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RESUMEN 

 

Desde la Revolución Industrial, las actividades antropogénicas han aumentado drásticamente 

la concentración de CO2 atmosférico en nuestro planeta. Una parte significativa de este CO2 

se disuelve en los océanos, lo que provoca la acidificación del agua de mar al reducir el pH 

y la disponibilidad de iones carbonatos (CO3
2-). Esta acidificación afecta negativamente a 

organismos marinos que dependen de carbonato de calcio (CaCO3) para formar estructuras 

mineralizadas, como la concha en especies de moluscos, causando problemas en su 

fabricación y propiedades físicas. Estudios transcriptómicos han proporcionado información 

valiosa sobre la respuesta molecular de los moluscos a la acidificación oceánica; sin embargo, 

el papel de la regulación epigenética, como la metilación del ADN y del ARN, en la respuesta 

de los moluscos a la acidificación del océano ha sido poco explorada. Aunque se ha mostrado 

que metilaciones en el ADN tienen un rol en la adaptación de especies de moluscos a la 

acidificación de los océanos, no se tiene conocimiento si las metilaciones en el ARN tendrían 

un rol similar. Por lo tanto, esta falta de comprensión subraya la necesidad de investigaciones 

adicionales para abordar la compleja red regulatoria involucrada en el proceso de formación 

de la concha en moluscos y su respuesta a condiciones ambientales cambiantes. En esta tesis, 

determinamos el efecto de la disminución del pH del agua de mar en la expresión génica y 

su regulación mediante la modificación química N6-metiladenosina (m6A) presente en el 

ARN asociado a la formación de concha embrionaria y larval del molusco, conocido como 

Crassostrea gigas. Mediante secuenciación directa del ARN y análisis de datos de ARN-Seq, 

se identificaron metilaciones m6A del ARN y se estableció un catálogo de diferentes 

modificaciones m6A presentes en transcritos expresados en las etapas embrionarias y larvales 

de C. gigas. Además, se identificaron transcritos expresados diferencialmente producto del 

efecto del agua de mar acidificada en estas etapas del desarrollo. Nuestros resultados 

describen un catálogo epitranscriptómico m6A altamente dinamicó proporcionando un 

vistazo a los procesos biológicos y funciones moleculares que se ven alterados producto de 

la acidificación del agua de mar, junto a su implicancia en la formación de la concha en C. 

gigas. Enmarcando a la modificación química del ARN m6A como un nuevo nivel de 

complejidad en la red de regulación de la biomineralización. 
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ABSTRACT 

 

Since the Industrial Revolution, anthropogenic activities have dramatically increased the 

concentration of atmospheric CO2 on our planet. A significant portion of this CO2 dissolves 

in the oceans, causing seawater acidification by reducing the pH and the availability of 

carbonate ions (CO3
2-). This acidification negatively affects marine organisms that depend 

on calcium carbonate (CaCO3) to form mineralized structures, such as the shell of molluscan 

species, causing problems in their manufacturing and physical properties. Transcriptomic 

studies have provided valuable information on the molecular response of mollusks to ocean 

acidification; however, the role of epigenetic regulation, such as DNA and RNA methylation, 

in the response of mollusks to ocean acidification has been poorly explored. Although it has 

been shown that DNA methylation plays a role in the adaptation of mollusk species to ocean 

acidification, it is unknown whether RNA methylation (epitranscriptomic) has a similar role. 

Therefore, this lack of understanding highlights the need for additional research to address 

the complex regulatory network involved in the process of shell formation in mollusks and 

their response to changing environmental conditions. In this thesis, we determine the effect 

of decreasing the pH of seawater on gene expression and its regulation through the chemical 

modification N6-methyladenosine (m6A) present in RNA associated with the formation of 

the embryonic and larval shell of the mollusk, known as the Pacific oyster (Crassostrea 

gigas). Through direct RNA sequencing (Oxford Nanopore) and RNA-Seq data analysis 

(Illumina), m6A methylations of RNA were identified and a catalog of different 

epitranscriptional modifications present in transcripts expressed in the embryonic and larval 

stages of C. gigas, stages of development where the embryonic and larval shell are built. In 

addition, differentially expressed transcripts were identified as a result of the effect of 

acidified seawater at these developmental stages. Our results describe a highly dynamic m6A 

epitranscriptome catalog, providing insight into the biological processes and molecular 

functions that are altered as a result of seawater acidification, along with its implication for 

shell formation in C. gigas. This frames the chemical modification of m6A RNA as a new 

level of complexity in the regulatory network of biomineralization. 
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INTRODUCCIÓN 

 

El proceso de biomineralización y formación de concha durante la ontogenia de los 

moluscos 

La biomineralización corresponde al proceso mediante el cual los organismos vivos 

son capaces de generar estructuras esqueléticas mineralizadas (Lowenstam, 1981, Marin et 

al., 2014). En los océanos, iones y compuestos inorgánicos presentes en el medio ambiente, 

como el carbonato de calcio (CaCO3), son selectivamente empleados mediante una serie de 

procesos celulares que dan a lugar distintas estructuras mineralizadas (Marin et al., 2012). La 

fabricación de estas estructuras mineralizadas está extendida ampliamente en los animales 

marinos, con un origen que se remonta al periodo conocido como el Ediacárico/Cámbrico 

hace ±545 millones de años atrás (Marshall, 2006). En los ecosistemas modernos, las 

estructuras mineralizadas que fabrican los animales marinos son ampliamente diversas, en 

términos de morfología, ecología, función, y mineralogía (Marin et al., 2012). Entre los 

grupos de animales que tiene la capacidad de construir estructuras mineralizadas, los 

moluscos han sido ampliamente utilizados para entender el proceso de biomineralización 

(Jackson et al., 2016).  

Los moluscos son el segundo grupo de animales con más especies en el planeta 

Tierra, representados por alrededor de 200,000 especies distribuidas en diversos nichos 

ecológicos, incluyendo sistemas de agua dulce, marinos, y terrestres (Ponder & Lindberg, 

2008). El gran éxito evolutivo y ecológico de los moluscos es atribuido en parte gracias a la 

capacidad de fabricar la estructura mineralizada conocida como la concha (Marin et al., 2012; 

Kocot, et al., 2016; Ivanina et al., 2017). La concha de los moluscos es responsable de 

diversas funciones desde soporte estructural, protección, defensa, e incluso contribuir a la 

homeostasis fisiológica del animal (Kocot et al., 2016; Ivanina et al., 2017). Existen 

diferentes tipos de conchas durante la ontogenia de los moluscos; sin embargo, todas son 

originadas desde un mismo origen embrionario. Este origen conservado entre moluscos 

radica en la interacción entre el ectodermo dorsal y el mesodermo durante la gastrulación 

(Figura 1A). En esta etapa del desarrollo, las células de la punta del arquénteron hacen 

contacto con células del ectodermo dorsal, lo que llevará a estas células a adoptar su destino 
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formador de estructuras mineralizadas (Figura 1B). Este ectodermo dorsal se engrosará y 

formará la placa de la cocha, luego las células ectodermales se invaginarán formando la 

glándula de la concha; finalmente la evaginación de este tejido llevará a la formación del 

campo de la concha (Marin, et al., 2012; Jackson et al., 2016). La glándula de la concha es el 

tejido responsable de la fabricación de la concha en etapas embrionarias; es decir, larva 

trocófora y larva-D. Durante su ontogenia, posteriormente la glándula de la concha se 

diferenciará en el tejido conocido como el manto, el cual es responsable de la construcción 

de la concha en las etapas de juvenil y adultez (Kocot, et al., 2016). 

 

 

Figura 1. Representantes de diversos clados de moluscos y su proceso de inicio de la formación de concha 

desde una interacción conservada entre el ectodermo dorsal y el mesodermo. Esta interacción ocurre durante la 

gastrulación (A), donde las células en la punta del arquénteron (en rojo) hacen contacto con células del 

ectodermo dorsal (en gris) (B). Desde este evento ontogénico, emergen una diversidad de morfologías de 

estructuras responsables de formación estructura mineralizada en moluscos adultos. Extraído desde Jackson et 

al., 2016. 
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Composición mineralógica y componentes orgánicos que formar parte de la concha en 

los moluscos 

La fabricación de la concha en moluscos involucra un consumo selectivo de iones 

precursores de calcio (Ca2+) y de bicarbonato (HCO3
-) provenientes del agua de mar, los 

cuales son capturados por los tejidos responsables de la formación de concha durante la 

ontogenia de los moluscos, para ser empleados como bloques de construcción para la 

fabricación de la concha (Marin et al., 2012). En el caso del bicarbonato, este ion también 

puede ser obtenido mediante la hidratación del CO2 captado del medio. Los iones bicarbonato 

(HCO3
-) y calcio (Ca2+) reaccionan para formar el carbonato de calcio (CaCO3), el cual está 

de forma acuosa en las etapas larvales de los moluscos, para luego ser diferenciado en los 

polimorfos conocidos como aragonita o calcita (Marin et al., 2012; Gazeau et al., 2013; 

Gattuso et al., 2015). Para llevar a cabo este proceso, la glándula de la concha se encarga de 

cristalizar el carbonato de calcio generando cristales amorfos y posteriormente estructuras 

cristalinas ordenadas de aragonita o calcita (Yokoo 2011; Bots et al., 2012; Suzuki & 

Nagasawa., 2013). Para formar la aragonita o calcita, se requiere un paso de nucleación del 

cristal de CaCO3, donde se forma previamente un polimorfo amorfo altamente inestable (Bots 

et al., 2012). Durante la nucleación, se ha reportado que los polimorfos amorfos de calcio se 

pueden estabilizar regulando el pH del medio y/o confinando las partículas dentro de 

vesículas lipídicas (Tester et al., 2012; Du & Amstad, 2019).  

En el caso de individuos juveniles y adultos, la concha está formada por distintos 

tipos de polimorfos de CaCO3, tales como aragonita, calcita, o vaterita (Suzuki et al., 2013; 

Gilbert et al., 2022; Huang & Zhang, 2022). Estos polimorfos de CaCO3 interactúan 

íntimamente con diversos componentes orgánicos, incluyendo proteínas, polisacáridos, y 

lípidos, formando la matriz orgánica de la concha (Marin et al., 2012; Kocot, Aguilera, et al., 

2016; McDougall & Degnan 2018; Zhao et al., 2018). Dentro de los componentes orgánicos 

de la concha a lo largo de la ontogenia de los moluscos, las proteínas de la matriz de la concha 

(o shell matrix proteins - SMP - por sus siglas en Inglés) son las más importantes porque 

participan en diferentes procesos relacionados con la formación de la concha, incluyendo la 

nucleación, polimorfismo, calcificación, crecimiento, y orientación de los cristales de CaCO3 

depositados en la concha (Zhang & Zhang 2006; Marin et al., 2012; Marin et al., 2020), pero 
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también en conferir las propiedades morfológicas y mecánicas de las conchas, tales como la 

resistencia, ornamentación, y pigmentación (Jackson, et al. 2006; Jackson et al., 2007; Marin 

et al., 2012; Aguilera et al., 2014). 

Estas proteínas, en las etapas embrionaria/larval, son secretadas por la glándula de 

la concha, mientras que en las etapas juvenil/adulto por el tejido denominado como el manto 

(Marin et al., 2012; Marin et al., 2020; Rivera-Perez & Hernández-Saavedra, 2021). Por lo 

tanto, la formación de la concha en moluscos es un proceso genéticamente controlado con 

una organización jerárquica que involucra la coordinada deposición de cristales de CaCO3 y 

la participación de proteínas de la matriz o SMPs (Song et al., 2019; Marin F., 2020). 

Recientemente, se han publicado varios estudios sobre historias evolutivas de las SMPs con 

el fin de entender las bases genético-moleculares de la formación de la concha en moluscos 

(Arivalagan et al., 2017; Aguilera et al., 2014; Aguilera et al., 2017). Sin embargo, en estos 

estudios se han enfocado en la formación de la concha adulta (teleoconcha), ignorando casi 

por completo cómo ocurre el proceso de formación de la concha embrionaria (prodisoconcha 

I) y larval (prodisoconcha II) (Wanninger & Wollesen, 2015). De hecho, actualmente se 

posee un conocimiento muy limitado de los mecanismos moleculares y repertorios proteicos 

que podrían estar participando en la formación de la concha embrionaria y larval (Jackson 

et al., 2007; Zhao et al., 2018; Batzel et al., 2022). 

 

Acidificación de los océanos y su efecto en formación de la concha en moluscos 

Los océanos desempeñan un papel fundamental en la regulación del clima al 

secuestrar y almacenar aproximadamente el 25% del dióxido de carbono (CO2) 

antropogénico (Haines. 2003; Gattuso et al., 2015; Barclay et al. 2020; Gruber et al., 2023). 

Desde el comienzo de la Revolución Industrial alrededor de 1750, la producción de CO2 

debido a actividades humanas ha sido de aproximadamente 2.5 billones de toneladas métricas 

(Jiang et al., 2023; Gruber et al., 2023), lo que ha resultado en un aumento del CO2 

atmosférico en casi un 50% (Jiang et al., 2023). Esta gran afluencia de CO2 está alterando la 

química de los océanos. Por ejemplo, una vez que el CO2 es absorbido por el agua de mar, 

una parte reacciona con el agua (H2O) para formar ácido carbónico (H2CO3), que luego se 

disocia y libera iones de hidrógeno (H+). Los iones hidrógeno adicionales se asocian con 
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iones carbonato (CO3
2-) para aumentar la concentración de iones bicarbonato (HCO3

-). El 

resultado neto de estas sucesivas reacciones químicas es que los océanos medianamente 

alcalinos se vuelven más ácidos, disminuyendo el pH del agua de mar y la disponibilidad de 

los iones carbonato (CO3
2-) presentes en el agua de mar (Figura 2) (Orr, et al. 2005; Barker 

& Ridgwell, 2012; Gattuso et al., 2015; Barclay et al. 2020). Este proceso se conoce como 

acidificación de los océanos.  

 

 

Figura 2.  Relación entre el pH y la química del carbonato en el océano. Figura modificada desde Barker & 

Ridgwell, 2012.  

 

La acidificación de los océanos genera efectos nocivos para diversas especies 

marinas (Gattuso et al., 2015), viéndose especialmente afectadas aquellas que fabrican 

estructuras mineralizadas basadas en CaCO3, y que utilizan iones carbonato (CO3
2-) presentes 

en el agua de mar, como componente básico para la construcción de estas estructuras (Barclay 

et al., 2020, Strader et al., 2022). Dentro de los animales marinos con la capacidad de fabricar 

caparazones y estructuras esqueléticas basadas en CaCO3, los moluscos son unos de los más 

afectados por la alteración de la química del agua de mar producto de la acidificación de los 

océanos (Orr, et al., 2005, Barros, et al., 2013; Gazeau et al., 2013; Gattuso et al., 2015). De 
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hecho, se ha reportado que los efectos de la acidificación del agua de mar son variados a lo 

largo de la ontogenia de una especie e incluso entre los diferentes grupos taxonómicos que 

comprenden a los moluscos (Gazeau et al., 2013). Por ejemplo, se ha reportado un efecto 

altamente negativo en los moluscos gasterópodos y bivalvos porque la disminución del pH 

del agua de mar incrementa los costos energéticos asociados a procesos fisiológicos, tales 

como la regulación ácido-base a nivel intracelular y la calcificación de la concha debido a 

que los cristales amorfos de calcio se solubilizan rápidamente en el agua de mar (Sulpis et al., 

2018; Figuerola et al., 2021). Por lo tanto, en estos grupos de moluscos se ve afectado 

negativamente la sobrevivencia, crecimiento, y descendencia de estas especies (Gazeau et 

al., 2013; Kroeker et al., 2014; Gattuso et al., 2015; Tan and Zheng, 2020; Auzoux-

Bordenave et al. 2020).  

 

Componentes moleculares involucrados en la formación de concha en moluscos y 

acidificación de los océanos 

En moluscos, la formación de concha es un proceso complejo a nivel molecular, con 

notables diferencias entre especies, e incluso entre individuos de una misma especie (Jackson 

et al., 2010; McDougall et al., 2013; Aguilera, et al., 2014, 2017). Estudios recientes que han 

caracterizado las proteínas de la matriz de la concha (SMP) presentes en la concha larval 

(prodisoconcha II) y/o concha adulta (teleoconcha) en diferentes especies de moluscos 

revelan que existe una gran diversidad de SMPs que constituyen el repertorio proteico-

molecular de las conchas (Arivalagan, et al., 2017; Zhao, et al., 2018; Marin et al., 2007, 

2020). Esto lleva a concluir que no es posible identificar una caja de herramientas proteicas 

básicas (o “toolkit") utilizada por los moluscos para la fabricación de sus conchas. No 

obstante, existen similitudes, en términos de dominios funcionales presentes en las SMP, que 

arrojan luces sobre los componentes esenciales para la formación de la concha en moluscos 

(Figura 3) (Marín, 2020).  
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Figura 3. Los dominios funcionales comúnmente encontrados en proteínas de la matriz (SMPs) de la concha 

de moluscos. Los dominios están agrupados y listados de acuerdo con sus funciones moleculares o rasgos donde 

la función es incierta. Algunos dominios pueden pertenecer a diferentes categorías. Los círculos más externos 

corresponden al rol principal a nivel celular/fisiológico en el proceso de biomineralización. Figura extraída 

desde Marin, 2020. 

 

En este contexto y basado en la Figura 3, las SMPs se pueden clasificar, de acuerdo 

con su función, en: i) proteínas de matrices extracelulares; ii) enzimas; iii) proteínas que 

interactúan con polisacáridos; iv) proteínas que unen cationes divalentes; v) proteínas 

relacionadas con sistema inmune y mecanismos de protección; vi) proteínas citoplasmáticas 

y nucleares; y vii) proteínas con dominios de baja complejidad o repetitivos de baja 

complejidad (Marin 2020).  

Estudios transcriptómicos han proporcionado una imagen más detallada de los 

eventos moleculares que sustenten la respuesta fisiológica de los animales marinos a la 

acidificación de los océanos (Strader et al., 2020). Por ejemplo, en la Ostra del Pacífico 

(Crassostrea gigas) se ha visto que individuos adultos expuestos a un pH de 7.6 por un 

periodo de 20 días desencadena la regulación de procesos celulares y biológicos, pero 

suprime de forma destacada algunos procesos metabólicos y actividades enzimáticas 
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(Zúñiga-Soto et al., 2023). Estos resultados son congruentes con estudios previos en larvas 

de la misma especie a las 14-16 horas (estado embrionario de la larva trocófora que fabrica 

la prodisoconcha I) expuestas a niveles similares de pH (De Wit et al., 2018). Por otra parte, 

se ha reportado que genes relacionados con el sistema inmune se suprimen por efecto de un 

pH bajo en larvas de C. gigas y células inmunes (Wang et al., 2016; Dineshram et al., 2021; 

Wang et al., 2020), pero en la misma especie, las células del manto, tejido que fabrica la 

concha adulta (teleoconcha), muestran una sobre-expresión de genes relacionados con 

inmunidad (Zúñiga-Soto et al., 2023); similarmente a lo que se ha observado en otras 

especies de ostras (Goncalves et al., 2016; Goncalves et al., 2017). Asimismo, genes 

asociados a procesos metabólicos se regulan a la baja en individuos adultos y larvas de C. 

gigas (Liu et al., 2020; Zúñiga-Soto et al., 2023), pero no ocurre lo mismo en individuos 

adultos de C. virginica (Downey-Wall et al., 2020), una especie congenérica a C. gigas. En 

resumen, estos estudios demuestran que los moluscos varían dramáticamente en sus 

respuestas transcriptómicas a un pH bajo, aunque a menudo se observan patrones comunes, 

incluidos cambios en la regulación de iones ácido-base, procesos metabólicos, calcificación, 

y mecanismos de respuesta al estrés. Además, se observa que incluso diferentes respuestas 

transcriptómicas ocurren entre especies estrechamente relacionadas e incluso entre diferentes 

etapas de la historia de vida de una misma especie. 

 

Modificaciones químicas de los ácidos nucleicos (ADN y ARN), acidificación de los 

océanos, y formación de la concha en moluscos  

Estudios recientes han demostrado que la plasticidad fenotípica proporciona a un 

organismo la flexibilidad para ajustar su fenotipo y sobrellevar condiciones ambientales 

desfavorables, como por ejemplo el cambio climático (Ryu et al., 2018; Lee et al., 2022). 

Interesantemente, tal plasticidad no se debe a cambios en la secuencia de ácidos nucleicos 

gatillada por el ambiente, sino más bien se explica por modificaciones epigenéticas que sufre 

el ADN (Gilbert, 2005; Feil & Fraga, 2012). Por ejemplo, en la especie Crassostrea gigas se 

ha observado que en el tejido gonadal de ostras mantenidas en condición de acidificación 

ocurren metilaciones del ADN en genes asociados a respuesta al estrés y metabolismo 

(Venkataraman et al., 2022), mientras que en la especie Crassostrea virginica no se observan 
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perfiles de metilación diferencial asociados a algún gen en particular en el mismo tipo de 

tejido (Venkataraman et al., 2020). En otra especie de ostra congenérica (C. hongkongensis), 

sus larvas tienen un perfil diverso de expresión génica asociada a la metilación del ADN, 

siendo genes asociados a transducción de señales, sistema endocrino, y respuestas 

metabólicas y endocíticas los que presentaron mayores patrones de metilación (Dang et al., 

2022). Sin embargo, en otro estudio en larvas de la misma especie se encontró que existe una 

metilación diferencial de genes relacionados con el citoesqueleto, transducción de señales, 

estrés oxidativo, y procesos metabólicos (Lim et al., 2021). Por el contrario, en el tejido 

manto de individuos adultos de la misma especie (C. hongkongensis), a pesar de ocurrir 

cambios de metilación del ADN, estos no controlan directamente la expresión génica (Rajan 

et al., 2021). Sin embargo, al igual que las respuestas transcriptómicas, las metilaciones del 

ADN, o cambios epigenéticos, son variables entre especies o tejidos, e incluso en diferentes 

etapas de la ontogenia de una misma especie (Venkataraman et al., 2020; Rajan et al., 2021; 

Venkataraman et al., 2022; Dang et al., 2022). 

