et al, 2007; Ainsworth et al, 2008; Palmer et al, 2011; Scheufen et
al, 2017).

En condiciones de salud, los corales escleractinios, E. pallida y C. xamachana
presentan una simbiosis mutualista con Symbiodinium. En corales, dependiendo de
la especie y el tiempo que el cnidario permanezca sin Symbiodinium, el estado de
blanqueamiento puede resultar en la muerte del organismo. En el caso de C.
xamachana, el estado de blanqueamiento resulta en una disminucion drastica en el
diametro de su campana. Por su parte, E. pallida no presenta una disminucion
evidente ni un cambio en su microbioma, incluso se puede mantener en estado
aposimbiotico. Con todo lo anterior, es posible considerar que la falta de simbiontes
dentro de estos organismos simbioticos representa un estado de salud
comprometida o vulnerabilidad del cnidario (Brown y Howard, 1985; Muscatine et al,
1991; McGill y Pomory, 2008; Mydlarz et al, 2009).

Justificacion

El aumento en la temperatura de los océanos y la descarga de desechos hacia el
mar alteran drasticamente a los ecosistemas marinos, en particular a los arrecifes
de coral. Estos disturbios ponen en riesgo la salud de los corales, ocasionando que
los eventos de blanqueamiento y los brotes de enfermedades coralinas cada vez
sean mas frecuentes y también mas letales. Por ello, es urgente entender cuales
son las vias de defensa que el coral utiliza para conservar su estado de salud.

Existen algunos estudios que se enfocan en la actividad antibacteriana conferida
por las bacterias que habitan en el mucus del coral. Otros estudios evaluan las vias
de inmunidad innata que se desarrollan dentro del tejido coralino cuando la salud
del coral se ve comprometida. Sin embargo, aun cuando la CSM es el primer
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contacto que el coral tiene con el ambiente que lo rodea, no existen estudios que
evaluen si la CSM presenta actividad antimicrobiana. Aunado a ello, tampoco hay
estudios que comprueben si dentro la CSM hay sustancias resultantes de las vias
de inmunidad innata de los corales que puedan ayudar a conservar el estado de
salud de la colonia. Finalmente, hacen falta estudios que determinen la efectividad
de la CSM cuando el coral ya se encuentra enfermo o blanqueado.

Lo anterior, nos llevd a conducir esta investigacion, la cual se realizd en tres
cnidarios simbioticos, el coral Pseudodiploria strigosa, la anémona Exaiptasia
pallida y la medusa Cassiopea xamachana. Este trabajo evalué la actividad
antimicrobiana de la capa superficial de mucopolisacaridos (CSM) y se compard
contra la actividad antimicrobiana conferida por las bacterias asociadas al mucus
(BAM) y el mucus (formado por la CSM y las BAM) que en este trabajo trataremos
como “Complejo Mucus” (CM). Estos tres tratamientos fueron probados contra dos
patdbgenos asociados a enfermedades coralinas, Serratia marcescens vy
Aurantimonas sp. Asi mismo, se evalud la presencia de colageno (en forma de su
principal aminoacido “hidroxiprolina”), melanina y fenoloxidasa en el CM, como
sustancias pertenecientes a la inmunidad innata de los cnidarios. Se realizé una
caracterizacion bioquimica basica del CM. Y finalmente se evalud si existian
diferencias segun el estado de salud del cnidario, por lo que se trabajo con P.
strigosa sanos y enfermos de banda negra, y E. pallida y C. xamachana sanas y
blanqueadas.

Pregunta de investigacion

1- ¢La capa superficial de mucopolisacaridos de los cnidarios sirve como
barrera inmune?

2- En caso de que lo anterior sea correcto, ¢ Disminuye la efectividad de la
capa superficial de mucopolisacaridos cuando la salud del cnidario esta
comprometida?

Hipotesis

1- Si la capa superficial de mucopolisacaridos presenta actividad
antibacteriana, entonces existira inhibicion del crecimiento de bacterias
patégenas.

2- Sila capa superficial de mucopolisacaridos se ve afectada en los cnidarios

enfermos o blanqueados, entonces no existira inhibicién del crecimiento
de bacterias patogenas.
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3- Si la capa superficial de mucus actua como barrera inmune, entonces
habra una mayor cantidad de colageno, melanina y fenoloxidasa en los
cnidarios enfermos y blanqueados con respecto a los sanos

Objetivo General

Determinar la actividad antimicrobiana de la capa superficial de
mucopolisacaridos en Pseudodiploria strigosa, Exaiptasia pallida vy
Cassiopea xamachana

Objetivos Particulares

- Determinar la actividad antimicrobiana del complejo mucus como barrera
inmune

- Determinar la actividad antimicrobiana de las bacterias asociadas al
mucus

- Comparar la actividad antimicrobiana de la capa superficial de mucus, el
complejo mucus y las bacterias asociadas al mucus de cnidarios sanos y
enfermos o blanqueados

- Determinar la presencia de colageno, melanina y fenoloxidasa en el
complejo mucus

- Realizar una caracterizacion bioquimica basica del complejo mucus
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MATERIALES Y METODOS

Sitio de muestreo

En P. strigosa el mucus se recolecté de colonias sanas y enfermas de banda negra
(5 colonias por cada condicion), de talla mediana (mayores a 50 cm de diametro
maximo y 25 cm de altura minima), presentes a lo largo de la zona arrecifal posterior
del arrecife Petempich en el Parque Nacional Arrecife de Puerto Morelos (Figura 3),
entre los 3 y 5 m de profundidad.

La recoleccion del mucus se llevd a cabo en los meses de octubre y noviembre de
2017.
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Figura 3. (Izq.) Parque Nacional Arrecife de Puerto Morelos, Quintana Roo, México. (Der.) Zonas
marcadas de una barrera arrecifal comun.

Para los organismos modelo, la anemona E. pallida se colectd en el sistema de
acuarios de la UASAPM. En el caso de C. xamachana los organismos (simbidticos
y blanqueados) fueron donados por el Laboratorio de medusas del Parque Xcaret.

Disefio Metodol6gico

Al salir a campo se recolectaron muestras de mucus de P. strigosa. Mientras que el
mucus de E. pallida y C. xamachana se recolectdé en el laboratorio. Todas las
muestras tienen 3 replicados muestrales.

Posterior a la extracciéon de mucus por medio de jeringas estériles, las muestras se
vertieron en tubos falcon de 20 mL y se procedio6 a la separacion del mucus y agua
de mar por medio de 2 ciclos de centrifugacion. El primer ciclo de centrifugacion se
realizé en una centrifuga clinica por 20 min a 1,425 x g. Posterior a la centrifugacion
se decant6 el agua de mar de forma manual en una campana de flujo laminar y se
vertid el contenido a tubos eppendorf. Los tubos eppendorf se centrifugaron en una
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micro centrifuga por 5 min a 16,873 x g y se decantd el agua de mar restante.
Finalmente, la muestra se agitd en vértex por un minuto.

Con lo anterior, se obtuvieron tres tipos de tratamiento/muestra diferentes: 1) BAM,
bacterias inoculadas en medio marino; 2) CSM, mucus sin bacterias; y 3) CM,
mucus fresco. Para obtener CSM se sometié por 20 min a luz ultravioleta (A\=254
nm) (Krediet et al, 2009) y para corroborar que la esterilizacion fuera exitosa, se
inoculé en agar marino y se incub6 a 27°C, por 16 horas y al dia siguiente se evalu6
la ausencia de crecimiento de cualquier organismo. En el caso de las BAM se
inocularon 10 uL de mucus coralino de cada muestra, en 1 mL de medio marino, se
incubo a 27°C, por 16 horas y al dia siguiente se utilizd para realizar los analisis.
Finalmente, el CM, junto con la CSM (después de la exposicion a luz UV), se
guardaron a 4°C hasta el dia siguiente.

Posteriormente cada tipo de muestra se sometio a las siguientes pruebas:

1) Prueba de evaluacion de actividad antimicrobiana;
2) Determinacion de la respuesta inmune;
3) Pruebas de analisis bioquimico basico.

Finalmente, los resultados se capturaron en una base de datos y se sometieron a
diversos analisis estadisticos.

