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Abstract.- The different conditions experienced by Caretta caretta during its life cycle, given its longevity and ability to migrate long distances,
are reflected in quantitative changes in gene expression at different stages, which can be revealed through transcriptomic analysis. In this study,
a differential expression analysis was performed comparing transcriptomes of adult and juvenile turtles, focusing on genes related to hypoxia
and immune response. Sequences from nesting turtles under professional care in the Colombian Caribbean were mapped and assembled using
reference transcriptomes. Expression levels were quantified for differential analysis and functional annotation was performed. 1,401 differentially
expressed genes (DEGs) were identified, with 507 up-regulated and 894 down-regulated in adults. Around 40% of the DEGs were functionally
annotated, identifying 8,252 GO terms and 583 reference pathways of the KEGG ontology, highlighting immune response, oxidative stress and
carbohydrate metabolism. In adults, hypoxia tolerance seems to be mediated by oxidative stress response genes (CA3 and NKX3-1), while in
juveniles it seems to be mediated by carbohydrate metabolism genes (ANGPTL4, HYI and IDH). A higher expression of humoral immune response
is observed in adults (FAU, H2AJ and HA1F), and a higher potential to degrade xenobiotic compounds in juveniles (CD69, CMBL and ETHE1).
The hypotheses raised based on the function and level of expression of these genes in each stage on the metabolic pathways require specific
research that considers variables not evaluated in this study.
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Resumen.- Las diferentes condiciones que experimenta Caretta caretta durante su ciclo de vida, dada su longevidad y capacidad de migrar
grandes distancias, se reflejan en cambios cuantitativos en la expresion de genes en los diferentes estadios, que pueden revelarse a través
de analisis transcriptomico. Este estudio analiza la expresion diferencial de genes comparando transcriptomas de tortugas adultas y juveniles,
enfocandose en genes relacionados con hipoxia y respuesta inmune. Se usaron secuencias de tortugas bajo cuidado profesional anidantes del
Caribe colombiano, mapeadas y ensambladas empleando transcriptoma de referencia. Se cuantifico el nivel de expresién para el andlisis diferencial
y se realizé anotacion funcional. Se identificaron 1.401 genes expresados diferencialmente (DEGs), con 507 sobre-expresados y 894 reprimidos
en los adultos. Se anotaron funcionalmente ~40% de los DEGs, identificando 8.252 términos GO y 583 rutas KEGG, destacandose la respuesta
inmunoldgica, el estrés oxidativo y el metabolismo de carbohidratos. En adultos, la tolerancia a hipoxia parece estar mediada por genes de respuesta
al estrés oxidativo (CA3 y NKX3-1), mientras que en juveniles parece estar dada a genes de metabolismo de carbohidratos (ANGPTL4, HYI e
IDH). Se observa una mayor expresion de respuesta inmunolégica humoral en adultos (FAU, H2AJ y HA1F), y un mayor potencial de degradar
compuestos xenobidticos en juveniles (CD69, CMBL y ETHEZ1). Las hipétesis planteadas basadas en la funcién y nivel de expresion de estos
genes en cada estadio sobre las rutas metabdlicas requieren investigacion especifica que considere variables no evaluadas en este estudio.
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INTRODUCCION de estos organismos ha despertado un interés creciente,
especialmente en el drea de la conservacion. Potencialmente
representa un organismo modelo para el estudio de las bases
moleculares y fisiol6gicas de aspectos como: la longevidad,
la tolerancia a la anoxia y las adaptaciones que le permiten la
migracion a través de grandes distancias (Teelucksingh et al.
2010, Hernandez-Fernandez et al. 2017, Banerjee et al. 2021).

La tortuga caguama (Caretta caretta, Linnaeus, 1758) es una
especie en estado vulnerable (Casale & Tucker 2017) que
tiene la capacidad de mantener e influir en los habitats donde
se distribuye a través de la provision de bienes y servicios
ecosistémicos relacionados con las caracteristicas de la especie
(Marco et al. 2008, Teelucksingh et al. 2010). La investigacién
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El estudio de los mecanismos adaptativos, anatomicos
y fisiolégicos relacionados con la capacidad de apnea
de las tortugas marinas ha sido de especial interés, dado
que permanecen la mayor parte de su vida bajo el agua, a
excepcion de intervalos en los que ascienden a la superficie
para respirar, evitar posibles depredadores, realizar basking
con la finalidad de absorber radiacién solar como estrategia
de termorregulacién o de reduccién de parasitos, y en el
caso de las hembras adultas a depositar los huevos durante la
temporada reproductiva (Tenney et al. 1974, Swimmer 2006,
Hochscheid et al. 2010, Freitas et al. 2019).

Especificamente C. caretta se mantiene alrededor del 43%
de su tiempo en la superficie durante el dia y 29% durante
la noche, variando este porcentaje dependiendo del tipo
de actividad que se encuentre realizando, permaneciendo
alrededor del 10% de su tiempo en superficie durante la
anidacién, solo un 9% durante la bisqueda de alimento y
un 14% durante la migracion (Block et al. 2011, Freitas et
al. 2019, Iverson et al. 2019). Estos quel6nidos poseen un
volumen pulmonar méximo entre el 7,9 y 8,9% del peso
total corporal, teniendo la capacidad de retener el 72% del
oxigeno total calculado en ~22,2 mL kg de peso y una
sangre arterial normoxica saturada en un 93%, en donde las
tortugas pequefias consumen mas de las reservas de oxigeno
por unidad de masa que las grandes (Lapennas & Lutz 1982,
Lutz & Bentley 1985, Hochscheid et al. 2007b), contando
con una serie de adaptaciones para la tolerancia a la hipoxia
como la disminuci6n en el metabolismo o las reservas de O,
aumentadas (Lutcavage et al. 1990, Milton 1994).

Se han realizado estudios de la regulacién metabélica y la
expresion génica, asociadas a la tolerancia a la hipoxia, a partir
de muestras de tejido cerebral de tortugas de agua dulce de
Mississauga, Canada, pertenecientes a los géneros Trachemys
Agassiz, 1857 y Chrysemys Gray, 1844, encontrando genes
sensibles a los bajos niveles de oxigeno, como las subunidades
codificadas mitocondrialmente de la cadena de transporte
de electrones (Willmore et al. 2001), enzimas antioxidantes
como la superéxido dismutasa 1 (SOD-1), las isozimas 1y 4
de la glutation peroxidasa (GPX), las isozimas M5 y A2 de
la glutation-transferasa (GST) y la peroxiredoxina 1 (Storey
2006a), proteinas de choque como HSP70-1A, HSP70-9B,
HSP40 y la oBcristalina (Prentice et al. 2004, Ramaglia &
Buck 2004), proteinas de almacenamiento de hierro como el
receptor de transferrina 2 (TfR2) (Storey 2006a) e inhibidores
de serina proteasa como SERPINCI, el cofactor II de la
heparina y el factor derivado del epitelio pigmentario o PEDF
(Storey 2004, 2006a, 2007). Sin embargo, la expresion génica
con relacion a la respuesta y tolerancia a la hipoxia en las
tortugas marinas aun no ha sido estudiada a profundidad y
para el caso de C. caretta atn es desconocida.
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C. caretta estd sometida a diversas presiones a lo
largo de su ciclo de vida especialmente relacionadas con
extensos movimientos migratorios, enfrentando importantes
desafios ambientales, como la exposicién a contaminantes
en el medio marino (Keller et al. 2004) produciendo una
respuesta fisiologica en varios niveles, siendo la del sistema
inmunolégico altamente relevante. Su estudio a profundidad
es crucial para el monitoreo de la salud de esta especie marina
en aras de su conservacion (Rousselet et al. 2013). Si bien
se han adelantado investigaciones alrededor de este tema, la
mayoria, estan enfocados al estudio de la respuesta inmune a
enfermedades como: la fibropapilomatosis (Keller et al. 2006,
Rossi et al. 2016, Page-Karjian et al. 2020), la proliferacion
de linfocitos inducida por mitégenos (Keller et al. 2005) o la
actividad de las células asesinas naturales (Rousselet et al.
2013). De tal manera, queda un vacio asociado al estudio de
la expresion génica diferencial de C. caretta y la respuesta
inmunolégica, como también la relacién con otros procesos
celulares que se presentan en las diferentes etapas de vida
de la tortuga.