Recientemente, se ha descubierto que los transcritos (ARN) también sufren 

modificaciones químicas, afectando la regulación de la expresión génica (Arcidiacono et al., 

2020; Konno et al., 2021). Hoy en día, se han reportado más de 100 modificaciones químicas 

tanto en ARN codificantes como no codificantes (Arcidiacono et al., 2020; Konno et al., 

2021). Dentro de estas modificaciones, se ha determinado que la pseudouridina (Ψ), 5-

metilcitidina (m5C), y N6-metiladenosina (m6A), participan en la regulación de la expresión 

génica en diversos procesos fisiológicos y fisiopatológicos, siendo esta última modificación 

química del ARN la más abundante (Bayoumi & Munir, 2021, Murakami & Jaffrey., 2022, 

Song, 2024, Cun et al., 2024). Esta característica, ha impulsado el interés sobre el estudio del 

rol de la metilación m6A, los cuales han señalado la preferencia general de la metilación m6A 

sobre motivos DRACH (D = A/G/U, R = A/G, H = A/C/U). (Bayoumi & Munir, 2021, 

Campos et al., 2022, Rückle et al., 2022, Cun et al., 2024). Además, se ha observado como 

en mamíferos y en virus podría existir sesgos de metilación incluso sobre algunas secuencias 

DRACH en específico, el cual puede cambiar dependiendo del organismo y del tipo celular 

estudiado (Bayoumi & Munir, 2021, Campos et al., 2022, Rückle et al., 2022, Cun et al., 

2024). Sin embargo, no existe información de si estas preferencias pueden alterarse producto 

de algún estresor ambiental, como lo podría ser el desarrollo en agua de mar acidificada.  
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Figura 4. Resumen de las principales modificaciones epitranscriptómicas. Las modificaciones 

epitranscriptómicas más abundantes y bien estudiadas incluyen la N1-metiladenosina (m1A), pseudouridina (ψ), 

inosina (I), N6-metiladenosina (m6A), y 5-metilcitosina (m5C). Las modificaciones m1A, m6A, y m5C implican 

la adición de un grupo metilo, mientras que la I y ψ son modificaciones de intercambio de bases. Estas 

modificaciones están controladas por un conjunto de escritores (marcadores), borradores (tijeras), y lectores 

(lupa) que determinan el destino de los ARN mensajeros (ARNm) modificados regulando varios pasos del 

procesamiento del ARNm, como el empalme, la exportación, la localización, la estabilidad, la traducción, la 

degradación, y la recodificación de proteínas. Figura extraida de Chokkalla,et al., 2021.  

El estudio sobre las modificaciones químicas del ARN (epitranscriptómica), han 

conllevado a determinar el alcance del rol de la metilación m6A, señalándose roles cruciales 

en la regulación de la expresión de genes, capaces de modificar el uso de intrones/exones, 

alternando el uso de transcritos hacia isoformas puntuales y regulando la traducibilidad de 

los transcritos en diversos procesos fisiológicos y fisiopatológicos (Vandivier & Gregory, 

2018; Kumar & Mohapatra, 2021; Tang et al., 2021; Bayoumi & Munir, 2021; Murakami & 

Jaffrey; 2022; Rückle et al., 2022; Wilinski et al., 2023; Guca et al., 2024; Song, 2024). 

Además de desempeñar roles importantes en el desarrollo, reproducción, y destino celular 

(Punzi et al., 2018; Arcidiacono et al., 2020; Dieterich et al., 2021; Konno et al., 2021).  

No obstante, estos estudios epitranscriptomicos han sido principalmente realizados 

en especies de vertebrados, plantas y algunos virus (Vandivier & Gregory, 2018; Kumar & 
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Mohapatra, 2021; Tang et al., 2021; Bayoumi & Munir, 2021; Campos et al., 2022, Rückle 

et al., 2022; Ma et al., 2022; Ramakrishnan et al., 2022; Wagner & Schosserer, 2022; Xin 

et al., 2022; Shen et al., 2023; Guca et al., 2024; Cun et al., 2024). Por ejemplo, en 

Drosophila melanogaster se ha descrito la relevancia de las metilaciones m6A en procesos 

del desarrollo como la diferenciación sexual mediante la inactivación del cromosoma X 

(Lence et al., 2016) y en el correcto funcionamiento neuronal (Lence et al., 2016). Además, 

estudios realizados en Danio rerio describen cómo las dinámicas de m6A en el desarrollo 

temprano están involucradas en la regulación de la transición materno-cigótico, bloqueando 

la activación del genoma cigótico y retrasando la degradación de los transcritos maternos 

(Zhao et al., 2017). Por otro lado, en plantas se destacan diversos estudios que establecen las 

dinámicas epitranscripcionales como una capa adicional en el entendimiento de procesos del 

desarrollo y la regulación de la respuesta inmune frente al estrés ambiental (Hu & Manduzio, 

2019; Huber et al., 2019; Shoaib & Usman, 2022; Zhou et al., 2022). Sin embargo, en 

especies de invertebrados, estos tipos de estudios son bien escasos. En moluscos, actualmente 

existen dos estudios que se han enfocado en la modificación química m6A (Le Franc et al., 

2020, Le Franc et al., 2022). Ambos estudios han demostrado que los perfiles de metilación 

m6A son dinámicos a lo largo del desarrollo de la especie Crassostrea gigas, con bajos 

niveles de metilación al final de la transición materno-cigoto (Le Franc et al., 2020) y en el 

estadio del desarrollo conocido como mórula (Le Franc et al., 2022). Sin embargo, aún no se 

conoce(n) el(los) rol(es) que estas modificaciones químicas del ARN tienen en la formación 

de concha en moluscos, y cómo el panorama de metilaciones m6A pueden alterarse producto 

de la acidificación del agua de mar. 

 

La Ostra del Pacífico (Crassostrea gigas) como sistema modelo para estudiar la 

formación de la concha y el efecto de la acidificación del agua de mar 

La Ostra del Pacífico, Crassostrea gigas, es una especie de molusco de gran valor 

comercial alrededor del mundo (Aranishi and Okimoto 2004; Zhang, et al. 2016), y Chile no 

es la excepción. En el año 2023, la producción anual de esta especie fue de 16 toneladas 

(SERNAPESCA 2023). Por otra parte, esta especie de molusco es actualmente un sistema 

modelo emergente en investigación científica porque: i) su desarrollo embrionario se 
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encuentra bien caracterizado (Zhang, et al. 2012); ii) durante su ontogenia se producen 

diferentes tipos de concha (embrionaria, larval, y juvenil/adulta) (Wanninger & Wollesen, 

2019); iii) su genoma se encuentra secuenciado y anotado (Peñaloza et al., 2021); y iv) sus 

embriones y larvas son fácilmente manipulables y se pueden mantener en condiciones de 

laboratorio sin mayor necesidad de una gran infraestructura (Rico-Villa, et al. 2006; 

Havenhand and Schlegel 2009). Dadas las características antes mencionadas, y la abundante 

referencia bibliográfica sobre el efecto de la acidificación de los océanos en esta especie, es 

que C. gigas se posiciona como un excelente modelo para estudiar la red reguladora 

involucrada en el proceso de formación de concha en moluscos, y determinar el efecto de la 

disminución del pH del agua de mar en la expresión génica y su regulación mediante 

modificaciones químicas del ARN de transcritos relacionados con la formación de concha 

embrionaria y larval. 
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HIPÓTESIS 

 

Considerando los niveles de aumento de CO2 antropogénico actuales y las 

proyecciones para el año 2100, se predice que la disminución del pH del agua de mar afectará 

no solo el proceso de calcificación, sino también varios otros procesos fisiológicos y del 

desarrollo en una variedad de organismos marinos, incluyendo a los moluscos. No obstante, 

no todas las especies tienen una respuesta similar a la amenaza de la acidificación de los 

océanos. Mientras que algunas especies son susceptibles a la disminución del pH del agua de 

mar, otras pueden montar una respuesta transcriptómica y epigenética (modificaciones del 

ADN) con el fin de aclimatarse o adaptarse al cambio de pH, volviéndose más resilientes.  

Sin embargo, aún no existe evidencia que la disminución del pH del agua de mar 

produzca modificaciones químicas en el ARN y si estas modificaciones están asociadas con 

la expresión de ARN mensajeros involucrados en la fabricación de la concha embrionaria y 

larval en moluscos. Además, no se tiene conocimiento si los moluscos son capaces de 

implementar respuestas epitranscriptómicas que permitan la compensación metabólica o 

adaptación al estrés causado por condiciones de acidificación del agua de mar. En este 

contexto, nos planteamos la siguiente hipótesis para esta tesis: 

La disminución del pH del agua de mar produce variaciones en los niveles de 

metilaciones en el ARN (N6-metiladenosina), alterando la expresión de transcritos e 

isoformas involucradas en la formación de la concha embrionaria y/o larval en la Ostra 

del Pacífico, Crassostrea gigas. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo General 

Evaluar el efecto de la acidificación del agua de mar en la generación de 

modificaciones químicas del tipo N6-metiladenosina en el ARN, las que producen cambios 

en los perfiles de expresión de transcritos e isoformas asociadas a la formación de la concha 

embrionaria y/o larval en la Ostra del Pacífico Crassostrea gigas.  

 

Objetivos Específicos 

1) Evaluar los niveles globales de modificaciones químicas especificas en el ARN 

de embriones y larvas de Crassostrea gigas bajo condiciones de acidificación del agua de 

mar. 

2) Evaluar los efectos de la disminución del pH del agua de mar en la expresión 

génica y metilación de transcritos que codifican para proteínas de la matriz orgánica de la 

concha embrionaria y/o larval en Crassostrea gigas. 
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METODOLOGÍA 

 

Objetivo Específico 1: Evaluación de los niveles globales de modificaciones químicas 

especificas en el ARN de embriones y larvas de Crassostrea gigas bajo condiciones de 

acidificación del agua de mar. 

 

A continuación, se muestra el diagrama de flujo realizado para el desarrollo del objetivo 

específico 1 de esta tesis (Figura 5). 

 

 

Figura 5. Diagrama de flujo relacionado a la evaluación de los niveles globales de modificaciones químicas 

del ARN (m6A) en embriones y larvas de Crassostrea gigas bajo condiciones de acidificación del agua de mar, 

actividades realizadas para la ejecución del Objetivo Específico 1 de esta tesis. 
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1.1 Obtención y mantenimiento de individuos adultos de Crassostrea gigas  

Las ostras adultas fueron obtenidas desde una granja marina ubicada en la Caleta de 

Coliumo en la región del BioBío (Chile). Las ostras fueron transportadas en una nevera con 

agua de mar y fueron mantenidas en el Laboratorio de Genómica Marina, Desarrollo y 

Evolución de la Universidad de Concepción. Las ostras adultas fueron mantenidas en 

acuarios de 20 litros con agua de mar artificial a 35 ppm y una temperatura ambiente de 27ºC. 

Los individuos fueron aclimatados por un periodo de 7 días hasta realizar los experimentos 

de desoves y fertilizaciones. 

 

1.2 Obtención de gametos, fertilización, y generación de embriones y larvas de 

Crassostrea gigas 

El cultivo de embriones y larvas de C. gigas se realizó mediante protocolos 

establecidos en el laboratorio. Brevemente, se extrajeron ≈100 µL de gónada masculina y la 

totalidad de gónada femenina desde individuos adultos. Las fertilizaciones fueron realizadas 

al mezclar ovocitos y espermatozoides, los cuales se incubaron a 26°C durante 15 minutos. 

Pasado este tiempo, se confirmó el éxito del proceso de fertilización mediante la observación 

de huevos fertilizados en un microscopio óptico. Los huevos fertilizados se incubaron durante 

3 horas a 26°C para luego ser transferidos a frascos estériles de 400 mL, a los que se les 

agregó 0,8 mg de cloranfenicol a fin de inhibir el crecimiento de bacterias. Finalmente, se 

recolectaron embriones a las 6 horas post-fertilización (hpf) y larvas a las 12 hpf y 26 hpf, 

correspondientes a los estadios de desarrollo de blástula, trocófora, y larva D, 

respectivamente. También, se mantuvieron embriones en agua de mar acidificada y se 

recolectaron embriones a las 8 hpf (blástula), y larvas a las 14 hpf (trocófora) y 28 hpf (larva 

D). 

 

1.3 Acidificación del agua de mar artificial 

La disminución del pH del agua de mar desde 8.0 ± 0.1 (condición normal) a 7.6 ± 

0.1 (condición de acidificación) fue realizada mediante la inyección de dióxido de carbono 

(CO2) a través de un biorreactor basado en el consumo de azúcar por levaduras. El pH fue 
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medido mediante un pH metro manual constantemente durante la preparación del agua de 

mar acidificada. El agua de mar con un pH de 7.6 ± 0.1 se utilizó para mantener embriones 

y larvas de C. gigas en condiciones de acidificación. 

 

1.4 Extracción de ARN total y preparación de librerías de secuenciación de ARN directo  

El ARN total fue obtenido desde embriones en estadio de desarrollo de blástula y 

larvas en estadio de desarrollo de trocófora y larva D mantenidas en condiciones de pH 

normal y acidificado, utilizando el reactivo TriReagent (Sigma) y siguiendo las instrucciones 

del fabricante. La calidad del ARN fue evaluada mediante electroforesis en gel de agarosa al 

1% y la concentración en ng/µL fue determinada usando un espectrofotómetro Nanodrop. 

Las librerías de secuenciación de ARN directo se realizaron usando el kit SQK-

RNA002, siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se realizó una síntesis de 

ADNc empleando el ARN total extraído y adaptadores polyT. Durante el proceso de síntesis 

de ADNc, se unió al híbrido ADNc-ARN un adaptador RMX, generando híbridos ADNc-

ARN estables que posteriormente fueron lavados y concentrados a través de “beads” 

magnéticas AMPure para ser resuspendidos en el buffer de elucion. Las librerías de 

secuenciación fueron cargadas en Flow Cells R9.4 (FLO-MIN106) y el ARN fue secuenciado 

en tiempo real en un secuenciador GridION Mk1 por un periodo de 40±1 horas. Finalmente, 

se almacenaron los datos de secuenciación en formatos FASTQ y FAST5, los que fueron 

utilizados para la identificación de las modificaciones químicas presentes en los ARN 

mensajeros. 

 

1.5 Identificación de modificaciones químicas del ARN en embriones y larvas de 

Crassostrea gigas mantenidas en condiciones de pH normal y acidificado 

Las lecturas en formato FAST5 obtenidas desde el experimento de secuenciación de 

ARN directo fueron procesadas mediante el programa Guppy 

(https://community.nanoporetech.com/downloads). Las lecturas con un valor de calidad Q 

menor a 7 fueron removidas (-min_qscore 7), obteniendo las lecturas de secuencias en 

formato FASTQ para cada estadio de desarrollo y condición de pH. Estas lecturas en formato 

https://community.nanoporetech.com/downloads
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FASTQ fueron mapeadas contra el genoma de Crassostrea gigas (Peñaloza et al., 2021) 

usando el programa minimap2 (Li, 2018). Luego, los alineamientos fueron utilizados para 

realizar la cuantificación y clusterización de transcritos a isoformas mediante el programa 

Flair (Tang et al., 2020), con las opciones por defecto. Con este último programa, además se 

realizaron los cálculos de expresión de isoformas y comparación de empalmes alternativos 

(o “splicing”), también mediante las opciones por defecto. 

Para la detección de modificaciones químicas del tipo m6A, se emplearon los 

alineamientos en formato BAM obtenidos mediante minimap2 (Li, 2018), así como los datos 

de clusterización de transcritos e isoformas realizada mediante Flair (Tang et al., 2020). Con 

estos archivos, se establece un índice de búsqueda mediante el programa Nanopolish 

(Simpson et al., 2017) para que posteriormente se identifiquen las modificaciones m6A en las 

secuencias utilizando el programa Xpore (Pratanwanich et al., 2021). Estos programas en 

conjunto permiten comparar los alineamientos con los campos de la corriente eléctrica 

registrada para cada lectura (secuencia de ARN en este caso) que son almacenadas en los 

archivos FAST5 con el fin de determinar bases nitrogenadas con patrones distintivos de 

modificaciones post-transcripcionales del tipo m6A. Finalmente, se realizó un catálogo de las 

modificaciones químicas del ARN presentes en embriones y larvas de C. gigas mantenidas 

en condiciones de pH normal y acidificado.   

 

1.6 Identificación de modificaciones químicas de ARN que presenten metilación 

diferencial entre estadios de desarrollo de Crassosstrea gigas y/o condiciones de pH  

La identificación de patrones de metilación diferencial en cada estadio de desarrollo, 

así como entre condiciones experimentales de pH, fue realizada mediante el programa Xpore 

(Pratanwanich et al., 2021). Este programa permite evaluar entre archivos FAST5 y FASTQ 

tasas de modificaciones diferenciales (DMR por sus siglas en Inglés); estas DMR calculan la 

diferencia en niveles de modificaciones post-transcripcionales presentes en los archivos 

FAST5 entre las condiciones experimentales, permitiendo identificar transcritos con niveles 

de modificaciones químicas diferenciales entre condiciones experimentales (pH normal y 

acidificado). Finalmente, se compararon aquellos transcritos que presentaron modificaciones 

químicas diferenciales con los transcritos que presentaba expresión diferencial mediante la 
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implementación de diagramas de Venn usando el programa InteractiVenn (Haberle et al., 

2015). 

 

Objetivo Específico 2: Evaluar los efectos de la disminución del pH del agua de mar en la 

expresión génica y metilación de transcritos que codifican para proteínas de la matriz 

orgánica de la concha embrionaria y/o larval en Crassostrea gigas. 

 

A continuación, se muestra el diagrama de flujo realizado para el desarrollo del objetivo 

específico 2 de esta tesis (Figura 6). 

 

 

Figura 6. Diagrama de flujo relacionado a la identificación de transcritos con expresión diferencial en 

embriones y larvas de Crassostrea gigas bajo condiciones de acidificación del agua de mar, actividades 

realizadas para la ejecución del Objetivo Específico 2 de esta tesis. 
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2.1 Búsqueda de transcritos involucrados en la formación de concha embrionaria y/o 

larval en Crassostrea gigas 

Utilizando la literatura ya disponible (Zhao et al., 2018; Li et al 2020; Salamanca-

Díaz et al., 2022), se realizó una búsqueda de transcritos que codifican para proteínas que 

son parte de la matriz orgánica de la concha embrionaria y/o larval de Crassostrea gigas. 

Solo aquellos transcritos que presentan expresión diferencial durante la ontogenia y/o que 

presenten expresión diferencial producto del desarrollo en el agua de mar acidificada fueron 

evaluados en las siguientes actividades. 

 

2.2 Identificación de transcritos con expresión diferencial en embriones y larvas de 

Crassostrea gigas mantenidas en condiciones de pH normal y acidificado 

Para esta actividad, se utilizaron los datos transcriptómicos no publicados del 

laboratorio correspondientes a los estadios de desarrollo de blástula, trocófora, y larva D de 

C. gigas mantenidas en condiciones de pH normal del agua de mar (8.0 ± 0.1) y pH 

acidificado (7.6 ± 0.1). Con estos datos, se identificaron transcritos con expresión diferencial 

entre estadios de desarrollo y entre condiciones de pH del agua de mar. Brevemente, el 

control de calidad de los datos de ARN-Seq se realizó con el programa FastQC (Andrews, 

2019). Las secuencias de baja calidad y adaptadores fueron removidas con el programa 

TrimGalore! (https://github.com/FelixKrueger/TrimGalore). Luego, las lecturas de buena 

calidad fueron mapeadas contra el genoma de C. gigas (Peñaloza et al., 2021) utilizando el 

programa STAR (Dobin et al., 2013). Los niveles de expresión relativa de los transcritos e 

isoformas expresados en embriones y larvas de C. gigas mantenidas en condiciones de pH 

normal y acidificado fueron calculados con el programa RSEM (Li & Dewey, 2011). 

Finalmente, se identificaron los transcritos e isoformas con expresión diferencial mediante el 

uso del número de lecturas que mapearon a cada transcrito/isoforma de C. gigas con el 

programa featureCounts v2.0.1 (Liao et al., 2014) y también el uso del programa edgeR para 

identificar los transcritos/isoformas diferencialmente expresadas (Robinson et al., 2010). 

 

https://github.com/FelixKrueger/TrimGalore
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2.3 Identificación de los procesos biológicos y funciones moleculares alteradas por la 

acidificación del agua de mar en embriones y larvas de Crassostrea gigas 

Con el fin de identificar los procesos biológicos y funciones moleculares asociados 

a los transcritos de isoformas proteicas que estén metiladas con N6-metiladenosina en las 

muestras de blástula, trocófora, y larva-D, así como aquellos transcritos de isoformas 

proteicas que se ven afectadas por la acidificación del agua de mar, se realizó una anotación 

de los términos de Ontología de Genes (términos GO por sus siglas en Inglés) mediante el 

programa EnTAP (Hart et al., 2021). Brevemente, se realizó una búsqueda de similitud de 

secuencias mediante el programa DIAMOND (Buchfink et al., 2015), empleando las bases 

de datos de “non-redundant proteins, NR” y “reference-sequences, RefSeq” de NCBI 

(O'Leary et al., 2016, Sayers et al., 2022), así como la base de datos SwissProt de UniProt. 

Posteriormente, el programa EnTAP selecciona la anotación final e identifica posibles 

contaminantes, para finalmente realizar la asignación independiente de secuencias de 

proteínas traducidas a familias génicas usando la base de datos eggNOG (Huerta-Cepas et 

al., 2019), la cual incluye información de dominios funcionales de proteínas (SMART/Pfam), 

términos de la Ontología de Genes (GO), y asignación de rutas y vías metabólicas KEGG. 