Recoleccion de mucus.

Con un instrumento de barrido se raspé ligeramente la superficie del coral para
inducir la liberacion del mucus y posteriormente el mucus se recolectd en una jeringa
de 20 mL sin aguja. Ya en la superficie las jeringas se depositaron en una hielera a
temperatura ambiente para su posterior analisis.

En las colonias sanas el mucus coralino se recolectdé en la parte superior de la
colonia, mientras que en las colonias enfermas se tuvieron dos zonas diferentes de
recoleccion de mucus (Figura 4).

Figura 4. Pseudodiploria strigosa con signos visibles de banda negra, donde (Amarillo) Zona de
Transicion; y (Azul) tejido aparentemente sano.
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1) Cerca de la enfermedad, que se encuentra entre los 2 a 4 cm de la
enfermedad (Weil et al, 2009 y Morgan et al, 2015); y

2) Lejos de la enfermedad o en el tejido aparentemente sano, a 15 cm de la
enfermedad.

Se escogieron unicamente colonias con sintomas visibles de banda negra en la
parte superior de la colonia.

En el caso de C. xamachana y E. pallida sanas, cada organismo se retiré del
estanque, se enjuago en agua de mar filtrada y se deposité en un vaso de
precipitados lleno de igual forma con agua de mar estéril. Por los siguientes 20 y 10
min, respectivamente para C. xamachana y E. pallida, con ayuda de una jeringa se
extrajo el mucus liberado, en el caso de C. xamachana, dentro del vaso de
precipitados, mientras que E. pallida, fue retirada del agua, se le limpio el excedente
de agua con un filtro estéril y se extrajo el mucus. E. pallida fue rehidratada
continuamente. Todos los organismos fueron mantenidos en observacién para
asegurarnos de que se encontraban en buenas condiciones después de la
extraccion.

Para obtener mucus de E. pallida blanqueada, se indujo el blanqueamiento por
choque frio, de acuerdo con lo reportado por Estes et al, (2003) modificado y
Muscatine et al, (1991). Los organismos se extrajeron de la pecera (Temperatura =
28°C) y se introdujeron a agua de mar a 5°C £ 1, por 4 horas. Posteriormente se
colocaron en una pecera oscura para su recuperacion, durante 2 y 3 semanas.

Evaluacién de la actividad antibacteriana.

Para evaluar la actividad antibacteriana, se realizé el ensayo de swarming
combinado con el ensayo de agar de doble placa. En donde en una caja Petri se
depositd una primera capa de medio marino con agar (15 g agar/L) y se dejo gelificar
por 12 horas. Por otro lado, en un tubo de ensayo se preparon 3 mL de medio marino
(7 gagar/L) por caja y se dejé reposar también por 12 horas a temperatura ambiente.
En la capa de abajo o la de agar mas concentrado, se depositaron 2 o 3 filtros de
vidrio, con 10 yL de CSM y CM, y 7 yL de muestra BAM, para saturar el filtro.
Paralelamente, los tubos de ensayo con el agar suave se calentaron de nuevo hasta
punto de ebullicién y posteriormente se dejaron enfriar hasta los 48°C. Con ello, ya
que los tubos llegaban a la temperatura adecuada, uno a la vez, se depositaron 100
ML de la cepa testigo y finalmente se virtieron sobre la primera capa de agar marino.
Finalmente, las cajas se dejaron semiabiertas en la campana de flujo laminar por 30
min, y al terminar, se incubaron a 27°C, por 16 horas en el caso de S. marcescens
y 48 horas en el caso de Aurantimonas spp. Pasado el tiempo de incubacion, se
determind si la cepa testigo habia crecido alrededor del filtro o si existia una zona
de inhibicion, la cual fue determinada por la ausencia (representada con un 0), o
presencia (1) de la misma (Figura 5).
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Figura 5. Ensayo de “swrming” en la técnica de agar de doble placa, donde se muestra
el filtro con CSM y la zona de inhibicién formada (flecha blanca).

Como blanco, se tomaron los agares y medios marinos con y se dejaron crecer de
la misma forma por 16 horas a 27°C en la incubadora, para descartar que existiera
algun tipo de contaminacion.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado utilizando como control negativo agua
de mar filtrada; mientras que como control postivo se utilizaron dos antibiéticos de
amplio espectro, ciprofloxacino y ceftriaxona (100 pg/mL).

Determinacion de la respuesta inmune

1.

Presencia/ausencia de colageno total.

Para determinar la presencia de colageno se utilizo el método de
cuantificacion de hidroxiprolina (Hyp), de Hofman et al, (2011), aminoacido
unico del colageno. Para realizar dicha prueba se utilizaron 10 yL de muestra
a los que se anadieron 100 puL de HCI (6 N) y se incubé la solucién por 1 hora
a 99°C en el calentador de bloque. Posteriormente se recuperé el hidrolizado
vertiendo 100 pL de agua milli Q en la muestra y después se centrifugd por
1 min a 16,873 x g. Se agregaron 100 uL de cloramina T (140 mg Cloramina
T, 1 mL de 1-propanol, 1 mL de agua mili Q y 8 mL de buffer acetato citrato
[364.8 mg de acido citrico anhidro, 34.27 uL de agua mili Q, 96 uL de acido
acético glacial, 960 mg de acetato de sodio trihidratado y 272 mg de hidréxido
de sodio, a pH 6]), se dejo reposar a temperatura ambiente por 15 min y
posteriormente se agregaron 100 yL de reactivo de Erlich (1.5 g DMAB, 6.6
m+L de 1-propanol y 3.3 mL de acido perclérico). Se incubd la muestra por
20 min a 65°C y al enfriar se midié a 540 nm en el espectrofotometro.

Se utilizé como estandar trans-4-Hydroxy-L-prolina (Sigma) y se traté de
acuerdo con el protocolo descrito arriba (Hofman et al, 2011).
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2. Presencia/ausencia de melanina.

Para determinar si existe melanina como parte de una reaccion inmune
innata, se realizé una cuantificacion colorimétrica de melanina, de acuerdo a
Mydlarz y Palmer (2011). Para la extraccion de la melanina se utilizaron 10
ML de mucus. Posteriormente se le anadieron 20 uL de buffer PBS (50 Mm,
pH 7.5) y se dejo 5 min en hielo. La muestra se agitdé en vortex por 20 seg a
16,873 x g y se dejo de nuevo en hielo. Finalmente se centrifugd 5 min a
2,400 x g y se recuperaron 20 pL del extracto. Este se guardé por una noche
en el ultra congelador a -80°C y posteriormente se liofilizd por 4 horas.

Para medir melanina el extracto liofilizado se resuspendié en 30 uL de NaOH
10M y se agitod en vortex a 300 rpm, posteriormente se centrifugd a 7,000 x
g por 5 min. El sobrenadante se transfirié a un tubo limpio, se dejo evaporar
en el calentador de bloque por una hora a 99°C y se resuspendio la muestra
en 60 yL de agua milli Q esterilizada. Para determinar la cantidad de
melanina presente se leyo en el espectrofotdmetro a 410 y 490 nm.

Se utiliz6 como estandar melanina (Sigma) y se tratdé de acuerdo con el
protocolo descrito arriba (Mydlarz y Palmer, 2011).

Presencia/ausencia de la via de la Profenoloxidasa (PO)

Con la finalidad de determinar si se encuentra activa la via de sintesis de
melanina, se midio la actividad de la PO, de acuerdo a lo descrito por Mydlarz
y Palmer (2011), donde se vertié en una cubeta 40 uL de buffer fosfato (50
mM, pH 7.5), 10 yL de mucus, 25 pL de tripsina y 30 uL de L-tirosina.
Finalmente se ley6é a 490 nm, cada muestra se hizo una por unay estandarizé
a mg de proteina.

Andlisis bioquimico basico

Todas las pruebas se realizaron por triplicado.

1.

Proteinas totales. Se realizé un microensayo de Bradford (1976), en donde
se utilizaron 65 pL de CM, 75 pL de reactivo de Bradford y se llevaron a 300
ML con agua destilada, finalmente se leyo6 en el espectofotometro a 595 nmy
se interpoldé en una curva estandar realizada con BSA.

