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RESUMEN 

La expansión de zonas hipóxicas en ambientes marinos costeros 

representa una de las consecuencias más críticas del cambio climático y 

del aumento de las actividades humanas. Este fenómeno se ha 

intensificado en áreas de alta productividad, como la Región de Los Lagos 

en el sur de Chile. En esta zona, factores como la limitada renovación de 

aguas, el aumento de la temperatura, la acumulación de materia orgánica 

y los residuos generados por actividades acuícolas han favorecido 

procesos de eutrofización, disminuyendo progresivamente los niveles de 

oxígeno disuelto. Estas condiciones amenazan directamente la 

supervivencia y el desempeño fisiológico de especies marinas de interés 

económico, entre ellas Mytilus chilensis (chorito), un bivalvo 

ampliamente cultivado en la región. En los moluscos bivalvos, la 

exposición prolongada a hipoxia altera el equilibrio homeostático, 

forzando la redistribución del gasto energético hacia mecanismos de 

compensación. Esto ocurre a expensas de funciones biológicas esenciales 

como el crecimiento, la reproducción y la inmunidad. Aunque existen 

mecanismos adaptativos frente a la hipoxia, la magnitud y el tipo de 

respuesta pueden variar entre especies, tejidos y escalas temporales. En el 

caso específico de M. chilensis, aún se desconocen con precisión las 



  

VIII 
 

respuestas moleculares, microbianas y epitranscriptómicas que se activan 

frente a condiciones hipóxicas sostenidas y su posterior reoxigenación. 

Esta tesis tuvo como objetivo general caracterizar de manera integrada las 

respuestas transcriptómicas, epitranscriptómicas y microbianas de M. 

chilensis expuesto experimentalmente a condiciones de hipoxia (2,0 mg 

de oxígeno por litro) y reoxigenación (7,2 mg de oxígeno por litro). Para 

ello, se aplicó una estrategia metodológica de múltiples niveles, que 

incluyó análisis transcriptómicos mediante RNA-seq, caracterización del 

microbioma a través de la secuenciación del gen 16S rRNA, y 

secuenciación directa de ARN de molécula única utilizando la plataforma 

Oxford Nanopore Technologies. Los análisis se realizaron en tres tejidos 

fisiológicamente relevantes: branquias, glándula digestiva y músculo 

aductor. Los resultados transcriptómicos revelaron la expresión 

diferencial de 15.056 genes en branquias, 11.864 en glándula digestiva y 

9.862 en músculo aductor. Se observaron cambios relevantes en vías como 

la señalización Toll-like, mTOR, metabolismo del ciclo del ácido cítrico 

y apoptosis. Estos hallazgos sugieren una transición hacia el metabolismo 

anaeróbico y una supresión de la respuesta inmunitaria. También se 

identificó una regulación génica específica en los cromosomas 1, 9 y 10, 

vinculada al estrés del retículo endoplásmico, la generación de especies 
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reactivas de oxígeno, la autofagia y el metabolismo energético. En 

paralelo, el análisis del microbioma evidenció un desequilibrio 

significativo inducido por la hipoxia. Se registró una disminución en la 

abundancia de bacterias comensales, como las pertenecientes al orden 

Rhodobacterales, y un aumento de patógenos oportunistas como Vibrio y 

Aeromonas. Estas alteraciones microbianas estuvieron asociadas a la 

pérdida de funciones metabólicas e inmunológicas esenciales, lo que 

podría afectar la estabilidad fisiológica del organismo hospedador. A nivel 

epitranscriptómico, se obtuvieron 476.915 y 587.120 lecturas limpias en 

condiciones de normoxia e hipoxia, respectivamente, con tasas de mapeo 

superiores al 50 %. Se construyeron 3.260 transcritos consenso en 

normoxia y 4.437 en hipoxia. Además, se identificaron 5.237 transcritos 

nuevos, de los cuales 4.796 no presentaron similitud con anotaciones 

genómicas previas. El análisis de expresión diferencial detectó 289 

transcritos significativamente regulados, con 90 sobreexpresados y 199 

subexpresados en hipoxia. Se identificaron múltiples sitios de metilación 

m6A y m5C, y se observaron 48 transcritos con metilación m6A diferencial. 

Asimismo, se detectaron diferencias en la metilación m5C entre 

condiciones y se reconocieron sitios de pseudouridina (Ψ), modificando 

potencialmente la funcionalidad de los transcritos involucrados. En 
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conjunto, los hallazgos de esta investigación proporcionan una visión 

completa y detallada de los mecanismos de adaptación de M. chilensis 

frente a la hipoxia. La interacción entre el transcriptoma, la microbiota y 

las modificaciones epitranscriptómicas constituye un eje central en la 

respuesta del organismo al estrés ambiental. Esta información es clave 

para desarrollar estrategias de manejo acuícola más sostenibles y 

resilientes, considerando el impacto creciente del cambio climático sobre 

los ecosistemas marinos. 
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INTRODUCCIÓN 

1. Cambio climático e hipoxia 

El oxígeno es un factor ecológico dominante sobre la biomasa y la 

composición de especies bentónicas (Levin, 2003). La hipoxia es el déficit 

de oxígeno disuelto disponible en la columna de agua, siendo un 

importante factor de estrés para la mayoría de los animales marinos que 

requieren oxígeno para sobrevivir y completar sus ciclos (Calle et al., 

2019; García et al., 2008; Haider et al., 2020). El incremento de las áreas 

hipóxicas en los sistemas costeros se produce principalmente por acción 

combinada de la eutrofización y el calentamiento global (Breitburg et al., 

2018; Capet et al., 2013; Conley et al., 2009; Haider et al., 2020). La 

eutrofización es un proceso inducido por la acumulación excesiva de 

nutrientes inorgánicos, principalmente nitrógeno y fósforo. Aunque estos 

compuestos no constituyen materia orgánica por sí mismos, estimulan una 

elevada productividad primaria, lo que conduce a la generación y 

acumulación de materia orgánica autóctona. La posterior degradación 

microbiana de esta materia incrementa la respiración heterótrofa, 

provocando una disminución significativa en las concentraciones de 

oxígeno disuelto en el ecosistema acuático. (Ledesma et al., 2013; Silva & 
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Vargas, 2014). En las aguas superficiales, las concentraciones de oxígeno 

disuelto son el resultado de un equilibrio entre la producción de oxígeno a 

través de la fotosíntesis, el consumo provocado por la respiración y el 

intercambio con la atmósfera, donde el último tiende a mantener el 

oxígeno disuelto cerca de la saturación, según la temperatura y la salinidad 

(Silva & Vargas, 2014). El aumento de temperatura provoca una 

disminución de la solubilidad de oxígeno en el agua y un incremento de la 

estratificación (Melzner et al., 2013; Scanes et al., 2021; Scanes et al., 

2020). En los ecosistemas marinos costeros se han utilizado umbrales de 

referencia considerando los efectos biológicos y ecológicos en los que 

interviene la cantidad de oxígeno disuelto (OD) en el océano (Choumiline 

et al., 2019; Conley et al., 2009; Diaz & Rosenberg, 2008; Hofmann et al., 

2011; McArley et al., 2018; Moffitt et al., 2015; Sattari et al., 2013). Por 

ejemplo, hiperoxia (10,0 mg L-1 ≤ OD < 6,0 mg L-1), normoxia (6,0 mg L-

1 ≤ OD < 3,0 mg L-1), baja concentración de oxígeno (3,0 mg L-1 ≤ OD < 

2,0 mg L-1), hipoxia moderada (2 mg L-1 ≤  OD < 0,7 mg L-1), hipoxia 

severa (0,7 mg L-1 ≤ OD < 0,1 mg L-1), y anoxia (OD ≤ 0,1 mg L-1) 

(Choumiline et al., 2019; Conley et al., 2009; Diaz & Rosenberg, 2008; 

Hofmann et al., 2011; McArley et al., 2018; Moffitt et al., 2015; Sattari et 

al., 2013). Estos umbrales de hipoxia han sido ampliamente utilizados en 
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los organismos marinos, sin embargo, algunos pueden variar de acuerdo a 

la región y a la especie (Choumiline et al., 2019; Conley et al., 2009; Diaz 

& Rosenberg, 2008; Hofmann et al., 2011; McArley et al., 2018; Moffitt 

et al., 2015; Sattari et al., 2013).  Por ejemplo, en Chile el umbral de 

hipoxia de 2 mL L-1 (2,9 mg L-1 mediante el factor de conversión 1 mL L-

1= 1,43 mg L-1), se ha utilizado para distinguir condiciones hipóxicas en 

el mar interior de la Patagonia (Diaz, 2001; Diaz & Rosenberg, 1995; Silva 

& Vargas, 2014). Los eventos de surgencia, que se caracterizan por el 

ascenso de masas de agua bajas en oxígeno disuelto producido por el 

viento (transporte de Ekman), aumentarán debido al calentamiento global, 

favoreciendo así la intensidad y magnitud de las hipoxias naturales (sin 

intervención antropogénica) entre 1 y 7% durante el próximo siglo (Bakun 

et al., 2015; Cerda et al., 2010; Gattuso et al., 2015; Hernández-Miranda 

et al., 2017; Schmidtko et al., 2017). El cambio climático afecta a las 

precipitaciones y a la descarga de los ríos en los fiordos (Bianchi et al., 

2020; Iriarte et al., 2014). Esto repercutirá en el grosor y la extensión de 

la capa de baja salinidad en la parte superior de los fiordos, lo que 

ralentizará el ritmo de la circulación y la renovación de las aguas 

profundas, afectando así a las concentraciones de oxígeno del fondo 

(Bianchi et al., 2020; Iriarte et al., 2014), dando como resultado 
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consecuencias perjudiciales para la pesca y las economías costeras 

(Schmidtko et al., 2017). 

 

2. Efecto de la hipoxia en organismos marinos bentónicos  

Durante los eventos de hipoxia, los moluscos bivalvos sésiles 

cierran sus valvas para mantener concentración óptima de oxígeno 

disuelto en su interior (Kim et al., 2021; Levin et al., 2009), a diferencia 

de los organismos acuáticos móviles que pueden migrar lejos de las áreas 

con poco oxígeno. Cuando la duración o exposición severa a eventos de 

hipoxia superan la tolerancia de los organismos marinos, esto conduce a 

múltiples efectos negativos, que pueden ser letales y subletales con 

consecuencias a largo plazo (Breitburg et al., 2018; Hernández-Miranda 

et al., 2017). 