Mediante está anotación se realizó un análisis de enriquecimiento de términos GO 

mediante el programa topGO (Alexa & Rahnenfuhrer 2022), usando los transcritos e 

isoformas que presentan tanto metilaciones m6A y expresión diferencial entre los estadios de 

desarrollo y/o las condiciones de pH del agua de mar. Los términos GO enriquecidos fueron 

visualizados mediante el programa REVIGO (Supek et al., 2011).  
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RESULTADOS 

 

Identificación de regiones con metilaciones m6A durante la ontogenia de la Ostra del 

Pacífico, Crassostrea gigas 

Empleando el ARN total extraído, los embriones en estadio de desarrollo de blástula, 

y las larvas en estadios de desarrollo de trocófora y larva D, mantenidas en condiciones de 

pH normal (8.0 ± 0.1) y acidificado (7.6 ± 0.1), fueron utilizados para realizar la 

secuenciación de ARN directo mediante la plataforma de secuenciación de Oxford Nanopore 

Technologies. 

 Las lecturas eléctricas crudas obtenidas en formato FAST5 de los datos de 

secuenciación directa de ARN de cada estadio de desarrollo (blástula, trocófora, y larva-D) 

y en cada condición de pH (pH normal y pH acidificado) fueron filtradas, removiendo las 

lecturas de baja calidad (Q-score < 7) y las secuencias que contienen polímeros de 

adaptadores. Con este procesamiento, se obtuvieron secuencias de alta calidad en formato 

FASTQ que fueron alineadas al genoma de referencia de Crassostrea gigas (Peñaloza et al., 

2021) (Tabla 1). 
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Tabla 1. Procesamiento las lecturas obtenidas mediante secuenciación de ARN directo con la tecnología Oxford 

Nanopore Technologies para la identificación de modificaciones m6A. Embriones y larvas en estadios de 

desarrollo de blástula, trocófora, y larva-D se desarrollaron en condiciones de pH normal del agua de mar (8.0 

± 0.1) y pH acidificado (7.6 ± 0.1). El experimento fue realizado mediante dos eventos de desoves y 

fertilizaciones independientes con el fin de obtener réplicas biológicas (REP1 y REP2). N50 = métrica 

estadística que indica que el 50% de las lecturas tiene un tamaño igual o mayor al indicado en la columna.     

Estadio de desarrollo y 

condición de pH 

N50 Número de 

lecturas 

crudas 

Número de 

lecturas 

procesadas 

% de lecturas 

alineadas contra el 

genoma de referencia 

Blástula pH normal REP1 651 pb 1.72 M 1.46 M 100.00% 

Blástula pH normal REP2 650 pb 1.52 M 1.24 M 100.00% 

Blástula pH acidificado REP1 1,06 kb 2.17 M 2.05 M 98.81% 

Blástula pH acidificado REP2 981 pb 1.40 M 1.30 M  99.96% 

Trocófora pH normal REP1 726 pb 2.75 M 2.42 M 100.00% 

Trocófora pH normal REP2 1.05 kb 1.65 M 1.55 M 99.21% 

Trocófora pH acidificado REP1 671 pb 1.36 M 1.20 M 100.00% 

Trocófora pH acidificado REP2 673 pb 1.78 M 1.46 M 100.00% 

Larva-D pH normal REP1 992 pb 1.63 M 1.32 M  99.16% 

Larva-D pH normal REP2 936 pb 1.35 M 1.17 M 98.13% 

Larva-D pH acidificado REP1 1.08 kb 0.91 M 0.77 M 99.87% 

Larva-D pH acidificado REP2 1.01 kb 1.99 M 1.74 M 99.18% 

 

Con los alineamientos resultantes, se realizaron análisis de cuantificación, 

clusterización, y expresión de transcritos/isoformas mediante el programa Flair (Tang et al., 

2020). Posteriormente, se realizó la identificación de modificaciones químicas del tipo m6A 

mediante Xpore (Pratanwanich et al., 2021), empleando los archivos de fluctuaciones 

eléctricas FAST5 y los archivos de alineamientos obtenidos de los procesos anteriores en 

formato BAM. Utilizando la anotación de los transcritos e isoformas que fueron detectados, 

cuantificados, y clusterizados anteriormente en las lecturas de alta calidad en cada muestra 

con condiciones de pH de agua de mar normal y acidificado mediante Flair (Tang et al., 

2020), fue posible determinar modificaciones químicas en regiones de 5 kmers, asociados a 

motivos DRACH (D = A/G/U, R = A/G, H = A/C/U) en las secuencias nucleotídicas. En 

total se identificaron 59,161, 6,264, y 28,972 regiones de 5-mers con motivos DRACH en 

los estadios de desarrollo de blástula, trocófora, y larva-D, respectivamente (Figura 7). Estos 

motivos DRACH fueron filtrados con el fin de obtener modificaciones químicas m6A con 

significancia estadística. El filtro empleado fue de un valor-p menor a 0.00001, obteniendo 

un total de 1,205, 678, y 1,730 motivos DRACHs metilados en los estadios de desarrollo de 

blástula, trocófora, y larva-D, respectivamente (Figura 7). 
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Figura 7. Número de modificaciones N6-metiladenosinas (m6A) detectadas en regiones de 5-mers en las 

secuencias de ARN en los diferentes estadios de desarrollo de la Ostra del Pacífico, Crassostrea gigas. Regiones 

con un valor-p menor a 0.00001 corresponden a regiones cuyas metilaciones detectadas son estadísticamente 

significativas. Regiones con DMR = 0.5 indican una tasa diferencial de metilación mayor a 0.5 o menor a -0.5 

entre las condiciones de pH normal y pH acidificado del agua de mar. 

 

Patrones en la metilación de motivos DRACHs durante la ontogenia de la Ostra del 

Pacífico, Crassostrea gigas  

El sesgo de uso de motivos DRACHs para la metilación de transcritos/isoformas con 

modificaciones químicas del tipo m6A describe la preferencia de la localización de estas 
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modificaciones sobre un determinado grupo de secuencias bajo el motivo DRACH en un 

transcrito en particular, dependiendo del tipo celular estudiado (Bayoumi & Munir, 2021, 

Campos et al., 2022, Rückle et al., 2022). Sin embargo, no existe mucha información acerca 

de las preferencias en los patrones de metilación m6A dentro del consenso DRACH durante 

la ontogenia de la Ostra del Pacífico (Crassostrea gigas), mucho menos si pueden existir 

alteraciones en esta preferencia producto del desarrollo en condiciones de estrés ambiental, 

por ejemplo, agua de mar acidificada. Por ello, en esta tesis se realizó un análisis comparativo 

sobre el uso de motivos DRACHs, dato proporcionado por el mismo análisis de detección de 

metilaciones mediante el programa xPore (Pratanwanich et al., 2021) en los patrones de 

metilación de m6A obtenidos tras el análisis de identificación de metilaciones, buscando 

posibles preferencias sobre motivos DRACHs que se encuentren fuerte o débilmente 

metilados. Para ello, se determinaron como motivos DRACHs fuertemente metilados los 5 

patrones más altos por muestra de entre los 18 posibles patrones descritos (Figura S1), 

mientras que los motivos DRACHs débilmente metilados fueron aquellos 5 patrones más 

bajos por muestra de entre los 18 posibles patrones (Figura S1). 

Las metilaciones m6A detectadas en motivos DRACH con un valor-p menor a 

0.00001 en los estadios de desarrollo de blástula, trocófora, y larva-D muestran distintos 

niveles de metilación para cada patrón dentro del motivo DRACH (Figura 8A y Figura S1). 

De la Figura 8A, podemos observar que en el estadio de desarrollo de blástula los motivos 

DRACHs catalogados como “fuertes” corresponden a los patrones AAACT, AGACA, 

GGACA, AAACA, y GAACA, con 230, 113, 111, 91, y 87 regiones metiladas, 

respectivamente, de un total de 1206 regiones analizadas, lo que comprende un 52.40% de 

todas las metilaciones m6A detectadas para ese estadio de desarrollo (Figura 8A y Figura 

S1). Similarmente en los estadios de desarrollo de larvas trocóforas, se encuentran metilados 

fuertemente los patrones de AAACT, GGACA, AGACA, GAACA, y AAACA, con 95, 76, 

70, 60, y 45 regiones metiladas, respectivamente, de un total de 678 regiones analizadas, lo 

que comprende un 51,03% de todas las metilaciones m6A reportadas para ese estadio de 

desarrollo (Figura 8A y Figura S1). Del mismo modo, en las larvas-D, los motivos DRACHs 

fuertemente metilados corresponden a AAACT, GGACA, GAACA, AAACA, y AGACA, 

con 300, 205, 139, 125, y 122, respectivamente, de un total de 1738 regiones analizadas, lo 

que corresponde a un 51,26% de todas las metilaciones m6A detectadas para ese estadio de 
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desarrollo (Figura 8A y Figura S1). Interesantemente, estos resultados posicionan a los 

patrones AAACT, GGACA, AAACA, GAACA, y AGACA como motivos DRACHs 

fuertemente metilados en todas las regiones metiladas detectadas para cada muestra de los 

tres estadios de desarrollo evaluados durante esta tesis. Además, estos motivos DRACHs 

“fuertes” siguen siendo los patrones con mayor nivel de metilación dentro de las regiones 

metiladas presentes, luego de aplicar una tasa de metilación diferencial de 0.5 (DMR 0.5), 

entre los estadios del desarrollo mantenidos en condiciones de pH normal (8.0 ± 0.1) y 

acidificado (7.6 ± 0.1) (Figura 8B y Figura S2). Este resultado indicaría que los patrones 

AAACT, GGACA, AAACA, GAACA, y AGACA, conforman motivos DRACH 

fuertemente metilados y son patrones preferentes en el marcaje de transcritos con N6-

metiladenosina durante la ontogenia de la Ostra del Pacífico (C. gigas), así como en 

condiciones de acidificación del agua de mar.  
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Figura 8. Preferencia de metilación m6A en motivos DRACHs detectadas en las secuencias de ARN en los 

diferentes estadios de desarrollo de la Ostra del Pacífico, Crassostrea gigas. Los patrones DRACHs presentes 

corresponden a las regiones metiladas en embriones en estadio de desarrollo de blástula y larvas en estadio de 

desarrollo de trocófora y larva-D en condiciones de pH normal (8.0 ± 0.1) y pH acidificado (7.6 ± 0.1).  En (A) 

se muestran los patrones DRACHs en regiones metiladas con un valor-p menor a 0.00001 en los estadios de 

desarrollo de blástula, trocófora, y larva-D; mientras que en (B) se muestran los patrones DRACHs en regiones 

metiladas con un valor-p menor a 0.00001 y que se encuentran diferencialmente metiladas entre la condición 

de pH normal y pH acidificado con un DMR de 0.5. Para observar con claridad los motivos DRACHs 

catalogados como “fuerte” y “débil”, ver Figuras S1 y Figura S2. 

 

En contraparte a los motivos DRACHs catalogados como “fuertes”, las metilaciones 

que se presentan como motivos DRACHs débilmente metilados en embriones en estadio de 

blástula corresponden a los patrones AGACC, GAACC, TGACA, TAACC, y TGACC, con 

41, 40, 37, 26, y 23 regiones metiladas, respectivamente, de un total de 1206 regiones 

analizadas (Figura 8A y Figura S1), lo que corresponde a tan solo un 13,84% de todas las 

metilaciones m6A detectadas para ese estadio de desarrollo. Mientras que en larvas en el 

estadio de desarrollo de trocófora, los motivos DRACHs débilmente metilados corresponden 

a los patrones TGACA, TAACT, TAACC, TGACC, y TGACT, con 21, 17, 13, 11, y 9 

regiones metiladas, respectivamente, de un total de 678 regiones analizadas, lo que 

corresponde a un 10,47% de todas las metilaciones m6A detectadas para ese estadio de 



 

31 
 

desarrollo (Figura 8A y Figura S1). Finalmente, en las larvas en estadio de desarrollo de 

larva-D, los motivos DRACHs catalogados como “débiles” corresponden a GGACT, 

TGACT, AGACC, TAACC, y TGACC, con 55, 54, 52, 41, y 36 regiones metiladas, 

respectivamente, de un total de 1738 regiones analizadas, lo que corresponde a un 13,69% 

de todas las metilaciones m6A detectadas para ese estadio de desarrollo (Figura 8A y Figura 

S1). Los resultados muestran que estos motivos DRACHs débilmente metilados durante la 

ontogenia de la Ostra del Pacífico (C. gigas) pueden cambiar levemente entre los distintos 

estadios de desarrollo, donde únicamente los patrones TAACC y TGACC se mantienen como 

DRACHs débilmente metilados (Figura S1). 

Sin embargo, a diferencia de los motivos DRACHs fuertemente metilados, al analizar 

las regiones metiladas con un DMR = 0.5, es decir, regiones cuyos niveles de metilación 

difieren entre los embriones/larvas mantenidas en condiciones de pH normal (8.0 ± 0.1) y 

acidificado (7.6 ± 0.1), existen diferencias en relación con la tendencia general de los motivos  

DRACHs débiles antes mencionados; no obstante, los patrones TAACC y TGACC se 

mantienen como motivos DRACHs débilmente metilados tanto entre las regiones con niveles 

de metilación diferencial, como en los distintos estadios de desarrollo de la Ostra del Pacífico 

(C. gigas) (Figura S1 y Figura S2).  

Si bien los resultados sugieren una preferencia general durante la ontogenia de la 

Ostra del Pacífico por los motivos DRACHs fuertes (AAACT, GGACA, AAACA, GAACA, 

y AGACA) para modificar transcritos/isoformas con metilaciones m6A en tales patrones, 

existen diversos motivos DRACHs metilados con niveles de metilación menos frecuentes y 

que también pueden variar entre condiciones de pH y entre los estadios de desarrollo 

utilizados en esta tesis. En la Figura 9 se observa el número de motivos DRACHs metilados 

en embriones/larvas mantenidas en condiciones de pH normal (8.0 ± 0.1) y acidificado (7.6 

± 0.1). En dicha figura se puede apreciar que la preferencia de metilación m6A por los 

motivos previamente mencionados como DRACHs “fuertes” mantiene altos números de 

metilación tanto embriones/larvas que fueron mantenidas en condiciones de pH normal y pH 

acidificado. Del mismo modo, este patrón se cumple para los motivos DRACHs “débiles” 

(TAACC y TGACC) con pocas regiones metiladas. Interesantemente, nuestros resultados 

sugieren que si bien existen preferencias por algunos motivos DRACHs, como se ha 
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reportado en especies de animales y virus (Bayoumi & Munir, 2021, Campos et al., 2022, 

Rückle et al., 2022), los patrones de metilación m6A son diversos y dinámicos a lo largo de 

la ontogenia de la Ostra del Pacífico y frente a cambios ambientales - en este caso 

disminución del pH del agua de mar. En el caso del motivo DRACH “fuerte” (AAACA) en 

los embriones en el estadio de desarrollo de blástula mantenidos en condiciones de pH normal 

y pH acidificado, existen 12 y 19 metilaciones sobre AAACA, respectivamente, sugiriendo 

una leve diferencia. Sin embargo, esto no se observa en las larvas en estadio de desarrollo de 

trocófora, ni en el estadio de desarrollo de larva-D (Figura 9 y Tabla S1). Similarmente, este 

comportamiento parece repetirse en múltiples motivos DRACHs, exceptuando casos como 

el motivo DRACHs “débil” (TAACC), con un mayor número de regiones metiladas 

diferencialmente en los embriones/larvas mantenidas en condición de acidificación (pH 7.6 

± 0.1) en los tres estadios de desarrollos (blástula, trocófora, y larva-D) analizados en esta 

tesis. 

 

 

 

Figura 9. Niveles de metilación m6A en motivos DRACHs detectadas en las secuencias de ARN en los 

diferentes estadios de desarrollo de la Ostra del Pacífico, Crassostrea gigas y en las distintas condiciones de 

acidificación del agua de mar. Los motivos DRACHs que se observan corresponden a las regiones metiladas 

entre los embriones/larvas en los estadios de desarrollo de blástula, trocófora, y larva-D mantenidos en 

condiciones de pH normal (8.0 ± 0.1) y pH acidificado (7.6 ± 0.1). Específicamente, se muestran los motivos 
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DRACHs en regiones metiladas que fueron identificados con un nivel de confianza de un valor-p menor a 

0.00001 y que, a su vez, se encuentran diferencialmente metiladas, con un DMR de 0.5, entre los 

embriones/larvas mantenidas en ambas condiciones de pH del agua de mar. Para observar con claridad el 

número de motivos DRACHs (regiones metiladas) por estadio de desarrollo y condición de pH, ver Tabla S1. 

 

Identificación de transcritos e isoformas con metilaciones m6A expresadas durante la 

ontogenia de Crassostrea gigas y en condiciones de acidificación del agua de mar 

 Empleando la detección de metilaciones m6A realizada a nivel de 5-kmers, se 

extrajeron las regiones codificantes para transcritos, y sus respectivas isoformas, basándose 

en la anotación del genoma de C. gigas (Peñaloza et al., 2021). Además, gracias a los 

resultados de cuantificación, clusterización, y expresión de transcritos e isoformas obtenidas 

con el programa Flair (Tang et al., 2020) fue posible establecer el número total de transcritos 

e isoformas que poseen regiones con metilaciones m6A. 

 En la Figura 10, considerando todas las regiones DRACH, que poseen metilaciones 

en la adenina central del motivo, con una relevancia significativa (valor-p menor a 0.00001), 

se puede observar que existen un total de 1205 regiones metiladas en 840 transcritos (y 992 

isoformas de transcritos) que son expresados en el estadio de blástula en condición de pH 

normal. Al respecto de las larvas trocóforas, un total de 350 transcritos (y 465 isoformas de 

transcritos) presentan regiones metiladas; mientras que en el estadio de larva-D, se detectaron 

un total de 1250 transcritos (y 1426 isoformas de transcritos) con metilaciones m6A (Figura 

10). El número de regiones m6A metiladas consideradas diferencialmente metiladas (DMR 

= 0.5) en cada estadio de desarrollo producto del mantenimiento de embriones/larvas en pH 

acidificado, disminuye considerablemente respecto de la identificación de regiones metiladas 

en embriones/larvas en condiciones de pH normal (Figura 10). Por ejemplo, el número de 

transcritos e isoformas con metilación diferencial producto del pH acidificado del agua de 

mar en el estadio de blástula corresponden a 295 y 316, respectivamente (Figura 10). 

Interesantemente, en las larvas en el estadio de desarrollo de trocófora se detectan 76 

transcritos y 86 isoformas con niveles de metilación diferencial producto del pH acidificado 

(Figura 10). En contraparte, larvas en el estadio de desarrollo de larva-D presentan el mayor 
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número de metilaciones m6A producto del pH acidificado con 584 transcritos y 625 isoformas 

metiladas (Figura 10). 

 

 

Figura 10. Número de transcritos e isoformas de transcritos detectadas con modificaciones N6-metiladenosinas 

en embriones y larvas de la Ostra del Pacífico (Crassostrea gigas). Las barras celestes indican el número total 

de transcritos e isoformas con metilaciones m6A en los diferentes estadios de desarrollo (blástula, trocófora, y 

larva-D) de C. gigas en embriones/larvas mantenidas en condiciones de pH normal, mientras que las barras 

verdes muestran el número total de transcritos e isoformas con metilaciones m6A y que se encuentran 

diferencialmente metilados en los embriones/larvas mantenidas en condiciones de pH acidificado. 

 

Es importante considerar que pueden existir múltiples regiones metiladas dentro de 

un transcrito, siendo posible que las isoformas de un ARN mensajero posean múltiples 

regiones metiladas, producto del splicing alternativo que ocurre durante el proceso de 

maduración en la transcripción (Adhikari et al., 2016, Hausmann et al., 2016, Xiao et al., 

2016, Zhu et al., 2023). En la Figura 10 y las Tablas S2-S4 se muestran los 30 transcritos con 

mayor número de regiones metiladas y la distribución de las modificaciones m6A por 

isoforma en cada estadio de desarrollo; eso sí, no considerando una condición de pH del agua 

de mar en particular. Para ejemplificar esto, el gen/transcrito G14250, con estado de 



 

35 
 

metilación m6A en todos los estadios de desarrollo, posee distintas isoformas de transcritos 

metilados (Tablas S2-S4). Específicamente, en el estadio de desarrollo de blástula, el 

transcrito G14250 posee 17 regiones metiladas, las cuales están comprendidas en 5 isoformas 

de transcritos que se indican a continuación: G14250.1, G14250.15, G14250.21, G14250.8, 

y G14250.9. A su vez, estas isoformas de transcritos tienen 3, 5, 3, 3, y 3 regiones metiladas, 

respectivamente. El mismo transcrito G14250, pero en el estadio de desarrollo de trocófora 

presenta las siguientes isoformas metiladas: G14250.1, G14250.21, y G14250.15, y 

específicamente con una región metilada en cada isoforma. Finalmente, en las larvas en 

estadio de desarrollo de larva-D para el transcrito G14250 se detectaron metilaciones en las 

isoformas de transcritos G14250.8, G14250.15, G14250.9, y G14250.1, con 3, 3, 2, y 1 región 

metilada, respectivamente. Utilizando la anotación del genoma de Crassostrea gigas 

(Peñaloza et al., 2021) y el servidor de Ensembl Metazoa (Yates et al., 2022), se sabe que las 

únicas isoformas codificantes corresponden a G14250.21 y G14250.8, siendo esta última la 

catalogada como isoforma canónica. En contraparte, las isoformas G14250.1, G14250.15, y 

G14250.9 se encuentran catalogadas como ARN no codificante. 