Lipidos totales. Se realizé el ensayo de Mishra et al, (2014), o sulfo-fosfo-
vanilina, en donde se utilizaron 10 uL de CM en 100 uL de aguay se virtieron
2 mL de H2S04 al 98%. La muestra se calenté por 10 min a 100°C y después
se enfrid por 5 min en bafio maria con hielo. Finalmente, la muestra se incubé
por 15 min a 37°C a 200 rpm y se ley6 a 530 nm.
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Previo al inicio del ensayo, se preparo el reactivo fosfo-vanilina, para el cual
se agregaron 0.3 g de vanilina a 5 mL de etanol absoluto, los cuales se
diluyeron en 45 mL de agua desionizada y se mezcl6. Posteriormente se le
agregaron 200 mL de H3POs4 al 100% y se guardd en obscuridad hasta su
uso.

3. Carbohidratos totales. Se realiz6 el método de Dubois et al, (1951), con
modificaciones, conocido como fenol-sulfurico, utilizando 10 yL de CM,
llevado a 20 pL con agua destilada, al cual se le agregé 130 pL de fenol al
5%, posteriormente se le afiadié a cada muestra 850 uL de H2SO4 y se agitd
y se dejd en reposo durante 20 min a temperatura ambiente. Finalmente se
leyd en el espectrofotometro a 490 nm y se interpold en una curva estandar
realizada con glucosa (Dubois et al, 1951).

Analisis de resultados

Los test que se realizaron para analizar los datos obtenidos por el ensayo de
swarming el cual midio la actividad antibacteriana del mucus de los cnidarios, nos
arrojaron resultados ya sea de presencia (1) o ausencia (0) de la Zona de Inhibicién,
lo que los hace datos nominales y restringe la posibilidad de realizar pruebas
paramétricas. Por lo tanto y debido a que el numero de muestras que obtuvimos por
tratamiento (BAM, CSM y CM) es pequefio (n=6), en el caso de la comparacién de
mucus sano y enfermo (en P. strigosa), asi como sano y blanqueado (para E. pallida
y C. xamachana) se realiz6 el test exacto de Fisher, el cual nos permite determinar
si existen diferencias estadisticamente significativas entre grupos con una muestra
pequefia. Para determinar si existieron diferencias estadisticamente significativas
entre los tres tratamientos (BAM, CSM y CM) se realizé el anélisis de Q de Cochran
(Lemeshko y Mirkin, 2004).

En el caso del analisis inmunoldgico y el analisis bioquimico basico, se realizé una
evaluacion grafica de normalidad, para determinar la distribucion de los datos, dado
que la n<6 no se optd por aplicar un test formal de normalidad para el que se
recomienda que la n=30 (Razali y Wah, 2011).

Resultado de dicho andlisis grafico de distribucion (histograma), realizado en el
software R Project, se determind que la distribucién de los datos no era normal,
consecuencia de ello se eligié realizar la prueba de Wilcoxon ya que era la mas
conveniente para determinar si existen diferencias significativas entre la cantidad de
proteinas, lipidos, carbohidratos, hidroxiprolina y fenoloxidasa presentes en E.
pallida y C. xamachana, debido a que es un método “libre de distribucion”, lo que
significa que no requiere que los datos presenten una distribucién normal (Wilcoxon,
1945).

Finalmente, para determinar si existian diferencias estadisticamente significativas
entre P. strigosa sanos, enfermos (cerca y lejos), se decidio usar el test de Kruskal
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Wallis, el cual, del mismo modo que las pruebas anteriores es un test no
paramétrico, en el que se compara si las poblaciones presentan la misma
distribucidn de probabilidades o si tienen la misma mediana (Kruskal y Wallis, 1952).
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RESULTADOS

Evaluacién de la actividad antibacteriana

Pseudodiploria strigosa

Al realizar el ensayo de swarming con mucus de Pseudodiploria strigosa contra S.
marcescens (Tabla 1), el unico tratamiento que mostro diferencias estadisticamente
significativas fueron las colonias sanas (n=6), donde Qo>x?, (Qo=6; X0.05,2=5.99), por
lo tanto, como podemos apreciar en la tabla, en este caso la CSM es el que logro
inhibir el crecimiento de S. marcescens (Frecuencia=3), mientras que BAM y CM no
presentaron ningun efecto de inhibicion para la cepa.

En el caso de P. strigosa enferma (n=6), BAM y CM mostraron la misma capacidad
de inhibir el crecimiento de S. marcescens, mientras que CSM no present6 ningun
efecto de inhibicion.

Asi mismo, en las colonias enfermas, lejos de la enfermedad, las BAM y el CM
inhibieron mas S. marcescens (frecuencia=2), que CSM (frecuencia=1), aunque
estos resultados no fueron estadisticamente significativos.

Finalmente, al comparar si existian diferencias entre P. strigosa sanos y enfermos,
cerca y lejos de la enfermedad para inhibir el crecimiento de S. marcescens, el test
exacto de Fisher no mostré ninguna diferencia estadisticamente significativa en
ninguno de los casos: BAM p= 0.27; CSM p= 0.25; y CM p=0.27.

Cuando probamos P. strigosa contra Aurantimonas sp. (Tabla 1), en comparacion
con S. marcescens en todos los casos (en las colonias sanas y enfermas, cerca y
lejos) el comportamiento de BAM, CSM y CM es igual. Aunque es conveniente
resaltar que aun cuando no haya diferencias estadisticamente significativas, en el
unico caso que las CSM funcion6é como barrera inmunoldgica quimica es en el caso
de las colonias sanas, mientras que las colonias enfermas, en ambos casos (cerca
y lejos de la enfermedad), no hay efecto de la misma, siendo las BAM y la CSM las
que presentan una mayor frecuencia de inhibicion del patégeno.

Cuando comparamos sanos contra enfermos, cerca y lejos de la enfermedad (Tabla
1), el test de Fisher no arrojo diferencias estadisticamente significativas; pero es
importante mencionar que unicamente en P. strigosa sanos, la CSM (p=1), logré
inhibir a Aurantimonas sp. Mientras que CM (p=0.25), logrd inhibir a Aurantimonas
sp. en las colonias sanas enfermas lejos de la enfermedad. Mientras que BAM
(p=0.77), siempre tuvo actividad presente, aunque con un menor efecto cerca de la
enfermedad.
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Exaiptasia pallida

En el caso de E. pallida, en ninguno de los casos la CSM presenté alguna actividad
antimicrobiana, por tanto, no formé zona de inhibicién, mientras que las BAM y el
CM en ambos casos presentaron el mismo comportamiento, lo cual se puede ver
reflejado en la prueba de Cochran, la cual demostré que habia diferencias
estadisticamente significativas, en al menos uno de los tratamientos, en este caso
CSM (Tabla 2).

Lo anterior resultd acorde al estadistico aplicado, donde no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre sanos y blanqueados (p=1)

Cuando se realizo el swarming contra Aurantimonas sp. (Tabla 2) el test de Cochran
no arrojé ninguna diferencia estadisticamente significativa entre BAM, CSM o CM,
en sanos ni en blanqueados. En el caso de los sanos, podemos ver que los tres
tratamientos (BAM, CSM y CM), inhibieron el crecimiento de Aurantimonas sp, pero
en el caso de E. pallida blanqueadas BAM presentd una mayor frecuencia (f=4) que
la CSM (F=3) y el CM (f=2).

Cuando se realizo el test exacto de Fisher, se encontré6 que, aunque ni BAM
(p=0.45), ni CSM (p=0.18), ni CM (p=0.06), presentaron diferencias
estadisticamente significativas, este ultimo presentd un valor de p cercano a 0.05,
por lo que se podria decir que si hay una diferencia notable, acerca de la efectividad
del CM en E. pallida sanos y blanqueados.

Cassiopea xamachana

En el caso de C. xamachana unicamente las medusas sanas inhibieron el
crecimiento de S. marcescens siendo la CSM (f=2) el unico tratamiento que logré
presentar una zona de inhibicién. Cuando se aplicé la prueba de Cochran, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre BAM, CSM y CM.
Seguido de esto, se aplico el Test Exacto de Fisher, el cual también arrojé no haber
diferencias entre sanos y blanqueados (Tabla 2).