Asimismo, C. caretta atraviesa una serie de cambios en
los habitos a lo largo de su ciclo de vida, abarcando diferentes
ecosistemas en cada una de sus etapas de desarrollo (Bolten
et al. 2003). Los neonatos inician su desarrollo en una fase
peléagica, pasando a una fase neritica en su etapa juvenil,
para finalmente en la etapa adulta mantenerse la mayor parte
de su vida en las zonas de alimentacién (zona peléagica),
con migraciones ocasionales a los sitios de reproduccién
y anidacién (Dolméan 1990, Eckert et al. 2000). La especie
también se caracteriza por presentar tasas de crecimiento
lentas y maduracién tardia (Mayne et al. 2020), mostrando
diferencias morfol6gicas entre estadios. Los neonatos
exhiben cuerpos con tonos grises oscuros, que posteriormente
cambian en su fase juvenil, adquiriendo los tonos marrones
rojizos caracteristicos de C. caretta, etapa en la que también
aparecen de dos a tres quillas dorsales formadas por las
escamas vertebrales imbricadas y bordes aserrados en
el caparazon correspondientes a los escudos marginales
alcanzando longitudes del caparaz6n de 28-45 cm, caracteres
que cambian a medida que el ejemplar se va aproximando
a la madurez sexual, en donde los adultos se diferencian
principalmente por exhibir caparazones aplanados con bordes
romos de longitudes >56 c¢cm y un evidente dimorfismo
sexual (Marco et al. 2008, Alberghina et al. 2015). Estas
caracteristicas especificas de cada estadio, pueden ser la clave
para dilucidar aspectos valiosos para la conservacion de la
especie o para esclarecer los mecanismos y rutas asociados a
lalongevidad, las adaptaciones a la hipoxia o la defensa contra
contaminantes o agentes patégenos en C. caretta, a través del
estudio de la variacion en los perfiles de expresion génica en
las diferentes etapas de vida (Alvarez et al. 2015), aspecto
que puede ser estudiado a través de datos transcriptémicos
(Banerjee et al. 2021).
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El transcriptoma se constituye de moléculas de ARN
codificante, no codificante y sus productos de degradacion,
componiéndose de todos los transcritos que estan presentes
en un organismo, érgano, tejido o célula, proporcionando un
estimado del nivel de expresion de los genes en un momento
especifico, encontrandose en constantes cambios cualitativos
y cuantitativos, reflejando procesos fisiologicos (Wang et
al. 2009, Ozsolak & Milos 2011, Jackowia et al. 2011).
La cuantificaciéon de los componentes del transcriptoma
en los tltimos afios se ha realizado mediante tecnologias
de secuenciacion de préxima generaciéon (NGS), como la
secuenciacion de ARN (RNA-Seq), una tecnologia que permite
la cuantificacion e identificacion de la expresion de isoformas
y transcripciones desconocidas mediante la secuenciacién
simultanea de millones de moléculas, otorgando la posibilidad
de investigar diferentes transcriptomas a la vez en un tiempo
corto, puesto que no implica pasos de clonacion y es posible
secuenciar el transcriptoma completo de diferentes muestras
marcadas con barcodes al mismo tiempo, en contraste con
metodologias anteriormente desarrolladas como los andlisis
en serie de la expresion génica (SAGE), la secuenciacién de
etiquetas de secuencias expresadas (EST) o los microarrays
de ADN (Agarwal et al. 2010, Jackowiak et al. 2011).

Los estudios con RNA-Seq en C. caretta, se han realizado
en su gran mayoria a partir de muestras de sangre, abordando
aspectos como la gendmica funcional (Herndndez-Ferndndez
etal. 2017, Banerjee et al. 2021), la respuesta a contaminantes
(Cocci et al. 2017, 2018, 2022; Hernandez-Fernandez et
al. 2021) o la respuesta a variaciones en la temperatura
(Bentley et al. 2017, Chow et al. 2021). En algunos estudios,
en especial en aquellos en donde se comparan tratamientos
o la respuesta a condiciones especificas como el estrés
térmico o la exposiciéon a contaminantes como metales
pesados y compuestos recalcitrantes, se emplea un tipo de
andlisis basado en la identificaciéon de genes expresados
diferencialmente (DEGs) (Metzker 2010, Tedeschi et al.
2015, Bentley et al. 2017, Cocci et al. 2017, 2018, 2022;
McDermaid et al. 2019, Hernandez-Ferndndez et al. 2021).

En este contexto la presente investigacion esta enfocada
en el andlisis del transcriptoma de juveniles y adultos de C.
caretta, con el objetivo de realizar comparaciones de los DEGs
entre los dos estadios y de esta manera, discutir los genes que
guarden relacion con el sistema inmunolégico y la hipoxia.

MATERIALES Y METODOS

OBTENCION DE DATOS

El anélisis bioinformatico se realiz6 utilizando la plataforma
Galaxy' (Afgan et al. 2018). Se descargaron las secuencias
de extremos pareados (101 pb de longitud) de dos tortugas
juveniles y dos adultas de C. caretta a partir de muestras
obtenidas previamente en Herndndez-Fernandez et al. (2021),
en formato fastq del repositorio de datos de Sequence Read
Archive (SRA) desarrollado por el National Center for
Biotechnology Information (NCBI), utilizando los codigos
de acceso (SRR10032989, SRR10032990, SRR10032991
y SRR5330501). Para ello, se emple6 la herramienta dentro
de la seccion “Get Data”, denominada “Faster Download
and Extract Reads in FASTQ” en la interfaz de la plataforma
Galaxy. Se seleccioné como tipo de entrada la opcién “SRA
accession” y se procedio6 a ejecutar la descarga utilizando los
parametros por defecto.

EVALUACION DE LA CALIDAD DE LAS LECTURAS

La calidad de los datos transcriptomicos obtenidos se evalud,
utilizando el programa FastQC (Raymond et al. 2012,
Andrews 2018), disponible en la secciéon “FASTQ Quality
Control” del menti de Galaxy. En la interfaz de FastQC se
seleccionaron las cuatro secuencias crudas anteriormente
descargadas, ejecutando el control de calidad sin modificar
los parametros por defecto del programa. Posteriormente se
filtraron los adaptadores y las lecturas de baja calidad con
Timmomatic (Bolger et al. 2014), este programa se procesé
para lecturas de extremos emparejados, seleccionado las
lecturas directas e inversas. Las secuencias limpias a las que
se les removieron los adaptadores y las lecturas de baja calidad
se sometieron nuevamente a un control de calidad con FastQC,
realizando el mismo procedimiento descrito anteriormente
para las lecturas sin procesar.