 

La exposición a hipoxia puede ser de corta duración (horas a días), 

estacional (semanas a meses), y permanente  (Breitburg et al., 2018; 

Haider et al., 2020; Hernández-Miranda et al., 2017). Los eventos a corto 

plazo pueden originarse por el ascenso de aguas hipóxicas asociado a 

procesos de surgencia, o por los ciclos diurnos de fotosíntesis y respiración 

(Breitburg et al., 2018; Haider et al., 2020).  Por ejemplo, en la bahía de 



  

5 
 

Coliumo, frente a la costa centro-sur de Chile, se ha reportado un evento 

hipóxico con una duración de 5 días que provocó una mortalidad masiva 

y varamiento de moluscos bivalvos (Hernández-Miranda et al., 2010; 

Hernández-Miranda et al., 2017; Hernández-Miranda et al., 2012; Labra 

et al., 2015). Estacionalmente, por ejemplo, en la bahía de Tongoy se han 

registrado eventos hipóxicos en noviembre y diciembre, con un 

importante aumento de la mortalidad de adultos de Argopecten purpuratus 

(>45 mm) (Lagos et al., 2015). La hipoxia permanente ocurre 

naturalmente en algunos mares y zonas de mínimo oxígeno como cuencas 

marinas aisladas y fiordos (Breitburg et al., 2018; Greenwood et al., 2010; 

Haider et al., 2020; Levin et al., 2009). Por ejemplo, en la bahía de 

Mejillones, ubicada en el norte de Chile, se han registrado valores de 

oxígeno disuelto inferiores a 0,7 mg L-1 a menos de 50 m de profundidad, 

lo que constituye una barrera química para la distribución y migración 

vertical de varias especies (Escribano et al., 2000; Valdés & Ortlieb, 

2001).  

 

Se ha informado con frecuencia que el estrés por hipoxia y 

reoxigenación tiene efectos negativos en la fisiología de organismos 

bentónicos (Follo et al., 2019; Haider et al., 2020; Kim et al., 2021; 
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Rabalais et al., 2014; Shen et al., 2019; Steckbauer et al., 2015; Tripp-

Valdez et al., 2019). Por ejemplo, algunos eventos naturales de hipoxia, 

como los provocados por la surgencia costera, pueden disminuir la 

supervivencia, causar mortalidad masiva y provocar varamientos a gran 

escala. (Breitburg et al., 2018; Chu et al., 2018; Conley et al., 2009; 

Grantham et al., 2004; Haider et al., 2020; Hernández-Miranda et al., 

2010; Hernández-Miranda et al., 2017; Levin et al., 2009; Rabalais et al., 

2014; Reed & Harrison, 2016; Yu & Wu, 2006). La hipoxia provocada 

por alta demanda respiratoria provoca una disminución de las tasas de 

alimentación y muerte en invertebrados marinos bentónicos (Bell & 

Eggleston, 2005; Goodman & Campbell, 2007; Roberts et al., 2011). El 

nivel exacto de oxígeno disuelto que produce efectos negativos sobre la 

fisiología depende de la especie (Essington & Paulsen, 2010). En 

consecuencia, debido a las condiciones cambiantes y la no linealidad de 

los procesos ecológicos, los ecosistemas no vuelven a su estado de 

perturbación previa de oxígeno disuelto en el agua, incluso si se alivian 

las condiciones que causaron la desoxigenación inicial (Duarte et al., 

2009).   

 



  

7 
 

El efecto de la hipoxia puede ser dramático y tener importantes 

consecuencias para las especies bentónicas que no están adaptadas a 

superar entornos con baja concentración de oxígeno disuelto durante 

largos períodos de tiempo (Hernández-Miranda et al., 2017; Rabalais et 

al., 2014). Por lo tanto, la creciente aparición de hipoxia en aguas costeras 

se considera un problema medioambiental global y un importante factor 

de estrés para los organismos acuáticos, afectando a miles de kilómetros 

cuadrados (Breitburg et al., 2018; Conley et al., 2009; Diaz & Rosenberg, 

2008; Gutiérrez et al., 2009; Haider et al., 2020; Rabalais et al., 2014; Yu 

& Wu, 2006). Además, a finales de este siglo se proyecta una reducción 

del índice metabólico de la capa superior del océano en un 20% a nivel 

mundial. Este índice representa la relación entre el oxígeno disponible en 

el ambiente y la cantidad mínima que un organismo necesita en reposo. 

Cuando este valor disminuye, se reduce el margen fisiológico necesario 

para funciones vitales como el movimiento, la alimentación y la 

reproducción, limitando así la habitabilidad del medio marino (Deutsch et 

al., 2015). 
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3. Efecto de la hipoxia en la fisiología de moluscos bivalvos 

Los moluscos bivalvos están expuestos con frecuencia a niveles 

fluctuantes de oxígeno, provocando estrés por hipoxia y reoxigenación en 

las zonas costeras (Babarro & De Zwaan, 2008; Breitburg et al., 2018; 

Chu et al., 2018; Diaz & Rosenberg, 2008; Haider et al., 2020; Hill et al., 

2012; Kim et al., 2021). Estudios experimentales reportan para Mytilus 

edulis un aumento en la tasa de aclaramiento y de respiración (Gu et al., 

2019). La tasa de aclaramiento se define como el volumen de agua filtrada 

por unidad de tiempo y se calcula mediante la diferencia de 

concentraciones de microalgas al principio y al final de un período de 

tiempo en un volumen determinado de agua de mar (Munari et al., 2020). 

La tasa de respiración se define como la cantidad de oxígeno disuelto 

consumido en un período de tiempo y se calcula en un respirómetro 

mediante la diferencia de concentraciones de oxígeno disuelto al principio 

y al final del período de una hora en un volumen de agua determinado 

(Wang et al., 2015) 
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4. Efecto de la hipoxia en las células de moluscos bivalvos 

A nivel celular, el efecto por hipoxia-reoxigenación puede producir 

aumento de la autofagia, el estrés oxidativo y la disminución de la 

viabilidad celular (Falfushynska et al., 2020; Follo et al., 2019; Haider et 

al., 2020; Kim et al., 2021; Rabalais et al., 2014; Shen et al., 2019; 

Steckbauer et al., 2015; Tripp-Valdez et al., 2019). La autofagia es un 

proceso homeostático mediante el cual la célula degrada su propio 

contenido (proteínas mutantes y orgánulos defectuosos) mediante enzimas 

lisosomales como la catepsina D para utilizarlo como fuente de energía 

(Antunes et al., 2018; Falfushynska et al., 2020; Kroemer et al., 2009; 

White, 2012).  La hipoxia provoca el cierre de las valvas y el cese de la 

alimentación en los moluscos bivalvos, por lo tanto, la autofagia se utiliza 

como un mecanismo de tolerancia a la hipoxia en el corto plazo. Sin 

embargo, cuando la hipoxia es prolongada, se genera una activación de 

autofagia excesiva y descontrolada provocando la pérdida de moléculas y 

organelos esenciales y, por consiguiente, una muerte celular autofágica 

(Peña-Sanoja & De Sanctis, 2013; Ramírez-Sagredo et al., 2016). El estrés 

oxidativo es el aumento significativo de las moléculas oxidantes sobre las 

moléculas antioxidantes y para su identificación se utiliza como 

biomarcador las variantes del grado de peroxidación lipídica, evidenciado 
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por el aumento en los niveles de malondialdehído (MDA) a nivel de la 

membrana lipídica en la célula (Moret et al., 2014). La viabilidad celular 

es el número de células vivas en la hemolinfa que sobreviven a períodos 

de hipoxia y se puede determinar mediante la adición del colorante Rojo 

Neutro a los hemocitos, en donde las células vivas tienen la capacidad de 

retener el colorante y ser teñidas (Borenfreund & Puerner, 1985; 

Falfushynska et al., 2020; Fang & Trewyn, 2012; King, 2000; Kroemer et 

al., 2009).   

 

5. Efecto de la hipoxia a nivel molecular en moluscos bivalvos  

Estudios a nivel molecular reportan el estrés por hipoxia prolongado 

produce la detención de la síntesis y el aumento del catabolismo de las 

proteínas, así también, cambios en el ciclo de la urea y cambios en la 

expresión de genes asociados a apoptosis, mecanismos de respuesta 

inflamatoria y neoplasia (Falfushynska et al., 2020; Haider et al., 2020; 

Kim et al., 2021; Sokolova, 2018; Storey & Storey, 2004). En condiciones 

de normoxia el gen HIF -1α (factor inducible por hipoxia) funciona como 

regulador de la homeostasis del oxígeno en los moluscos bivalvos (Huang 

& Zhou, 2020; Jung-whan et al., 2006). La homeostasis es el conjunto de 

reacciones coordinadas y automáticas que mantienen la constancia en la 
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composición y propiedades del medio interno de un organismo (Grijalba-

Uche & Echarte, 2015). En condiciones de hipoxia, la transcripción del 

gen HIF genera cambios en el metabolismo celular como el incremento 

del catabolismo que consiste en la degradación de proteínas en 

aminoácidos (Huang & Zhou, 2020; Jung-whan et al., 2006). El 

metabolismo se define como las reacciones químicas en el interior de la 

célula para procesar y aprovechar los nutrientes (moléculas orgánicas 

ingeridas en los alimentos) como fuente de energía (Alonso et al., 2016). 