De la misma forma que cuando C. xamachana se probd contra S. marcescens,
cuando se probo contra Aurantimonas sp. la CSM (f=2) fue quien formo6 una zona
de inhibicion en las colonias sanas. En los organismos blanqueados, el CM (f=5)
formd zona de inhibicién contra Aurantimonas sp. Al realizar la prueba de Cochran,
en los organismos sanos no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre BAM (f=0), CSM (f=2) y CM (f=0), mientras que en blanqueados
si, en este caso en el CM (f=5). Congruente con los estadisticos anteriores, cuando
realizamos el test exacto de Fisher, encontramos que unicamente en el CSM mostrd
diferencias estadisticamente significativas (p=1) entre C. xamachana sanas y
blanqueadas, mientras que BAM (p=1) y CM (p=0.4) no presentd diferencia alguna
(Tabla 2).
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Tabla 1. Frecuencia de la presencia de la zona de inhibicién (n= 5-6) en mucus de
Pseudodiploria strigosa. EI mucus tratado fue ofrecido a los cultivos de cepa testigo
Serratia marcescens y Aurantimonas sp., la zona de inhibicion fue medida a las 16
y 48 h de la inoculacion, respectivamente.

s Serratia marcescens Aurantimonas sp.
Sp Condicion
BAM CSM CM Qo BAM CSM CM Qo
S 0/6 3/6 0/6 6* 4/5 1/5 2/5 4.6
P. strigosa EC 3/6 0/6 3/6 15* 2/5 0/5 0/5 4
EL 2/6 1/6 2/6 15 3/5 0/5 3/5 4.5
p= 0.27 0.25 0.27 0.77 1 0.25

S: Sanos, EC: Enfermos Cerca (2-4 cm de la enfermedad), EL: Enfermos Lejos (15
cm de la enfermedad), BAM: Bacterias cultivables Asociadas al Mucus, CSM: Capa
Superficial de Mucus (sin bacterias), CM: Complejo Mucus (mucus + bacterias).

El numero de frecuencia de inhibicién se calculé sobre 5-6 replicados bioldgicos,
con 3 replicados técnicos cada uno. El * indica la muestra estadisticamente
significativa, con relacion a p<0.05 (calculada por la prueba de Fisher), que compara
sanos contra enfermos/blanqueados; y Q0>5.99 (calculada por la prueba de Q de
Cochran), que compara BAM, CM y CSM.

Tabla 2. Frecuencia de la presencia de la zona de inhibicién (n= 5-6) en mucus de
Exaiptasia pallida, Cassiopea xamachana. El mucus tratado fue ofrecido a los
cultivos de cepa testigo Serratia marcescens y Aurantimonas sp., la zona de
inhibicion fue medida a las 16 y 48 h de la inoculacién, respectivamente.

L Serratia marcescens Aurantimonas sp.
Sp Condicién
BAM CSM CM Qo BAM CSM CM Qo
. S 5/6 0/6 5/6 10* 6/6 6/6 6/6 0
E. pallida .

5/6 0/6 5/6 10 4/6 3/6 2/6 1.5

p= 1 1 1 0.45 0.18 0.06*
C. S 0/6 2/6 0/6 4 0/6 2/6 0/6 4
xamachana B 0/6 0/6 0/6 0 0/6 0/6 5/6 12*

p= 1 0.45 1 0.77 1 0.25

S: Sanos, B: Blanqueadas, BAM: Bacterias cultivables Asociadas al Mucus, CSM:
Capa Superficial de Mucus (sin bacterias), CM: Complejo Mucus (mucus +
bacterias).

El nimero de frecuencia de inhibicion se calculé sobre 5-6 replicados bioldgicos,
con 3 replicados técnicos cada uno. El * indica la muestra estadisticamente
significativa, con relacion a p<0.05 (calculada por la prueba de Fisher), que compara
sanos contra enfermos/blanqueados; y Qo>5.99 (calculada por la prueba de Q de
Cochran), que compara BAM, CM y CSM.
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Determinacion de la respuestainmune

Pseudodiploria strigosa

Al realizar la cuantificacion de hidroxiprolina total (n=5), encontramos que el CM de
P. strigosa sanos tienen, en general, una menor concentracion de hidroxiprolina con
relacion al CM de P. strigosa enfermos, en la zona cerca de la enfermedad, mientras
que la cantidad total de hidroxiprolina que presenta P. strigosa lejos de la
enfermedad se encuentra en un punto intermedio entre P. strigosa sanos y
enfermos, cercana de la enfermedad (Figura 6). El test de Kruskal Wallis, no mostro
diferencias estadisticamente significativas entre los 3 grupos (p=0.406).

La reaccion enzimatica de PO no se presento en el CM de P strigosa sanos (n=5),
mientras que en P. strigosa cerca de la enfermedad (n=3) presentd valores mas
altos que en P. strigosa enfermos, lejos de la enfermedad (n=4) (Figura 7). El test
de Kruskal Wallis no mostré diferencias estadisticamente significativas (p=0.367).
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Figura 6. Cuantificacion de hidroxiprolina total en Pseudodiploria strigosa sanos, enfermos (cerca y

lejos). La linea dentro de la caja representa la mediana de los datos, la cual divide los cuartiles 2 y

3 que representan el 50% de los datos; mientras que cada una de las lineas punteadas (cuartiles 1
y 3) representan el 25% de los datos. Los puntos muestran datos atipicos.
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Figura 7. Cuantificacion de la actividad de PO en Pseudodiploria strigosa sanos y enfermos, cerca
y lejos de la enfermedad. La linea dentro de la caja representa la mediana de los datos, la cual
divide los cuartiles 2 y 3 que representan el 50% de los datos; mientras que cada una de las lineas
punteadas (cuartiles 1 y 3) representan el 25% de los datos. Los puntos muestran datos atipicos.
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Exaiptasia pallida

En el CM de E. pallida (n=6) los organismos sanos presentaron una menor cantidad
de hidroxiprolina con respecto a los enfermos, aunque esto no es estadisticamente
significativo (p=0.172) (Figura 8).

La actividad de PO en el CM de E. pallida sanas y blanqueadas (n=6) presento

resultados similares, lo cual se vio reflejado en el test de Wilcoxon donde p=0.9372
(Figura 9).
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Figura 8. Cuantificacion de hidroxiprolina total en Exaiptasia pallida sanas y blanqueadas. La linea
dentro de la caja representa la mediana de los datos, la cual divide los cuartiles 2 y 3 que
representan el 50% de los datos; mientras que cada una de las lineas punteadas (cuartiles 1y 3)
representan el 25% de los datos. Los puntos muestran datos atipicos.
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Figura 9. Cuantificacion de la actividad de PO en Exaiptasia pallida sanas y blanqueadas. La linea
dentro de la caja representa la mediana de los datos, la cual divide los cuartiles 2 y 3 que
representan el 50% de los datos; mientras que cada una de las lineas punteadas (cuartiles 1y 3)
representan el 25% de los datos. Los puntos muestran datos atipicos.
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Cassiopea xamachana

El CM de C. xamachana sanas (n=6) presenté los valores mas bajos de
hidroxiprolina en relacién con el CM de C. xamachana blanqueadas (n=6), aunque
no muestra diferencias estadisticamente significativas (p=0.077) (Figura 10).

Por su parte, el CM de C. xamachana sanas (n=6) presentaré resultados mas altos
de PO en el CM de C. xamachana blanqueadas (n=6), asi como una dispersion de
los datos mayor. El test de Wilcoxon no reflejo diferencias estadisticamente
significativas (p=0.0410) (Figura 11)
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Figura 10. Cuantificacion de hidroxiprolina total en Cassiopea xamachana sanas y blanqueadas.

La linea dentro de la caja representa la mediana de los datos, la cual divide los cuartiles 2 y 3 que

representan el 50% de los datos; mientras que cada una de las lineas punteadas (cuartiles 1y 3)
representan el 25% de los datos. Los puntos muestran datos atipicos.
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Figura 11. Cuantificacion de la actividad de PO en Cassiopea xamachana sanas y blanqueadas.