 Al comparar las isoformas de transcritos que se encuentran metiladas 

diferencialmente durante la ontogenia de la Ostra del Pacífico (C. gigas) que fueron 

mantenidas en condiciones de acidificación del agua de mar, podemos observar isoformas 

diferencialmente metiladas que están presentes en más de un estadio de desarrollo (Figura 

11). Por ejemplo, entre los embriones en estadio de desarrollo de blástula y larvas en estadio 

de desarrollo de trocófora, 3 isoformas de transcritos, G19035.18, G25117.2, y G14250.15, 

presentan metilaciones m6A (Figura 11). Entre las larvas en estadios de desarrollo de 

trocófora y larva-D, un total de 6 isoformas (G11124.3, G21637.9, G14469.1, G12645.16, 

G4644.8, y G32105.1) presentan metilaciones m6A, mientras que en embriones en estadio 

de desarrollo de blástula y larvas en estadio de desarrollo de larva-D se observa un total de 

14 isoformas (G21656.2, G15290.2, G10813.1, G12448.1, G20474.1, G14430.3, G14028.1, 

G22781.4, G35061.1, G15670.1, G24754.1, G15632.1, G319.1, y G23337.4) con 

metilaciones m6A (Figura 11). Finalmente, entre los tres estadios del desarrollo evaluados en 

esta tesis existe solo una isoforma (G14952.2) que está constantemente metilada durante la 

ontogenia de C. gigas (Figura 11). Estos resultados demuestran el gran dinamismo de los 

patrones de metilación m6A durante la ontogenia de la Ostra del Pacífico y condiciones de 
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pH del agua de mar. Adicionalmente, para cada una de las isoformas de transcritos que están 

metiladas en dos o más estadios de desarrollo, se realizó un análisis de similitud de secuencia 

mediante el algoritmo BLASTP (Camacho et al., 2008) y la base de datos de NCBI de 

proteínas no redundantes para determinar la proteína codificada por cada una de estas 

isoformas de transcritos (Figura 11). 

 

 

Figura 11. Isoformas cuyos transcritos que presentan la modificación química N6-metiladenosinas y con niveles 

de metilación diferencial producto de mantener embriones y larvas de la Ostra del Pacífico (Crassostrea gigas) 

en condiciones de pH acidificado. El diagrama de Venn muestra el número de isoformas metiladas que son 

exclusivas para cada estadio de desarrollo, así como aquellas que son compartidas (y que se encuentran 

metiladas) en dos o más estadios de desarrollo. La información que se muestra en los recuadros corresponden 

a los análisis de similitud de secuencias aminoácidicas de las isoformas con metilaciones m6A en dos o más 

estadios de desarrollo.  

 

 

 



 

37 
 

Análisis de enriquecimientos de términos GO en las isoformas de transcritos con 

metilaciones m6A durante la ontogenia de la Ostra del Pacífico, Crassostrea gigas  

Las metilaciones m6A detectadas en las diversas isoformas de transcritos expresadas 

en los embriones en estadio de desarrollo de blástula, así como las larvas en los estadios de 

desarrollo de trocófora y larva-D, carecen de una caracterización molecular en términos de 

qué procesos biológicos, funciones moleculares, y compartimentos celulares estarían 

asociados. Por lo tanto, se tuvo que realizar una anotación funcional de términos de ontología 

de genes (términos GO) para los transcritos, y sus respectivas isoformas, de C. gigas 

mediante la pipeline EnTAP (Hart et al., 2020). Con esta anotación funcional fue posible 

realizar un análisis de enriquecimiento de términos de ontología de genes (términos GO) 

mediante el paquete de R topGO (Alexa & Rahnenfuhrer 2022), tanto a nivel de transcritos 

como de isoformas. En la Figura 12, se observa una variedad de procesos biológicos 

asociados a los ARN mensajeros (transcritos) e isoformas con niveles de metilación 

diferencial de m6A producto del desarrollo de embriones y larvas de C. gigas en agua de mar 

acidificada. De estos procesos biológicos resaltan los términos GO enriquecidos relacionados 

con regulación de procesos del ciclo celular, organización del ciclo celular, procesos 

nucleares, y procesos del desarrollo en los estadios de desarrollo de blástula, trocófora, y 

larva-D (Figura 12). Además, existen varios términos GO enriquecidos relacionados a 

procesos del desarrollo, regulación de vías metabólicas, y regulación de la expresión génica 

(Figura 12). Estos resultados apuntarían a la potencial implicación funcional de las 

metilaciones del tipo m6A en la regulación de estos procesos biológicos en los estadios de 

desarrollo empleados en esta tesis (Figura S3). En paralelo, estas modificaciones m6A están 

vinculadas a transcritos e isoformas cuyos términos GO enriquecidos se relacionan a 

ribosomas, complejos proteicos, citoesqueleto, y diversos organelos (Figura 12). 

Interesantemente, si bien existe un notable enriquecimiento de términos GO de los 

transcritos/isoformas metilados relacionados a transporte de moléculas, unión de ARNs y 

proteínas, estos transcritos/isoformas metiladas fueron principalmente detectadas en larvas 

en el estadio de desarrollo de trocófora y en menor proporción en embriones en el estadio de 

desarrollo de blástula (Figura 12), mientras que en larvas en el estadio de desarrollo de larva-

D no existen términos GO enriquecidos en los transcritos/isoformas asociados a 

compartimentos celulares (Figura 12). 
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Figura 12. Anotación funcional de los transcritos e isoformas con niveles de metilación m6A diferencial 

producto de la exposición a agua de mar acidificada durante la ontogenia de la Ostra del Pacífico, Crassostrea 

gigas. Las gráficas de barras muestran los top 20 términos GO enriquecidos con un valor-p menor a 0.05. En 

(A) se muestran los Procesos Biológicos enriquecidos en embriones en estadio de desarrollo de blástula (barras 

verde), en larvas en estadio de desarrollo de trocófora (barras celeste), y larvas en estadio de desarrollo de larva-

D (barras azules). En (B) se muestran los Compartimentos Celulares enriquecidos en embriones en estadio de 

desarrollo de blástula (barras verde), en larvas en estadio de desarrollo de trocófora (barras celeste), y larvas en 

estadio de desarrollo de larva-D (barras azules). En (C) se muestran las Funciones Moleculares enriquecidas en 

embriones en estadio de desarrollo de blástula (barras verde), en larvas en estadio de desarrollo de trocófora 

(barras celeste), y larvas en estadio de desarrollo de larva-D (barras azules). Para ver más en detalle los Procesos 
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Biológicos enriquecidos en transcritos/isoformas metiladas en cada estadio de desarrollo utilizado en esta tesis, 

ver Figura S3. 

Identificación de dominios funcionales asociados a los productos génicos de los 

transcritos/isoformas con metilaciones m6A durante la ontogenia de la Ostra del 

Pacífico (Crassostrea gigas) y en condiciones de acidificación del agua de mar 

Si bien existen múltiples transcritos e isoformas que codifican para proteínas con 

metilaciones m6A durante la ontogenia de C. gigas, no necesariamente todas estas isoformas 

están vinculadas al proceso de formación de estructura mineralizada, ya sea la concha 

embrionaria o larval, en C. gigas. Para determinar cuáles isoformas de transcritos - y sus 

productos génicos - están asociadas a la formación de la concha en C. gigas, utilizamos una 

aproximación indirecta basada en la presencia de dominios funcionales en secuencias de 

aminoácidos que codifican los transcritos/isoformas con metilaciones m6A.  

En este contexto, las proteínas codificadas por los transcritos/isoformas con 

metilaciones m6A poseen diversos dominios funcionales asociados a la formación de la 

concha (biomineralización) en moluscos. Interesantemente, existen dominios funcionales 

que están presentes en dos o más estadios de desarrollo analizados en esta tesis, así como 

algunos que tiene un patrón estadio de desarrollo específico (Figura 13), apoyando los 

resultados anteriores sobre el gran dinamismo de las metilaciones m6A durante la ontogenia 

de C. gigas. Dentro de los dominios funcionales asociados a biomineralización en moluscos, 

podemos encontrar dominios WD, Tetratricopeptido, repeticiones de Ankyrin, repeticiones 

similares a Armadillo/beta-catenina, PDZ, y KH (Figura 13). De estos dominios funcionales 

se ha descrito que participan en la regulación del ciclo celular, transducción de señales, y la 

organización del citoesqueleto, mediante interacciones proteína-proteína o proteína-ligando 

(Marin, 2022). Del mismo modo, existen dominios funcionales asociados a unión a ácidos 

nucleicos, dedos de Zinc, repeticiones de Leucina (Figura 13). De estos dominios funcionales 

se ha descrito que participan en la regulación de genes y en mediar interacciones proteína-

proteína que son necesarias para ensamblar las matrices orgánicas de la concha (Klug, 2010, 

Marin, 2020). Finalmente, existen dominios funcionales relacionados con actividad 

enzimática, incluyendo proteína quinasa, receptores de tirosina proteína quinasa, y dominios 

GTPAsa (Figura 13). Estos dominios funcionales han sido relacionados con funciones de 
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señalización y regulación de la secreción de componentes minerales y orgánicos de la concha 

(Aguilera et al., 2014, Saotome et al., 2016, Marin, 2020). 

 

 

Figura 13.  Dominios funcionales más abundantes presentes en las secuencias de aminoácidos codificados por 

transcritos/isoformas con metilaciones m6A durante la ontogenia de la Ostra del Pacífico, Crassostrea gigas. 
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Mapa de calor indicando el número de dominios funcionales contenidos en cada transcrito/isoforma en 

embriones en estadio de desarrollo de blástula, así como en larvas en los estadios de desarrollo de trocófora y 

larva-D. 

 

Esta distribución de variados dominios funcionales asociados a diversas funciones se 

mantiene en los transcritos/isoformas con niveles de metilación diferencial producto de 

mantener embriones/larvas en condiciones de agua de mar acidificada (Figura 14). Estos 

dominios funcionales están implicados en la adhesión celular, adhesión de matriz 

extracelular, dominios de fibronectina tipo 3, Laminina G, EGF, Anexina, y EF-hand (Figura 

14). Todos estos dominios funcionales son relevantes y recurrentes en la formación y 

estructuración de la matriz de la concha en moluscos (Marin, 2020). Al igual que los 

dominios funcionales identificados en las secuencias codificantes de transcritos/isoformas 

con metilaciones m6A durante la ontogenia de C. gigas, existe dominios funcionales que 

están presentes en un solo estadio de desarrollo (Figura 14), mientras otros están presentes 

en dos estadios de desarrollo (Figura 14). Interesantemente, no existen dominios funcionales 

que están presentes en los tres estadios de desarrollo analizados en esta tesis (Figura 14). 

Estos resultados igualmente apoyan la hipótesis de que las metilaciones m6A son bastante 

dinámicas durante la ontogenia de C. gigas, pero que también se ven considerablemente 

afectadas por factores ambientales como la disminución del pH del agua de mar. 
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Figura 14. Dominios funcionales más abundantes presentes en las secuencias de aminoácidos codificados por 

transcritos/isoformas con niveles de metilación diferencial producto de mantener embriones y larvas de la Ostra 

del Pacífico, Crassostrea gigas, en condiciones de agua de mar acidificada. Mapa de calor indicando el número 

de dominios funcionales contenidos en cada transcrito/isoforma en embriones en estadio de desarrollo de 

blástula, así como larvas en los estadios de desarrollo de trocófora y larva-D. Para ver en específico los dominios 

funcionales presentes en los transcritos/isoformas metiladas diferencialmente de cada estadio de desarrollo, ver 

Figuras S4-S6. 
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Posteriormente para determinar la relación entre los dominios funcionales 

identificados y su posible participación en la formación de concha durante la ontogenia de la 

Ostra del Pacífico (C. gigas) fue necesario asociar estos resultados con la información 

bibliográfica sobre los principales dominios funcionales presentes en las proteínas extraídas 

de estructuras mineralizadas en moluscos (Marin, 2020). De hecho, se ha demostrado que la 

fabricación de la concha, y otras estructuras mineralizadas en moluscos, requiere de una gran 

variedad de proteínas que participan como auxiliares durante el proceso de mineralización, 

así como pueden ser parte de la matriz orgánica de la concha (Marin, 2020). Dentro de las 

actividades auxiliares de estas proteínas se encuentran la deposición del carbonato de calcio, 

funciones enzimáticas, funciones inmunitarias, y procesos de señalización y pigmentación 

(Marin y Luquet, 2004, Marin, 2020).  

En base a la información de dominios funcionales involucrados en el proceso de 

mineralización y presentes en las estructuras mineralizadas de moluscos (Marin, 2020), estos 

se filtraron de los dominios funcionales en todos los transcritos/isoformas con metilaciones 

m6A que están vinculados al proceso de biomineralización en moluscos. En la Figura 15 se 

puede observar que se identificaron 88, 51, y 195 dominios funcionales asociados a la 

formación de concha en moluscos contenidos en los transcritos/isoformas con metilaciones 

m6A en los estadios de desarrollo de blástula, trocófora, y larva-D, respectivamente. De la 

Figura 15, cabe resaltar la presencia de dos grupos predominantes con una mayor cantidad 

de dominios funcionales identificados y que participarían en el proceso de formación de 

concha larval. En el primer grupo, se encuentran aquellos dominios funcionales relacionados 

a procesos de señalización y estructuración de la matriz extracelular (Marin y Luquet, 2004, 

Marin, 2020), como el dominio Fibronectina tipo III, dominios de Laminina, los dominios de 

Factor de crecimiento epidérmico (EGF), el dominio de Factor de von Willebrand, el dominio 

tipo 1 de Trombospondina, repeticiones de Colágeno, repeticiones triples de hélice de 

colágeno, dominios Sushi, y el dominio de enlace a quitina Peritrofina-A (Figura 15). Estos 

dominios funcionales, en el contexto de la formación de concha, desempeñan un rol vital en 

la formación de la matriz de la concha (Marin, 2020). Mientras que, en el segundo grupo se 

encuentran dominios funcionales relacionados con la unión a iones y de actividad enzimática 

(Marin, 2020), como los dominios EF hand, los dominios de unión al calcio EGF, el dominio 

de la Glutatión peroxidasa, y el dominio de la enzima carbónica eucariota tipo 1 (Figura 15). 
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Estos dominios funcionales están predominantemente presentes en larvas en el estadio de 

desarrollo de larva-D donde podrían estar participando en la regulación de iones de calcio 

intracelular, el cual es un componente clave para la formación de los cristales de carbonato 

de calcio, influyendo en la disponibilidad y uso de componentes necesarios para 

biomineralizar (Arivalagan et al., 2017, Marin, 2020, Yarra et al., 2021, Hanif et al., 2023). 

 

 

Figura 15. Presencia de dominios funcionales que han sido relacionados con el proceso de fabricación de 

estructuras mineralizadas en moluscos, según Marin, 2020, en las secuencias de aminoácidos codificada por los 

transcritos/isoformas metiladas durante la ontogenia de la Ostra del Pacífico, Crassostrea gigas. Mapa de calor 

indicando el número de dominios funcionales contenidos en cada transcrito/isoforma en embriones en estadio 

de desarrollo de blástula, así como en larvas en estadio de desarrollo de trocófora y larva-D. 
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Posteriormente, realizamos la identificación de dominios funcionales asociados al 

proceso de biomineralización de la concha larval en los transcritos/isoformas que se 

encuentran diferencialmente metilados en cada estadio del desarrollo analizados en esta tesis, 

producto de mantener los embriones y larvas de C. gigas en condiciones de pH acidificado 

(Figura 16). Los dominios funcionales de los transcritos/isoformas diferencialmente 

metiladas abarcan diversas funciones biológicas vinculadas al proceso de formación de 

concha en moluscos (Marin., 2020). De estos, destacan los dominios EF-Hand, dominios 

relacionados a colágeno, dominios de laminina, dominios EGF y dominios ricos en leucina, 

los cuales corresponden a dominios recurrentes en la estructuración de la matriz de la concha 

y procesos enzimáticos asociados a la biomineralización (Marin, 2020). Interesantemente, se 

detectó un mayor número de dominios funcionales presentes en transcritos/isoformas en 

larvas en el estadio de desarrollo de larva-D y estarían principalmente asociados a los dos 

grupos predominantes de dominios funcionales previamente mencionados, aquellos 

asociados la estructuración de matriz de la concha y los dominios vinculados a la regulación 

de iones de calcio y actividad enzimática. Sin embargo, existe un mayor número de dominios 

asociados a la formación de la matriz de la concha en los transcritos/isoformas 

diferencialmente metiladas por efecto de la acidificación del agua de mar (Figura 16), lo cual 

sustentaría el hecho que cambios ambientales afectan los patrones de metilación m6A y que 

el estadio de larva-D, donde se encuentra la concha larval completamente formada, es el más 

afectado por cambios en el pH del agua de mar.  
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Figura 16. Presencia de dominios funcionales que han sido relacionados con el proceso de fabricación de 

estructuras mineralizadas en moluscos, según Marin, 2020, en las secuencias de aminoácidos codificada por los 

transcritos/isoformas diferencialmente metiladas por efecto de la acidificación del agua de mar. Mapa de calor 

indicando el número de dominios funcionales para cada estadio de desarrollo. Para más detalles de los dominios 

funcionales, asociados al proceso de fabricación de estructuras mineralizadas en moluscos, en cada estadio de 

desarrollo analizados en esta tesis, ver Figuras S7-S9. 

  

Expresión diferencial de transcritos e isoformas durante la ontogenia de la Ostra del 

Pacífico (Crassostrea gigas) en condiciones de acidificación del agua de mar 

En paralelo, para evaluar el efecto en la expresión de transcritos e isoformas durante 

la ontogenia de la Ostra del Pacífico de embriones/larvas en condiciones de pH normal y 

acidificado, se realizó un análisis de expresión diferencial empleando datos de secuenciación 
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de ARN-Seq de embriones en estadio de desarrollo de blástula y larvas en estadio de 

desarrollo de trocófora y larva-D que se desarrollaron en condiciones de pH normal (8.0 ± 

0.1) y pH acidificado (7.6 ± 0.1).     

Las lecturas crudas de los datos de ARN-Seq de cada estadio de desarrollo (blástula, 

trocófora, y larva-D) en cada condición de pH (normal y acidificado) se filtraron eliminando 

adaptadores y lecturas de baja calidad para obtener lecturas de alta calidad que fueron 

utilizadas en los análisis posteriores. Luego del procesamiento de los datos de ARN-Seq, se 

obtuvo que más del 99.11% de los nucleótidos totales fueron conservados en todos los 

conjuntos de datos utilizados (Tabla 2). 

 

Tabla 2. Procesamiento de las lecturas de ARN-Seq obtenidas mediante la tecnología Illumina para la 

identificación de transcritos e isoformas con expresión diferencial en embriones en estadio de desarrollo de 

blástula y larvas en estadios de desarrollo de trocófora y larva-D mantenidas en condiciones de pH normal (8.0 

± 0.1) y pH acidificado (7.6 ± 0.1) del agua de mar. El experimento fue realizado mediante dos eventos de 

desoves y fertilizaciones independientes con el fin de obtener réplicas biológicas (REP1 y REP2). 

Estadio de desarrollo y 

condición de pH 

Número de 

lecturas 

crudas 

Número de 

lecturas de baja 

calidad removidas 

Número de 

lecturas de 

alta calidad 

% de lecturas de alta 

calidad  alineadas al 

genoma de referencia 

Blástula pH normal 

REP1_ 

65.39 M 1.16 M 64.23 M 98.22% 

Blástula pH normal 

REP2 

71.83 M 2.96 M 68.87 M 95.88% 

Blástula pH acidificado 

REP1 

69.41 M 3.74 M 65.67 M 94.61% 

Blástula pH acidificado 

REP2 

67.98 M 0.03 M 67.95 M 99.96% 

Trocófora pH normal 

REP1 

68.54 M 0.73 M 67.81 M 98.94% 

Trocófora pH normal 

REP2 

60.25 M 0.67 M 59.58 M 98.89% 

Trocófora pH acidificado 

REP1 

68.56 M 0.50 M 68.06 M 99.27% 

Trocófora pH acidificado 

REP2 

68.47 M 0.72 M 67.75 M 98.95% 

Larva-D pH normal 

REP1 

84.78 M 0.92 M 83.86 M 98.91% 

Larva-D pH normal 

REP2 

69.45 M 0.67 M 68.78 M 99.04% 

Larva-D pH acidificado 

REP1 

71.97 M 3.47 M 68.50 M 95.18% 

Larva-D pH acidificado 

REP2 

62.52 M 0.02 M 62.50 M 99.97% 
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Con las secuencias de alta calidad y el programa STAR, se realizó el alineamiento de 

las lecturas en contra del genoma de C. gigas (Peñaloza et al., 2021) para los 

embriones/larvas de cada estadio de desarrollo y condición de pH analizados en esta tesis, 

alineándose en total más del 94,61% de las lecturas (Tabla 2).  Luego, se extrajeron de los 

archivos de alineamiento resultantes el número de lecturas que mapearon a cada transcrito e 

isoforma de C. gigas con el programa featureCounts (Liao et al., 2014). Finalmente, se usó 

el programa edgeR (Robinson et al., 2010) para identificar los transcritos/isoformas 

diferencialmente expresados entre los diferentes estadios de desarrollo y las condiciones de 

pH (Figura 17 y Figura S10). En la Figura 17, se observan el número de transcritos 

expresados diferencialmente por efecto del pH acidificado, los cuales correspondieron a 

1180, 636, y 1407 en los estadios de desarrollo de blástula, trocófora, y larva-D, 

respectivamente. Asimismo, se encontraron un total de 1202, 641, y 1436 isoformas de 

transcritos expresadas diferencialmente por efecto del pH acidificado en los estadios de 

desarrollo de blástula, trocófora, y larva-D, respectivamente (Figura 17). De estos, mediante 

InteractiVenn (Haberle et al., 2015), se identificaron un total de 62 transcritos/isoformas que 

se encuentran expresados diferencialmente entre los tres estadios de desarrollo investigados 

en esta tesis (Figura 17).  
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Figura 17. Transcritos e isoformas expresados diferencialmente en diferentes estadios de desarrollo de la Ostra 

del Pacífico, Crassostrea gigas, producto de la acidificación del agua de mar. En (A) se observa el número de 

transcritos expresados diferencialmente en los tres estadios de desarrollo, así como aquellos que están 

expresados diferencialmente en dos estadios de desarrollo y los transcritos que tienen una expresión diferencial 

específica para un estadio de desarrollo. En (B) se observa el número de isoformas expresadas diferencialmente 

en los tres estadios de desarrollo, así como aquellas que están expresados diferencialmente en dos estadios de 

desarrollo y las isoformas que tienen una expresión diferencial específica para un estadio de desarrollo. 
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Empleando el mismo diagrama de Venn construido mediante InteractiVenn (Haberle 

et al., 2015), realizamos un análisis enfocado en las diferentes etapas del desarrollo larval de 

C. gigas. El análisis de expresión diferencial nos muestra múltiples transcritos/isoformas 

estadio-específicos expresados diferencialmente debido a los efectos de la acidificación del 

agua de mar, con 824, 345, y 1152 transcritos expresados diferencialmente en los estadios de 

desarrollo de blástula, trocófora, y larva-D, respectivamente (Figura 17). Mientras que, a 

nivel de isoformas de transcritos existen 849, 355, y 1187 expresadas diferencialmente en los 

estadios de desarrollo de blástula, trocófora, y larva-D, respectivamente (Figura 17). Estos 

transcritos/isoformas estadio-específicos podrían sugerir mecanismos o vías metabólicas 

específicas que están siendo reguladas producto a la exposición a un entorno de agua de mar 

acidificada, por lo que un escrutinio más cercano de los procesos biológicos y funciones 

moleculares de estos transcritos/isoformas es necesario.  