Los aminoácidos están compuestos por un grupo amino y un ácido (Haider 

et al., 2020; Sokolov & Sokolova, 2019). Cuando se agrega una molécula 

de hidrógeno al grupo amino se forma el amonio, el cual es tóxico (Haider 

et al., 2020). Este amonio debe ser transformado en urea a través del ciclo 

de la urea para que pueda ser acumulado en los músculos, siendo un 

mecanismo de tolerancia a la hipoxia por su menor toxicidad (Haider et 

al., 2020; Soldatov et al., 2010; Soldatov et al., 2009; Velasco-Martínez et 

al., 2016).  Durante la hipoxia, el aspartato es un aminoácido que sirve 

como sustrato anaeróbico para la producción de alanina en el citosol y la 

generación mitocondrial de succinato, importante para la generación de 

energía a través de ATP (Grieshaber et al., 1994; Haider et al., 2020). En 

el ciclo de la urea se convierten los iones amonio en urea mediante los 
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intermediarios ornitina, citrulina, argininosuccinato y arginina (Haider et 

al., 2020). El exceso de moléculas oxidantes (ROS) producidas durante el 

metabolismo anaeróbico activa la apoptosis o muerte celular programada, 

a través de la vía intrínseca regulada por los genes p53 (gen supresor de 

tumores) y BAX (proteína X asociada a bcl-2) (Falfushynska et al., 2020; 

Sokolova et al., 2019). El desequilibrio metabólico provoca la activación 

de la vía extrínseca de apoptosis mediante la caspasa 2 (enzima iniciadora) 

y la caspasa ejecutora 3 (enzima ejecutora) (Fava et al., 2012; Movassagh 

& Foo, 2008). El incremento de las moléculas oxidantes (ERO) 

promueven la activación de la vía inflamatoria a través de la activación 

del gen TBK1 (proteína Quinasa Serina/treonina) y del factor de 

transcripción NF-kB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras 

kappa de las células B activadas) (Adli et al., 2010; Angelo et al., 2008; 

Falfushynska et al., 2020; Kaltschmidt et al., 2000; Moret et al., 2014; 

Thornton et al., 2017). La estimulación de la vía NF-kB promueve la 

apoptosis (Carella et al., 2015).  

 

Estudios realizados evidencian que la hipoxia tiene poco impacto 

en la expresión de las proteínas mitocondriales en las células, sin embargo, 

eleva el contenido de ADNmt (ADN mitocondrial) (Pastukh et al., 2016). 
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Algunos tipos de células responden a la hipoxia incrementando el número 

de copias de ADNmt en algunos tejidos, como el cerebro, el hígado, el 

corazón, la placenta, el esperma y las células sanguíneas, seguido por 

modificaciones oxidativas en el genoma mitocondrial (en la región del 

bucle D) (Lacedonia et al., 2015; Luo et al., 2013; Pastukh et al., 2016). 

Las ROS generadas durante la hipoxia conducen a un daño oxidativo del 

ADN y a la activación de la reparación por escisión de bases en secuencias 

promotoras clave (Pastukh et al., 2016). Las lesiones oxidativas del bucle 

D bajo exposición hipóxica son de carácter transitorio y finalmente son 

reparadas mediante enzimas de reparación del ADN (Pastukh et al., 2016; 

Perillo et al., 2008; Pohjoismäki et al., 2012). 

  

6. Respuesta inmune en moluscos bivalvos expuestos a hipoxia y 

Vibrio anguillarum. 

El sistema inmune innato de los moluscos bivalvos es el encargado 

de la defensa del huésped, posee una especificidad limitada, y responde a 

patógenos y estresores ambientales como la hipoxia (Bouallegui, 2019; 

Toche, 2012). Se ha determinado que la hipoxia tiene un mayor efecto en 

la respuesta inmune de los moluscos bivalvos adultos debido a su mayor 
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capacidad de acumular productos derivados del estrés oxidativo en los 

hemocitos (Clark et al., 2013). Esta acumulación puede ser tóxica para las 

células; por lo tanto, la respuesta inmune es generar la producción de 

moléculas antioxidantes reguladas por los genes catalasa y superóxido 

dismutasa (Carvajal, 2019; Clark et al., 2013; Echeverri & Mockus, 2008). 

El Vibrio anguillarum es una de las especies de Vibrio más peligrosas y 

es el agente causante de la vibriosis, la cual es devastadora para las 

empresas mitícolas (Hickey & Lee, 2018). Los esfuerzos para comprender 

y controlar la virulencia de V. anguillarum han sido de alta prioridad entre 

los estudios internacionales de investigación acuática debido a lo costoso 

de sus medidas de prevención o tratamiento (Hickey & Lee, 2018). Estos 

vibrios suelen entrar en la hemolinfa de los moluscos bivalvos cuando las 

valvas de la concha están abiertas para alimentarse, respirar y excretar 

residuos (Todgham & Stillman, 2013). El aumento de la temperatura de la 

superficie del mar y los eventos climáticos que causan una gran 

escorrentía terrestre provocados por el cambio climático promoverán la 

abundancia de V. anguillarum en las zonas costeras (Hernroth & Baden, 

2018). El efecto a través del patógeno bacteriano Vibrio anguillarum 

comienza con la activación del gen LITAF (factor alfa de necrosis tumoral 

inducido por lipopolisacáridos) en el citoplasma para que se transcriba en 
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el núcleo y promueva la expresión de citoquinas como TNF-α (factor de 

necrosis tumoral alfa) (Hickey & Lee, 2018; Li et al., 2012; Zou et al., 

2015). Las citoquinas son proteínas cuya función es coordinar la respuesta 

del sistema inmunológico a través de los hemocitos entre sí para eliminar 

a los vibrios (Bouallegui, 2019; Hopkins, 2003). La Mitilina b es un 

péptido antimicrobiano (antibiótico natural con efecto microbicida) que se 

almacena en los gránulos y se libera hacia la hemolinfa con el objetivo de 

neutralizar y eliminar el Vibrio (Bouallegui, 2019). Cuando existe más de 

un factor estresante, los organismos responden al tipo y magnitud de sus 

efectos sincronizados (Todgham & Stillman, 2013). En este caso los 

organismos utilizan los mismos mecanismos de protección, elevando la 

tolerancia a un segundo factor o haciéndolo más susceptible (Todgham & 

Stillman, 2013). Debido a que la hipoxia altera el desarrollo de hemocitos, 

es posible inferir que en bivalvos expuestos a hipoxia habrá un efecto 

negativo en la respuesta inmune haciéndolos susceptibles a patógenos. Por 

ejemplo, algunas especies de Vibrio no patógenas que son importantes 

para la digestión de las algas en bivalvos pueden provocar mortalidad al 

combinarse con factores de estrés adicionales (Green et al., 2019; Li et al., 

2019; Lokmer & Mathias, 2015; Tanaka et al., 2016).  
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7. Efecto de la hipoxia en el transcriptoma de moluscos bivalvos 

En la última década, el desarrollo y aplicación de herramientas 

transcriptómicas ha revolucionado la comprensión de las respuestas 

moleculares frente a la hipoxia en organismos no modelo, incluyendo 

bivalvos (Amorim et al., 2021; Cheng et al., 2024). La transcriptómica 

permite analizar simultáneamente la expresión de miles de genes, lo que 

proporciona una visión global de las rutas metabólicas y mecanismos 

celulares activados o reprimidos en condiciones hipóxicas. Las técnicas 

de RNA-seq, microarrays y qRT-PCR han sido aplicadas para caracterizar 

los perfiles transcriptómicos de múltiples especies de bivalvos bajo 

diferentes regímenes de exposición a hipoxia (Giannetto et al., 2015; Hall 

et al., 2023). Los resultados revelan una reprogramación génica compleja, 

especie-específica y dependiente del tejido, tiempo de exposición, 

intensidad del estrés y condiciones ambientales concomitantes, como la 

temperatura o la salinidad (Martínez et al., 2023). 

 

La expresión de HIF-1 alfa, un regulador clave de las respuestas a 

la hipoxia, y de genes asociados con el metabolismo anaeróbico se 

incrementa en condiciones de hipoxia, mientras que los genes 
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relacionados con el metabolismo aeróbico y la expresión de hemoglobina 

disminuyen notablemente (Hatano et al., 2025). A pesar del creciente 

número de estudios transcriptómicos sobre hipoxia en bivalvos, persisten 

vacíos importantes en el conocimiento. Muchos trabajos se han enfocado 

en un número limitado de especies, frecuentemente de interés comercial, 

lo que limita la extrapolación de resultados a un contexto ecológico más 

amplio (Wang et al., 2022). Asimismo, existe una heterogeneidad 

metodológica significativa en términos de diseño experimental, 

parámetros fisiológicos medidos, tiempos de muestreo y análisis 

bioinformáticos empleados (Falfushynska et al., 2020). Estas diferencias 

dificultan la comparación inter-específica y la identificación de patrones 

transcriptómicos conservados o adaptativos  (Steffen et al., 2020). La 

mayoría de los trabajos se han enfocado en tejidos específicos, como las 

branquias o el hepatopáncreas, dejando de lado una visión sistémica que 

integre múltiples órganos o niveles de organización biológica (Wang et 

al., 2019). 

 

Otro aspecto crítico es la limitada integración de la transcriptómica 

con otras capas de análisis ómico, como la epigenómica, proteómica y 

metabolómica, lo que impide una comprensión holística de las respuestas 
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biológicas frente a la hipoxia (Falfushynska et al., 2020). Asimismo, aún 

se requiere avanzar en la validación funcional de genes candidatos 

identificados mediante estudios transcriptómicos, así como en la 

elucidación de sus interacciones reguladoras y su papel en la fisiología 

adaptativa (Giannetto et al., 2015). También es escasa la información 

sobre la heredabilidad y estabilidad transgeneracional de los cambios 

transcriptómicos inducidos por hipoxia, aspectos clave en un contexto de 

cambio climático global (Martínez et al., 2023). 

En este contexto, el objetivo específico uno de la presente tesis se 

orienta a caracterizar los mecanismos moleculares implicados en la 

tolerancia de M. chilensis expuestos a condiciones experimentales de 

hipoxia y etapas de reoxigenación, mediante el análisis comparativo del 

transcriptoma en branquias, glándula digestiva y músculo aductor, con 

énfasis en las rutas de señalización asociadas al metabolismo, la respuesta 

inmune y el estrés del retículo endoplasmático. 

 

8. Efecto de la hipoxia en la microbiota de moluscos bivalvos 

Los moluscos bivalvos constituyen un grupo filogenéticamente 

diverso de invertebrados acuáticos que cumplen funciones ecológicas y 
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productivas clave en ecosistemas costeros y sistemas de acuicultura. Una 

de sus características fisiológicas más distintivas es su estrategia trófica 

por filtración, la cual no solo facilita la captura eficiente de partículas en 

suspensión, sino que también los expone de manera constante a los 

cambios fisicoquímicos del ambiente circundante (Kueh & Chan, 1985). 