La linea dentro de la caja representa la mediana de los datos, la cual divide los cuartiles 2 y 3 que

representan el 50% de los datos; mientras que cada una de las lineas punteadas (cuartiles 1y 3)
representan el 25% de los datos.
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Analisis bioquimico basico
Pseudodiploria strigosa

Los valores de proteina total presente en el CM de P. strigosa sanos (n=5) y
enfermos, cerca (n=3) y lejos (n=4) de la enfermedad son muy similares. Por su
parte, dispersion de los datos, en el CM de P. strigosa sanos presenta una menor
distribucion de los datos con respecto a los enfermos cerca de la enfermedad. Sin
embargo, el CM de P, strigosa enfermos lejos de la enfermedad presentan una
distribucion muy amplia. Al aplicar el test de Wilcoxon no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p=0.415) (Figura 12).

En cuanto a la cantidad de lipidos totales presentes en el CM P. strigosa, la
dispersion de datos de las colonias sanas (n=5) y enfermas lejos de la enfermedad
(n=4) es muy amplia con relacion CM de P. strigosa enfermos cerca de la
enfermedad (n=3). El test de Wilcoxon no revelé diferencias estadisticamente
significativas (p=0.367) (Figura 13).

La cantidad de carbohidratos totales presentes en el CM de P. strigosa sanos (n=6)
y lejos de la enfermedad (n=4) son similares entre si. Ambos, P strigosa sanos y
enfermos lejos de la enfermedad presentan valores maximos y minimos similares y
la dispersidn de sus datos es pequena en relacion con el CM de P. strigosa cerca
de la enfermedad (n=4). EI CM de P. strigosa enfermos cerca de la enfermedad
presenta valores minimos mas altos con respecto al CM de P. strigosa sanos y
enfermos lejos de la enfermedad. El test de Kruskal Wallis no mostré diferencias
estadisticamente significativas (p=0.391). Sin embargo, debido a que los datos
reales no se trasponian unos con otros, se aplico el test de Wilcoxon, que si reveld
diferencias estadisticamente significativas entre P. strigosa sanos y enfermos cerca
de la enfermedad (p=0.028), asi como entre P. strigosa enfermos cerca y lejos
(p=0.028) de la enfermedad. Por su parte, no se presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre sanos y enfermos lejos de la enfermedad (p=2)
(Figura 14).
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Figura 12. Cantidad de proteina total en Pseudodiploria strigosa sanos y enfermos, cerca y lejos
de la enfermedad. La linea dentro de la caja representa la mediana de los datos, la cual divide los
cuartiles 2 y 3 que representan el 50% de los datos; mientras que cada una de las lineas
punteadas (cuartiles 1y 3) representan el 25% de los datos.
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Lipidos totales de Pseudodiploria strigosa
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Figura 13 Cantidad de lipidos totales en P. strigosa sanos y enfermos cerca y lejos de la
enfermedad. La linea dentro de la caja representa la mediana de los datos, la cual divide los
cuartiles 2 y 3 que representan el 50% de los datos; mientras que cada una de las lineas
punteadas (cuartiles 1 y 3) representan el 25% de los datos.
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Figura 14. Cantidad de carbohidratos totales en P. strigosa sanos y enfermos cerca y lejos de la
enfermedad. La linea dentro de la caja representa la mediana de los datos, la cual divide los
cuartiles 2 y 3 que representan el 50% de los datos; mientras que cada una de las lineas
punteadas (cuartiles 1 y 3) representan el 25% de los datos. Los puntos muestran datos atipicos.
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Exaiptasia pallida

La cuantificacion de proteinas totales mediante el ensayo de Bradford reveld que el
CM de E. pallida sanas (n=6), presenta significativamente (p=0.002) una mayor
concentracion de proteina total que en el CM de E. pallida blanqueadas (n=6)
(Figura 15).

Por su parte, la cantidad de lipidos totales en el CM de E. pallida sanas (n=6)
tuvieron una menor dispersion de los datos que las blanqueadas (n=6), pero no
hubo diferencias estadisticamente significativas entre si (p=0.329) (Figura 16).

La cantidad de carbohidratos totales en el CM de E. pallida sanas (n=6) fue
significativamente mayor (p=0.017) que las blanqueadas (n=6) (Figura 17).
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Figura 15. Cantidad de proteina total en Exaiptasia pallida sanas y blanqueadas. La linea dentro

de la caja representa la mediana de los datos, la cual divide los cuartiles 2 y 3 que representan el

50% de los datos; mientras que cada una de las lineas punteadas (cuartiles 1 y 3) representan el
25% de los datos. Los puntos muestran datos atipicos.
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Lipidos totales en Exaiptasia pallida
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Figura 16. Cantidad de lipidos totales en Exaiptasia pallida sanas y blanqueadas. La linea dentro
de la caja representa la mediana de los datos, la cual divide los cuartiles 2 y 3 que representan el
50% de los datos; mientras que cada una de las lineas punteadas (cuartiles 1 y 3) representan el

25% de los datos. Los puntos muestran datos atipicos.
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Figura 17. Cantidad de carbohidratos totales en Exaiptasia pallida sanas y blanqueadas. La linea

dentro de la caja representa la mediana de los datos, la cual divide los cuartiles 2 y 3 que

representan el 50% de los datos; mientras que cada una de las lineas punteadas (cuartiles 1y 3)

representan el 25% de los datos. Los puntos muestran datos atipicos.
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Cassiopea xamachana

La concentracion de proteinas totales en el CM de C. xamachana sanas (n=6) fue
significativamente mayor (p=0.002) que en el CM de C. xamachana blanqueadas
(n=6). Ademas, el CM de C. xamachana sanas presento una desviacion de los datos
mayor que la de las blanqueadas (Figura 18).

Al realizar la cuantificacion de lipidos totales en el CM de C. xamachana se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p=0.002) entre el CM de C.
xamachana sanas (n=6) y blanqueadas (n=6). Esto indica que el CM de C.
xamachana sanas tuvieron una mayor cantidad de lipidos que el CM de C.
xamachana blanqueadas (Figura 19).

Por su parte, el CM de C. xamachana sanas (n=6) mostrdé una dispersion de los
datos de mayor en el CM de C. xamachana blanqueadas. Sin embargo, los valores
de carbohidratos totales del CM de C. xamachana sanas entr6 dentro de la
dispersion de los datos del CM de C. xamachana blanqueadas. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p=1) (Figura 20).
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Figura 18. Cantidad de proteinas totales en Cassiopea xamacha sanas y blanqueadas. La linea
dentro de la caja representa la mediana de los datos, la cual divide los cuartiles 2 y 3 que
representan el 50% de los datos; mientras que cada una de las lineas punteadas (cuartiles 1y 3)
representan el 25% de los datos.
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Lipidos totales en Cassiopea xamachana
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Figura 19. Cantidad de lipidos totales en Cassiopea xamacha sanas y blanqueadas. La linea
dentro de la caja representa la mediana de los datos, la cual divide los cuartiles 2 y 3 que
representan el 50% de los datos; mientras que cada una de las lineas punteadas (cuartiles 1y 3)
representan el 25% de los datos. Los puntos muestran datos atipicos.
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Figura 20. Cantidad de carbohidratos totales en Cassiopea xamachana sanas y blanqueadas. La
linea dentro de la caja representa la mediana de los datos, la cual divide los cuartiles 2 y 3 que

representan el 50% de los datos; mientras que cada una de las lineas punteadas (cuartiles 1y 3)
representan el 25% de los datos. Los puntos muestran datos atipicos.
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DISCUSION

Los cnidarios poseen una CSM que los protege y delimita del ambiente exterior.
Esta capa alberga una comunidad microbiana compuesta principalmente por
bacterias que varian entre organismos sanos, enfermos y blanqueados (Koh, 2007,
Glasl et al, 2016, Rothig et al, 2016), por lo tanto, podriamos suponer que dentro del
mucus existen propiedades que contribuyen a la seleccion de los microorganismos
residentes (Ritchie, 2006). Y en conjunto, los microorganismos y la CSM juegan un
papel importante en la proteccion de corales, medusas y anémonas.