ALINEAMIENTO Y MAPEO DE LAS LECTURAS

El alineamiento y mapeo de las secuencias filtradas se realizé
con HISAT2 (Kim et al. 2015) contra el transcriptoma
de referencia disponible en la base de datos del NCBI,
identificada con el codigo BioProject: PRINA826225 (CGEn
2022)2. Los datos de referencia se descargaron a través de
la herramienta “NCBI Datasets Genomes” dentro del ment

* Galaxy source. National Institutes of Health (NIH) - National Human Genome Research Institute (NHGRI). <https://usegalaxy.org/>

2CGEn. 2022. Loggerhead Sea Turtle (Caretta caretta) genome sequencing and assembly (Canada's Genomic Enterprise), rCarCar2. Accession
PRJINAB826225. National Library of Medicine, National Center for Biotechnology Information. Canada’s National Platform for Genome Sequencing and
Analysis (CGEn) <https://www.ncbi.nim.nih.gov/data-hub/genome/GCF_023653815.1/>
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desplegable “Get Data”, realizando la descarga por acceso
a BioProject. A las secuencias alineadas y mapeadas se les
realizé un control de calidad con SAMtools Stats (Li et al.
2009) ubicado en la seccién “SAM/BAM” del mend de
Galaxy, en donde los archivos en formato BAM resultantes
del alineamiento y mapeo se seleccionaron ejecutando la
evaluacién de calidad.

ENSAMBLAJE DEL TRANSCRIPTOMA

El ensamblaje de los transcriptomas se realiz6 mediante
StringTie (Kovaka et al. 2019) disponible en la seccién
“RNA-Seq” de Galaxy. En la interfaz de StringTie se
introdujeron los archivos en formato BAM de las lecturas
mapeadas y alineadas y un archivo de referencia en formato
GFF3 para guiar el ensamblaje, correspondiente a datos
adicionales descargados de BioProject: PRINA826225
(CGEn 2022)? para la ejecucion del ensamblaje manteniendo
los parametros por defecto del programa.

CONTEOS Y NIVEL DE EXPRESION

Una vez obtenidos los transcriptomas ensamblados, se
determiné el nivel de expresion de los transcritos, en
donde se obtuvieron matrices de conteo correspondientes a
genes o exones a través de la cuantificacion de las lecturas
mapeadas a través del programa featureCounts (Liao et al.
2014). Los transcriptomas previamente ensamblados fueron
unificados a través de StringTie merge a un archivo GTF
que contiene informacion sobre las coordenadas de los genes
y es compatible con los archivos de entrada que solicita
featureCounts para generar los conteos.

Con el archivo GTF obtenido y los cuatro archivos en
formato BAM producto del alineamiento y mapeo de las
secuencias de juveniles y adultos de C. caretta, a través
de la interfaz de featureCounts en la secciéon “RNA-Seq”,
se generaron las matrices de conteos necesarias para el
analisis de expresion diferencial. A cada uno de los archivos
resultantes se les asigné el nombre de la muestra a la que
corresponden, es decir: a los conteos de la secuencia de c6digo
SRR10032991 se designé como “Juvenil 17, SRR5330501
como “Juvenil 2”, SRR10032989 como “Adulto 17, y los de
SRR10032990 como “Adulto 2”.

ANALISIS DE EXPRESION DIFERENCIAL Y ANOTACION
FUNCIONAL

El andlisis de expresion diferencial se realiz6 empleando
el paquete DESeq2 (Love et al. 2014) el cual emplea como
método de normalizacion la divisiéon de los conteos de
cada gen en una muestra por el nimero total de lecturas en
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dicha muestra, realizando la comprobacion de la expresion
diferencial de cada transcrito mediante la realizacion de la
prueba paramétrica de Wald (Chamorro 2019). En la interfaz
Galaxy el paquete DESeq2 se encuentra en la pestafia “RNA-
Seq”. En esta fase, inicialmente los conjuntos de datos se
seleccionaron por nivel, y se le asigné un nombre al factor
principal denominado “Estadio”. Se procedié a definir los
niveles dentro del factor, en donde el primer nivel se designé
con el nombre de “Adultos”, y se seleccionaron los dos
archivos de los conteos correspondientes a las dos muestras
de adultos. Este mismo proceso se repiti6 para el segundo
nivel, seleccionando los archivos de conteo de las muestras
de los dos juveniles y asignandole el nombre “Juveniles”. Se
ejecuto el programa con los parametros por defecto.

Se obtuvieron los datos cuantitativos, graficos
correspondientes a un MA-plot y un diagrama de dispersion
de los datos. Finalmente, se realiz6 un mapa de calor con la
herramienta Heatmap w ggplot de Galaxy v.3.3.5+galaxy0
(Afgan et al. 2018) y la anotacién funcional de los genes
expresados diferencialmente, contrastando con tres bases de
datos (EggNOG, GO y KEGG) empleando los programas
Blast2GO y OmicsBox (Conesa et al. 2005). En la Figura
1 se presenta el esquema general de los métodos usados en
este estudio.

REsuLTADOS

FILTRADO DE LAS LECTURAS Y CONTROL DE CALIDAD

Para la identificacién de los DEGs entre las etapas juvenil y
adulta de C. caretta, se obtuvieron las secuencias de cuatro
librerias (n= 4, dos réplicas por condicién) (Hernandez-
Fernandez et al. 2021), las cuales mostraron una alta calidad
después del filtrado de acuerdo con el anélisis de FastQC.
Todas las lecturas presentaron un phred score superior a 37,
que corresponde a una probabilidad de error de 0,0001, con
una reduccién minima en el nimero de secuencias en cada
una de las muestras después del filtrado, eliminando menos
del 1,11% del total de lecturas (Tabla 1).

ALINEAMIENTO Y MAPEO

Las muestras presentaron una calidad media aproximada de
36,6 (SAMtools Stats), que representa la probabilidad de
calidad del mapeo, y un porcentaje de lecturas correctamente
alineadas y mapeadas al transcriptoma de referencia superior
al 84% en todos los casos (Tabla 2).
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Descarga en formato fastq:

. . Blsqueda de las secuencias en la
Librerias ———  SRR10032989/SRR10032990/
base de datos de GENBANK-NCBI SRR10032991 /SRRE330501

Control de

calidad y Control de calidad Filtrado de lecturas de baja calidad
filtrado FastQC Trimmomatic
Ali ient Alineamiento y mapeo empleando un transcriptoma de referencia
'“f,i‘amp'gg oy (fasta) de Caretta caretta por Canada’s Genomic Enterprise (2022)
HISAT2
1
;ci%tgglgj Control de calidad de alineamiento
slirEemiEme SAMtools Stats
1
f Ensamblaje de las secuencias alineadas empleando un archivo de
Bl anotacion GFF3 de referencia Stringtie
|
Conteos del nivel de expresion de los genes
Conteos featureCounts
|
Expresion Analisis de expresion diferencial
diferencial DESeq2
[
> Contraste contra las bases de datos
Anotacion EggNOG KEGG GO
funcional