Consecuentemente, en respectivas transiciones de la ontogenia de C. gigas existen 

conjuntos de transcritos/isoformas compartidas entre los diferentes estadios de desarrollo. 

Por ejemplo, entre los estadios de desarrollo de blástula y trocófora, el cual corresponde a 

una transición larval mucho más extendida temporalmente desde el contexto de ontogenia, 

siendo blástula un estadio pre-gastrulación y la larva trocófora un estadio post-gastrulación, 

se comparten 165 transcritos y 164 isoformas (Figura 17). Posteriormente, entre los estadios 

de desarrollo de trocófora y larva-D, donde se caracteriza ya la presencia de formación de 

concha larval en la glándula de la concha (Wanninger & Wollesen, 2015), existen 64 

transcritos y 60 isoformas de transcritos expresadas diferencialmente (Figura 17). Estos 

últimos, podrían ser isoformas-transcritos cruciales para el proceso de formación de la concha 

larval, y que su expresión se esté viendo alterada producto del desarrollo de larvas en 

condiciones de agua de mar acidificada (Figura 17).  

 

Caracterización de los transcritos/isoformas expresados diferencialmente durante la 

ontogenia de la Ostra del Pacífico, Crassostrea gigas, producto de la acidificación del 

agua de mar 

Para la caracterización de los transcritos e isoformas expresadas diferencialmente 

durante la ontogenia de la Ostra del Pacífico en condiciones de acidificación de agua de mar, 
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se utilizó la misma anotación funcional y los términos de ontología de genes (términos GO) 

obtenidos mediante el programa EnTAP (Hart et al., 2020), y se realizó un análisis de 

enriquecimiento de términos GO con el paquete de R topGO (Alexa & Rahnenfuhrer 2022). 

Los términos GO enriquecidos fueron visualizados mediante la plataforma web de REVIGO 

(Supek et al., 2011). Cabe destacar que no se obtuvieron términos GO enriquecidos en los 

transcritos/isoformas expresadas diferencialmente en el estadio de desarrollo de blástula, 

mientras que en estadio de desarrollo de trocófora se encontraron términos GO enriquecidos 

en procesos biológicos relacionados a la mantención de mitocondrias, reparación de ácidos 

nucleicos, y reproducción (Figura 18). Esto sugiere que los transcritos e isoformas expresadas 

diferencialmente en el estadio de desarrollo de trocófora podrían estar asociados a procesos 

energéticos y de reparación de material genético producto de la condición de estrés a la cual 

se encuentran sometidas las larvas trocóforas debido a ser mantenidas en condiciones de 

acidificación del agua de mar. 

Por otra parte, en estadio de desarrollo de larva-D se encuentran términos GO 

enriquecidos vinculados a procesos biológicos, incluyendo respuesta inmunitaria, regulación 

de peptidasas, regulación de moléculas de adhesión celular, proteólisis, integración de ADN, 

y síntesis de ADN desde ARN (Figura 18). Estos resultados, podrían indicar una mayor 

exposición y susceptibilidad de las larvas de C. gigas frente a agentes patógenos externos 

producto del mantenimiento en agua de mar acidificada, algo que coincide con lo reportado 

en diversos estudios (Wang et al., 2016, Fuhrmann et al., 2019, Dineshram et al., 2021). 

Además, se observan términos GO enriquecidos en funciones moleculares, tales como unión 

de diversas moléculas, iones metálicos, cationes, ácidos nucleicos, iones de calcio, y unión 

de carbohidratos (Figura 18). Junto a estos, también existen términos GO enriquecidos 

relacionados a la actividad y regulación de la actividad motora de los microtúbulos, así como 

de peptidasas y endopeptidasas (Figura 18). En conjunto, los términos GO enriquecidos 

mencionados indicarían una alteración en funciones que potencialmente podrían estar 

vinculados al proceso de formación de concha larval, como lo son la regulación de la 

actividad de peptidasas (Yarra et al., 2021) y unión a cationes, iones de calcio y unión a 

carbohidratos, los cuales corresponden a funciones fundamentales en el proceso de 

biomineralización de la concha en moluscos (Le Roy, et al., 2011, Vendrasco et al., 2011, 

Kocot et al., 2016, Marin, 2020, Yarra et al., 2021).  
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Figura 18. Términos GO asociados a procesos biológicos y funciones moleculares enriquecidos en los 

transcritos/isoformas expresados diferencialmente producto del mantenimiento de embriones y larvas de la 

Ostra del Pacífico (Crassostrea gigas) en condiciones de acidificación del agua de mar. En (A) se muestran los 

términos GO enriquecidos, relacionados a procesos biológicos, en larvas en estadio de desarrollo de trocófora, 

mientras que en (B) se muestran los términos GO relacionados con procesos biológicos y en (C) con funciones 

moleculares en larvas en estadio de desarrollo de larva-D. 
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Al realizar un escrutinio más cercano de los transcritos/isoformas identificados como 

estadio-específicos y que se encuentran expresados diferencialmente producto del desarrollo 

en agua acidificada, se encuentra nuevamente una ausencia de términos GO enriquecidos 

asociados al estadio de blástula. Además, existe una ausencia de términos GO enriquecidos 

entre aquellos transcritos/isoformas compartidos por estadios de desarrollo, como lo son en 

blástula-larvas trocófora y larvas trocófora-larva-D. Sin embargo, en los transcritos estadio-

específicos expresados diferencialmente en larvas trocóforas y larvas-D se encuentran 

múltiples términos GO enriquecidos asociados (Figura 19).  

Los transcritos estadio-específico que se encuentran expresados diferencialmente en 

larva trocófora están relacionados con la regulación del desarrollo, crecimiento, y el potencial 

de acción de células musculares (Figura 19A), mientras que entre los transcritos/isoformas 

estadio-específicos expresados de larvas-D destacan términos GO enriquecidos asociados a 

procesos biológicos como de proteólisis, ensamblaje de miofibrillas, y respuesta inmune 

(Figura 19B). Estos resultados coindicen con lo reportado en otros trabajos sobre bivalvos 

(Venkataraman et al., 2020; Rajan et al., 2021; Venkataraman et al., 2022; Dang et al., 2022). 

Además, se observan términos GO enriquecidos de funciones moleculares asociadas a unión 

a diversos iones metálicos, en conjunto a la unión de iones de calcio y zinc (Figura 19B). 

Todos ellos son precursores iónicos claves no solo en la mantención de la homeostasis larval, 

sino que también en la regulación del proceso de biomineralización (Arivalagan et al., 2017, 

Marin, 2020, Wang et al., 2020, Yarra et al., 2021, Hanif et al., 2023). Sin embargo, la 

carencia de términos GO enriquecidos asociados a los transcritos/isoformas en el estadio de 

desarrollo de blástula no nos permite realizar un análisis sobre un posible efecto general de 

la acidificación en ese estadio de desarrollo. 
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Figura 19. Términos GO asociados a procesos biológicos y funciones moleculares enriquecidos en los 

transcritos/isoformas expresados diferencialmente en estadios de desarrollo específicos, producto del 

mantenimiento de embriones y larvas de la Ostra del Pacífico (Crassostrea gigas) en condiciones de 

acidificación del agua de mar. En (A) se muestran los términos GO enriquecidos, relacionados a procesos 

biológicos, componentes celulares y funciones moleculares en larvas en estadio de desarrollo de trocófora, 

mientras que en (B) se muestran los términos GO relacionados a procesos biológicos, componentes celulares y 

funciones moleculares en larvas en estadio de desarrollo de larva-D. 

 

Considerando la contrastante ausencia de términos GO enriquecidos en el estadio de 

desarrollo de blástula y en los transcritos/isoformas compartidos entre los estadios de 

desarrollos evaluados de esta tesis (blástula-trocófora y trocófora-larva-D) frente a la 

variedad de procesos biológicos y funciones moleculares destacados bajo el análisis de 

enriquecimiento de términos GO asociados a los transcritos/isoformas estadio-específicos en 
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larvas trocófora y larvas-D  (Figura 18 y Figura 19), es imprescindible realizar una búsqueda 

de los dominios funcionales asociados al proceso de formación de concha, con el fin de 

profundizar la caracterización de los transcritos e isoformas expresadas diferencialmente 

durante el desarrollo de embriones y larvas de C. gigas en condiciones de acidificación del 

agua. 

Por lo tanto, empleando la información de dominios funcionales involucrados en el 

proceso de biomineralización de la concha en moluscos reportados por Marin, 2020, se 

analizaron los dominios funcionales asociados a los transcritos expresados diferencialmente 

en los distintos estadios de desarrollo analizados en esta tesis. La Figura 20 muestra los 

principales dominios funcionales presentes en transcritos con expresión diferencial producto 

de la acidificación del agua de mar y que están asociados a la formación de concha de 

moluscos. En el estadio de desarrollo de blástula se observa un total de 90 dominios 

funcionales presentes en transcritos expresados diferencialmente, mientras que en el estadio 

de desarrollo de trocófora se observa un total de 32 dominios funcionales y en el estadio de 

larva-D un total de 201 dominios funcionales. Dentro de estos dominios funcionales, se 

encuentran predominantemente aquellos relacionados con el dominio WD, repeticiones G-

beta, proteína quinasa, motivos de reconocimiento de ARN, repeticiones espectrina, dominio 

PLAT/LH2, y dominios KH (Figura 20). En una menor proporción, se encuentran transcritos 

que codifican en su secuencia aminoácido dominios laminina EGF y dominios de receptores 

de lipoproteínas de baja densidad clase A (Figura 20). Interesantemente, algunos dominios 

funcionales están presentes en transcritos expresados diferencialmente en todos los estadios 

de desarrollo analizados en esta tesis; mientras que otros, como por ejemplo dominio par EF-

hand, repeticiones tetratricopéptidos, dedos de zinc, tipo C3HC4, repeticiones ankyrin, 

repeticiones ricas en leucina, dedos PHD, dominios MAM, dominios de unión a calmodulina, 

se encuentran en transcritos expresados diferencialmente en dos de los tres estadios de 

desarrollo analizados (Figura 20). Finalmente, también existen dominios funcionales que 

solo están presentes en transcritos con expresión diferencial en un estadio de desarrollo en 

particular, como por ejemplo repeticiones espectrina, dominio PLAT/LH2, dominio KH, 

dominios de receptores de lipoproteínas de baja densidad clase A, y dominios de receptores 

de lipoproteínas de baja densidad clase B en el estadio de desarrollo de larva-D y los dominios 
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laminina EGF en el estadio de desarrollo de trocófora y el dominio repetición de regulador 

de condesación cromosómica (RCC1) en el estadio de blástula, respectivamente (Figura 20). 

 

 

Figura 20. Presencia de dominios funcionales en transcritos expresados diferencialmente producto de la 

acidificación del agua de mar en la Ostra del Pacífico (Crassostrea gigas). Mapa de calor indicando el número 

de dominios funcionales presentes en transcritos con expresión diferencial para cada estadio de desarrollo. Para 

más detalles de los dominios funcionales asociados a cada estadio de desarrollo analizados en esta tesis, ver 

Figuras S11-S13. 
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A su vez, realizamos el mismo análisis antes mencionado, pero enfocándose en las 

isoformas de transcritos que se encuentran expresadas diferencialmente debido al efecto de 

la acidificación del agua de mar y que presentan dominios funcionales vinculados al proceso 

de biomineralización en moluscos (Marin, 2020). De estos análisis, se obtuvieron un total de 

12, 14, y 64 dominios funcionales presentes en las isoformas con expresión diferencial y que 

se han asociado a la formación de concha en moluscos, correspondientes a los estadios de 

desarrollo de blástula, trocófora, y larva-D, respectivamente (Figura 21). Mientras que en el 

estadio de desarrollo de blástula existen pocos dominios funcionales presentes en las 

isoformasexpresadas diferencialmente (Figura 21), esto se puede explicar porque en dicho 

estadio de desarrollo aún no se inicia el proceso de biomineralización. Por otro lado, en el 

estadio de desarrollo de trocófora se detectaron 13 dominios de laminina contenidos en las 

isoformas de transcritos expresados diferencialmente (Figura 21). Este dominio funcional ha 

sido descrito como parte del “kit molecular” de biomineralización necesario para construir la 

concha en moluscos (Marin 2020) y también se ha reportado con expresión diferencial 

producto de la acidificación del agua de mar en otros estudios (Rajan et al., 2021). 

Interesantemente, en estadio de desarrollo larva-D existe una gran variedad de dominios 

funcionales asociados a biomineralización de la concha en las isoformas expresadas 

diferencialmente (Figura 21). Dentro de estos dominios funcionales, se encuentran aquellos 

relacionados con la unión a iones y de actividad enzimática, como los dominios EF hand, los 

dominios de unión al calcio EGF, el dominio de la Glutatión peroxidasa (Marin, 2020) 

(Figura 21). Mientras que otros dominios funcionales presentes en las isoformas proteicas 

expresadas diferencialmente en el estadio de desarrollo de larva-D corresponden a dominios 

de repeticiones de colágeno, repeticiones ricas en leucina, y dominios von Willebrand, los 

cuales estarían asociados a la estructuración de la matriz de la concha (Marin, 2020) (Figura 

21). Estos resultados indican que existen isoformas expresadas diferencialmente en el estadio 

de desarrollo de larva-D que podrían ver alterado su destino como isoforma, tales como la 

regulación de la unión a iones de calcio y la síntesis de componentes proteicos asociados a la 

formación de la matriz de la concha larval, producto del mantenimiento de larvas de C. gigas 

en condiciones de acidificación del agua de mar.  
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Figura 21. Presencia de dominios funcionales asociados a la formación de concha asociados a formación de 

concha en isoformas expresadas diferencialmente producto de la acidificación del agua de mar en la Ostra del 

Pacífico (Crassostrea gigas). Mapa de calor indicando el número de dominios funcionales asociados a 

formación de concha presentes en transcritos con expresión diferencial para cada estadio de desarrollo. Para 

más detalles de los dominios funcionales asociados al proceso de fabricación de estructuras mineralizadas en 

moluscos en cada estadio de desarrollo analizados en esta tesis, ver Figuras S14-S16. 
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Alteraciones en el panorama de expresión y patrones de metilación m6A producto del 

mantenimiento de embriones y larvas de la Ostra del Pacífico (Crassostrea gigas) en 

condiciones de acidificación del agua de mar   

Considerando los transcritos/isoformas que se encuentran expresadas 

diferencialmente, se procedió a compararlos/as con aquellos/as que presentan modificaciones 

químicas del tipo m6A y/o que presentan niveles diferenciales de metilación m6A producto 

del mantenimiento de embriones y larvas en condiciones de acidificación del agua de mar. 

En la Figura 22 se puede observar que en el estadio de desarrollo de blástula, las isoformas 

expresadas diferencialmente y con niveles de metilación m6A diferencial corresponden a 

G553.3 (Protein DK), G7240.1 (ARNnc), G24506.8 (Tubulin), G25112.1 (Sin similitud de 

secuencia), y G26146.4 (Histone H3); mientras que las isoformas de transcritos G21656.2 

(Leucine rich-repeat), G5663.1 (Filopodia protein), y G18218.1 (ARNnc) tienen niveles de 

expresión y metilación m6A diferencial producto del desarrollo en agua de mar acidificada 

(Figura 22).  

Por otro lado, en larvas en estadio de desarrollo de trocófora solo se identificó una 

isoforma expresada diferencialmente y con metilación m6A, la que corresponde a la isoforma 

G34817.29 (small GTP-binding protein), y también solo una isoforma, G20822.6 (ARNnc), 

se encuentra expresada y metilada diferencialmente producto de la acidificación del agua de 

mar (Figura 22). En el caso de las larvas en estadio de desarrollo de larva-D, se encuentran 

en total 15 isoformas expresadas diferencialmente y que poseen por lo menos una metilación 

m6A. Estas isoformas de transcritos corresponden a: G123.9 (ATPase), G423.1 (Sin similitud 

de secuencias en base de datos), G3249.1 (Forkhead box protein), G14159.2 (Protein-

tyrosine phosphatase), G16250.1 (Cytochrome P450), G7758.1 (Acanthoscurrin-2-like), 

G12321.1 (Glycine-rich RNA-binding protein), G13303.1 (ATP dependant RNA helicase 

A), G26146.4 (Histone H3), G26746.4 (FAS1), G5528.2 (Anaphase-promoting protein), 

G6280.1 (RIG-I-like receptor), G6881.1 (rRNA methyltransferase fibrillarin-like), 

G19035.18 (inhibitor of apoptosis), y G19732.1 (ubiquitin). Además, se identificaron 10 

isoformas de transcritos expresadas diferencialmente y que poseen una tasa de metilación 

m6A diferencial producto del mantenimiento de larvas en agua de mar acidificada. Esta 

isoformas corresponden a: G2451.27 (Calreticulin), G15670.1 (SGNH hydrolase), G22209.6 
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(Protein-tyrosine phosphatase-like protein), G25177.13 (Fatty acid desaturase), G6435.1 

(Actin), G7026.6 (ARNnc), G17941.1 (baculoviral IAP repeat-containing protein 7-B), 

G19039.2 (Kelch-type beta propeller), G19758.4 (uncharacterized protein), y G34043.1 

(ARNnc).  

En base a los resultados de la Figura 22, se puede observar que la isoforma G26146.4, 

que codifica a una histona H3, se encuentra expresada diferencialmente y con metilaciones 

m6A en los estadios de desarrollo de blástula y larva-D. Además, se destaca la presencia de 

isoformas de transcritos correspondientes a ARNnc con niveles de expresión y metilación 

m6A diferencial producto del mantenimiento de embriones y larvas en condiciones agua de 

mar acidificada, existiendo una isoforma en el estadio de desarrollo de trocófora (G18218.1) 

y dos isoformas de transcritos en el estadio de desarrollo de larva-D (G7026.6 y G34043.1). 

Sin embargo, actualmente no se tienen registros de los genes objetivos de estos ARNnc. 
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Figura 22. Relación de los estados de metilación m6A y expresión diferencial de los transcritos e isoformas en 

los diferentes estadios de desarrollo de la Ostra del Pacífico (Crassostrea gigas) analizados en esta tesis, 

producto del mantenimiento de embriones y larvas en condiciones agua de mar acidificada. En A), B), y C) se 

compara el estado de los transcritos con metilaciones m6A detectadas con los transcritos con niveles de 

metilación y/o expresión diferencial producto del desarrollo en agua de mar acidificada. Similarmente en D), 

E) y F), se compara el estado de las isoformas de transcritos con metilaciones m6A detectadas con las isoformas 

con niveles de metilación y/o expresión diferencial producto del desarrollo en agua de mar acidifica 

 

Nuestros resultados indican que un número relativamente bajo de transcritos e 

isoformas se expresan diferencialmente y tienen modificaciones químicas del tipo m6A, así 

como niveles diferenciales de metilación m6A en los diferentes estadios de desarrollo 

analizados. Interesantemente, los transcritos expresados diferencialmente y los niveles de 

m6A difieren en el número de isoformas producidas para los mismos transcritos, lo que 
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resulta en cantidades desiguales de transcritos e isoformas compartidas (Figura 22). Además, 

el uso de isoformas por transcrito/gen varía según el estadio de desarrollo. Por ello, se 

filtraron los transcritos/genes que poseen múltiples isoformas de transcritos y que cumplen 

con las siguientes condiciones: i) poseer dominios funcionales asociados a la formación de 

la concha en moluscos, y ii) las isoformas deben presentar expresión diferencial de isoformas, 

metilaciones m6A y/o niveles diferenciales de m6A.  

Para este filtrado, se revisaron y compararon los resultados obtenidos previamente 

respecto a los niveles de expresión de transcritos, la tasa de metilación, y el porcentaje de uso 

de isoformas de transcritos. Como resultado de este análisis, se identificaron 11 transcritos 

que poseen dominios funcionales asociados a la biomineralización en moluscos. Estos, 

además, cuentan con diferentes isoformas de transcritos que se encuentran metiladas y/o 

diferencialmente metiladas y/o expresadas de manera diferencial durante la ontogenia de 

Crassostrea gigas.  

En la Figura 23 se observan transcritos, y su correspondiente uso de isoformas, que 

codifican para proteínas con dominios funcionales asociados al proceso de formación de la 

concha en moluscos (Marin, 2020) y su estado de expresión y metilación en cada estadio del 

desarrollo evaluado en esta tesis (Tabla S5). Por ejemplo, el transcrito G339 tiene las 

isoformas G339.4, G339.2, y G339.1. De estas, la isoforma G339.4 muestra metilación m6A 

en los estadios de desarrollo de blástula y trocófora, mientras que, la isoforma G339.2, 

muestra metilación m6A en el estadio de desarrollo de larva-D, y la isoforma G339.1, muestra 

metilación m6A en el estadio de desarrollo de trocófora. No obstante, todas estas isoformas 

contienen el dominio funcional asociado a uniones de calcio EF-hand y Linker de histonas 

H1-H5. Este resultado sugiere que las diferentes isoformas de transcritos de un mismo 

transcrito pueden tener diferentes patrones de metilación m6A asociado puntualmente a un 

uso de isoformas proteicas particular (Figura 23). Otros transcritos como G3290, G2857, 

G10885, G28384, G25087, G24022, G23989, G23988, G23042, y G22502 también tienen 

múltiples isoformas con variaciones en la metilación m6A y diferentes dominios funcionales 

asociados al proceso de formación de concha. De estos, los transcritos G25087, G24022, 

G10885, y G22502 presentan una disminución en el uso de algunas de sus isoformas frente 
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a condiciones de mantenimiento de embriones y larvas en condiciones de acidificación del 

agua de mar (Figura 22). 