Existen pocos estudios que prueben la disminucion de las propiedades de defensa
del mucus en cnidarios enfermos o blanqueados (Ritchie, 2006, Glasl et al, 2016).
Sin embargo, se sabe que los patégenos provocan alteraciones en los corales
enfermos y hay un cambio el microbioma del mucus. Asi mismo, cuando los corales,
medusas anémonas pierden sus zooxantelas se han reportado dafos estructurales
y fisiologicos que pueden conducir a la pérdida de la funcionalidad del holobionte
(Caldwell et al, 2017, Scheufen et al, 2017, Meyer, 2016, Ainsworth et al, 2008,
McGill y Pomory, 2008, Richardson et al, 1998). Lo que indica que el mucus es una
barrera que se modifica constantemente dependiendo del estado del organismo y
las condiciones ambientales y por ello su capacidad de defensa pudiese verse
afectada.

Evaluacién de la actividad antibacteriana

Este trabajo es el primer reporte que compara la actividad antibacteriana de la CSM,
las BAM y el CM. Se encontr6é que la CSM de P. strigosa y C. xamachana sanos
inhiben el crecimiento de S. marcescens y Aurantimonas sp., mientras que la CSM
de E. pallida inhibe unicamente a S. marcescens. Este hallazgo muestra que esta
capa de mucopolisacaridos secretada por los cnidarios presenta una actividad
antimicrobiana que protege al holobionte de diferentes patégenos, y, por lo tanto,
las bacterias no son las principales responsables de mantener sano al organismo
(Resefh et al, 2006), sino que en conjunto la CSM y las bacterias mantienen
saludables a los cnidarios simbidticos aqui estudiados.

Pseudodiploria strigosa

Los resultados obtenidos mostraron que la CSM de P. strigosa cerca de la
enfermedad no inhibié el crecimiento de ninguna de las dos cepas. Esto puede
deberse a diversas razones, una de ellas es que el mucus esta siendo consumido
por las bacterias patdégenas debido a que es un sustrato rico en nutrientes (Ritchman
et al, 1975), en cuyo caso, el coral se quedaria desprovisto de la actividad
antimicrobiana que es proporcionada por el mucus. Otra de las razones podria ser
que las propiedades antimicrobianas del mucus estan variando como resultado de
un cambio del estado de salud a enfermedad del coral (Ritchie, 2006). Finalmente,
debido a que no existe un registro sobre el cambio en la tasa de secrecion del mucus
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cuando los corales se enferman (Brown y Bythell, 2005) también se deberia de
considerar que la falta de inhibicién de la CSM ante S. marcescens y Aurantimonas
sp. se deba a una disminucion en la tasa de secrecion del mucus.

Por su parte, el CM y las BAM de los corales enfermos en la zona cercana a la
enfermedad si inhiben el crecimiento de S. marcescens y Aurantimonas sp.
Richardson (1996) y Rutzler et al (1983) demostraron que las bacterias que forman
la banda negra son altamente activas y pueden migrar a través del tejido vivo hasta
4 cm al dia (Richardson, 1998, Rutzler et al, 1983). Por ello, al desafiar el CM y las
BAM contra las dos cepas testigo, se podria estar generando una competencia por
el nicho entre el microbioma asociado a la enfermedad de banda negra y el
patdgeno.

La CSM de P. strigosa sanos inhibe el crecimiento de S. marcescens y
Aurantimonas sp. De la misma forma, Ritchie (2006) encontré que la CSM de A.
palmata sanos inhiben el crecimiento de S. marcescens y otras cepas bacterianas.
Dichas evidencias nos llevan a suponer que la CSM juega un papel activo dentro de
la defensa quimica del coral como la primera barrera de proteccion del holobionte.

EI CMy las BAM de P. strigosa no inhibieron el crecimiento de S. marcescens, pero
si el de Aurantimonas sp. Similar a lo encontrado por Zimmerman et al (2017) donde
probaron la actividad antimicrobiana del CM de Montipora sp. contra 15 patégenos
humanos. Como resultado, el CM de Montipora sp. no inhibi6é el crecimiento de
ninguna de estas cepas. Ya que S. marcescens es el patdgeno que presuntamente
provoca la enfermedad de banda blanca, la cual enferma sélo a A. palmata
(Patterson et al, 2001), mientras que Aurantimonas corallicida presuntamente
provoca la enfermedad de plaga blanca, la cual se ha encontrado en diversos
corales de crecimiento masivo como P. strigosa y Montipora sp. podemos suponer
que en el CM y las BAM no actuan de forma directa contra patdégenos a los que no
han sido expuestos 0 que no representan un riesgo para el organismo, sino que su
proteccion podria ser mas especifica hacia sus patégenos potenciales

Finalmente, al comparar la respuesta de la CSM, el CM y las BAM, se esperaria que
la zona lejana a la enfermedad presentara un comportamiento similar a los corales
sanos. En vez de eso, la zona alejada de la enfermedad no presentd una tendencia
clara. Lo que nos lleva a cuestionarnos ;qué tan enfermos o vulnerables se
encuentran los pdélipos que visualmente son considerados aparentemente sanos?
Asi como si en todas las enfermedades el comportamiento salud/enfermedad del
polipo es igual o éste depende de la capacidad del patégeno de colonizar y enfermar
el tejido aparentemente sano. Finalmente es necesario aclarar que para conocer si
el comportamiento del tejido aparénteme sano en corales enfermos, se recomienda
realizar un gradiente desde la banda de la colonia ya que la distancia de 5 cm no es
un proxy adecuado.
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Exaiptasia pallida

La CSM de E. pallida sanas y blanqueadas no inhibié el crecimiento de S.
marcescens. Sin embargo, el CM y las BAM si mostraron un efecto inhibitorio. Con
ello podriamos resaltar la importancia de la comunidad microbiana de E. pallida
como primera barrera de defensa, aun cuando estudios recientes han demostrado
que no presenta una comunidad bacteriana nucleo. Dicha comunidad bacteriana
varia entre organismos sanos y blanqueados, ademas de entre cepas y a lo largo
de las diferentes regiones donde se localiza (Brown et al, 2017, Rothig et al, 2016).
Entonces, ¢como pueden las bacterias desempenar un papel tan importante dentro
de la defensa de E. pallida contra patégenos?

Por su parte, la CSM, el CM y las BAM si inhibieron a Aurantimonas sp. Siendo el
CM quien presento la mayor diferencia con respecto a la CSM y las BAM (p= 0.06).
En conjunto, la respuesta que tuvo E. pallida contra S. marcescens y Aurantimonas
sp. no posicionan a la CSM como una sustancia antimicrobiana que los defienda de
patdgenos. Sin embargo, E. pallida activa o apaga otras vias de la inmunidad innata
cuando se enfrenta ante patdgenos potenciales. Tales vias son la melanizacion, el
primming inmunologico, y la activacion del sistema complemento (Poole et al, 2016,
Brown y Rodriguez-Lanetty, 2015, Zaragoza et al, 2014).

Uno de los hallazgos importantes dentro de esta investigacion fue encontrar una
bacteria dentro de las BAM de E. pallida sanas, que inhibe el crecimiento de S.
marcescens. Al aislar esta bacteria crece con una bacteria “acompanante” o bacteria
blanca con la cual, después de varias resiembras al parecer, presenta una simbiosis
y que, sin ella, la bacteria roja después de varias resiembras no puede crecer (Figura
21).

Figura 21. Bacteria roja de las BAM de Exaiptasia pallida sanas inhibe el crecimiento de Serratia
marcescens. En la caja se encuentran las 3 repeticiones técnicas de la muestra 3 (de 6 muestras)
de Exaiptasia pallida; la flecha verde sefiala el filtro en donde esta embebido el complejo mucus
(10 yL); y la flecha roja sefiala el crecimiento de Serratia marcescens.
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Cassiopea xamachana

La CSM de C. xamachana sanas inhibieron el crecimiento de S. marcescens y
Aurantimonas sp., lo que habla de la importancia que tiene el mucus como barrera
inmunologica quimica de estos organismos sanos. Por su parte CM y BAM no
inhibieron el crecimiento de ninguna de las dos cepas testigo utilizadas. Mientras
que en C. xamachana blanqueadas, unicamente el CM mostré inhibicion de
Aurantimonas sp. Dicha zona de inhibicion es ocasionada por una bacteria amarilla
en particular. Esta bacteria provoca zonas de inhibicion mayores a las que se
encontraron comunmente en los ensayos de swarming realizados (Figura 22).