Empleando los programas:
Blast2GO OmicsBox

Figura 1. Esquema de los métodos utilizados en el estudio. Para el andlisis se obtuvieron los transcriptomas de dos juveniles y dos adultos de la
tortuga caguama (Caretta caretta) de la base de datos del NCBI. Las secuencias se evaluaron y filtraron, posteriormente las lecturas se alinearon
y ensamblaron. Se determinaron los genes expresados diferencialmente y se realiz6 la anotacién funcional contrastando contra tres bases de
datos / Scheme of the methods used in the study. For the analysis, the transcriptomes of two juvenile and two adult loggerhead sea turtles (Caretta caretta)
were obtained from the NCBI database. Sequences were evaluated and filtered, then reads were aligned and assembled. Differentially expressed genes
were determined and functional annotation was performed by contrasting against three databases

Tabla 1. Resultados del filtrado de lecturas de baja calidad antes y ENSAMBLAJE Y ANALISIS DE EXPRESION DIFERENCIAL
después, realizado con Trimmomatic (n=4) cuantificado con FastQC

/ Results of read trimming of low-quality reads before and after, performed
with Trimmomatic (n= 4) quantified with FastQC

A partir del ensamblaje general obtenido con StringTie
merge se identificaron 13.406 transcritos, de los cuales
1.401 presentaron una expresion diferencial significativa
Secuencias entre los estadios evaluados (P-valor ajustado < 0,05), con

Total lecturas ~ Total lecturas ~ Secuencias

Muestra %GC . de baja

o pre-filtrado  post-filtrado ~ eliminadas < * M 507 genes sobre expresados (log, fold-change > 0,5) y 894
reprimidos (log, fold-change = -0,5) de la comparacién entre

Adultol 50  57.001.672  56371.144 630528 0 . . . - .
. Juveniles-Adultos (Fig. 2). La estimacién de los niveles de

Adulto2 50 54996244  54.439.538  556.706 0 . o B ; .,
Jwenil 1 52 49454540 48925432 529108 0 expresion se determind a través de la cuantificacion de las
Juvenil2 51 53.653.698  53.110218  543.480 0 lecturas mapeadas, generando conteos que corresponden a
caracteristicas genémicas, como genes o exones. Unicamente
563 transcritos fueron asignados a genes, de los cuales 464
Tabla 2. Resultados del alineamiento y mapeo de lecturas de los corresponden a genes anicos. Algunos genes Ccomo CA3,
transcriptomas de Caretta caretta juveniles y adultos realizado HAlFoMAPTpresentaron isoformas que se estan expresando

con HISAT2 (n= 4) cuantificadas y evaluadas con SAMtools Stats / diferencialmente (Tabla 3)

Results of alignment and mapping of juvenile and adult Caretta caretta

transcriptome reads performed with HISAT2 (n= 4) quantified and En el mapa de calor (Fig. 3) se evidencia el contraste
evaluated with SAMtools Stats que existe en el nivel de expresion de los DEGs discutidos
en el presente estudio, comparando las réplicas de las dos
_— Secuencias .. . s 9.
Muestra ~ Lecturaspre- - Lecturas mapeadas - Calidad — Tasade (| Cooonee condiciones, con similitudes entre las réplicas de cada
procesamiento y emparejadas media error | o
emparejadas (%) . ez . . .z
condicion; Por ejemplo, al observar el nivel de expresién
Adulto 156371144 49.709.332 36,6 1,65:107 87,1 génica del Adulto 1 vs. Adulto 2, se observan similitudes
Adulto 2 54.439.538 46.597.566 36,7 1,66x107 84,5 e
) entre ellas a través de la escala de color y como ambas a su
Juvenil 1 48.925.432 44.176.164 36,5 1,50%10% 88,8 ) A o . ) .
Juvenil2  53.110218 47276338 366 1.56%10° 880 vez se diferencian de las réplicas del estadio Juvenil (Juvenil
1y Juvenil 2). Asimismo, la variacién en la escala de colores
exhibe los genes que presentan una mayor expresion en cada
una de las condiciones.
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Figura 2. MA-plot a partir del analisis de expresion diferencial entre las condiciones Juvenil-Adulto, mostrando con puntos de color azul los
DEGs. Arriba de la linea demarcada en el 0 del eje Y, aquellos genes sobre expresados y debajo de la linea los genes reprimidos / MA-plot from
differential expression analysis between Juvenile-Adult conditions, showing with blue dots the DEGs. Above the line demarcated at 0 on the Y-axis, those
genes up-regulated and below the line those genes down-regulated

Tabla 3. Ontologia génica de los DEGs discutidos y datos cuantitativos del analisis de expresion diferencial Juveniles vs. Adultos. Genes
expresados al alza [log, (FC) 2 0,5] y genes expresados a la baja [log, (FC) = -0,5, P-aj < 0,05] / Gene ontology of the DEGs discussed and quantitative
data from Juvenile vs. Adult differential expression analysis. Up-regulated genes [log, (FC) = 0.5] and down-regulated genes [log, (FC) =-0.5, P-adj < 0.05]

Funcion Gen log: (FC) ;51_]\5]222 Cddigo en NCBI*
Respuesta al estrés oxidativo CA3v3 9,8574 2,82x1072% XM_048841119.1
CA3v.S5 5,5081 1,39x107%° XM_048841121.1
CA3 v.6 10,7961 1,27x1073%  XM_048841122.1
CA3v4 7,6559 7,90x107%  XM_048841120.1
CA3v.7 5,9303 1,47x10% XM_048841123.1
CA3v.8 5,6807 3,88x10% XM_048841124.1
GSR 1,7640 0,00094 XM_048848030.1
GSTOl 0,5041 0,04529 XM_048856278.1
PRDX1 0,7354 0,00099 XM 048861427.1
Respuesta inmune HAIF v.1 1,7319 9,96x10° XM_048834979.1
HAF1v.5 3,5521 9,32x10°¢ XM 048817648.1
FAU 4,0984 3,95<10* XM_048859325.1
CR1 1,9875 6,10x107 XM 048827036.1
H2AJ 1,8033 2,25x10°° XM_048835386.1
CCL17 1,4429 0,00048 XM 048816614.1
Metabolismo de carbohidratos IDH2 -1,4260 1,83x10°¢ XM_048865892.1
ANGPTL4 -2,9651 0,00033 XM 048831150.1
HYI -1,6559 4,50x10° XM_048862036.1
GPR27 -1,1798 0,00021 XM 048858780.1
Respuesta a la hipoxia IGFIR 1,1661 7,79<10° XM_048865751.1
ARNTL2 1,5662 0,00315 XM 048825875.1
MAPT v.2 2,2483 4,90<10° XM_048830100.1
MAPT v.7 1,8470 0,00061 XM 048830106.1
MAPT v. 9 2,0471 0,00017 XM_048830108.1
MAPT v. 16 1,3892 0,01459 XM 048830116.1
MAPT v. 20 1,2433 0,03856 XM_048830119.1
LY6E 1,0707 0,00028 XM 048841805.1
NKX3-1 1,7732 0,04726 XM_048829116.1
Respuesta a xenobidticos CD69 -1,2113 0,00312 XM_048834955.1
CMBL -2,2555 0,02693 XM_048839571.1
ETHE1 -2,2316 0,03033 XM _048827828.1

*National Center for Biotechnology Information <https://www.ncbi.nlm.nih.gov/>
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ANOTACION FUNCIONAL

A parir de los 563 genes expresados diferencialmente anotados
a funciones, se identificaron 583 rutas de referencia de la
ontologia KEGG (KO) y 8.252 términos GO, de los cuales
5.389 corresponden a funciones moleculares (65,3%), 1.560 a
componentes celulares (19,0%) y 1.303 a procesos bioldgicos
(15,7%) (Fig. 4). Estos datos se redujeron a categorias mas
amplias con la finalidad de facilitar la interpretacion (Fig.
5), en donde la categoria méas enriquecida fue la relacionada
con procesos celulares (30,5%), seguida por la respuesta
inmunoldgica, (11,4%), destacandose otras categorias como
la respuesta al estrés oxidativo (6,54%) y los genes asociados
a la respuesta a xenobi6ticos (6,30%) y el metabolismo de
carbohidratos (3,00%) de los cuales se extrajeron los genes
discutidos (Tabla 3).