 

 

Figura 23. Niveles de expresión de transcritos/isoformas en embriones y larvas de la Ostra del Pacífico 

(Crassostrea gigas) mantenidas en condiciones de acidificación del agua de mar. En los paneles se muestran 

transcritos (G339, G3290, G2857, G28384, G25087, G24022, G23989, G23988, G23042, G22502, y G10885) 

con patrones de metilación m6A, expresión diferencial, y uso de isoformas de transcritos vinculados al proceso 

de formación de concha en moluscos. En la primera columna se muestran los niveles de expresión en TPM 
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normalizados mediante log10(TPM+1). En la segunda columna se muestra la tasa de metilaciones m6A en 

regiones DRACHs presentes en los transcritos. En la tercera columna se muestra el porcentaje de uso de las 

isoformas correspondientes a cada transcrito.  

 

Para comprender y visualizar los efectos del mantenimiento de embriones y larvas en 

condiciones de acidificación del agua de mar en el transcriptoma y metiloma (m6A) de C. 

gigas, y posibles alteraciones del proceso de formación de concha larval, recopilamos y co-

visualizamos los patrones de expresión y metilación m6A de un total de 138 isoformas de 

transcritos identificadas a lo largo de esta tesis. Estas isoformas presentan dominios 

funcionales vinculados al proceso de formación de concha larval y denotan las diferencias en 

los niveles de expresión de las isoformas durante la ontogenia de la Ostra del Pacífico (C. 

gigas), producto del mantenimiento de embriones y larvas en condiciones de acidificación 

del agua de mar (Figura 24). Interesantemente, existe una mayor variación de los niveles de 

metilación m6A en las isoformas expresadas diferencialmente en el estadio de desarrollo de 

larva-D, potencialmente debido a la respuesta de los embriones y larvas a desarrollarse en 

agua de mar acidificada, algo que coincide con otros estudios ambientales realizados (Zhou 

et al., 2022, Rudy et al., 2023, Hou et al., 2023, Lei et al., 2023).  
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Figura 24. Perfiles expresión y metilación m6A de isoformas vinculadas al proceso de formación de concha 

durante la ontogenia de la Ostra del Pacífico (Crassostrea gigas) producto del desarrollo de embriones y larvas 

en agua de mar acidificada. A la izquierda de la figura se muestran las isoformas metiladas y/o diferencialmente 

expresadas con dominios funcionales vinculados al proceso de fabricación de la concha en moluscos (n=138) 

Los niveles de expresión de los transcritos se encuentran en TPM normalizados mediante log10(TPM+1).   
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DISCUSIÓN 

La acidificación de los océanos genera efectos nocivos para diversas especies marinas 

(Gattuso et al., 2015), viéndose afectada negativamente la sobrevivencia, crecimiento, y 

descendencia de estas especies producto del impacto energético que produce la disminución 

del pH en la mantención de procesos biologicos y celulares (Gazeau et al., 2013; Kroeker et 

al., 2014; Gattuso et al., 2015; Sulpis et al., 2018; Tan and Zheng, 2020; Auzoux-Bordenave 

et al. 2020; Figuerola et al., 2021). Sumado a un conocimiento muy limitado de los 

mecanismos moleculares y repertorios proteicos que podrían estar participando en la 

formación de la concha embrionaria y larval (Jackson et al., 2007; Zhao et al., 2018; Batzel 

et al., 2022), existe la necesidad de comprender los mecanismos y redes regulatorias de 

procesos vitales, como la formación de concha, en los estadios larvales de moluscos como la 

Ostra del Pacífico, Crassostrea gigas. 

El abrupto auge en estudios epitranscriptómicos ha proporcionado una visión más 

amplia sobre el rol regulatorio de estas modificaciones químicas del ADN y ARN en 

respuesta a estresores ambientales. (Hu & Manduzio, 2019; Huber et al., 2019; Shoaib & 

Usman, 2022; Zhou et al., 2022). Lamentablemente, estos han sido realizados principalmente 

en especies de vertebrados y plantas (Vandivier & Gregory, 2018; Kumar & Mohapatra, 

2021; Tang et al., 2021; Ma et al., 2022; Ramakrishnan et al., 2022; Wagner & Schosserer, 

2022; Xin et al., 2022; Shen et al., 2023), existiendo escasa información en especies de 

invertebrados. En moluscos, actualmente existen dos estudios que se han enfocado en la 

transición materno-cigoto y la relevancia de la modificación química m6A (Le Franc et al., 

2021) y el estadio de mórula (Le Franc et al., 2022).  

Preferencia en la metilación de motivos DRACHs durante la ontogenia de la Ostra del 

Pacífico (Crassostrea gigas) y modificaciones debido a la acidificación del agua de mar  

En esta tesis se llevó a cabo un análisis comparativo sobre el uso de motivos DRACHs 

en los patrones de metilación m6A durante la ontogenia de la Ostra del Pacífico (C. gigas) en 

condiciones de pH normal y pH acidificado del agua de mar. Para ello, se determinaron los 

patrones DRACHs fuertemente y débilmente metilados basados en el número de regiones 

metiladas por estadio de desarrollo; es decir, blástula, trocófora, y larva-D. En dichos estadios 

de desarrollo, se detectaron distintos niveles de metilación para cada patrón dentro del motivo 
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DRACH, con ciertos patrones siendo consistentemente más metilados que otros en las 

diferentes réplicas biológicas por cada estadio de desarrollo. Por ejemplo, los patrones 

AAACU, GGACA, AAACA, GAACA, y AGACA se identificaron como motivos DRACHs 

“fuertemente” metilados en todos los estadios de desarrollo evaluados, comprendiendo una 

proporción significativa de las regiones metiladas detectadas en los transcritos e isoformas 

que se expresan en dichos estadios de desarrollo. Estos resultados tienen semejanzas con 

otros motivos DRACHs “fuertes” en estudios realizados en mamíferos (Rücklé et al., 2023). 

Estos patrones también mantuvieron altos niveles de metilación diferencial entre estadios de 

desarrollo con pH normal y pH acidificado del agua de mar, lo que sugiere que estos motivos 

DRACH serían preferidos para la aparición de modificaciones del tipo N6-metiladenosina en 

transcritos e isoformas durante la ontogenia de la Ostra del Pacífico. Estos resultados también 

sugieren que la metilación m6A puede verse afectada por factores ambientales, como la 

acidificación del agua de mar.  

Por otro lado, las regiones DRACHs “débilmente” metiladas representan un motivo 

poco frecuente para el marcaje químico de las metilaciones m6A (Rücklé et al., 2023). En 

nuestros resultados, en el estadio de desarrollo de blástula se presentaron los patrones 

AGACC, GAACC, UGACA, UAACC, y UGACC como “débilmente” metilados, 

representando solo el 13,84% del total de regiones metiladas en dicho estadio de desarrollo; 

mientras que en el estadio de desarrollo de trocófora, los patrones UGACA, UAACU, 

UAACC, UGACC, y UGACU fueron identificados como “débilmente” metilados, 

constituyendo solo el 10,47% de las regiones metiladas. En el mismo contexto, en el estadio 

de desarrollo de larva-D, los patrones GGACU, UGACU, AGACC, UAACC, y UGACC se 

clasificaron como “débilmente” metilados, representando el 13,69% de las regiones 

metiladas. Estos patrones débilmente metilados mostraron cierta variabilidad entre los 

estadios de desarrollo, aunque los patrones UAACC y UGACC se mantuvieron 

consistentemente como “débilmente” metilados en todos los estadios de desarrollo 

analizados en esta tesis. 

 A diferencia de los motivos DRACHs “fuertemente” metilados, los patrones 

débilmente metilados mostraron diferencias en los niveles de metilación entre los 

embriones/larvas mantenidas en pH normal y pH acidificado, aunque UAACC y UGACC se 
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mantuvieron débilmente metilados en ambas condiciones. Aunque existe una preferencia 

general por los motivos DRACHs “fuertemente” metilados, tales como AAACU, GGACA, 

AAACA, GAACA, y AGACA, se observaron diversos motivos DRACHs con niveles de 

metilación menos frecuentes y variabilidad entre condiciones de pH y estadios de desarrollo. 

Lo anterior se describe en la Figura 9 donde se muestra el número de motivos DRACHs 

metilados en embriones/larvas mantenidas bajo condiciones de pH normal y pH acidificado, 

destacando la preferencia por los motivos DRACH “fuertemente” metilados y la escasez de 

metilaciones en los motivos DRACH “débilmente” metilados, tales como UAACC y 

UGACC. Nuestros resultados sugieren que, aunque hay preferencias por ciertos motivos 

DRACHs, los patrones de metilación m6A son diversos y dinámicos durante la ontogenia de 

la Ostra del Pacífico y en respuesta a cambios ambientales, como la acidificación del agua 

de mar. 

 

Caracterización del metiloma m6A durante la ontogenia de la Ostra del Pacífico 

(Crassostrea gigas) y su rol en la formación de la concha larval 

La metilación m6A participa en la regulación de la expresión génica en diversos 

procesos fisiológicos y fisiopatológicos, pero también desempeña roles importantes la 

regulación de procesos del desarrollo, reproducción, y destino celular (Arcidiacono et al., 

2020; Dieterich et al., 2021; Konno et al., 2021). En nuestros resultados, se ha observado que 

procesos similares se encuentran enriquecidos en los transcritos e isoformas con metilaciones 

presentes en los estadios de desarrollo de blástula, trocófora, y larva-D. Estos resultados están 

en concordancia con otros estudios epitranscriptómicos en C. gigas donde la maquinaria 

proteica asociada a la modificación química m6A es crucial en procesos de empalme 

alternativo (alternative splicing), traducción, diferenciación celular, clivaje, y la transición 

materno-cigótica (Le Franc et al., 2021, Le Franc et al., 2023).   

Al respecto de las isoformas de transcritos con metilaciones m6A, se detectaron una 

gran variedad de dominios funcionales, los cuales están asociados a diversas funciones 

involucradas en el proceso de formación de la concha en moluscos. El dominio funcional 

WD (tryptophan-aspartic acid) está mayormente representado en las isoformas de proteinas 

cuyos transcritos poseen metilaciones m6A en los estadios de desarrollo de blástula, 
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trocófora, y larva-D. Los dominios WD corresponden a dominios presentes en proteínas 

involucradas en la regulación del ciclo celular, transducción de señales, y la organización del 

citoesqueleto (Jain & Pandey., 2018). La función de los dominios WD ocurre mediante 

interacciones proteína-proteína o proteína-ligando, al igual que los dominios de repeticiones 

de Tetratricopéptido, repeticiones de Ankyrin, repeticiones similares a Armadillo/beta-

catenin, PDZ, KH, y asociados a la familia Ras (Huber et al., 1997; Michaely et al., 2002; 

Zeytuni & Zarivach, 2012). Del mismo modo, también se detectaron isoformas de transcritos 

que codifican en su secuencia de aminoácidos para proteínas con dominios G-beta repeat, los 

cuales podrían estar involucrados en la transducción de señales a través de la membrana 

celular y unión a ligandos pequeños, al igual que los dominios IQ de motivos de unión a 

calmodulina, motivos Kelch, y repeticiones de espectrina (Marin, 2020). Otros dominios 

funcionales presentes en transcritos/isoformas con metilación m6A corresponden a dominios 

de unión a ácidos nucleicos, dedos de Zinc, tipo C2H2 y C3HC4, repeticiones ricas en 

leucinas, y motivos de reconocimiento de ARN. Similarmente, se detectaron un considerable 

número de dominios funcionales que están relacionados con actividad enzimática, tales como 

dominios proteína quinasa, receptores de tirosina quinasa tipo A/B, subunidades C de ATP 

sintasa, familia ubiquitina, dominios GTPasa de la familia tubulina/FtsZ, dominios de unión 

a homólogos de calponina, y dominios receptores de lipoproteínas de baja densidad clase A.  

En moluscos, las proteínas que conforman la concha son bastante variables entre 

especies y poseen diferentes dominios funcionales asociados a distintas funciones que 

cumple la concha (Marin, 2020). Por ejemplo, las proteínas de matriz, que corresponden al 

componente principal de la concha, son las responsables de la organización de los cristales 

de carbonato de calcio formando una matriz que mantiene los cristales en su lugar otorgando 

rigidez a la concha (Le Roy et al., 2014; Herlitze et al., 2014; Marin, 2020). En este contexto, 

los dominios funcionales identificados en el metiloma m6A identificado en embriones/larvas 

en el estadio de desarrollo de blástula, trocófora, y larva D desempeñan diversas funciones 

que podrían estar relacionadas con el proceso de formación de concha en moluscos. Entre 

ellos, existen dominios funcionales implicados en el reconocimiento y unión de iones y 

moléculas de calcio, como el dominio EF hand y el dominio de anhidrasa carbónica (Marin, 

2020). Además, los dominios asociados con la unión a lípidos y membranas celulares, como 

el Lipocalin/cytosolic fatty-acid binding protein family, podrían estar involucrados en el 
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transporte y el metabolismo de lípidos necesarios para la formación de la concha (Arivalagan 

et al., 2016, Marin, 2020). Mientras que los dominios implicados en la interacción con la 

matriz extracelular, como por ejemplo, Fibronectin type III domain, Laminin Domains, y 

EGF domains, podrían participar en la adhesión de las células que secretan la matriz de la 

concha a la matriz extracelular circundante (Lemmon et al., 2009, Zhang et al., 2012; 

Arivalagan et al., 2016; Marin, 2020). 

 

Expresión diferencial de transcritos e isoformas durante la ontogenia de la Ostra del 

Pacífico (Crassostrea gigas) producto del mantenimiento de embriones y larvas en 

condiciones de acidificación del agua de mar 

Mientras que en el estadio de desarrollo de blástula no se encontraron términos GO 

enriquecidos en los transcritos e isoformas expresadas diferencialmente, en el estadio de 

desarrollo de trocófora se identificaron términos GO relacionados con la mantención de la 

mitocondria, reparación de ácidos nucleicos, y reproducción, lo que sugiere una respuesta 

adaptativa de las larvas a las condiciones de estrés ambiental. Estos resultados son 

congruentes con estudios previos en larvas trocóforas de C. gigas expuestas a niveles 

similares de pH (De Wit et al., 2018). En el estadio de larva-D, se observaron múltiples 

términos GO enriquecidos asociados a procesos biológicos, como la respuesta inmunitaria. 

Estos hallazgos indican que la exposición de las larvas a agentes estresantes como la 

acidificación del agua de mar coinciden con lo reportado en otros estudios también en larvas 

de C. gigas y células inmunes (Wang et al., 2016; Dineshram et al., 2021; Wang et al., 2020). 

Además, se identificaron términos GO enriquecidos relacionados con funciones moleculares, 

como la unión de moléculas y iones, así como la actividad motora de microtúbulos y 

peptidasas. Estos resultados también coinciden con lo visto anteriormente por efecto de la 

acidificación del agua de mar en larvas trocóforas (De Wit et al., 2018) y organismos adultos 

en la misma especie (Zúñiga-Soto et al., 2023). Lo anterior, sugiere una alteración en 

funciones asociadas al proceso de formación de concha larval, lo que subraya la importancia 

de investigar los dominios funcionales asociados a la biomineralización en los transcritos, 

pero también en las isoformas expresadas diferencialmente en respuesta a la acidificación del 

agua de mar. 
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La disminuida cantidad de dominios funcionales asociados a la formación de concha 

en el estadio de desarrollo de blástula se podría explicar por la ausencia del proceso de 

biomineralización en este estadio de desarrollo (Marin, et al., 2012; Jackson et al., 2016). En 

su conjunto, esto sugiere que los dominios funcionales detectados en el estadio de blástula 

formarían parte de otros procesos biológicos o funciones moleculares que se expresan 

diferencialmente producto del mantenimiento de embriones en agua de mar acidificada. En 

el caso de la alta cantidad de dominios de Laminina contenidos en las isoformas de transcritos 

expresados diferencialmente en el estadio de desarrollo de trocófora, este dominio está 

presente principalmente en glicoproteínas del mismo nombre, asociándose a fibras de 

colágeno tipo IV y a la membrana celular, mediante la unión con fibronectina e integrinas 

asociadas a la membrana celular (Marin, 2020). Interesantemente, encontramos dominios 

funcionales vinculados directamente al proceso de biomineralización en el estadio de 

desarrollo de larva-D. Dentro de los dominios funcionales detectados encontramos dominios 

de anhidrasas carbónicas, dominios de unión a calcio del tipo EF-hand, y peroxidasas (Le 

Roy et al., 2014; Herlitze et al., 2014; Marin, 2020). Otras proteínas relevantes en la 

formación de concha son las proteínas adhesivas, las cuales son responsables de mantener la 

concha a su tejido responsable de fabricarla; es decir, la glándula de la concha en etapa 

embrionaria/larval y el manto en etapa de adultez, además de mantener conjunta y unidas las 

diferentes capas de carbonato de calcio que componen la concha (Agbaje et al., 2018, Marin, 

2020). Algunos de los dominios funcionales que han sido identificados en las isoformas de 

transcritos expresadas diferencialmente en larva-D corresponden a dominios de unión a 

colágeno y fibrinógeno. 

  

Efecto de la acidificación del agua de mar en los patrones de metilación m6A asociados 

a la formación de la concha larval durante la ontogenia de la Ostra del Pacífico 

(Crassostrea gigas) 

Mientras que existe una gran carencia de información acerca del rol de las 

metilaciones del tipo N6-metiladenosina en la regulación de la expresión de transcritos e 

isoformas en especies de moluscos frente a estresores ambientales, estudios en plantas 

destacan las dinámicas epitranscripcionales como una capa adicional en el entendimiento de 
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procesos del desarrollo y cómo estas modificaciones regulan la respuesta frente al estrés 

ambiental (Hu & Manduzio, 2019; Huber et al., 2019; Shoaib & Usman, 2022; Zhou et al., 

2022). En esta tesis, los análisis de dominios funcionales extienden una gran variedad de 

dominios. Por otro lado, los transcritos de isoformas proteicas diferencialmente metiladas 

presentan una gran variedad de dominios funcionales, los cuales potencialmente participarían 

en procesos de regulación de vías metabólicas, ciclo celular, y regulación de la expresión 

génica. Estos dominios funcionales fueron identificados principalmente en transcritos de 

isoformas proteicas expresadas diferencialmente en los estadios de desarrollo de blástula y 

larva-D. Específicamente, estos dominios funcionales están asociados a reconocimiento a 

ARN, reguladores de la condensación de cromosomas, inhibidores de apoptosis, y están en 

concordancia con procesos del ciclo celular regulados mediante metilaciones del tipo m6A 

en otros estudios (Arcidiacono et al., 2020; Dieterich et al., 2021; Konno et al., 2021). Estas 

modificaciones podrían afectar la capacidad para adaptarse a estresores ambientales, 

posiblemente modulando la velocidad de ciclo celular priorizando rutas metabólicas.  

Asimismo, varios dominios funcionales detectados en los transcritos de isoformas 

proteicas diferencialmente metiladas en los estadios de desarrollo de blástula, trocófora, y 

larva-D denotan la amplitud de procesos biológicos que estarían potencialmente afectados 

por el desarrollo de embriones y larvas en agua de mar acidificada. Por ejemplo, procesos 

biológicos relacionados con la generación de energía celular, evidenciado en dominios de 

transportadores ABC y ATP subunidad C sintetasa. Del mismo modo, dominios funcionales 

asociados a unión proteica, quitina, y colágenos en el estadio de desarrollo de trocófora, pero 

principalmente en el estadio de desarrollo de larva-D estarían contribuyendo a la formación 

y estabilidad de estructuras celulares, así como a la interacción con otras moléculas en el 

entorno celular asociado a la matriz de la concha larval (Agbaje et al., 2018, Zhao et al., 2018, 

De Wit et al., 2018, Marin, 2020). Esto es de gran relevancia en la formación de la concha 

en moluscos, ya que dichos dominios funcionales han sido descritos como responsables de 

la estructuración y organización de la matriz de la concha (Agbaje et al., 2018, Marin, 2020). 

También, dominios funcionales asociados a repeticiones triple hélices de colágeno, dominios 

de laminina, repeticiones de ankirina, repeticiones similares a armadillo/beta-catenina, 

motivos de Kelch, repeticiones ricas en leucina, dominios PDZ, repeticiones de espectrina, y 

dominios trombospodina tipo I han sido descritos como parte del “kit” molecular de las 
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conchas en moluscos (Sun et al., 2020, Marin, 2020). En el mismo sentido, también se 

detectaron dominios funcionales de unión a calcio del tipo EF-hand y peroxidasas en 

transcritos de isoformas proteicas expresadas diferencialmente y con niveles de metilación 

diferencial en el estadio de desarrollo de larva-D. Todo lo anterior indicaría una alteración 

en el efecto final, es decir, la formación de la concha embrionaria y larval en C. gigas 

producto de la presencia/ausencia de la metilación m6A en transcritos y/o isoformas que 

alteraría directamente el proceso de biomineralización. Sin embargo, los efectos finales de 

estas metilaciones m6A presentes en estas isoformas diferencialmente metiladas son aún 

desconocidos, dilucidar el posible efecto final permitirá comprender íntegramente el rol y la 

relevancia de la metilación m6A en el contexto de la acidificación del agua de mar y la 

formación de estructuras mineralizadas en moluscos. 