Los resultados anteriores resaltan la importancia de la CSM dentro de la inmunidad
innata de C. xamachana. Ademas, es posible sugerir que la actividad antimicrobiana
disminuye cuando C. xamachana no se encuentra saludable. Dicha disminucién en
la actividad antimicrobiana puede estar disminuida debido al cambio en la
composicion del mucus (Ritchie, 2006).

Finalmente, es importante resaltar que este es el primer reporte que se tiene sobre
el mucus de C. xamachana y su funcidon dentro del organismo como actividad
antibacteriana. Asi mismo, es importante mencionar que el papel que juega la CSM
mas similar a la que presento P. strigosa, con comparado con E. pallida. Por esta
razon, se recomienda utilizar a C. xamachana como organismo modelo para
estudiar la actividad antimicrobiana del mucus en cnidarios.

Figura 22. Bacteria amarilla del complejo mucus de Cassiopea xamachana blanqueada inhibe el
crecimiento de Aurantimonas sp. Dentro del recuadro azul se muestran las 3 repeticiones técnicas
de la muestra 1 (de 6 muestras) de Cassiopea xamachana; la flecha verde sefala el filtro en donde

esta embebido el complejo mucus (10 ulL); y la flecha roja sefiala el crecimiento de Aurantimonas

sp.
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Determinacion de la respuesta inmune

En este trabajo se reporta por primera vez la presencia de colageno (en forma de
hidroxiprolina) y PO en el CM de P. strigosa, E. pallida y C. xamachana, sustancias
involucradas en vias de la inmunidad innata de los cnidarios (Palmer et al, 2008,
2011). Sin embargo, no se encontré melanina en el CM de ninguno de los cnidarios
estudiados. La causa de esto puede ser debido a que no existe melanina dentro del
CM o a que la concentracion de melanina presente en el CM es muy baja y el
método que se realizd no es tan sensible. Otra causa puede ser que el método para
cuantificar melanina en tejido de coral (Mydlarz y Palmer, 2011) no es el adecuado
para medir melanina en el CM de cnidarios.

Células similares al colageno se detectaron en el proceso de reparaciéon de heridas
en tejido de corales (Palmer et al, 2011). Asi mismo, la hidroxiprolina es un
aminoacido unico en el colageno, que forma parte del 30% de su composicién
(Hofman et al, 2011). Por lo tanto, la presencia de hidroxiprolina en el CM
probablemente se deba a que el organismo esta asegurandose de no perder
continuidad en el tejido. Por lo tanto, el cnidario envia continuamente cierta cantidad
de colageno a la superficie del organismo como parte del proceso de reparacion de
heridas.

Por su parte, la PO presente en el CM de P. strigosa, E. pallida y C. xamachana
puede ser restos de la PO que resulta del proceso de melanizacion dentro del tejido
del cnidario (Palmer et al, 2008, 2011; Mydlarz y Palmer, 2011). Otra opcion podria
ser que la PO se encuentra libre en el CM y fuera de las células de forma activa. En
algunos invertebrados marinos como el molusco bivalvo Crassostrea virginica se ha
encontrado PO en la hemolinfa de forma activa. Asi mismo, en la ostra Saccostrea
glomerata, se encontré6 PO libre en la hemolinfa cuando el organismo estaba
enfermo de QX (Smith y Soderhall, 1991; Jordan y Deaton, 2005; Butt y Raftos,
2007).

Respuesta inmune ante enfermedad de banda negra
Pseudodiploria strigosa

Los resultados obtenidos en este estudio muestran P. strigosa cerca de la
enfermedad presenta una mayor concentracion de hidroxiprolina total y también una
mayor actividad de PO. Por su parte, P. strigosa sanos son los que presentan una
menor concentracion de hidroxiprolina y actividad de PO. Finalmente P. strigosa
alejado de la enfermedad muestra valores intermedios. En ninguno de los casos hay
diferencias estadisticamente significativas.

En este estudio se encontré que la concentracion de hidroxiprolina total y la
actividad de PO se comportan similarmente en todos los tratamientos. Dicho
comportamiento es posible ya que ambas sustancias son secretadas por el mismo
tipo de célula. En el caso del colageno forma parte de las células granulares que,
en respuesta a una herida, se degranulan y migran para formar coagulos (Palmer
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et al, 2011). Mientras tanto, la PO forma parte del contenido bioquimico de las
células granulares (Palmer et al, 2008).

Las colonias de P. strigosa cerca de la enfermedad presentaron una mayor actividad
de PO. Por el contrario P. strigosa sanos presentaron la menor actividad de PO de
las 3 muestras. Resultados similares se obtuvieron en un estudio realizado en el
tejido de Acropora millepora sanos y enfermos de sindromes blancos (Palmer et al,
2011). En este estudio A. millepora present6 una actividad de PO mayor en el borde
del sindrome. Sin embargo, en contraste con nuestros resultados, los corales sanos
mostraron tanta actividad de PO como en el borde del sindrome. Estas diferencias
podrian deberse a las diferentes formas de crecimiento de ambos corales, por lo
tanto, los recursos que tienen los invierten de forma diferente (Palmer et al, 2008).
Por lo tanto, P. strigosa aumenta la actividad de PO cuando su salud esta
comprometida, como es el caso de una infeccién patégena. Mientras que, tanto en
la zona alejada de la enfermedad, como en los corales sanos no es necesario que
haya gran actividad de PO.

Debido al comportamiento mostrado por P. strigosa es necesario cuestionarnos
¢, Qué vias inmunes se estan activando dentro de los pdlipos que aun no desarrollan
signos de enfermedad de banda negra adyacentes a la banda negra?; por otro lado,
¢, Qué tan enfermos se encuentran los pdélipos que estan a 15 cm de la enfermedad?
0 ¢ Hasta qué punto podriamos considerar que el polipo sin signos visibles de
enfermedad (en un coral enfermo) se encuentra realmente “sano”? Estas preguntas
van de acuerdo a lo estudiado por Weil et al (2009) y Morgan et al (2015) en donde
encontraron que a 15 cm de la enfermedad los pdlipos no se pueden considerar
saludables ya que tienen activas vias inmunes, aun cuando visiblemente no se
muestren signos de enfermedad. Por su parte, en corales sanos estas vias de
inmunidad innata no se encuentran activas en el mucus (tal es el caso de la actividad
de PO) o se encuentran en menor proporcién que en los corales enfermos, cerca o
lejos de la enfermedad (como en la produccién de colageno).

Respuesta inmune ante blanqueamiento

A pesar de que E. pallida y C. xamachana fueron sometidos a estrés por
blanqueamiento, ambos tienen diferentes historias de vida y la asociacién éptima
con sus simbiontes varia entre ambas especies. Es por ello que, la respuesta
inmune que mostraron ambos cnidarios fue diferente entre ellos. En ambos
cnidarios la hidroxiprolina total fue mayor en los organismos blanqueados que en
los sanos, y aunque no tuvo significancia estadistica, esto podria responder en
ambos casos a la necesidad de conservar la integridad del tejido que esta siendo
consumida por los cnidarios ante la falta de nutrientes.
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Exaiptasia pallida

A pesar de que la hidroxiprolina total presenta valores menores en los organismos
sanos que en los blanqueados, la actividad de PO no varia. Esto puede deberse a
que la perdida de simbiontes en E. pallida no representa un desafio inmunoldgico
para el organismo. De hecho, E. pallida es un organismo resistente, cuya simbiosis
no es obligada para su desarrollo. Debido a esta caracteristica, E. pallida es un
organismo modelo que puede permanecer en aposimbiosis, y que, por lo tanto, sirve
para entender la simbiosis entre Symbiodinum y los cnidarios.