Adulto 2 -

Adulto 1 -

Juvenil 2 -

Juvenil 1 -

ANGPTL4 -
ARNTL2 -

Discusion

En este estudio se realiz6 la primera identificacién de genes
expresados diferencialmente entre juveniles y adultos de
C. caretta, mediante un analisis de expresion diferencial
realizado a partir de secuencias provenientes de RNA-Seq
de un estudio previo, realizado a partir de muestras de sangre
periférica de tortugas sanas sin lesiones o tumores visibles,
que se encontraban bajo cuidado profesional permanente en
piscinas naturales de agua de mar mantenidas a temperatura
ambiente (30 °C en promedio) en la Isla San Martin de Pajares,
Cartagena, Colombia (Herndndez-Fernandez et al. 2021). Las
secuencias presentaron una alta calidad de acuerdo con los
estandares establecidos para secuencias de lecturas cortas
provenientes de Illumina (Robin et al. 2016), con una alta
proporcion de lecturas alineadas y mapeadas correctamente
(Tabla 2), indicando que los pares de lecturas directas e
inversas se encuentran en una orientacion adecuada y tienen
el tamafio correcto de insercion en la alineacion con respecto
al transcriptoma de referencia, revelando que las lecturas
mapeadas estan a una distancia coherente con lo esperado
para el fragmento secuenciado (Thankaswamy-Kosalai et
al. 2017).

HYI-
IDH2 -
IGF1R-
LY6E -

MAPT v.16 -

PROX1 - [ —

HA1Fv.1-
HA1Fv.5-
MAPTv.2 -
MAPTv.20 -
MAPT V.7 -
MAPT v.9 -
NKX3-1-

Figura 3. Mapa de calor que compara el nivel de expresién de los DEGs discutidos. Los conteos normalizados se grafican con una transformacioén
con log, para su visualizacién. Los genes estan identificados en el eje X con el nombre del gen. La escala de colores que denominada “value”
ilustra el nivel de expresién (conteos normalizados) / Heatmap comparing the level of expression of the DEGs discussed. Normalized counts are plotted
with a log, transformation for visualization. Genes are identified on the X-axis with the gene name. The color scale labeled “value” illustrates the level of

expression of expression (normalized counts)
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Figura 4. Distribucién de la clasificacién de los 8.252 términos GO obtenidos de la anotacién funcional realizada a partir de los DEGs de la
comparacién Juveniles vs. Adultos de tortuga la caguama (Caretta caretta). Los términos se clasificaron en las tres categorias de GO: (P) Proceso
biolégico, (C) Componente celular, (F) Funcién molecular / Classification distribution of the 8,252 GO terms obtained from the functional annotation of
the DEGs of the Juvenile vs. Adult loggerhead turtle (Caretta caretta) comparison. Terms were classified into the three GO categories: (P) Biological process,
(C) Cellular component, (F) Molecular Function
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Figura 5. Categorias funcionales de los 563 DEGs anotados funcionalmente. Las categorias en la parte inferior corresponden a las funciones que
se determinaron segtin los términos GOy las rutas de referencia de la ontologia KEGG / Functional categories of the 563 functionally annotated DEGs.
The categories at the bottom correspond to the functions that were determined according to the GO terms and the reference paths of the KEGG ontology
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El nivel de expresion significativamente mayor de las
siete variantes isoenzimaticas de la anhidrasa carbdnica 3
(CA3) en tortugas adultas (Tabla 3), puede estar respondiendo
a mecanismos relacionados con la protecciéon al estrés
oxidativo (Chegwidden & Carter 2000), dada la presencia de
grupos tiol libres y su capacidad para sufrir glutationilacion,
desempefiando un papel en la respuesta al envejecimiento,
protegiendo a las tortugas de las especies reactivas de oxigeno
(ROS) (Kim & Levine 2005). En investigaciones previas
la expresion de CA3 en células del nuicleo pulposo de ratas
pardas wistar (Rattus norvegicus Berkenhout, 1769), han
sugerido el mantenimiento de los niveles de la proteina CA3
S-glutationilada, como estrategia potencial para combatir
los efectos del estrés oxidativo involucrado en procesos de
envejecimiento (Silagi et al. 2018). En estudios realizados
en diferentes mamiferos, aves y reptiles, se determin6 que
las especies mas longevas suelen presentar mitocondrias mas
eficientes y una mayor capacidad antioxidante, mostrando
que presentan una resistencia mayor al dafio oxidativo y la
senescencia (Ku et al. 1993, Lambert et al. 2007, Hoekstra
et al. 2020), aspectos que se explican en la “teoria de los
radicales libres del envejecimiento” (Harman 1956, Speakman
etal. 2015).

El alto nivel de expresion de las variantes de transcripcion
de CA3 en los adultos de C. caretta también puede estar
asociada con la respuesta a hipoxia (Wykoff et al. 2000).
Investigaciones previas han relacionado la expresién de CA3
con mecanismos moleculares de tolerancia a la hipoxia, en
donde las anhidrasas carbénicas participan en el intercambio
de gases durante la respiracion produciendo un tiempo de
transferencia del CO, més corto relacionado con una alta
eficiencia de intercambio de CO,-O,, necesaria durante la
exposicion a la hipoxia, considerandose este proceso como
un mecanismo de adaptacion importante en el intercambio de
iones y laregulacion del pH intra y extracelular (Wykoff et al.
2000, Potter & Harris 2004, Supuran 2016). En las especies de
tortugas marinas, este mecanismo adaptativo esta relacionado
con el buceo, puesto que C. caretta permanece sumergida de
siete a ocho horas diarias aproximadamente, en las cuales
el organismo soporta cambios sustanciales en los niveles de
pH y gases en sangre (Lutz & Bentley 1985, Hawkes et al.
2007, Hochscheid et al. 2007a). La hipétesis de la actividad
de CA3 como gen implicado en los mecanismos adaptativos
a hipoxia, también puede soportarse a través de la expresion
al alza en los adultos de las tortugas de otro de los genes
anotados con esta funcion, el gen NKX3-1 [log, (FC) = 1,77
(P =0,0473) (Adulto-Juvenil)], dado que algunos autores han
sugerido que genes como NKX3-1, EST1, STAT3 y TWIST1 los
cuales se relacionan con factores de transcripcion sensibles a
la hipoxia, conservan motivos de unién en especies como R.
norvegicus y promotores en el niicleo pulposo de humanos
(Homo sapiens Linnaeus, 1758), regulando la expresion de
CA3 de manera individual o conjunta en respuesta a esta
condicion (Silagi et al. 2018).
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La sobre expresion de genes como GSTO1 [log, (FC) =
1,76 (P = 0,0452) (Adulto-Juvenil)] en los adultos, asi como
en el caso de CA3, puede estar involucrado con la respuesta
a hipoxia y con la longevidad de C. caretta. En estudios
realizados en el neméatodo Caenorhabditis elegans (Maupas,
1900), se ha comprobado que la regulacién positiva de este
gen confiere longevidad bajo hipoxia, en donde las glutation
S-transferasas (GST) como GSTO1 participan en eliminacién
de ROS, prolongando la vida del nematodo después de una
exposicion transitoria a hipoxia, en donde la respuesta iniciada
por ROS mitocondriales induce la red transcripcional ELT-
2 y TOR, regulando directamente la expresién de GSTO1,
provocando una mayor esperanza de vida (Schieber &
Chandel 2014). Si bien C. elegans es un modelo molecular
ampliamente utilizado y sus hallazgos pueden proporcionar
informacion valiosa, es importante considerar que los niveles
de expresion y la regulacién de GSTO1 puede variar entre taxa
por diferencias en el entorno fisioldgico y en la regulacion
genética especifica de cada organismo.