Este modo de alimentación promueve el establecimiento de comunidades 

microbianas complejas en sus tejidos, particularmente en las branquias y 

el aparato digestivo, configurando un microbioma específico que 

comprende géneros como Vibrio, Pseudomonas, Acinetobacter, 

Photobacterium, Moraxella, Aeromonas, Bacillus, Alcaligenes, 

Flavobacterium, Cytophaga, Spongiobacter, Shewanella, Escherichia, 

Chromobacterium, Desulfovibrio, Rhodococcus, Microbacterium y 

Micrococcus (Beleneva et al., 2003; Cavallo et al., 2009; Dunkai et al., 

2023; Kueh & Chan, 1985; Li et al., 2018).  Esta relación simbiótica es 

altamente dinámica y está modulada por variables fisiológicas, 

ontogénicas y ambientales (Beleneva et al., 2003; Cavallo et al., 2009; 

Dunkai et al., 2023; Li et al., 2018; Paillard et al., 2022; Zannella et al., 

2017). 
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El microbioma cumple funciones esenciales para el hospedador, 

tales como la digestión de macromoléculas, la biosíntesis de compuestos 

bioactivos, la inmunomodulación y la defensa frente a agentes patógenos 

(Hashem, 2025; Kim, 2018; Kogut et al., 2020). En Crassostrea gigas, por 

ejemplo, se ha demostrado que la exposición temprana a ambientes 

microbianos complejos durante el desarrollo larval contribuye a la 

maduración del sistema inmunológico mediante mecanismos 

epigenéticos, fortaleciendo la inmunocompetencia en fases posteriores del 

ciclo vital (Destoumieux-Garzón et al., 2024). Sin embargo, esta 

asociación mutualista es especialmente vulnerable a factores ambientales 

estresantes, siendo la hipoxia uno de los principales disruptores de dicha 

homeostasis (Pollock et al., 2007). 

 

Aunque los bivalvos presentan una tolerancia fisiológica moderada 

a condiciones hipóxicas en comparación con otros organismos bentónicos, 

esta situación puede desencadenar una serie de efectos deletéreos sobre el 

metabolismo del hospedador (Song et al., 2024; Vaquer-Sunyer & Duarte, 

2008). Entre ellos se encuentran la disminución de la tasa de filtración, la 

reprogramación del metabolismo energético hacia rutas anaeróbicas, la 

inmunosupresión y, en casos severos, la mortalidad (Song et al., 2024; 
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Vaquer-Sunyer & Duarte, 2008). La susceptibilidad a la hipoxia varía 

significativamente entre especies, y está influenciada por el tamaño 

corporal, la fisiología interna y el estadio de desarrollo del organismo. En 

este contexto, estudios realizados en Argopecten irradians, Crassostrea 

virginica, Mytilus edulis y Mercenaria mercenaria han evidenciado 

patrones divergentes de tolerancia a la hipoxia, destacando la necesidad 

de abordajes específicos por especie (Mizutani et al., 2025; Stevens & 

Gobler, 2018).  

 

Además del impacto sobre el hospedador, la hipoxia impone una 

presión selectiva directa sobre las comunidades microbianas del agua, 

sedimentos y tejidos de los moluscos (Mizutani et al., 2025). 

Investigaciones recientes en Anadara kagoshimensis han demostrado que 

esta condición ambiental altera de forma significativa la composición 

bacteriana, con un aumento en la abundancia de familias como 

Arcobacteraceae y Alkalispirochaetaceae en branquias, y 

Metamycoplasmataceae en el hepatopáncreas (Mizutani et al., 2025). Este 

último órgano, clave en el metabolismo y la inmunidad, mostró una 

marcada sensibilidad a la hipoxia, presentando rutas metabólicas 

asociadas a la reducción de sulfato y respiración del hierro, lo que sugiere 
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una reconfiguración funcional adaptativa (Mizutani et al., 2025). En C. 

virginica, se ha documentado un incremento en la diversidad y carga 

bacteriana en condiciones hipóxicas, incluyendo especies potencialmente 

patógenas como Vibrio vulnificus, lo cual apunta a un estado de disbiosis 

con implicancias clínicas relevantes (Khan et al., 2018). Asimismo, se ha 

vinculado la exposición prolongada a hipoxia con una mayor 

susceptibilidad a infecciones por Perkinsus marinus, como resultado de 

una respuesta inmunológica comprometida (Breitburg et al., 2015; Keppel 

et al., 2015). 

 

Desde un enfoque holístico, el concepto de holobionte —entendido 

como la unidad funcional integrada por el hospedador y su microbiota 

asociada— ofrece un marco teórico robusto para interpretar la 

complejidad de estas interacciones (Lasa & Romalde, 2021). La 

estabilidad funcional del holobionte en bivalvos depende de la resiliencia 

de su microbiota frente a perturbaciones ambientales (Dittami et al., 

2021). La hipoxia, al inducir el desplazamiento de taxa aerobios por 

anaerobios facultativos, puede alterar profundamente funciones 

simbióticas clave, tales como la digestión, la síntesis de metabolitos 

inmunomoduladores y la inhibición competitiva de patógenos.  
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A pesar de los avances recientes en la caracterización del 

microbioma de moluscos bivalvos, persiste una importante brecha de 

conocimiento respecto a los efectos específicos de la hipoxia sobre la 

composición, funcionalidad y estabilidad de estas comunidades 

microbianas. Esta limitación obstaculiza el desarrollo de modelos 

predictivos precisos para evaluar la respuesta del holobionte frente a 

escenarios de cambio ambiental, así como la implementación de 

estrategias acuícolas basadas en la manipulación dirigida del microbioma. 

En este contexto, el objetivo específico dos de la presente tesis se orienta 

a evaluar el impacto del estrés hipóxico en la composición, estructura y 

potencial funcional de las comunidades microbianas asociadas a las 

branquias y la glándula digestiva de M. chilensis, mediante secuenciación 

directa del ADN mediante tecnología Oxford Nanopore y análisis 

funcional, para identificar cambios microbianos relevantes para la 

homeostasis del hospedador bajo condiciones de oxigenación fluctuante. 

 



  

24 
 

9. Efecto de la hipoxia en el epitranscriptoma de moluscos 

bivalvos 

La regulación de la expresión génica en eucariotas es un proceso 

complejo que no se limita exclusivamente al control transcripcional, sino 

que incluye una amplia gama de mecanismos postranscripcionales 

capaces de modular la estabilidad, localización, procesamiento y 

traducción de los transcritos (Chokkalla et al., 2020). En este contexto, la 

epitranscriptómica ha emergido como un campo de estudio innovador que 

examina las modificaciones químicas reversibles que ocurren en los 

ácidos ribonucleicos (ARN), sin alterar la secuencia nucleotídica 

subyacente (Boo & Kim, 2020; Chokkalla et al., 2020; Gatsiou & Stellos, 

2018; Radbakhsh et al., 2025). Estas modificaciones, conocidas 

colectivamente como marcas epitranscriptómicas, constituyen una capa 

adicional de regulación génica de gran dinamismo y especificidad, 

permitiendo una respuesta celular rápida frente a señales ambientales y 

endógenas sin necesidad de transcripción génica de novo. 

Actualmente, se han identificado más de 170 modificaciones 

postranscripcionales distribuidas entre diversas clases de ARN, entre las 

que destacan la N6-metiladenosina (m6A), 5-metilcitosina (m5C), 7-
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metilguanosina (m7G), 1-metiladenosina (m1A), pseudouridina (Ψ), 

acetilación en C4 de citidina (ac4C) y 2′-O-metilación de ribosa (2′-O-

Me) (Boccaletto et al., 2018; Jung & Goldman, 2018; Radbakhsh et al., 

2025). Estas modificaciones están reguladas por un sistema enzimático 

dinámico compuesto por "escritores", que catalizan la adición de marcas 

químicas; "lectores", que reconocen e interpretan estas modificaciones 

modulando procesos como splicing, traducción y degradación del ARN; y 

"borradores", encargados de remover dichas marcas, permitiendo una 

regulación reversible y específica en tiempo y espacio (Radbakhsh et al., 

2025; Yang et al., 2018). Esta compleja maquinaria de regulación ha sido 

asociada con múltiples procesos fisiológicos, incluyendo diferenciación 

celular, desarrollo embrionario, plasticidad neuronal, respuestas 

inmunológicas, y adaptación al estrés (Alkhammash, 2025; Chokkalla et 

al., 2020; Gatsiou & Stellos, 2018; Kumar & Mohapatra, 2021; 

Radbakhsh et al., 2025). 

 

En organismos modelo como mamíferos, peces y plantas, la 

epitranscriptómica ha demostrado ser sensible a condiciones de estrés 

ambiental tales como temperatura extrema, radiación UV, estrés oxidativo 

y, particularmente, hipoxia (Hu et al., 2022; Yang & Chen, 2021). La 
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exposición a ambientes con bajo oxígeno desencadena reprogramaciones 

rápidas en los patrones de modificación del ARN, posibilitando una 

adaptación celular eficiente sin requerir nuevos eventos transcripcionales. 

Esta plasticidad regulatoria representa una ventaja adaptativa sustancial 

frente a fluctuaciones ambientales agudas o crónicas, facilitando la 

homeostasis celular en condiciones adversas (Park et al., 2020). 

 

Sin embargo, a pesar del creciente cuerpo de conocimiento en 

modelos experimentales clásicos, el estudio de la epitranscriptómica en 

invertebrados marinos continúa siendo incipiente (Du et al., 2025; Frye et 

al., 2016; Gilbert et al., 2016; Nishikura, 2016; Patil et al., 2018; 

Roundtree et al., 2017). Dentro de este grupo, los moluscos bivalvos 

representan un modelo de estudio particularmente relevante debido a su 

estilo de vida bentónico y su exposición constante a condiciones 

ambientales variables, tales como cambios en temperatura, salinidad, pH 

y niveles de oxígeno disuelto (Liao et al., 2025; Sleight et al., 2025). 

Específicamente, M. chilensis, una especie clave para la acuicultura en el 

cono sur, se ve frecuentemente sometida a episodios de hipoxia en zonas 

costeras y estuarinas con alta carga orgánica o influencias antropogénicas 

(León-Muñoz et al., 2021). A pesar de la importancia ecológica y 
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económica de esta especie, los mecanismos moleculares que subyacen a 

su tolerancia hipóxica, y en particular el papel de la epitranscriptómica en 

este proceso, permanecen sin caracterizar. 