Finalmente, de acuerdo con los resultados observados en este estudio, E. pallida
no se sugiere como organismo modelo para entender la actividad de PO en el
mucus, ya que no presenta diferencias entre E. pallida sanas y blanqueadas. Sin
embargo, otros cnidarios como Montastraea faveolata presentan una mayor
actividad de PO cuando el coral esta blanqueado (Mydlarz et al, 2009). Por su parte,
A. millepora al blanquearse presenta una menor actividad de PO (Palmer et al,
2011). En ambos casos, a pesar de que son contrarios, la PO siempre se ve
afectada, mientras que en E. pallida no pasa asi. Por ello se recomienda que se
consideren otros organismos como organismos modelo si se quiere estudiar la via
de la PO.

Cassiopea xamachana

La hidroxiprolina total en C. xamachana blanqueadas fue mayor que en las medusas
sanas, pero estos resultados no fueron estadisticamente significativos. Se han
hecho algunos estudios sobre la cuantificacién y caracterizacién de colageno en las
medusas Chrysaora sp., Stomolophus meleagris y Rhopilema asamushi con el fin
de buscar fuentes de colageno diferentes a las que se tienen actualmente en la
industria cosmética y alimentaria (Nagai et al, 1999, 2000; Barzideh et al, 2013). Sin
embargo, a pesar de que las medusas mencionadas anteriormente presentan
colageno, ninguno de estos estudios relaciona la cantidad de colageno total con la
salud del organismo. Por su parte, la actividad de PO de C. xamachana sanas es
mucho mayor que cuando se encuentra blanqueada. Este resultado es similar al
mostrado por A. millepora blanqueada, en cuyo caso, también muestra una actividad
de PO mayor que las colonias sanas (Palmer 2011). Por lo tanto, podemos concluir
que cuando C. xamachana pierde Symbiodinium, esto desencadena efectos
adversos en la fisiologia y desarrollo del organismo, comprometiendo su
supervivencia.
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Analisis bioquimico basico

El objetivo de realizar un analisis bioquimico basico de la composicion del CM fue
para determinar si al cambiar la salud del hospedero, este cambio podria verse
reflejado en la composicion del CM. Y ya que el mucus es la primera barrera fisica
con la que los patégenos se encuentran antes de alcanzar al tejido (Rohwer et al,
2002), entonces los cambios en la composicion bioquimica del CM pueden resultar
en un cambio en el microbioma (Brown y Bythell, 2005). Con nuestros resultados
podemos concluir que existen diferencias en el CM de los 3 cnidarios sanos,
enfermos y blanqueados. Asi mismo, estos cambios se dan en diferentes
proporciones de acuerdo con cada especie.

Pseudodiploria strigosa

El aumento en la concentracién de proteina en el CM de P. strigosa enfermos, lejos
de la enfermedad puede relacionarse con un aumento en el numero de amebocitos
granulares eosinofilicos que migran hacia la herida provocada por los patégenos de
la enfermedad de banda negra. Una respuesta similar se encontré en A. millepora
varias horas después de exponerse a un dafo fisico (Palmer et al, 2011). Por su
parte, el CM de P. strigosa sanos presenta una mayor cantidad de lipidos totales
que de los enfermos. En relacion con nuestros resultados, Thurber et al (2009)
registraron un aumento en la utilizacion de lipidos en tejido en respuesta a un
cambio en el microbioma. Finalmente, el CM de P. strigosa sanos y enfermos, lejos
de la enfermedad, tuvieron una cantidad similar de carbohidratos. Mientras que
cerca de la enfermedad la cantidad de carbohidratos fue mayor, presentado
diferencias estadisticamente significativas. Aunque no se han realizado estudios al
respecto, este aumento en la cantidad de tejidos del CM de P. strigosa cerca de la
enfermedad podria estar relacionado con los patégenos que ocasionan la banda
negra o como una respuesta del sistema inmune del coral.

Exaiptasia pallida

El CM de E. pallida blanqueados presentaron una menor cantidad de proteinas
totales con respecto a los sanos. Dicho comportamiento puede estar relacionado
con la cantidad de colageno total registrado en este estudio (Palmer et al, 2011). La
cantidad de proteina total en el CM de E. pallida es inversamente proporcional a la
cantidad de colageno total registrado en E. pallida. Por su parte, no se registraron
diferencias en la cantidad de lipidos totales presentados en el CM de E. pallida
sanas y blanqueadas. Sin embargo, al realizar un perfil metabolémico en Aiptasia
sp. y Symbiodinium minutum, Hillyer et al (2016) reportaron una disminucion de los
acidos grasos poliinsaturados. Esta disminucion significa que hay modificaciones en
la lipogénesis vy lisis de la membrana estructural y la asimilacién de nitrégeno. La
falta de diferencias entre E. pallida sanas y blanqueadas podria ser debido a que E.
pallida puede vivir sin Symbiodinium, y esto no representa que se esté
comprometiendo su salud. Asi mismo, es importante considerar que al hacer las
pruebas bioquimicas E. pallida sélo pasé una semana sin Symbiodinium, por lo
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tanto, las reservas energéticas del organismo podian no haber estado
comprometidas aun.

Finalmente, el CM de E. pallida blanqueada, presenta menos carbohidratos totales
que E. pallida sanas, similar a lo reportado en Anthopleura elegantissima
blanqueada bajo condiciones de laboratorio (Zamer y Malcom, 1989). En este
estudio la pérdida de simbiontes bajo condiciones de laboratorio estuvo relacionado
con la pérdida de carbohidratos. Esto puede ser debido a que los carbohidratos
fueron movilizados para apoyar a diversas demandas metabdlicas.

Cassiopea xamachana

Al igual que en el CM de E. pallida, C. xamachana blanqueadas presentaron menos
proteinas totales que las sanas. Esto puede estar respondiendo a la relacion inversa
que existe entre el colageno y las proteinas en ambos organismos (Palmer et al,
2011). Por otro lado, tampoco se encontraron diferencias en la cantidad de
carbohidratos totales en C. xamachana sanos y blanqueados, a pesar de que los
organismos blanqueados presentaron una mayor dispersion de los datos. Esto
podria deberse a que el tiempo que C. xamachana permanecio blanqueada dentro
del estanque de Xcaret varié entre cada organismo. Por lo tanto, es probable que
las medusas que estuvieron blanqueadas durante mas tiempo son las que
presentan una menor cantidad de carbohidratos totales, mientras que aquellas que
recién alcanzaron su estado de blanqueamiento, no presentan aun un cambio en la
cantidad de carbohidratos totales.

Finalmente, de acuerdo con Patton et al (1977) Pocillopora capitata presenta una
mayor sintesis de lipidos al ser estimulada con luz, mientras que en presencia de
Symbiodinium se estimula la lipogénesis. Similar a los resultados que encontramos
en C. xamachana, ya que las blanqueadas tuvieron también una menor cantidad de
lipidos totales. Esto también podria explicarse ya que sin Symbiodinium, C.
xamachana pierde rapidamente tejido (McGill y Pom, 2008).
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CONCLUSIONES

La CSM presento actividad antimicrobiana en P. strigosa, C. xamachanay E.
pallida.

Las BAM juegan un papel importante y complementario en la defensa de los
cnidarios simbidticos.

La actividad antimicrobiana del mucus de cnidarios sanos fue especie
especifica contra S. marcescens en P. strigosa y contra Aurantimonas sp. En
C. xamachana la actividad fue similar para ambas cepas.

La CSM de P. strigosa enfermos cerca de la enfermedad mostré poca
actividad antimicrobiana, pero mostré también valores altos de hidroxiprolina
y la actividad de PO. Esto sugiere que la actividad inmune de la CSM es
insuficiente para defender efectivamente al coral contra el consorcio
microbiano de banda negra.

Las BAM de E. pallida sanas y el CM de C. xamachana blanqueadas presentaron
dos bacterias responsables de inhibir el crecimiento de S. marcescens y
Aurantimonas sp. respectivamente

Los valores de hidroxiprolina y PO en el CM de P. strigosa, E. pallida y C.
xamachana, son mayores en los organismos sanos.

El analisis bioquimico basico mostrd diferencias entre los organismos sanos vy
enfermos, mas no se encontré ninguna tendencia entre ellos.
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