De igual forma, Kobayashi et al. (2006) demostraron
que GSTO1 regula la actividad de factores implicados en
la respuesta a la hipoxia como el factor nuclear eritroide
2-relacionado con el factor 2 (NRF2), el cual tiene un papel
clave en la regulacién de la actividad antioxidante a nivel
celular. El factor NRF2 también se ha identificado en la
actividad de las isoenzimas PRDX durante la hibernacién
de algunos animales terrestres como mecanismo de defensa
antioxidante, en donde PRDX1 [log2 (FC)=0,73 (P =0,0009)
(Adulto-Juvenil)] es uno de los objetivos principales para la
accién de NRF2 (Storey & Storey 2010), en donde NRF2
induce la activacién de PRDX1 en condiciones de estrés
oxidativo como la hipoxia, protegiendo a las células y
manteniendo la homeostasis celular (Sabzevary-Ghahfarokhi
et al. 2018, Franco et al. 2019). De manera similar se ha
reportado que la expresion de la glutation-S-reductasa o GSR
[log, (FC)=1,76 (P = 0,0009) (Adulto-Juvenil)] estd regulada
por NRF2 en vias asociadas a la tolerancia a la hipoxia (Singh
etal. 2010, Hur & Gray 2011), via en la cual GSR se implica
en la detoxificacion de ROS generadas por condiciones
de hipoxia a través de la estabilizacion de los niveles de
glutation celular (GHS), el cual reacciona con las moléculas
oxidantes estimuladas por condiciones hip6xicas antes de que
interacttien con constituyentes celulares mds criticos como
los acidos nucleicos y las proteinas (Ross 1988, Lluis et al.
2005). Asimismo, un estudio realizado por Schiilke et al.
(2012) revel6 que en especies altamente tolerantes a la hipoxia
como la rata topo subterranea del género Spalax Giildenstadt,
1770 hay un mayor nivel de expresion de genes como GST
y GSR en condiciones normoéxicas comparado con géneros
sin esta capacidad de tolerancia, como Rattus, por lo que
resulta probable que la actividad de GSR, GSTO1 y PRDX1
esté implicada en mecanismos adaptativos a la hipoxia en
los adultos de C. caretta, dado que algunos estudios reportan
que en algunos reptiles como en especies de tortugas de agua
dulce (pertenecientes a los géneros Chrysemys, Emydoidea,
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Trachemys, Malaclemys, Terrapene, Graptemysy Chelydra),
lagartos (Lacerta y Podarcis) y serpientes (Thamnophis y
Vipera), la regulacion de los niveles de GST y PRDXs se
dan en respuesta al estrés oxidativo a bajas temperaturas y la
hipoxia (Storey 2006b, Krivoruchko & Storey 2010).

En general, se observa una regulacion al alza de los
genes asociados con respuesta a hipoxia si se compara el
estadio adulto con el juvenil. Las tortugas adultas poseen
una capacidad de buceo superior a la que presentan tortugas
en el estadio juvenil, teniendo en cuenta que la duracion de
la inmersién aumenta con el tamafio del cuerpo y la edad
(van Dam & Diez 1997, Hochscheid et al. 2007b). Este
patrén podria responder a la regulacion al alta de genes como
ARNTL2 [log, (FC)= 1,56 (P = 0,0031) (Adulto-Juvenil)], en
los adultos, el cual esta relacionado con proteinas reguladoras
centrales importantes en el mantenimiento de los ritmos
circadianos y en la induccién a hipoxia, asociada con la
adaptacion a bajos niveles de oxigeno (Gu et al. 2000), tal
y como se determin6 en la anotacién funcional. De igual
forma, la sobre expresion en los adultos de C. caretta de
cinco variantes de transcripcién del gen MAPT (Tabla 3),
puede estar asociada a esta capacidad superior de buceo,
puesto que, en estudios previos realizados en peces cebra
(Danio rerio Hamilton-Buchanan, 1822), este gen mostr6 un
aumento de las isoformas de transcripcién en condiciones de
hipoxia, activandose las quinasas que fosforilan la tau (Chen
et al. 2003, Moussavi et al. 2014). En contraste, en el caso
del gen IGF1R [log, (FC)= 1,16 (P = 7,79X10'5) (Adulto-
Juvenil)], estudios en peces cebra, han mostrado que el
factor inducible por hipoxia (HIF) promueve la transcripcién
de IGFBP1, restringiendo la activaciéon de IGFIR (Kamei
2020), mientras que en los humanos se ha reportado un papel
critico en la supervivencia de las células después de hipoxia o
estrés oxidativo (Denley et al. 2004, Sparkman et al. 2012).
Atn no se han precisado con exactitud los mecanismos
mediante los cuales el gen IGFIR funciona en algunos
reptiles, incluyendo a las tortugas marinas. El gen IGFIR
en conjuncion con IRS, reclutan enzimas de sefializacién
clave en las vias PI3K y MAPK, sefiales que se traducen
para la activacion de actividades celulares que controlan el
metabolismo, la maduracién y el envejecimiento (Kamei
2020). Otros estudios determinaron que en murciélagos de
brandt, (Myotis brandtii Eversmann, 1845), los cambios
especificos en IGF1R derivan en la extension de su esperanza
de vida (Seim et al. 2013), lo cual coincide con algunas de
las funciones con las que IGF IR se identificé en el presente
estudio mediante la anotacion funcional, relacionandolo con
procesos como el envejecimiento y la regulacién negativa
de vias de sefializacién apoptética. Esta hipétesis también
es respaldada por Schwartz & Bronikowsk (2016), que
explicaron que la expresién de IGFIR est4 relacionada
con la supervivencia celular y la longevidad, a través de la
activacion de FOXO, con evidencias iniciales en C. elegans,
indicando que la familia FOXO es un objetivo clave aguas
abajo de la via PI3K-Akt en la longevidad (Lin et al. 1997,
Ogg et al. 1997), mecanismo mas probable por el cual esté
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actuando, dada la sobre expresion del gen en estadios adultos
de C. caretta en este estudio. La via PI3K-Akt también se
asocia a mecanismos de tolerancia a la hipoxia dado que se ha
identificado su activacion a partir de genes como LY6E [log,
(FC)= 1,07 (P = 0,0003) (Adulto-Juvenil)]. Este gen es un
activador de HIF-1a aumentando su expresion, conduciendo
a la disminucion de los niveles de expresion de ARNm de
PTEN, aumentando la expresion de factores proangiogénicos
como VEGFA y PDGFB y activando la via PI3K-Akt (Yeom
et al. 2016), en donde la induccién de factores angiogénicos
y de crecimiento, conducen a la formacién y crecimiento de
nuevos vasos sanguineos que se presenta como respuesta a
condiciones hipo6xicas (Chen et al. 2009).