 

Uno de los principales obstáculos históricos en la investigación 

epitranscriptómica ha sido la falta de metodologías capaces de detectar de 

manera precisa y sensible estas modificaciones a escala de nucleótido 

(Cerneckis et al., 2024). No obstante, avances recientes en tecnologías de 

secuenciación directa de ARN, particularmente mediante plataformas 

como Oxford Nanopore Technologies, junto con algoritmos 

bioinformáticos especializados, han permitido el mapeo sistemático de 

modificaciones epitranscriptómicas en organismos no modelo (Cerneckis 

et al., 2024; Gatsiou & Stellos, 2018; Gilbert et al., 2016; Roundtree et al., 

2017; Zhang et al., 2018). Estos avances han impulsado el reconocimiento 

del campo, culminando con la concesión del Premio Nobel de Fisiología 

o Medicina 2023 a Katalin Karikó y Drew Weissman por sus 

descubrimientos sobre las modificaciones del ARNm y su impacto en la 

inmunogenicidad y traducción (Karikó et al., 2005; Karikó et al., 2008; 

Kumar & Mohapatra, 2021; Liu et al., 2025; Nance & Meier, 2021). Estas 

herramientas posibilitan una caracterización integral del epitranscriptoma 
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bajo diferentes condiciones fisiológicas y ambientales, incluyendo estrés 

hipóxico. 

 

En este contexto, el objetivo específico tres de la presente tesis se 

orienta a Caracterizar el epitranscriptoma de M. chilensis mediante 

secuenciación directa de ARN utilizando tecnología Oxford Nanopore, 

con el fin de obtener una visión integral de las modificaciones post-

transcripcionales, incluyendo tanto modificaciones químicas de 

nucleótidos como m⁶A y m⁵C, como la caracterización estructural del 

ARN a través del análisis de la longitud de las colas poliadeniladas y la 

identificación de transcritos de longitud completa.  

 

10.  M. chilensis como modelo de estudio   

 

Mytilus chilensis, comúnmente llamado chorito, es un molusco 

bivalvo filtrador, con una talla mínima de extracción de 5 cm y tamaños 

máximos de 8 cm (Subpesca, 2021). Sexualmente son gonocóricos (con 

sexos separados) con fecundación externa y dimorfismo sexual interno 

(Oyarzún et al., 2011). El macho presenta la gónada color amarillo 
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cremoso, y la hembra un tono anaranjado (Oyarzún et al., 2011). Mediante 

sus palpos bucales es capaz de separar los alimentos que no va a ingerir, 

y al generar pseudofecas puede eliminar el material capturado sin ingerir 

(Salas-Yanquin et al., 2018). Posee branquias desarrolladas que 

intervienen en la alimentación y la respiración (Puerta, 1995). En 

condiciones normales, un mejillón adulto filtra de 4 a 5 litros de agua por 

hora (Puerta, 1995). Se distribuye desde la costa del Océano Pacífico en 

Chile central hasta la costa de la Patagonia Argentina en el Atlántico 

(Navarro et al., 2016; Ríos et al., 2018). Es capaz de vivir en un amplio 

rango de salinidad, destacándose una alta abundancia en fiordos (Osores 

et al., 2017; Taraska & Anne, 2013). Se considera un recurso marino 

importante para el ecosistema en virtud de ser fuente vital de alimento, y 

proporcionar servicios ecológicos (Osores et al., 2017; Scanes et al., 

2021). La sobreexplotación de este recurso trajo consigo un aumento en 

su valor comercial. Esto significó un estímulo para aumentar la 

producción de choritos a través del cultivo, debido al menor tiempo de 

crecimiento en sistemas suspendidos (IFOP, 2000). Comenzando con la 

captación de semilla en su medio natural, luego son transportadas hasta 

las concesiones de acuicultura para el proceso de engorde hasta alcanzar 

la talla comercial, donde son procesados para su comercialización (IFOP, 
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2000). En Chile la actividad miticultora genera 17.000 empleos y 

representa el 25% del total de las cosechas acuícolas, convirtiéndola en el 

tercer productor de moluscos a nivel mundial por debajo de China y Corea 

del Sur (Blanc et al., 2018; Lohrmann et al., 2019; Subpesca, 2019; 

Yevenes et al., 2019). En los últimos años la producción de choritos se ha 

incrementado alcanzando la producción de 399 millones de toneladas, 

equivalente a más de 200 millones de dólares en exportaciones dirigidas 

en su mayor parte a Europa (Blanc et al., 2018; FAO, 2018; IFOP, 2000; 

Lohrmann et al., 2019; Subpesca, 2019). La captación de semilla de 

chorito se concentra en el fiordo de Reloncaví y la engorda se realiza en 

sistemas de cultivos ubicados en la Isla de Chiloé, Región de Los Lagos 

(Yevenes et al., 2019). En ambas zonas se producen eventos de hipoxia 

que son provocados principalmente por la surgencia y la eutrofización 

(Silva & Vargas, 2014). La eutrofización es provocada principalmente por 

efecto de la actividad acuícola y por la baja tasa de recambio de agua en 

la zona (Daneri et al., 2012; Mardones et al., 2021; Montero et al., 2011; 

Silva & Vargas, 2014).  

 

El mar interior de Chiloé alberga la totalidad de la industria de 

chorito, sin embargo, esta región se ve cada vez más afectada por eventos 
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ambientales relacionados tanto con la variabilidad climática como con la 

influencia humana (Narváez et al., 2019).  La elevada variabilidad del 

oxígeno disuelto puede tener importantes implicaciones para la adaptación 

local de las poblaciones marinas ante los cambios en las condiciones 

oceánicas (Vargas et al., 2017), y justifica una investigación a nivel 

experimental de los choritos, para evaluar la capacidad de adaptación ante 

la variabilidad de las condiciones ambientales a diferentes escalas 

espaciales y temporales (Narváez et al., 2019). Por lo tanto, una mejor 

comprensión de la respuesta del chorito a condiciones experimentales de 

hipoxia es relevante para tenerse en cuenta en la gestión y planificación 

de la industria acuícola en el contexto de los futuros escenarios climáticos 

en esta región altamente productiva y socioeconómicamente importante 

(Narváez et al., 2019). 

 

Debido a las alteraciones en condiciones ambientales derivadas del 

cambio climático y a la importancia de M. chilensis en la producción 

acuícola de Chile y en el ecosistema, este estudio busca determinar la 

medida en que la hipoxia costera influye en la alteración del transcriptoma, 

el microbioma y el epitranscriptoma del chorito. 
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HIPÓTESIS 

H1: El estrés ambiental en M. chilensis producido por la hipoxia genera 

una modulación a nivel transcriptómico asociada con cambios 

epitranscriptómicos y en la comunidad microbiológica de los organismos 

expuestos a bajos niveles de oxígeno disuelto. 

 

OBJETIVOS  

Objetivo general 

Analizar las respuestas a nivel de transcriptoma, microbiota y 

epitranscriptoma de Mytilus chilensis expuesto a condiciones de hipoxia. 

 

Objetivos específicos 

 

1. Caracterizar los mecanismos moleculares implicados en la 

tolerancia de M. chilensis expuestos a condiciones experimentales 

de hipoxia y etapas de reoxigenación, mediante el análisis 

comparativo del transcriptoma en branquias, glándula digestiva y 
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músculo aductor, con énfasis en las rutas de señalización asociadas 

al metabolismo, la respuesta inmune y el estrés del retículo 

endoplasmático. 

2. Evaluar el impacto del estrés hipóxico en la composición, estructura 

y potencial funcional de las comunidades microbianas asociadas a 

las branquias y la glándula digestiva de M. chilensis, utilizando 

secuenciación directa del ADN con tecnología Oxford Nanopore y 

análisis funcional, para identificar cambios microbianos relevantes 

para la homeostasis del hospedador bajo condiciones de 

oxigenación fluctuante. 

3. Caracterizar el epitranscriptoma de M. chilensis mediante 

secuenciación directa de ARN utilizando tecnología Oxford 

Nanopore, con el fin de obtener una visión integral de las 

modificaciones post-transcripcionales, incluyendo tanto 

modificaciones químicas de nucleótidos como m⁶A y m⁵C, como la 

caracterización estructural del ARN a través del análisis de la 

longitud de las colas poliadeniladas y la identificación de transcritos 

de longitud completa 
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METODOLOGÍA 

La comprensión de las respuestas fisiológicas y microbiológicas de 

los bivalvos marinos frente al estrés hipóxico constituye un eje central en 

la evaluación de los impactos derivados del cambio climático y la 

eutrofización en ecosistemas costeros, especialmente en aquellas especies 

con relevancia para la acuicultura. A pesar de que múltiples estudios han 

documentado los efectos de la hipoxia aguda, con exposiciones que varían 

entre 15 minutos y 36 horas, así como los procesos subsecuentes de 

reoxigenación de entre 10 minutos y 24 horas, persiste una importante 

brecha de conocimiento en torno a las consecuencias fisiológicas y 

ecológicas de exposiciones crónicas a concentraciones persistentemente 

bajas de oxígeno disuelto (Adzigbli et al., 2024; Adzigbli et al., 2022; 

Amorim et al., 2021; Falfushynska et al., 2020; Haider et al., 2020; Ivanina 

& Sokolova, 2016; Liu et al., 2024; Sokolov et al., 2019; Steffen et al., 

2020). Esta laguna reviste especial gravedad considerando que en 

ambientes litorales se han registrado eventos hipóxicos prolongados, con 

duraciones de hasta seis días e incluso 25 días en condiciones extremas, 

lo que pone de relieve la urgencia de incorporar estos escenarios 

prolongados en los esquemas experimentales destinados a comprender las 

estrategias adaptativas y de tolerancia desarrolladas por los bivalvos frente 
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a dichos desafíos ambientales (Haider et al., 2020; Li et al., 2014; Linford 

et al., 2024; Yang et al., 2023; Yang et al., 2020). 