 

Efectos de la acidificación del agua de mar en el transcriptoma y el epitranscriptoma 

m6A en la formación de la concha larval de la Ostra del Pacífico (Crassostrea gigas) 

Recientemente, se ha evidenciado cómo la acidificación del agua de mar afecta 

significativamente tanto los procesos epigenómicos como transcripcionales en distintas 

especies de ostras (Goncalves et al., 2017, Lim et al., 2021, Venkataraman et al., 2022, Dang 

et al., 2023, Zúniga-Soto et al., 2023), siendo un estresor ambiental que también podría influir 

directamente en la formación de la concha larval. Bajo este contexto, la metilación m6A 

podría actuar como un modulador clave en la regulación de la expresión génica en respuesta 

a este estrés ambiental, coincidiendo con estudios realizados anteriormente (Zhou et al., 

2022; Rudy et al., 2023; Hou et al., 2023; Lei et al., 2023). En el ámbito epitranscripcional, 

los resultados presentados en esta tesis sugieren que la metilación m6A podría estar ajustando 

la respuesta celular para enfrentar el entorno acidificado durante el desarrollo (Figura 12 y 

Figura 24). Aunque en el estadio de desarrollo de blástula no se encontraron términos GO 

enriquecidos para los transcritos metilados diferencialmente (Figura 12), en estadios de 

desarrollo posteriores, como la larva-D, los transcritos de isoformas proteicas metiladas 

presentan una variedad de dominios funcionales (Figuras 13-15). Estos dominios están 

asociados a la regulación del ciclo celular, el reconocimiento de ARN, y la inhibición de la 

apoptosis, sugiriendo que la metilación m6A podría estar priorizando rutas metabólicas y 
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ajustando la velocidad del ciclo celular en respuesta al estrés ambiental, algo que coincide 

con estudios previos (Arcidiacono et al., 2020; Dieterich et al., 2021; Konno et al., 2021). 

Sin embargo, en este estudio no se realizaron estudios funcionales sobre el efecto concreto 

de las metilaciones m6A en los transcritos/isoformas producto de la acidificación del agua de 

mar. 

Los transcritos/isoformas estadio-específico que se encuentran expresados 

diferencialmente en el estadio de desarrollo de larva trocófora están relacionados con la 

regulación del desarrollo, crecimiento y el potencial de acción de células musculares (Figura 

19A). Esto coindice con reportes previos, donde la acidificación del océano aumenta las tasas 

de biomineralización en la estrella de mar Amphiura filiformis y la Ostra del Pacífico 

Crassostrea gigas, pero a costa de un decrecimiento del tamaño de la masa muscular y su 

tasa metabólica (Wood et al., 2008, Lannig et al., 2010, Rajan et al., 2021). En conjunto, 

estos procesos biológicos relacionados a metabolismo que se encuentran expresados 

diferencialmente podrían apuntar a una preferencia sobre una alteración en la regulación del 

metabolismo al hacer frente a un contexto de estrés ambiental como lo es la acidificación del 

agua de mar, algo que también se ha descrito en moluscos y equinodermos (Wood et al., 

2008, Lannig et al., 2010, Venkataraman et al., 2020; Rajan et al., 2021; Venkataraman et 

al., 2022; Dang et al., 2022). 

En los transcritos/isoformas estadio-específicos expresados en el estadio de desarrollo 

de larva-D (Figura 19) destacan términos GO enriquecidos asociados a procesos biológicos 

como proteólisis, ensamblaje de miofibrillas, y respuesta inmune (Figura 19B), lo cual 

coindice con lo reportado en otros trabajos sobre bivalvos (Venkataraman et al., 2020; Rajan 

et al., 2021; Venkataraman et al., 2022; Dang et al., 2022). Además, se observan términos 

GO enriquecidos en funciones moleculares asociadas a unión a diversos iones metálicos, en 

conjunto a la unión de iones de calcio y zinc (Figura 19B). Estos precursores iónicos son 

claves no solo en la mantención de la homeostasis larval, sino que también en la regulación 

del proceso de biomineralización, así como ha sido descrito anteriormente (Arivalagan et al., 

2017, Marin, 2020, Wang et al., 2020, Yarra et al., 2021, Hanif et al., 2023). En conjunto, 

estos resultados son consecuentes con los dominios funcionales de aquellos 

transcritos/isoformas que se encuentran metilados diferencialmente  
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En esta tesis, se observaron un número reducido de transcritos e isoformas que 

presentan conjuntamente niveles de expresión y metilación diferenciales, y que a su vez estén 

relacionados a procesos biológicos y/o funciones moleculares asociadas al proceso de 

biomineralización en moluscos. A pesar de eso, nuestros resultados muestran transcritos con 

un uso dinámico de isoformas a lo largo de la ontogenia de C. gigas. Por ejemplo, los 

transcritos G25087, G24022, G10885, y G22502 codifican para dominios funcionales 

asociados a la biomineralización en moluscos y presentan una disminución en el uso de 

algunas de sus isoformas frente a condiciones de acidificación del agua de mar. Esto puede 

ser factible dentro de las funciones del lector de m6A nuclear YTHDC1, el cual es capaz de 

regular el empalme alternativo de isoformas de transcritos (Cesaro et al., 2023). Además, las 

diferentes isoformas de un mismo transcrito pueden tener diferentes patrones de metilación 

asociado puntualmente a un uso de isoformas, como ocurre con los transcritos G3290, 

G2857, G10885, G28384, G25087, G24022, G23989, G23988, G23042, y G22502. Estos 

transcritos muestran isoformas con variaciones en los niveles de metilación, pero cuyas 

secuencias codificantes poseen dominios funcionales asociados al proceso de formación de 

concha. Por otro lado, es importante destacar la variación en el uso de isoformas que se puede 

observar en los transcritos G25087, G24022, G10885, y G22502, los cuales presentan una 

disminución en el uso de algunas de sus isoformas frente a condiciones de acidificación del 

agua de mar.  

 Basado en nuestros resultados, pareciera ser que la metilación m6A y los 

cambios en la expresión génica trabajan en paralelo para modular la respuesta de C. gigas a 

la acidificación del agua de mar. Bajo este contexto, la metilación m6A, podría modificar el 

uso de intrones/exones, alternando el uso de transcritos hacia isoformas puntuales y/o 

regulando la traducibilidad de los transcritos sin necesidad de realizar cambios en el nivel de 

expresión de los transcritos (Vandivier & Gregory, 2018; Kumar & Mohapatra, 2021; Tang 

et al., 2021; Bayoumi & Munir, 2021; Murakami & Jaffrey; 2022; Rückle et al., 2022; 

Wilinski et al., 2023; Guca et al., 2024; Song, 2024). Por lo que es necesario realizar análisis 

que determinen la distribución de estás metilaciones en el cuerpo de los transcritos que 

podrían dilucidar el posible rol de las metilaciones detectadas. 
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El catálogo de transcritos de isoformas proteicas expresadas y metiladas 

diferencialmente asociadas al proceso de biomineralización durante el desarrollo larval de C. 

gigas generados en esta tesis, proporcionan un vistazo a los procesos biológicos y funciones 

moleculares potencialmente alterados en la formación de la concha en moluscos, asegurando 

la activación de mecanismos críticos para la biomineralización y la adaptación a las 

condiciones adversas. En conjunto, esta tesis establece a la metilación del tipo m6A como 

una nueva capa de complejidad en la formación de la concha en moluscos.  
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CONCLUSIONES 

La disminución del pH del agua de mar afecta negativamente la supervivencia, el 

crecimiento y la reproducción de diversas especies marinas (Gazeau et al., 2013; Kroeker et 

al., 2014; Gattuso et al., 2015; Sulpis et al., 2018; Tan and Zheng, 2020; Auzoux-Bordenave 

et al. 2020; Figuerola et al., 2021). En moluscos como la Ostra del Pacífico, Crassostrea 

gigas, este problema se agrava debido al conocimiento limitado sobre los mecanismos 

moleculares y proteicos involucrados en la formación de la concha durante los estadios 

embrionarios y larvales. (Jackson et al., 2007; Zhao et al., 2018; Batzel et al., 2022). Aunque 

los avances en estudios epitranscriptómicos han explorado el papel de las modificaciones 

químicas en el ADN y ARN frente a estresores ambientales, la mayoría de estas 

investigaciones se han centrado en vertebrados y plantas, dejando una gran brecha en el 

estudio de invertebrados (Hu & Manduzio, 2019; Huber et al., 2019; Shoaib & Usman, 2022; 

Zhou et al., 2022). En el caso de los moluscos, los pocos estudios disponibles se han enfocado 

en etapas específicas del desarrollo temprano, como la transición materno-cigoto (Le Franc 

et al., 2021) y ciertas modificaciones químicas durante el estadio de mórula (Le Franc et al., 

2022). 

Esta tesis proporciona un vistazo al epitranscriptoma m6A en estadios embrionarios 

(blástula) y larvales (trocófora y larva-D) de la Ostra del Pacífico, Crassostrea gigas, 

determinando preferencias sobre la metilación m6A en motivos DRACHs puntuales, además 

de los procesos biológicos y funciones moleculares que se encuentran regulados bajo esta 

modificación química. Los resultados indican que efectivamente la metilación m6A es un 

proceso altamente dinámico durante la ontogenia larval y que los niveles de esta modificación 

química efectivamente varían frente a la disminución del pH del agua de mar, planteándose 

como una vía que responde dinámicamente frente al estresor ambiental. Además, estas 

metilaciones se presentan en genes asociados a la regulación de procesos del desarrollo, 

reproducción, y destino celular se encuentran entre los más afectados, coincidiendo con 

resultados previos en otras especies de animales (Arcidiacono et al., 2020; Dieterich et al., 

2021; Konno et al., 2021). Dentro de los diversos dominios funcionales en las secuencias 

codificantes de los transcritos de isoformas proteicas metiladas, así como dominios 

funcionales involucrados en la formación de concha en moluscos, se destacan aquellos 
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asociados a estructuración de la matriz de la concha, actividad enzimática, unión de iones y 

calcio, los cuales se encuentran directamente vinculados al proceso de biomineralización de 

la concha en moluscos (De Wit et al., 2018: Marin 2020). 

Los efectos de la acidificación del agua de mar sobre el transcriptoma y el 

epitranscriptoma m6A revelan un reducido número de transcritos/isoformas que presentan 

conjuntamente niveles de expresión y metilación diferenciales. Estos transcritos/isoformas 

están principalmente asociados a eventos de control del ciclo celular o eventos de 

diferenciación celular, complementario a lo reportado por Le Franc et al., 2022. Sin embargo, 

los resultados de esta tesis indicarían que la acidificación del agua de mar sí es capaz de 

inducir cambios sobre los niveles de expresión génica y/o niveles de metilación m6A, 

estableciendo escenarios paralelos de regulación (transcripcional o epitranscripcional), 

durante el desarrollo embrionario y larval de C. gigas, observándose transcritos e isoformas 

de transcritos expresadas diferencialmente sin cambios en sus niveles de metilación, así como 

otros transcritos/isoformas que poseen niveles de metilación m6A diferencial sin alterar sus 

niveles de expresión.  

Las diferencias en los niveles de expresión de las isoformas de transcritos durante el 

desarrollo larval de C. gigas producto del mantenimiento de embriones y larvas en 

condiciones de acidificación del agua de mar, denotan una mayor variación de los niveles de 

metilación, variaciones altamente dinámicas de los niveles de metilación m6A para el 

conjunto de transcritos de isoformas proteicas que en sus secuencias codificantes tienen 

dominios funcionales asociados a la biomineralización de la concha, potencialmente en 

respuesta al desarrollo en agua de mar acidificada; algo que coincide con lo reportado en 

otros estudios ambientales realizados (Zhou et al., 2022, Rudy et al., 2023, Hou et al., 2023, 

Lei et al., 2023).  

Los estudios realizados en esta tesis describen un catálogo epitranscriptomico m6A 

altamente dinámico durante la ontogenia larval y que se modifica en respuesta a estresores 

ambientales como la acidificación del agua de mar, y que funciona en paralelo a las 

variaciones sobre la expresión de transcritos. Además de proporcionar un vistazo a los 

procesos biológicos y funciones moleculares influenciados por la m6A durante la ontogenia 

de C. gigas, junto a su potencial implicancia en la formación de concha en esta especie y sus 
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alteraciones producto del desarrollo de embriones y larvas en agua de mar acidificada, 

enmarcando a la metilación m6A como un nuevo nivel de complejidad en la enmarañada red 

de regulación de la biomineralización en moluscos.  
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ANEXOS 

 

Figura S1. Preferencia de metilación m6A en motivos DRACHs detectadas en las secuencias de ARN durante 

en los estadios de desarrollo de bástula, trocófora, y larva-D de la Ostra del Pacífico (Crassostrea gigas). Los 

patrones DRACHs corresponden a las regiones metiladas con un valor-p menor a 0.00001. En (A) se muestran 

los patrones DRACHs presentes en los embriones de estadio de blástula, mientras que en (B) se muestran los 

patrones DRACHs presentes en las larvas trocóforas. Por otro lado, en (C) se muestran los patrones DRACHs 

presentes en las muestras correspondientes a larvas-D. El diagrama de Venn en (D) muestra el número de 

dominios DRACHs catalogados como “fuertes” presentes en cada estadio de desarrollo mostrados en (A), (B), 

y (C), mientras que en el diagrama de Venn en (E) se muestra el número de dominios DRACHs catalogados 

como “débiles” para cada estadio de desarrollos mostrados en (A), (B), y (C). 
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Figura S2. Preferencia de metilación m6A en motivos DRACHs diferencialmente metilados, detectados en las 

secuencias de ARN durante en los estadios de desarrollo de bástula, trocófora, y larva-D de la Ostra del Pacífico 

(Crassostrea gigas). Los patrones DRACHs corresponden a las regiones metiladas con un p-value menor a 

0.00001 y con DMR de 0.5 entre los embriones/larvas mantenidas en condición de pH normal (8.0 ± 0.1) y pH 

acidificado (7.6 ± 0.1). En (A) se muestran los patrones DRACHs presentes en los embriones de estadio de 

blástula, mientras que en (B) se muestran los patrones DRACHs presentes en las larvas trocóforas. Por otro 

lado, en (C) se muestran los patrones DRACHs presentes en las muestras correspondientes a larvas-D. El 

diagrama de Venn en (D) muestra el número de dominios DRACHs catalogados como “fuertes” presentes en 

cada estadio de desarrollo mostrados en (A), (B), y (C), mientras que en el diagrama de Venn en (E) se muestra 

el número de dominios DRACHs catalogados como “débiles” para cada estadio de desarrollos mostrados en 

(A), (B), y (C). 
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Figura S3. Términos GO enriquecidos en transcritos/isoformas con metilaciones m6A y asociados a procesos 

biológicos en embriones en el estadio de desarrollo de bástula (A), en larvas en estadio de desarrollo de trocófora 

(B), y en larvas en estadio de desarrollo de lasrva-D (C).   
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Figura S4. Los top 20 dominios funcionales presentes en transcritos/isoformas con niveles de metilación m6A 

diferenciales en embriones en estadio de desarrollo de blástula mantenidos en condición de pH acidificado. Los 

dominios funcionales fueron identificados utilizando el programa InterProScan y la base de datos de Pfam. 
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Figura S5. Los top 20 dominios funcionales presentes en transcritos/isoformas con niveles de metilación m6A 

diferenciales en larvas en estadio de desarrollo de trocóforas mantenidas en condiciones de pH acidificado. Los 

dominios funcionales fueron identificados utilizando el programa InterProScan y la base de datos de Pfam. 
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Figura S6. Los top 20 dominios funcionales presentes en transcritos/isoformas con niveles de metilación m6A 

diferenciales en larvas en estadio de desarrollo de larva-D mantenidas en condiciones de pH acidificado. Los 

dominios funcionales fueron identificados utilizando el programa InterProScan y la base de datos de Pfam. 
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Figura S7. Dominios funcionales presentes en transcritos/isoformas con niveles de metilación m6A 

diferenciales en embriones en estadio de desarrollo de blástula producto de mantenerlos en condiciones de pH 

acidificado. Las barras muestran los diferentes dominios funcionales que han sido vinculados al proceso de 

formación de concha en moluscos, según Marin., 2020. Los dominios funcionales fueron identificados 

utilizando el programa InterProScan y la base de datos de Pfam. 
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Figura S8. Dominios funcionales presentes en transcritos/isoformas con niveles de metilación m6A 

diferenciales en larvas en estadio de desarrollo de trocófora producto de mantenerlas en condiciones de pH 

acidificado. Las barras muestran los diferentes dominios funcionales que han sido vinculados al proceso de 

formación de concha en moluscos, según Marin, 2020. Los dominios funcionales fueron identificados utilizando 

el programa InterProScan y la base de datos de Pfam. 
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Figura S9. Dominios funcionales presentes en transcritos/isoformas con niveles de metilación m6A 

diferenciales en larvas en estadio de desarrollo de larva-D producto de mantenerlas en condiciones de pH 

acidificado. Las barras muestran los diferentes dominios funcionales que han sido vinculados al proceso de 

formación de concha en moluscos, según Marin, 2020. Los dominios funcionales fueron identificados utilizando 

el programa InterProScan y la base de datos de Pfam. 
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Figura S10. Mapas de calor mostrando transcritos/isoformas expresados diferencialmente durante la ontogenia 

de la Ostra del Pacífico (Crassostrea gigas) producto de la acidificación del agua de mar. En (A) se observan 

los transcritos/isoformas expresados diferencialmente en el estadio de desarrollo de blástula. En (B) se observan 

los transcritos/isoformas expresados diferencialmente en el estadio de desarrollo de trocófora. En (C) se 

observan los transcritos/isoformas expresados diferencialmente en el estadio de desarrollo de larva-D. En la 

parte inferior de los mapas de calor se indican los estadios de desarrollo y las condiciones de pH del agua de 

mar, donde control significa pH normal (8.0 ± 0.1) y acidificado significa pH acidificado (7.6 ± 0.1). Los 

transcritos/isoformas se muestran como filas horizontales y se agrupan por similitud de perfiles de expresión. 

La tonalidad rojo/anaranjada indica una mayor expresión, mientras que la tonalidad azul/celeste una menor 

expresión.  
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Figura S11. Los top 29 dominios funcionales presentes en transcritos expresados diferencialmente en 

embriones en el estadio de desarrollo de blástula mantenidas en condiciones de pH acidificado. Los dominios 

funcionales fueron identificados utilizando el programa InterProScan y la base de datos de Pfam. 
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Figura S12. Los top 30 dominios funcionales presentes en transcritos expresados diferencialmente en larvas en 

el estadio de desarrollo de trocófora mantenidas en condiciones de pH acidificado. Los dominios funcionales 

fueron identificados utilizando el programa InterProScan y la base de datos de Pfam. 
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Figura S13. Los top 30 dominios funcionales presentes en transcritos expresados diferencialmente en larvas en 

el estadio de desarrollo de larva-D mantenidas en condiciones de pH acidificado. Los dominios funcionales 

fueron identificados utilizando el programa InterProScan y la base de datos de Pfam. 
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Figura S14. Dominios funcionales presentes en isoformas con expresión diferencial en embriones en estadio 

de desarrollo de blástula producto de mantenerlos en condiciones de pH acidificado. Las barras muestran los 

diferentes dominios funcionales que han sido vinculados al proceso de formación de concha en moluscos, según 

Marin 2020. Los dominios funcionales fueron identificados utilizando el programa InterProScan y la base de 

datos de Pfam. 
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Figura S15. Dominios funcionales presentes en isoformas con expresión diferencial en larvas en estadio de 

desarrollo de trocófora producto de mantenerlas en condiciones de pH acidificado. Las barras muestran los 

diferentes dominios funcionales que han sido vinculados al proceso de formación de concha en moluscos, según 

Marin 2020. Los dominios funcionales fueron identificados utilizando el programa InterProScan y la base de 

datos de Pfam. 
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Figura S16. Dominios funcionales presentes en isoformas con expresión diferencial en larvas en estadio de 

desarrollo de larva-D producto de mantenerlas en condiciones de pH acidificado. Las barras muestran los 

diferentes dominios funcionales que han sido vinculados al proceso de formación de concha en moluscos, según 

Marin 2020. Los dominios funcionales fueron identificados utilizando el programa InterProScan y la base de 

datos de Pfam. 
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Tabla S1. Número de motivos DRACHs (regiones metiladas) en los distintos estadios de desarrollo (blástula, 

trocófora, y larva-D) de la Ostra del Pacífico (Crassostrea gigas) y en condiciones de pH normal (8.0 ± 0.1) y 

pH acidificado (7.6 ± 0.1).  

 

Motivos 

DRACHs 

Blástula Trocófora Larva D 

pH 

normal 

pH 

acidificado 

pH 

normal 

pH 

acidificado 

pH 

normal 

pH 

acidificado 

AAACA 12 19 4 5 24 25 

AAACC 4 9 5 2 22 12 

AAACU 19 38 12 5 63 62 

AGACA 9 9 5 3 23 21 

AGACC 0 4 2 1 10 4 

AGACU 3 6 2 1 12 15 

GAACA 15 10 6 9 27 22 

GAACC 1 5 4 0 8 15 

GAACU 5 7 1 0 11 13 

GGACA 9 13 5 7 49 24 

GGACC 5 5 1 2 13 18 

GGACU 4 7 0 1 11 9 

UAACA 7 11 2 0 15 9 

UAACC 1 4 0 2 5 9 

UAACU 6 9 0 2 17 16 

UGACA 7 3 5 1 25 14 

UGACC 3 3 1 0 9 9 

UGACU 5 12 2 1 14 14 
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Tabla S2. Número de regiones metiladas m6A en transcritos e isoformas en embriones en el estadio de 

desarrollo de blástula mantenidas en condiciones de pH normal y pH acidificado. 