En contraste, los genes que se relacionaron en la anotacion
funcional con el metabolismo de carbohidratos ANGPTL4
[log, (FC)=-2,96 (P = 0,0003) (Adulto-Juvenil)], HYI [log,
(FC)= -1,65 (P = 4,5x10”) (Adulto-Juvenil)], IDH2 [log,
(FC)=-1,42 (P = 1,8x10°) (Adulto-Juvenil)] y GPR27 [log,
(FC)=-1,17 (P = 0,0002) (Adulto-Juvenil)], presentaron un
mayor nivel de expresion en la etapa juvenil. Es probable
que, estos genes estén asociados con vias de tolerancia a la
anoxia, puesto que, se ha demostrado que las vias implicadas
con el metabolismo de carbohidratos en las tortugas se
presentan como respuesta a condiciones de anoxia, debido a
que la optimizacién de la respuesta metabélica es importante
durante la anaerobiosis, en donde las rutas alternativas del
catabolismo anaerdébico de carbohidratos presentan ventajas
en comparacion con procesos como la glucélisis, debido a que
resultan en un mayor rendimiento de ATP y en la generacién
de productos finales facilmente excretables durante los
periodos de hipoxia, estableciendo y manteniendo un estado
hipometabélico (Milton 1994, Storey 2007, Krivoruchko &
Storey 2015). Asimismo, en estudios realizados en humanos,
se ha identificado a ANGPTL4 como un gen que presenta
un incremento en su expresion bajo condiciones de hipoxia,
asociado a la via del factor inducibles por hipoxia (HIF)
(Heikkila et al. 2011). De igual modo, Zhang et al. (2017)
han sugerido la participacion de HYI en la respuesta a la
hipoxia en vertebrados acuaticos como el bagre darkbarbel
(Pelteobagrus vachelli Richardson, 1846), debido a la mayor
demanda energética de algunos érganos como el higado en
respuesta a esta condicion, en donde el metabolismo de los
carbohidratos es necesario para restablecer la homeostasis,
proceso en el que también participa el gen GPR27, que se
caracteriza por tener un papel importante en la homeostasis
de la glucosa (Nath et al. 2020).

El gen IDH? esta involucrado en la via de la glucélisis en
el ciclo del acido tricarboxilico; en vertebrados marinos como
la corvina amarilla (Larimichthys crocea Richardson, 1846)
se ha descrito una expresion al alza de IDH2 en condiciones
hipéxicas relacionada con la necesidad energética de los
tejidos y como mecanismo de aceleracion en el intercambio
de gases y la circulacion sanguinea, manteniendo el equilibrio
celular durante la hipoxia (Mu et al. 2020). Por lo que es
probable que en la etapa juvenil de C. caretta la tolerancia y
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adaptacion a la hipoxia durante las inmersiones que realizan,
opere mediante mecanismos y rutas diferentes a los que se
emplean en la etapa adulta, relacionandose principalmente
con el metabolismo de los carbohidratos.

Lamayoria de los genes que estan asociados con respuesta
inmunolégica presentan un nivel de expresién mayor
en los adultos de C. caretta. Si bien no se han realizado
estudios especificos de la relacion de estos genes con la
respuesta inmune en tortugas marinas, se conoce que la
respuesta inmunoldgica en los vertebrados sufre una serie
de cambios a lo largo del ciclo de vida del organismo, en
donde regularmente ocurre una inmunosenescencia, con la
disminucién de la respuesta inmune a medida que el individuo
envejece (Zimmerman et al. 2013). Sin embargo, en cuanto el
sistema inmunitario humoral se refiere, en algunas taxa como
los mamiferos, la produccién de anticuerpos poli reactivos
aumenta con la edad (Frasca et al. 2008); méas especificamente
en los reptiles, el aumento de los anticuerpos no especificos en
forma de anticuerpos naturales (NAb), muestra una relacion
positiva entre la inmunidad y la edad dada su respuesta lenta
y robusta a los anticuerpos en comparacion con otras clases de
vertebrados (Ujvari & Madsen 2011). Lo anterior, concuerda
con el tipo de respuesta inmune que la anotacién funcional
determind para al menos tres de los genes sobre expresados
en los adultos dentro de esta categoria, en donde los genes
FAU, H2AJ y HAIF, se relacionaron con términos GO que
indicaron funciones y procesos biolégicos involucrados con
la respuesta inmune humoral antimicrobiana y antibacteriana.
En el caso del gen FAU [log? (FC)= 4,09 (P = 3,95x10%)
(Adulto-Juvenil)], se ha descrito que en vertebrados como
R. norvegicus, participa en la respuesta inmunitaria humoral
antimicrobiana mediada por péptidos antimicrobianos y en
la respuesta de defensa frente a otros organismos (Yu et al.
2014). De manera similar se ha reportado que las variantes
pertenecientes a la superfamilia de histonas H2A, como
H2AJ [log, (FC)= 1,80 (P = 2,25x10%) (Adulto-Juvenil)], en
los vertebrados estén involucradas en la respuesta inmune
humoral, al actuar como péptidos antimicrobianos (Li et al.
2007). Para el caso de HAIF (antigeno de histocompatibilidad
clase I de tipo cadena alfa F10) [HAIF v. 1 log, (FC)=1,73
(P =9,96x10°)] [HAIF v. 5 log, (FC)= 3,55 (P = 9,32x10°
1) (Adulto-Juvenil)], la informacién disponible es reducida,
dado que sus funciones atin no han sido ampliamente
estudiadas. Sin embargo, se conoce que la mayoria de los
genes del complejo principal de histocompatibilidad (MHC),
codifican productos que desempefian diversos roles dentro
de la respuesta inmune (Guillemot et al. 1988), en donde los
MHC de la clase I y II se caracterizan por ser vitales en la
presentacion de los péptidos propios o extrafios a las células
T (Shiina et al. 2004). Ademas, se ha reportado que los
MHC de la clase I en algunos vertebrados como el salmén
del Atlantico (Salmo salar Linnaeus, 1758) presentan una
actividad asociada a la resistencia a patégenos bacterianos
y virales (Lukacs et al. 2007). Por otra parte, a pesar de que
genes como CCL17 [log, (FC)= 1,44 (P = 0,0005) (Adulto-
Juvenil)] no presentaron términos GO relacionados con la
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respuesta inmune humoral en la anotacion funcional del
presente estudio, investigaciones previas en ratones (Mus
musculus Linnaeus, 1758) han vinculado la actividad de este
gen con la respuesta inmune humoral, en donde la deficiencia
de CCL17 produce una respuesta humoral reducida (Stutte
et al. 2010) siendo un gen de gran importancia en este tipo
de respuesta inmune. De la misma manera el gen CR1 [log,
(FC)= 1,99 (P = 6,10x107) (Adulto-Juvenil)], también
expresado al alza en las tortugas adultas, se encuentra asociado
a funciones respectivas a la respuesta inmune humoral. En
estudios realizados en M. musculus, se ha observado que este
tipo de respuesta se ve mejorada por la accion de la expresion
del gen CRI a través de la modulacién de la activacion del
complemento en varios niveles, desempefiando multiples
funciones en las células inmunitarias (Pappworth et al. 2012).
Teniendo en cuenta que la mayoria de los genes anotados
con funciones de respuesta inmunolégica presentan niveles
altos de expresion en etapas adultas de C. caretta, y estan
especificamente caracterizados como genes involucrados
en la respuesta inmune humoral, es probable que exista una
relacion positiva de la edad y los procesos de envejecimiento
con el aumento de la respuesta inmune humoral, tal y como se
ha reportado para otras especies de tortugas terrestres como
la tortuga gigante de Pinta (Chelonoidis abingdonii Giinther,
1877), en las que la respuesta inmune es un proceso clave
durante la evolucion de la especie a través de los efectos de
lalongevidad (Zimmerman et al. 2013, Quesada et al. 2019).