 

Bajo este marco, el presente estudio fue concebido para evaluar los 

efectos de la hipoxia progresiva de largo plazo, superando las limitaciones 

metodológicas de los enfoques convencionales centrados en eventos 

hipóxicos agudos (Yang et al., 2023). El diseño experimental se basó en 

condiciones ambientales reales observadas en los fiordos del sur de Chile, 

caracterizados por su morfología compleja, e intercambio hidrodinámico 

limitado como lo indica un tiempo de residencia del agua cercano a los 98 

días en el fiordo de Reloncaví (Calvete & Sobarzo, 2011; Cáceres et al., 

2002; Silva & Vargas, 2014). Con el propósito de reproducir estas 

condiciones de manera realista, se emplearon coeficientes de marea 

obtenidos de fuentes públicas (https://tablademareas.com, consultado el 7 

de marzo de 2022), que reflejan las fluctuaciones en la amplitud de las 

mareas dentro del área de estudio durante aproximadamente 10 días. Esta 

aproximación metodológica ofrece una plataforma sólida para la 

investigación de los mecanismos de resiliencia fisiológica y de 

reconfiguración microbiana que emergen en bivalvos sometidos a 
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condiciones hipóxicas prolongadas, proporcionando así una visión más 

integral de su capacidad adaptativa en entornos costeros vulnerables. 

 

Objetivo 1. Caracterizar los mecanismos moleculares implicados en 

la tolerancia de M. chilensis expuestos a condiciones experimentales 

de hipoxia y etapas de reoxigenación, mediante el análisis 

comparativo del transcriptoma en branquias, glándula digestiva y 

músculo aductor, con énfasis en las rutas de señalización asociadas al 

metabolismo, la respuesta inmune y el estrés del retículo 

endoplasmático. 

Aclimatación de los ejemplares de M. chilensis 

Durante el mes de abril de 2022, se recolectaron especímenes 

adultos de chorito en bancos naturales de Puerto Montt, Chile, registrando 

una longitud valvar promedio de 6,26 ± 0,50 cm y un peso fresco medio 

de 18,57 ± 3,85 g. Los individuos fueron trasladados en condiciones 

controladas a la Estación de Biología Marina de Dichato, dependiente de 

la Universidad de Concepción. Antes del inicio de los ensayos 

experimentales, se realizó una rigurosa selección morfológica, 
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excluyéndose aquellos individuos que presentaban fracturas en las valvas 

o evidencia de epibiosis. Posteriormente, se efectuó una limpieza 

mecánica para eliminar organismos incrustantes y otras formas de 

biofouling adheridas a las conchas. 

Los ejemplares fueron sometidos a un periodo de aclimatación de 

38 días en un sistema de recirculación cerrado, empleando un tanque de 

fibra de vidrio con capacidad de 7 m³, bajo condiciones fisicoquímicas 

estándar: temperatura de 12,5 ± 0,94 °C, salinidad de 34,5 ± 0,32 unidades 

prácticas de salinidad (UPS), pH de 7,2 ± 0,12 y concentración de oxígeno 

disuelto de 7,5 ± 1,11 mg/L. Estos parámetros fueron monitorizados 

diariamente mediante una sonda multiparamétrica HI9829 (Hanna 

Instruments®). La alimentación se llevó a cabo mediante suministro 

pasivo diario de una mezcla de microalgas (Isochrysis sp. y Pavlova sp.), 

complementada con una renovación del 80 % del volumen total de agua 

cada 24 horas, a fin de mantener condiciones óptimas de calidad 

ambiental. Conforme a la normativa nacional vigente, M. chilensis no se 

encuentra categorizada bajo ninguna condición de conservación por la 

UICN, por lo cual no fue necesario gestionar permisos específicos para su 

recolección y manipulación. 
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Diseño experimental  

El diseño experimental se basó en un modelo de series temporales 

de oxígeno disuelto, con el objetivo de simular las fluctuaciones naturales 

de OD observadas en bancos de cultivo del sur de Chile  (Narváez et al., 

2019). Finalizado el periodo de aclimatación, un total de 480 individuos 

fueron asignados aleatoriamente a dos condiciones experimentales con 

tres réplicas por tratamiento (n = 80 individuos/réplica): 

 

1. Grupo Control (Normoxia): Tres réplicas (N1, N2 y N3) mantenidas 

bajo niveles normales de OD (7,2 ± 0,2 mg/L). 

 

2. Grupo Experimental (Hipoxia): Tres réplicas (H1, H2 y H3) 

expuestas a condiciones de hipoxia controlada (2,0 mg/L de OD). 

 

Las condiciones experimentales de temperatura (12,5 ± 1 °C) y salinidad 

(34,5 ± 0,5 UPS) se mantuvieron constantes durante toda la fase de 

exposición. En el tratamiento hipóxico, se aplicó diariamente una 

inyección controlada de burbujas de nitrógeno para alcanzar y mantener 

la concentración deseada de OD (2,0 mg/L) en el sistema de recirculación. 
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Preparación de muestras para secuenciación del transcriptoma 

Se recolectaron muestras de ARN total a partir de tres tipos de 

tejido: branquias, glándula digestiva y músculo aductor, obtenidas en 

distintos intervalos temporales tanto del grupo control como del grupo 

expuesto a hipoxia. Se extrajeron tres muestras biológicas 

independientes por tipo de tejido, condición experimental y punto 

temporal. Todos los tejidos, incluyendo el líquido extrapalial, fueron 

congelados inmediatamente a −80 °C para su posterior procesamiento. 

Extracción de ARN y Preparación de la Biblioteca 

Para la secuenciación del transcriptoma, se tomaron muestras de 

tejidos de las branquias, la glándula digestiva y el músculo aductor de los 

grupos de control y expuestos a hipoxia a los 10, 20, 40, 50 y 60 días. Los 

tejidos se almacenaron en RNA Later (Ambion, Austin, TX, EE. UU.) a 

−80 °C hasta la extracción del ARN. Las extracciones de ARN se 

realizaron por triplicado para cada grupo experimental utilizando el 

reactivo Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.) de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante. Se crearon grupos de 9 individuos para cada 

réplica. La concentración de ARN extraído se midió utilizando el 
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instrumento QUBIT 4 (Thermo Fisher Scientific, Pittsburgh, Pensilvania, 

EE. UU.), y la calidad se determinó utilizando el instrumento TapeStation 

2200 (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, California, EE. UU.). Las 

bibliotecas de ADNc de doble cadena se prepararon utilizando el kit 

TruSeq RNA Sample Preparation Kit v2 (Illumina®, San Diego, CA, EE. 

UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante, utilizando 1 μg de ARN 

tisular por grupo. Cada una de las tres réplicas biológicas por grupo 

experimental se envió a la República de Corea, donde Macrogen, Inc. 

realizó la secuenciación del transcriptoma de novo utilizando la 

plataforma Illumina. El tipo de lectura fue paired-end, con una longitud 

de lectura de 101. 

Análisis transcriptómico y anotación funcional 

Las lecturas obtenidas fueron sometidas a un proceso de control de 

calidad y eliminación de adaptadores mediante el software CLC 

GenomicWorkbench v23 (Qiagen Bioinformatics, Redwood City, CA, 

EE. UU.), utilizando un umbral de calidad de 20, longitud mínima de 

lectura de 50 pb y ventana deslizante de 4 pb, con recorte en ambos 

extremos. La cuantificación de la expresión génica se basó en valores 

normalizados de TPM. La asignación se realizó sobre el genoma V1 de M. 
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chilensis. Se utilizó distancia Euclidiana para la construcción de la matriz 

de expresión y agrupamiento k-means con 5-6 iteraciones. 

 

Las transcripciones con un cambio relativo >∣2∣ y un valor p < 0.05 

se consideraron diferencialmente expresadas. Los valores p fueron 

corregidos para múltiples comparaciones mediante la tasa de 

descubrimientos falsos (False Discovery Rate, FDR), de modo que se 

controla la proporción esperada de falsos positivos entre los hallazgos 

declarados significativos (Korthauer et al., 2019; Pawitan et al., 2005; 

Storey & Tibshirani, 2003). Las anotaciones funcionales se realizaron 

utilizando BLAST contra bases de datos Nr, Nt, eggNOG, Pfam, Swiss-

Prot, GO, KO y KEGG, con un valor de corte de 1×10⁻⁵ (Aleksander et 

al., 2023; Altschul et al., 1998; Bateman et al., 2022; Kanehisa et al., 2022; 

Tatusov et al., 2001). Posteriormente, los transcritos fueron organizados 

en matrices de Excel, filtrados y clasificados para generar mapas de calor 

con TBtools v2.007. Se construyeron diagramas de Venn con la 

herramienta en línea Venny. 

El análisis de enriquecimiento de términos GO se efectuó mediante 

ShinyGO, empleando listas de genes y anotaciones GO obtenidas desde 

TBtools. Se utilizó un umbral FDR de 0,05, y se aplicaron funciones para 
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reducir redundancia y abreviar vías funcionales. La representación gráfica 

se realizó con ggplot2 (R). Para los mapas de calor, se utilizó 

agrupamiento jerárquico y medidas de distancia Euclidiana. La selección 

de genes se basó en criterios de expresión diferencial, relevancia 

fisiológica y asociación con rutas biológicas clave. 

Análisis de la Expresión Génica Cromosómica (CGE) 

Los datos sin procesar fueron alineados al genoma V1 de M. 

chilensis para estimar el índice de expresión génica cromosómica (CGE), 

siguiendo la metodología descrita en investigaciones previas (Gallardo-

Escarate et al., 2023; Valenzuela-Muñoz et al., 2022). El CGE evalúa la 

variabilidad transcripcional entre condiciones normóxicas e hipóxicas, 

estimando la cobertura media de transcripción en regiones cromosómicas 

específicas. Se emplearon ventanas móviles de cinco posiciones con un 

rango de umbral de 2.000 a 100.000 lecturas. Los cálculos se realizaron 

con la herramienta Graph Threshold Areas del software CLC 

GenomicsWorkbench v23. Aquellos cromosomas con valores de CGE 

superiores al 60 % fueron visualizados con Circo (versión 0.69-9), 

incorporando mapas de cobertura de transcripción para cada condición 

experimental (Cui et al., 2021). 
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Disponibilidad de los Datos 

Los datos del transcriptoma para el análisis del ARNm se depositaron en 

la base de datos NCBI-SRA (Sequence Read Archive) con el número de 

acceso PRJNA1099139. 

 

Objetivo 2. Evaluar el impacto del estrés hipóxico en la composición, 

estructura y potencial funcional de las comunidades microbianas 

asociadas a las branquias y la glándula digestiva de M. chilensis, 

utilizando secuenciación directa del ADN con tecnología Oxford 

Nanopore y análisis funcional, con el fin de identificar cambios 

microbianos relevantes para la homeostasis del hospedador bajo 

condiciones de oxigenación fluctuante. 