Gen/Transcrito N° 

regiones 

metiladas 

N° isoformas Isoformas N° 

regiones 

metiladas 

por 

isoforma 

G22067 7 3 c78b68f1-b41c-4346-b8b8-085a11078d9a-0 5 

G22067.7 1 

G22067.10 1 

G24600 7 3 G24600.6 3 

G24600.12 2 

G24600.2 2 

G11501 7 4 a7a37899-e606-4cf8-b379-6b5f54638b30-0 2 

G11501.6 2 

G11501.1 2 

G11501.20 1 

G550 6 5 b1f6d02a-e6f1-41c8-9a5a-b93d03d5643a-0 2 

G550.6 1 

G550.7 1 

G550.1 1 

G550.5 1 

G26685 6 3 G26685.2 3 

b18b4aa7-9912-4a8f-a82f-b2b867fbefaa-0 2 

G26685.3 1 

G16233 6 4 G16233.7 2 

bebb4506-a770-4bab-8723-2f8bdaa16f31-0 2 

30963340-a2ea-4d57-a791-b7ca9831839e-0 1 

G16233.4 1 

G6720 5 3 G6720.4 3 

a72a0557-76db-4a14-a462-f61904a46e58-0 1 

G6720.3 1 

MZ497416.1:11544..12255 5 1 MZ497416.1:11544..12255 5 

G33755 5 1 G33755.1 5 

LR761634.1:30526000 5 1 7d2c1d63-3fd5-4e80-b170-df21bda4f870-0 5 

G3843 5 3 G3843.7 3 

G3843.3 1 

G3843.4 1 

G27831 5 2 G27831.7 3 

G27831.11 2 

G25304 5 5 G25304.18-0 1 
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8eeddeb2-370c-47a3-b990-603210abd545-0 1 

G25304.19 1 

G25304.1 1 

G25304.11 1 

G25668 5 4 G25668.38 2 

G25668.35 1 

G25668.10 1 

G25668.28 1 

G16414 5 3 20d3cb58-c509-4b02-a6d3-1e07f0f2360e-0 2 

G16414.7 2 

G16414.5 1 

G11116 5 3 524337a3-af5b-45b8-8018-fd64337621e2-0 2 

c2d12acd-d4c2-4d25-a8c7-7650f659cf09-0 2 

G11116.3 1 

G12205 5 4 G12205.8 2 

G12205.7 1 

G12205.2 1 

G12205.3 1 

G889 4 1 G889.5 4 

G32187 4 1 G32187.1 4 

LR761638.1:60639000 4 1 cd85863d-b94c-4b7c-b6fd-68c9d1ff00cd-0 4 

G24409 4 2 G24409.6 3 

G24409.3 1 

G24374 4 2 G24374.2 3 

G24374.3 1 

G31074 4 4 G31074.7 1 

G31074.5 1 

G31074.14 1 

G31074.16 1 

G237 4 1 G237.1 4 

G28188 4 3 G28188.4 2 

G28188.5 1 

G28188.16 1 

G14952 4 1 G14952.2 4 

G16419 4 3 G16419.4 2 

G16419.7 1 

G16419.1 1 

G2085 4 3 G2085.6 2 

G2085.16 1 

G2085.2 1 
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Tabla S3. Número de regiones metiladas m6A en transcritos e isoformas en embriones en el estadio de 

desarrollo de trocófora mantenidas en condiciones de pH normal y pH acidificado. 

Transcrito N° 

regiones 

metiladas 

N° isoformas Isoformas N° 

regiones 

metiladas 

por 

isoforma 

G14250 17 5 G14250.1 3 

G14250.15 5 

G14250.21 3 

G14250.8 3 

G14250.9 3 

G15286 12 5 G15286.68 2 

G15286.72 3 

G15286.77 5 

G15286.79 1 

G15286.90 1 

G16233 10 6 30963340-a2ea-4d57-a791-b7ca9831839e-0 1 

bebb4506-a770-4bab-8723-2f8bdaa16f31-0 4 

G16233.10 1 

G16233.11-0 1 

G16233.4 1 

G16233.7 2 

G3506 9 2 G3506.1 3 

G3506.16 6 

G730 9 6 G730.1 2 

G730.10 3 

G730.11 1 

G730.13 1 

G730.3 1 

G730.9 1 

G22083 8 4 G22083.1 1 

G22083.10 2 

G22083.3 1 

G22083.4 4 

G35235 7 2 G35235.2 4 

G35235.3 3 

G28021 7 6 G28021.1 1 

G28021.10 1 

G28021.13 1 

G28021.14 2 
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G28021.18 1 

G28021.23 1 

G24405 7 4 G24405.12 2 

G24405.19 2 

G24405.27 1 

G24405.41 2 

G550 6 2 G550.2 1 

G550.6 5 

G12207 6 2 G12207.11 2 

G12207.4 4 

G35096 6 4 G35096.1 1 

G35096.2 2 

G35096.6 1 

G35096.8 2 

G32475 6 4 G32475.36 2 

G32475.47 2 

G32475.58 1 

G32475.61 1 

G25027 5 2 G25027.13 2 

G25027.35-0 3 

G20500 5 1 G20500.23 5 

MZ497416.1:11544..12255 5 1 MZ497416.1:11544..12255 5 

G16920 5 2 G16920.21 2 

G16920.3 3 

G5571 5 2 G5571.1 1 

G5571.15 1 

G5571.2 1 

G5571.3 2 

G2186 5 4 G2186.13 1 

G2186.14 2 

G2186.17 1 

G2186.2 1 

G34830 5 3 G34830.1 2 

G34830.32 2 

G34830.91 1 

G26146 5 3 G26146.1 2 

G26146.2 2 

G26146.4 1 

G3061 4 3 G3061.1 1 

G3061.2 1 
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G3061.4 2 

G12645 4 1 G12645.16 4 

G4818 4 2 G4818.56 2 

G4818.77 1 

G31051 4 1 G31051.31 4 

G6859 4 2 G6859.1 1 

G6859.5 3 

G31807 4 2 G31807.1 2 

G31807.2 2 

G3888 4 2 G3888.44 3 

G3888.45 1 
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Tabla S4. Número de regiones metiladas m6A en transcritos e isoformas en embriones en el estadio de 

desarrollo de larva-D mantenidas en condiciones de pH normal y pH acidificado. 

Transcrito N° 

regiones 

metiladas 

N° isoformas Isoformas N° 

regiones 

metiladas 

por 

isoforma 

G14250 9 4 G14250.8 3 

G14250.15 3 

G14250.9 2 

G14250.1 1 

G25668 8 3 G25668.8 5 

G25668.28 2 

G25668.26 1 

G24405 7 6 G24405.27 2 

G24405.41 1 

G24405.20 1 

G24405.12 1 

9b0702fd-e7ae-450c-8e23-5bda1ed763f4-0 1 

G24405.19 1 

G24600 7 4 G24600.6 3 

G24600.12 2 

G24600.5 1 

G24600.2 1 

G18614 6 3 G18614.3 6 

G11124.3 5 

ff73117d-446a-4a3b-899e-96d2f177ee5b-0 1 

G11124 6 2 G11124.3 5 

ff73117d-446a-4a3b-899e-96d2f177ee5b-0 1 

G11116 6 3 c2d12acd-d4c2-4d25-a8c7-7650f659cf09-0 3 

49a3b70e-7cf5-4797-b91e-4e79666be8fd-0 2 

G11116.3 1 

MZ497416.1:11544..12255 5 1 MZ497416.1:11544..12255 5 

G3054 5 5 G3054.83 1 

G3054.107 1 

G3054.87 1 

G3054.143 1 

G3054.19 1 

G27017 5 2 G27017.1 3 

G27017.6 2 

G339 5 2 G339.2 4 
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G339.1 1 

G26146 5 2 G26146.1 3 

G26146.4 2 

G11036 5 2 G11036.2 4 

G11036.3 1 

G16233 5 4 30963340-a2ea-4d57-a791-b7ca9831839e-0 2 

G16233.11-0 1 

G16233.9 1 

G16233.10 1 

G15471 5 2 G15471.2 3 

f27c2f35-253e-486c-bdfa-ff1aa8b69a58-0 2 

G10077 5 4 G10077.11 2 

G10077.7 1 

G10077.8 1 

G10077.6 1 

G12645 5 1 G12645.16 5 

G550 4 2 G550.7 3 

96a38481-cbca-4456-b4f5-bdb414adcbc8-0 1 

G4337 4 2 G4337.7 2 

G4337.3 2 

G3773 4 2 G3773.9 2 

G3773.5 2 

LR761642.1:36948000 4 2 69394233-e079-431d-97da-7c176d8bef41-0 3 

c20d7ea4-66cf-4fe9-bf5a-bd7e9b925df0-0 1 

G29891 4 2 G29891.4 3 

G29891.2 1 

G32627 4 3 G32627.5-0 2 

G32627.9 1 

2dc8272d-817c-45c2-a9fd-ca494cd0bba8-0 1 

G25027 4 1 G25027.35-0 4 

G34830 4 2 G34830.92 2 

G34830.1 2 

G20682 4 2 G20682.47 2 

G20682.34 2 

G18379 4 3 G18379.1 2 

G18379.19 1 

G18379.18 1 

G1851 4 3 G1851.42 2 

G1851.2 1 

G1851.39 1 
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Tabla S5. Catálogo de transcritos e isoformas con dominios funcionales asociados a la formación de concha en moluscos y que presentan expresión diferencial y 

diferentes estados de metilación en embriones y larvas de la Ostra del Pacífico (Crassostrea gigas) en condiciones de acidificación de agua de mar. DMR = región 

con metilación diferencial 

  Blástula  Trocófora Larva D  

ID 

isoforma 

ID 

transcrito 

Expresión 

diferencial 

Metilación 

m6A 

DMR   Expresión 

diferencial 

Metilación 

m6A 

DMR Expresión 

diferencial 

Metilación 

m6A 

DMR Dominio funcional 

G21656.2 G21656 Si Si Si  Si No No No Si Si Leucine Rich repeat 

G26146.4 G26146 Si Si No  No Si No Si Si No Core histone H2A/H2B/H3/H4 

G10110.133 G10110 No No No  No No No No Si No Tropomyosin 

G10885.2 G10885 No No No  No No No No Si No Common central domain of 

tyrosinase 

G11008.3 G11008 No No No  No No No No Si Si Glutathione peroxidase 

G11185.1 G11185 No No No  No No No No Si Si Thrombospondin type 1 

domain 

G11650.2 G11650 No No No  No No No No Si Si IQ calmodulin-binding motif 

G12130.1 G12130 No No No  No No No No Si No Leucine-rich repeat 

G12306.1 G12306 No No No  No No No No Si Si Ependymin 

G12306.2 G12306 No No No  No No No No Si No Ependymin 

G12448.4 G12448 No No No  No No No No Si Si Sushi repeat (SCR repeat) 
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G13592.1 G13592 No No No  No No No No Si Si Scavenger receptor cysteine-

rich domain 

G1363.1 G1363 No No No  No No No No Si Si Calcium/calmodulin dependent 

protein kinase II association 

domain 

G14061.3 G14061 No No No  No No No No Si No EF hand 

G14061.5 G14061 No No No  No No No No Si Si EF hand 

G14330.3 G14330 No No No  No No No No Si Si JAB1/Mov34/MPN/PAD-1 

ubiquitin protease 

G14430.3 G14430 No Si Si  No No No No Si Si INTS6/SAGE1/DDX26B/CT45 

C-terminus 

G1456.20 G1456 No No No  No No No No Si Si Cytoskeletal-regulatory 

complex EF hand 

G14738.9 G14738 Si No No  Si No No No Si No EF-hand domain 

G14845.11 G14845 No No No  No No No No Si No EF-hand domain pair 

G1531.24 G1531 No No No  No No No No Si No Myosin tail 

G15471.2 G15471 No Si No  No Si No No Si No Eukaryotic-type carbonic 

anhydrase 

G15721.12 G15721 No No No  No No No No Si Si JAB1/Mov34/MPN/PAD-1 

ubiquitin protease 

G16325.2 G16325 No No No  No No No No Si No BRICHOS domain 

G16819.18 G16819 No No No  No No No No Si No A20-like zinc finger 

G16920.21 G16920 No Si No  No Si Si No Si No Cathepsin propeptide inhibitor 

domain (I29) 
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G17022.3 G17022 No Si No  No Si No No Si No WD domain, G-beta repeat 

G17434.5 G17434 No No No  No No No No Si Si Leucine rich repeat 

G18109.2 G18109 No No No  No No No No Si No Animal haem peroxidase 

G18379.1 G18379 No No No  No No No No Si Si Sperm-tail PG-rich repeat 

G189.3 G189 No No No  No No No No Si Si Laminin G domain 

G1940.1 G1940 Si No No  No No No No Si No Complement Clr-like EGF-like 

G19480.3 G19480 No No No  No No No No Si No Peptidase family M48 

G1994.1 G1994 No No No  No No No No Si No EF-hand domain pair 

G20965.1 G20965 No No No  No No No No Si No Lipocalin-like domain 

G2122.1 G2122 No No No  No No No No Si No Leucine-rich repeat 

G21249.19 G21249 No No No  No No No No Si No ShK domain-like 

G21335.1 G21335 No No No  Si No No No Si Si Kazal-type serine protease 

inhibitor domain 

G21656.1 G21656 No No No  No No No No Si Si Leucine Rich repeat 

G22319.2 G22319 No No No  No No No No Si No Myosin tail 

G22556.1 G22556 No No No  No Si No Si No No C-terminus of histone H2A 

G23042.10 G23042 No No No  No No No No Si Si Cofilin/tropomyosin-type actin-

binding protein 



 

126 
 

G23042.7 G23042 No No No  No No No No Si No Cofilin/tropomyosin-type actin-

binding protein 

G23988.18 G23988 No No No  No No No No Si Si Lipocalin / cytosolic fatty-acid 

binding protein family 

G23989.2 G23989 No No No  No No No No Si No Lipocalin / cytosolic fatty-acid 

binding protein family 

G2400.1 G2400 No No No  No No No No Si No Tesmin/TSO1-like CXC 

domain, cysteine-rich domain 

G24022.1 G24022 No No No  No No No No Si No PCNA-associated factor 

histone like domain 

G24175.3 G24175 No No No  No No No No Si No Chitin binding Peritrophin-A 

domain 

G2442.3 G2442 No No No  No No No No Si Si C-terminal region of eIF3h 

G24754.1 G24754 No Si Si  No No No No Si Si Restriction Enzyme Adenine 

Methylase Associated 

G24845.1 G24845 No No No  No No No No Si Si WAP-type (Whey Acidic 

Protein) 'four-disulfide core' 

G24895.1 G24895 No No No  No No No No Si Si Mitochondrial carrier protein 

G24937.3 G24937 No No No  No No No No Si No EF-hand domain pair 

G25087.2 G25087 No No No  No No No No Si No Zinc finger, C3HC4 type 

(RING finger) 

G2552.1 G2552 Si No No  No No No No Si No Glycosyl hydrolases family 18 

G25625.3 G25625 No No No  No No No No Si No EF hand 
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G25764.2 G25764 No No No  No No No No Si Si ADAMTS cysteine-rich 

domain 2 

G26146.1 G26146 No Si No  No Si No No Si No Core histone H2A/H2B/H3/H4 

G26184.1 G26184 No Si No  No Si Si No Si No Laminin B (Domain IV) 

G26453.1 G26453 No No No  No No No No Si Si AMOP domain 

G26998.1 G26998 No No No  No No No No Si Si EGF-like domain 

G27138.3 G27138 No No No  No No No No Si No FKBP-type peptidyl-prolyl cis-

trans isomerase 

G27389.1 G27389 No No No  No No No No Si Si EF-hand domain pair 

G27434.3 G27434 No No No  No No No No Si Si KIX domain 

G27439.2 G27439 No No No  No No No No Si Si Leucine-rich repeat 

G27516.2 G27516 No No No  No No No No Si Si Protein-tyrosine phosphatase 

G27692.1 G27692 No No No  No No No No Si Si PHD-like zinc-binding domain 

G27866.14 G27866 No No No  No No No No Si Si Collagen triple helix repeat (20 

copies) 
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G28384.3 G28384 No No No  No No No No Si No Chitin binding Peritrophin-A 

domain 

G28384.8 G28384 No No No  No No No No Si No Chitin binding Peritrophin-A 

domain 

G2857.5 G2857 No No No  No No No No Si No EF-hand domain pair 

G2857.8 G2857 No No No  No No No No Si No EF-hand domain pair 

G287.5 G287 No No No  No No No No Si Si Ependymin 

G2907.2 G2907 No No No  No No No No Si No Immunoglobulin I-set domain 

G30041.1 G30041 No No No  No No No No Si No Cofilin/tropomyosin-type actin-

binding protein 

G30748.8 G30748 No No No  No No No No Si No Immunoglobulin domain 

G31463.3 G31463 No No No  No No No No Si Si Trichohyalin-plectin-homology 

domain 

G32545.2 G32545 No No No  No No No No Si No EF-hand domain pair 

G32588.1 G32588 No Si No  No Si No No Si No Macroglobulin domain MG3 

G32594.1 G32594 No No No  No No No No Si No EF-hand domain pair 

G33234.14 G33234 No No No  No No No No Si Si von Willebrand factor type D 

domain 

G3343.1 G3343 No No No  No No No No Si Si Cyclophilin type peptidyl-

prolyl cis-trans isomerase/CLD 

G339.1 G339 No No No  No Si No No Si No linker histone H1 and H5 

family 

G339.2 G339 No No No  No No No No Si No linker histone H1 and H5 

family 
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G35181.5 G35181 No No No  No No No No Si No Concanavalin A-like 

lectin/glucanases superfamily 

G35224.10 G35224 No No No  No No No No Si Si EF-hand domain pair 

G5046.2 G5046 No No No  No No No No Si Si Leucine rich repeat 

G5129.9 G5129 No No No  No No No No Si No Kunitz/Bovine pancreatic 

trypsin inhibitor domain 

G5492.13 G5492 No No No  No No No No Si Si Spondin-like TSP1 domain 

G6498.41 G6498 No No No  No Si No No Si No Calponin homology (CH) 

domain 

G661.13 G661 No No No  No No No No Si No C-terminus of histone H2A 

G661.5 G661 No No No  No No No No Si No C-terminus of histone H2A 

G767.6 G767 No No No  No No No No Si No Mitochondrial calcium 

uniporter 

G7748.1 G7748 No Si No  No No No No Si No Neogenin C-terminus 

G819.10 G819 No No No  No No No No Si Si Spectrin repeat 

G825.3 G825 No No No  No No No No Si Si Cop9 signalosome subunit 5 C-

terminal domain 

G8886.1 G8886 Si No No  No No No No Si No von Willebrand factor type A 

domain 

G1589.1 G1589 No No No  No Si No No No No FIP domain 
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G26146.2 G26146 No Si No  No Si No No No No Core histone H2A/H2B/H3/H4 

G30550.8 G30550 No No No  No Si No No No No Plasma membrane calcium 

transporter ATPase C terminal 

G3290.9 G3290 No No No  No Si No No No No Core histone H2A/H2B/H3/H4 

G339.4 G339 No Si No  No Si No No No No linker histone H1 and H5 

family 

G35028.4 G35028 No No No  No Si No No No No Laminin EGF domain 

G5794.10 G5794 No No No  No Si No No No No Cyclophilin type peptidyl-

prolyl cis-trans isomerase/CLD 

G6723.1 G6723 No Si No  No Si No No No No EGF-like domain 

G189.4 G189 No No No  No Si Si No No No Laminin G domain 

G661.2 G661 No No No  No Si Si No No No Core histone H2A/H2B/H3/H4 

G28071.1 G28071 No Si No  No No No No No No Sushi repeat (SCR repeat) 

G826.1 G826 No Si No  No No No No No No Sec7 domain 

G27092.2 G27092 No Si No  No No No No No No Leucine Rich repeat 

G20231.3 G20231 No Si No  No No No No No No Leucine rich repeat 

G6723.2 G6723 No Si No  No No No No No No Laminin G domain 

G16419.1 G16419 No Si No  No No No No No No Histone RNA hairpin-binding 

protein RNA-binding domain 

G1565.4 G1565 No Si No  No No No No No No Leucine rich repeat 

G16419.7 G16419 No Si No  No No No No No No Histone RNA hairpin-binding 

protein RNA-binding domain 

G32785.2 G32785 No Si No  No No No No No No Animal haem peroxidase 

G14430.2 G14430 No Si No  No No No No No No INTS6/SAGE1/DDX26B/CT45 

C-terminus 

G24022.2 G24022 No Si No  No No No No No No PCNA-associated factor 

histone like domain 
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G2012.5 G2012 No Si No  No No No No No No EF-hand 

G22502.2 G22502 No Si No  No No No No No No Ephrin type-A receptor 2 

transmembrane domain 

G3339.3 G3339 No Si No  No No No No No No Leucine-rich repeat 

G3290.14 G3290 No Si No  No No No No No No Core histone H2A/H2B/H3/H4 

G6765.1 G6765 No Si No  No No No No No No Human growth factor-like EGF 

G22502.1 G22502 No Si No  No No No No No No Ephrin receptor ligand binding 

domain 

G8120.1 G8120 No Si No  No No No No No No Fibronectin type III domain 

G2857.3 G2857 No Si Si  No No No No No No EF-hand domain pair 

G23042.11 G23042 No Si Si  No No No No No No Cofilin/tropomyosin-type actin-

binding protein 

G6775.4 G6775 No Si Si  No No No No No No EF-hand domain pair 

G25087.1 G25087 No Si Si  No No No No No No ATP-dependent protease La 

(LON) substrate-binding 

domain 

G19662.5 G19662 No Si Si  No No No No No No Histone deacetylase domain 

G27649.7 G27649 No Si Si  No No No No No No Core histone H2A/H2B/H3/H4 

G27138.15 G27138 No Si Si  No No No No No No EF-hand domain pair 

G27358.2 G27358 No Si Si  No No No No No No Laminin G domain 

G4147.1 G4147 No Si Si  No No No No No No Leucine-rich repeat 

G30748.6 G30748 No Si Si  No No No No No No Immunoglobulin I-set domain 

G27891.1 G27891 No Si Si  No No No No No No SAM domain (Sterile alpha 

motif) 

G27649.1 G27649 No Si Si  No No No No No No Core histone H2A/H2B/H3/H4 

G27649.3 G27649 No Si Si  No No No No No No Core histone H2A/H2B/H3/H4 
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Nota: los dominios funcionales presentes en los transcritos e isoformas se indican en Inglés. 

 

G23192.1 G23192 No Si Si  No No No No No No Tetratricopeptide repeat 