Por otra parte, y dentro del marco de las diferencias en
la respuesta inmunolégica a través de las dos etapas de
vida de C. caretta estudiadas, se encontraron genes con
funciones asociadas a la respuesta a xenobioticos. Los
juveniles estudiados mostraron una mayor expresion de
genes anotados con este tipo de funciones en comparacion
con los adultos, probablemente asociado a una disminucién
de la capacidad para desintoxicar y transportar sustancias
quimicas fuera del cuerpo a medida que el organismo
envejece, como se ha demostrado en estudios realizados en
higados de R. norvegicus, que demostraron la existencia de
diferencias en el metabolismo de los xenobidticos entre las
etapas de vida (Lee et al. 2008). Dentro de esta categoria el
gen CD69 [log, FC= -1,21 (P = 0,0031) (Adulto-Juvenil)]
que se conoce ejerce un rol en procesos proinflamatorios,
la mediacién de las células inmunitarias, la exportacién de
los timocitos maduros y como marcador de activacion de las
células T (Marzio et al. 1999, Sancho et al. 2005), present6
una expresion significativamente menor en los adultos,
lo cual podria explicarse con la evidencia disponible en
investigaciones en otros vertebrados como H. sapiens y M.
musculus, en donde los procesos inflamatorios sufren una
desregulacién asociada al envejecimiento, con cambios en
casi todos los tipos de células del sistema inmunitario, en
donde la funcionalidad y el desarrollo de las células T en el
timo disminuye a consecuencia de la inmunosenescencia,
considerandose su disminucién como un reloj inmunoldgico
del envejecimiento (Steinmann 1986, Wu & Meydani 2008).
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Asimismo, el gen CMBL [log, FC= -2,25 (P = 0,0269)
(Adulto-Juvenil)], asociado a la codificacion del homélogo de
la carboximetilenbutenolidasa, conocido como un catalizador
de reacciones quimicas del tolueno y clorobenceno, y por
estar involucrado con la respuesta al dafio y reparacién
del ADN (Schmidt & Knackmuss 1980, Niu et al. 2012)
presenté una sobreexpresion en los juveniles de C. caretta.
Esta sobreexpresién, podria indicar una respuesta general
a compuestos quimicos probablemente presentes en su
ambiente o dieta, dado que estudios previos han detectado
compuestos como el hexaclorobenceno en 6rganos de tortugas
verdes (Chelonia mydas Linnaeus, 1758) y tortugas golfinas
(Lepidochelys olivacea Eschscholtz, 1829) (Gardner et al.
2003), lo que sugiere que podrian estar expuestos a este tipo de
contaminantes, en donde la expresiéon de CMBL podria estar
representando una posible via de desintoxicacién a este tipo
de compuestos en C. caretta en su etapa juvenil. De manera
similar la sobreexpresion del gen ETHE1 [log, FC=-2,23 (P =
0,0303) (Adulto-Juvenil)] en los juveniles, podria relacionarse
a procesos de detoxificacion de contaminantes, debido a que
tiene una funcién importante en la degradacion del sulfuro de
hidrégeno (H,S) (Grings et al. 2020) a través de su oxidacion
utilizando sulfuro quinona oxidorreductasa (SQR) segtin lo
mostrado por la anotacién funcional del presente estudio. La
ruta metabolica a la que la que se debe la sobreexpresién del
gen en los juveniles posiblemente corresponda a aquella en
la que dos enzimas de SQR se unen al H,S reduciendo un
disulfuro de cisteina, formando un grupo persulfuro, el cual
se transfiere a un sulfuro soluble como la tiorredoxina (Trx)
(Olson et al. 2012), en donde la Trx puede estar cumpliendo
un papel en la respuesta antioxidante relacionada con una
respuesta xenobiética inducida por el benceno como se ha
reportado en M. musculus (Li et al. 2006). Esta expresién
significativamente mayor de algunos genes asociados a la
respuesta a xenobidticos en los juveniles en comparacion
con los adultos puede deberse a que la expresién de muchas
enzimas de biotransformacién se ven influenciadas por la
edad del organismo, dado que, en algunos invertebrados
como artemias (Artemia salina Linnaeus, 1758), mamiferos
como cobayas (Cavia porcellus Linnaeus, 1758), ratones
(M. musculus), ratas (R. norvegicus), conejos (Oryctolagus
cuniculus Linnaeus, 1758) y aves como gallos (Gallus
gallus domesticus Linnaeus, 1758) se observan diferencias
dependientes de la edad o de la etapa de crecimiento en
relacién con la expresion de genes con este tipo de funciones
(Gregus et al. 1985, Coulet et al. 1996, Papadopoulos et
al. 2004). Ademads, se ha reportado que en tortugas carey
(Eretmochelys imbricata Linnaeus, 1766) hay una mayor
expresion de genes asociados a enzimas biotransformadoras
en etapas mas tempranas del ciclo de vida en comparacion con
lo evidenciado en ejemplares adultos (Richardson et al. 2009).

La capacidad de buceo superior de los adultos de C.
caretta se evidencia en el mayor nivel de expresién de genes
relacionados con la hipoxia, especificamente de los genes
CA3, NKX3-1 y ARNTL2, cumpliendo un papel fundamental
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en las rutas metabédlicas relacionadas con la respuesta
adaptativa a esta condicion. Asimismo, los mecanismos
mediante los que se genera la tolerancia a los bajos niveles
de oxigeno durante las inmersiones parecen variar entre
estadios, en donde la tolerancia a la anoxia en los juveniles
estaria principalmente mediada por la expresién de genes
relacionados con el metabolismo de carbohidratos.

Se propone una relacién importante entre la expresion
de los genes CA3 y IGFIR con la longevidad de la especie
por su sobreexpresion en el estadio adulto, ademés de la
funcion en la proteccion al estrés oxidativo conocida de CA3
y la de IGF1R en los reptiles asociada con la longevidad y
supervivencia celular.

La respuesta inmunol6gica humoral mostr6 un aumento en
su actividad en relacién con la edad de C. caretta, presentando
niveles de expresion mayores en tortugas adultas. Por el
contrario, la respuesta a xenobi6ticos parece ser menor en las
etapas adultas de C. caretta, probablemente relacionado con
procesos de inmunosenescencia, generando una disminucién
en la capacidad de desintoxicacién de sustancias.

Este estudio proporciona una primera aproximacién
detallada de como la etapa de vida de Caretta caretta tiene una
influencia en la expresion génica, especialmente en relacion
con la tolerancia a la hipoxia y la respuesta inmune. La
identificacion de genes clave y rutas metabolicas involucradas
en estas respuestas no solo amplia el conocimiento sobre la
biologia y ecologia de esta especie en peligro, con posibles
aplicaciones practicas en su conservacién. Estos hallazgos
sirven como base de futuras investigaciones que exploren
intervenciones ambientales o a nivel génico para mitigar
los efectos de las amenazas que enfrenta C. caretta en la
actualidad.
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