Diseño Experimental (Aclimatación de M. chilensis, Exposición a 

Hipoxia y Muestreo para Análisis Microbiológico) 

Este estudio se estructuró bajo un enfoque experimental controlado, 

orientado a evaluar los efectos sistémicos de la hipoxia y la reoxigenación 

prolongada en M. chilensis, con especial énfasis en las alteraciones 

microbiológicas de los tejidos branquiales y de la glándula digestiva. El 
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experimento, de 50 días de duración, consistió en fases alternas de hipoxia 

(2,0 mg/L de oxígeno disuelto) y normoxia (7,2 ± 0,2 mg/L). A partir de 

una población inicial de 480 individuos, se seleccionaron 36 ejemplares 

que fueron distribuidos aleatoriamente en tres réplicas experimentales (n 

= 12 individuos por réplica). La duración de cada fase hipóxica se definió 

con base en protocolos metodológicos previamente establecidos. 

El régimen de muestreo fue estructurado para captar la dinámica 

temporal de la microbiota. Se recolectaron muestras de branquias y 

glándulas digestivas de tres mejillones por réplica en condiciones 

hipóxicas en el día 10 (n = 9), en normoxia tras reoxigenación en los días 

20 (n = 9) y 40 (n = 9), y nuevamente bajo hipoxia el día 50 (n = 9). En 

total, se analizaron 18 muestras provenientes de condiciones hipóxicas y 

18 correspondientes a condiciones de reoxigenación. No se incluyó un 

grupo control adicional, dado que el diseño comparativo entre fases 

hipóxicas y normóxicas respondió al objetivo de evaluar directamente los 

efectos de la fluctuación de oxígeno sobre la microbiota. La inclusión de 

múltiples puntos temporales permitió detectar alteraciones progresivas y 

acumulativas, fundamentales en escenarios de cambio climático y 

eutrofización. 
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El oxígeno disuelto fue monitoreado y ajustado diariamente 

mediante inyección de nitrógeno en el sistema de recirculación para 

mantener los niveles deseados. Se priorizó el análisis de tejidos 

branquiales por su rol en la respiración, alimentación por filtración y su 

alta exposición a factores ambientales (Mardones et al., 2024; Sun et al., 

2024). La glándula digestiva se seleccionó por su relevancia en la 

digestión, metabolismo e inmunorrespuesta (Borkovic-Mitic et al., 2013; 

Sforzini et al., 2018). Bajo hipoxia, el cierre valvar reduce la filtración y 

respiración, lo que puede inducir disbiosis (Porter & Porter, 2018; Tang 

& Riisgård, 2018). El objetivo buscó identificar patrones microbianos 

perturbados como posibles biomarcadores del estrés hipóxico.  

 

Para minimizar la variabilidad interindividual, se agruparon tejidos 

de tres individuos por réplica, lo que generó muestras representativas de 

nueve mejillones por condición experimental (Sun et al., 2020). Las 

muestras se conservaron en etanol grado molecular, transportadas a 4 °C 

y almacenadas a −80 °C hasta su procesamiento. 
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Aislamiento de ADN y Amplificación del gen 16S rRNA 

El ADN bacteriano total se extrajo de tejidos homogeneizados de 

branquias y glándulas digestivas mediante el protocolo fenol-cloroformo. 

Se utilizaron entre 20 y 30 mg de tejido por muestra (n = 9 por 

tratamiento), que fueron descongelados, lavados, picados y 

homogeneizados con perlas cerámicas en vórtex. Se adicionó 1 mL de 

tampón de lisis (10 mM Tris-HCl, 400 mM NaCl, 100 mM EDTA, 0.4 % 

SDS y 100 µg/mL proteinasa K, pH 8.0) e incubado a 37 °C durante 2 h 

(Valenzuela-Miranda et al., 2024). Posteriormente, se realizaron 

extracciones sucesivas con fenol-cloroformo y cloroformo puro, seguidas 

de una precipitación con etanol absoluto. La fase acuosa purificada fue 

transferida a columnas DNeasy Blood and Tissue (Qiagen®) para 

completar la extracción.  

 

La calidad y pureza del ADN se evaluaron con espectrofotometría 

(Nanodrop One), su integridad mediante electroforesis en gel de agarosa 

al 1 % (tampón TAE) y la concentración por fluorometría (Qubit 4) 

utilizando el kit dsDNA BR. Para la amplificación del gen 16S rRNA se 

emplearon 50 ng/µL de ADN como molde en reacciones de 25 µL con 
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LongAmp Taq DNA Polimerasa (New England Biolabs®) y cebadores 

universales 27F y 1492R (Valenzuela-Miranda et al., 2024). Las 

condiciones térmicas incluyeron desnaturalización inicial a 95 °C (1 min), 

25 ciclos de 95 °C (20 s), 56 °C (30 s), 65 °C (2 min), y extensión final a 

65 °C (5 min). La amplificación se confirmó por electroforesis en gel de 

agarosa al 1.2 %. 

Preparación de la Biblioteca y Secuenciación Nanopore 

Los amplicones generados se purificaron con perlas Agencourt 

AMPure XP para eliminar productos no específicos y cuantificados 

mediante Qubit 4. Las bibliotecas fueron construidas con el kit 16S 

Barcoding Kit (SQK-16S024, Oxford Nanopore Technologies®) 

conforme a las instrucciones del fabricante. Los amplicones fueron 

codificados por PCR adicional y purificados. La calidad y distribución de 

tamaño fueron verificadas en TapeStation 2200 (Agilent®) con DNA 

ScreenTape. La concentración final fue validada con D5000 ScreenTape. 

Se incluyó un control estándar (ZymoBiomics® Microbial 

Community Standard) para asegurar calidad y reproducibilidad. Las 

bibliotecas se normalizaron equimolarmente, agrupadas para 

multiplexación y cargadas en una celda de flujo Spot-ON para 
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secuenciación en la plataforma MinION (Oxford Nanopore 

Technologies®). La ejecución y rendimiento fueron monitoreados en 

tiempo real mediante MinKNOW (versión 5.8.12). 

Procesamiento de Datos y Asignación Taxonómica 

Las lecturas se sometieron a basecalling con Guppy (v6.3.2) y 

filtrado por calidad (Q ≥ 7). Se empleó Porechop para eliminación de 

adaptadores y demultiplexación (Bonenfant et al., 2023). Las lecturas 

clasificadas se analizaron con el algoritmo Emu, optimizado para 

secuencias completas de 16S rRNA generadas por secuenciación 

Nanopore (Curry et al., 2022). Se utilizó una base de datos personalizada 

y se estableció un umbral mínimo de abundancia de 0.01. Las lecturas 

fueron agrupadas en unidades taxonómicas operativas (OTU) con un 

umbral de similitud del 97 %. 

Perfilado de la Comunidad y Análisis Estadístico 

Las tablas OTU se analizaron en MicrobiomeAnalyst v2.0. Se eliminaron 

OTU únicas, se aplicó transformación logarítmica y se generaron análisis 

de coordenadas principales (PCoA) utilizando la distancia Bray-Curtis. Se 
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realizaron pruebas ANOSIM para evaluar diferencias entre grupos y 

curvas de rarefacción con el paquete Vegan de R (Dixon, 2003). 

Visualización del Árbol de Calor 

Los datos se analizaron en R (v4.3.3) mediante los paquetes 

Metacoder, Dplyr y Vegan (Beckerman et al., 2017; Dixon, 2003). Se 

eliminaron taxa con <5 lecturas y aquellos sin presencia en al menos el 

20 % de las muestras. Se generaron árboles de calor jerárquicos, 

estructurando la jerarquía taxonómica con taxmap. Los nodos fueron 

dimensionados por abundancia y coloreados según diferencias estadísticas 

entre condiciones.  

Análisis Discriminante Lineal (LEfSe) y Redes de Correlación 

Se aplicó LEfSe para identificar taxa diferenciales (FDR <0.05; 

LDA ≥4.0). Las 15 características discriminativas principales se 

visualizaron mediante gráficos de puntos. Las redes de coocurrencia se 

construyeron con SparCC (100 permutaciones, p <0.05, r ≥0.3). 
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Predicción del Potencial Funcional Metagenómico 

Se utilizó PICRUSt2 y el paquete ggpicrust2 para inferencias 

funcionales a partir de regiones V3-V4 extraídas con HyperEx (Douglas 

et al., 2020). Se empleó la base MetaCyc para construcción de vías y el 

uso del software R v4.3.3 para visualización (Caspi et al., 2016). Se aplicó 

STAMP con corrección FDR de Benjamini-Hochberg (FDR <0,05), 

seleccionando vías con ≥0,5 % de abundancia relativa (Parks et al., 2014). 

Disponibilidad de los Datos  

Los datos de secuenciación Nanopore se encuentran disponibles en la base 

NCBI-SRA bajo el número de acceso BioProject RJNA1240298. 
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Objetivo 3. Caracterizar el epitranscriptoma de M. chilensis mediante 

secuenciación directa de ARN utilizando tecnología Oxford 

Nanopore, con el fin de obtener una visión integral de las 

modificaciones post-transcripcionales, incluyendo tanto 

modificaciones químicas de nucleótidos como m⁶A y m⁵C, como la 

caracterización estructural del ARN a través del análisis de la 

longitud de las colas poliadeniladas y la identificación de transcritos 

de longitud completa.  

Preparación de Bibliotecas de ARN Directo 

Este estudio empleó una aproximación metodológica avanzada 

basada en la secuenciación directa de ARN de molécula única, utilizando 

la plataforma Nanopore (Oxford Nanopore Technologies®) (Reddy et 

al., 2020). Esta tecnología de tercera generación permitió superar las 

limitaciones inherentes a la secuenciación de ARN complementario 

(cADN), como los sesgos de amplificación, la ambigüedad en la 

identificación de isoformas y las restricciones en la longitud de lectura, 

ofreciendo una resolución integral del transcriptoma a nivel de molécula 

completa y específica de cadena. 
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La preparación de las bibliotecas comenzó con la extracción 

selectiva de ARN mensajero poliadenilado [ARN poli(A)]. 

Posteriormente, se realizó la ligación de adaptadores dT y adaptadores 

motores conforme al protocolo del fabricante, lo que permitió la 

secuenciación directa sin necesidad de retrotranscripción ni síntesis 

enzimática. Este método conservó la orientación nativa del ARN y 

permitió preservar modificaciones epitranscriptómicas. 

Secuenciación y Control de Calidad de los Datos 

Las bibliotecas generadas fueron cargadas en un flowcell de 

secuenciación Nanopore. Durante la lectura, las moléculas individuales 

de ARN generaron perturbaciones características en la corriente iónica 

al atravesar los nanoporos. Estas señales eléctricas fueron decodificadas 

en secuencias de bases mediante una red neuronal recurrente (RNN) 

implementada en el software GUPPY. 

 

Los archivos obtenidos en formato fast5 fueron convertidos a 

formato fastq y sometidos a control de calidad. Se aplicaron filtros 

estrictos que excluyeron lecturas con puntuaciones de calidad inferiores 
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a Q7 y longitudes inferiores a 50 pb, asegurando así la integridad y 

confiabilidad de los datos empleados en los análisis posteriores. 

Mapeo al Genoma de Referencia y Análisis de Transcritos 

Las lecturas depuradas fueron alineadas contra un genoma de 

referencia. Se conservaron únicamente aquellas con alineamiento único. 

Para la construcción de transcritos consenso y su cuantificación, se 

utilizó el software FLAIR (v1.5.0) (Tang et al., 2020). Posteriormente, 

la estructura de los transcritos fue refinada con el software StringTie 

(v2.1.4), mapeando las secuencias consenso al genoma de referencia de 

forma conservadora (Pertea et al., 2015). 

 

Para identificar genes y transcritos previamente no anotados, se 

implementó el software gffcompare (v0.12.1), el cual permitió comparar 

las nuevas secuencias con las anotaciones genómicas existentes, 

revelando un total de 5.237 transcritos nuevos, de los cuales 4.796 no 

presentaron homología con regiones previamente conocidas (Pertea & 

Pertea, 2020). 
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Predicción de Secuencias Codificantes (CDS) 

Se utilizó TransDecoder (v5.5.0) para predecir las regiones codificantes 

(CDS) en los transcritos no anotados (Cossío-Bayúgar et al., 2024). Este 

paso permitió distinguir entre transcritos codificantes y no codificantes, 

y facilitó el análisis funcional y estructural de nuevas regiones génicas. 

Optimización de la Estructura de los Transcritos 

La estructura de los transcritos consenso fue comparada con las 

anotaciones conocidas del genoma mediante gffcompare (v0.12.1). Las 

regiones 5’ y 3’ de los transcritos fueron extendidas cuando se detectaron 

límites no coincidentes, lo cual permitió una corrección y optimización 

de las regiones no traducidas (UTRs) y una mejor definición de los 

límites génicos (Pertea & Pertea, 2020). 

Análisis de Expresión Diferencial 

El análisis de expresión diferencial se realizó con el software 

edgeR (v3.32.1), a partir de los conteos de lecturas por transcripto. Se 

consideraron como diferencialmente expresados aquellos transcritos con 
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FDR < 0,05 y |logFC| > 1, permitiendo identificar los genes con 

expresión significativamente alterada entre condiciones experimentales 

(Robinson et al., 2010). 

Identificación de Metilaciones en ARN (m6A y m5C) 

La identificación de sitios metilados se realizó para las 

modificaciones epitranscriptómicas m5C y m6A. Para m5C, se empleó el 

modelo alternativo de Tombo (Zhang et al., 2020), mientras que para 

m6A se utilizó el modelo de novo del mismo software, complementado 

con el pipeline MINES (Lorenz et al., 2020). Este enfoque permitió 

detectar con alta precisión sitios metilados a nivel de base. 

Análisis de Motivos de Metilación 

Se analizaron los motivos nucleotídicos asociados a los sitios de 

metilación, dado que las enzimas responsables del establecimiento o 

eliminación de estas modificaciones reconocen secuencias específicas. 

Estos motivos se analizaron para comprender la relación entre la 

metilación y la regulación de la expresión génica. 
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Análisis Diferencial de Sitios m5C 

Para detectar diferencias significativas en los patrones de metilación m5C 

entre grupos experimentales, se utilizó el software methylKit (Akalin et 

al., 2012). En presencia de múltiples réplicas, se aplicó regresión 

logística; en caso contrario, se empleó la prueba exacta de Fisher. Esta 

estrategia permitió identificar sitios diferencialmente metilados con alta 

sensibilidad. 

Análisis de Pseudouridina (Ψ) 

La modificación de pseudouridina (Ψ), reconocida como la más 

abundante en ARN, fue evaluada mediante el software Nanopsu, 

utilizando un umbral de probabilidad posterior P > 0,9 (Jain et al., 2022). 

Esta modificación estructural fue incluida en el análisis 

epitranscriptómico como marcador potencial de estabilidad y 

funcionalidad de las moléculas de ARN. 
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RESULTADOS 

Capítulo 1: La hipoxia en el mejillón azul Mytilus chilensis induce un 

cambio en el transcriptoma asociado con el estrés del retículo 

endoplásmico, el metabolismo y la respuesta inmunitaria. 

Cita entera del artículo publicado: Montúfar-Romero, M.; Valenzuela-

Muñoz, V.; Valenzuela-Miranda, D.; Gallardo-Escárate, C. Hypoxia in 

the Blue Mussel Mytilus chilensis Induces a Transcriptome Shift 

Associated with Endoplasmic Reticulum Stress, Metabolism, and 

Immune Response. Genes 2024, 15, 658. 

https://doi.org/10.3390/genes15060658  

 

Resumen 

 El aumento de los episodios de hipoxia, como consecuencia del cambio 

climático en los ecosistemas costeros y fiordos, afecta a la salud y la 

supervivencia de los mejillones. Estos organismos despliegan respuestas 

fisiológicas y moleculares como mecanismo de adaptación para 

mantener la homeostasis celular bajo estrés ambiental. Sin embargo, se 

desconocen los efectos específicos de la hipoxia en mejillones de interés 

socioeconómico, como Mytilus chilensis. Mediante secuenciación de 

ARN, investigamos los perfiles transcriptómicos de las branquias, la 

glándula digestiva y el músculo aductor de M. chilensis en condiciones 

de hipoxia (10 días a 2 mg L−1) y reoxigenación (10 días a 6 mg L−1). 

Se identificaron 15.056 transcritos expresados de forma diferencial en 
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las branquias, 11,864 en la glándula digestiva y 9,862 en el músculo 

aductor. La respuesta varió entre los tejidos, mostrando cambios 

cromosómicos en Chr1, Chr9 y Chr10 durante la hipoxia. La hipoxia 

reguló los genes de señalización en las vías Toll-like, mTOR, ciclo del 

citrato y apoptosis en las branquias, lo que indica alteraciones 

metabólicas e inmunológicas. Estos cambios sugieren que la hipoxia 

indujo un cambio metabólico en los mejillones, reduciendo la 

dependencia de la respiración aeróbica y aumentando la dependencia del 

metabolismo anaeróbico. Además, la hipoxia pareció suprimir la 

respuesta inmunitaria, lo que podría aumentar la susceptibilidad a las 

enfermedades, con implicaciones negativas para la industria del cultivo 

de mejillones y las poblaciones de lechos naturales. Este estudio 

proporciona información fundamental sobre las adaptaciones 

metabólicas e inmunológicas a la hipoxia en M. chilensis, y ofrece genes 

candidatos para rasgos adaptativos. 
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Capítulo 2: La disbiosis de la microbiota en Mytilus chilensis es 

inducida por la hipoxia, lo que tiene consecuencias moleculares y 

funcionales. 

Cita entera del artículo publicado: Montúfar-Romero, M.; Valenzuela-

Miranda, D.; Valenzuela-Muñoz, V.; Morales-Rivera, M.F.; Gallardo-

Escárate, C. Microbiota Dysbiosis in Mytilus chilensis Is Induced by 

Hypoxia, Leading to Molecular and Functional Consequences. 

Microorganisms 2025, 13, 825.  

 

 

Resumen 

La microbiota de los bivalvos desempeña un papel fundamental en la 

salud del huésped, ya que contribuye al procesamiento de nutrientes, la 

inmunidad y la resistencia a las enfermedades. Sin embargo, el aumento 

de la hipoxia en las aguas costeras chilenas, causado por el cambio 

climático y la eutrofización, amenaza con alterar este equilibrio 

microbiano, lo que podría favorecer la proliferación de patógenos y 

afectar a funciones esenciales. Mytilus chilensis es vulnerable a los ciclos 

de hipoxia-reoxigenación, pero los efectos sobre su microbiota siguen 

sin conocerse bien. Este estudio investiga el impacto de la hipoxia en la 

estructura y el potencial funcional de las comunidades microbianas que 

residen en las branquias y las glándulas digestivas de M. chilensis. 

Mediante la secuenciación completa del gen 16S rRNA, exploramos los 

efectos de la hipoxia en la diversidad microbiana y la capacidad 
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funcional. Nuestros resultados revelaron alteraciones significativas en la 

composición microbiana, con un cambio hacia anaerobios facultativos 

que prosperan en entornos con bajo nivel de oxígeno. Cabe destacar que 

se produjo una disminución de los taxa bacterianos dominantes, como 

Rhodobacterales, mientras que los patógenos oportunistas, como Vibrio 

y Aeromonas, mostraron una mayor abundancia. El análisis funcional 

indicó una disminución de las funciones microbianas críticas asociadas 

al metabolismo de los nutrientes y al apoyo inmunológico, lo que podría 

poner en peligro la salud y la supervivencia del huésped. Este estudio 

arroja luz sobre las complejas interacciones entre la microbiota asociada 

al huésped y los factores de estrés ambientales, subrayando la 

importancia de gestionar la microbiota ante el cambio climático y las 

prácticas acuícolas. 
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Capítulo 3: Secuenciación Directa de ARN Mediante Nanoporo 

Revela Reconfiguración Epitranscriptómica y Dinámica 

Postranscripcional en Mytilus chilensis Bajo Estrés Hipóxico  

 

Resumen 

Las modificaciones epitranscriptómicas como la N6-metiladenosina 

(m6A), 5-metilcitosina (m5C) y la pseudouridina (Ψ) han emergido como 

capas fundamentales de regulación post-transcripcional en eucariotas. En 

organismos marinos como Mytilus chilensis, la comprensión de estos 

mecanismos es aún limitada, particularmente bajo condiciones de estrés 

ambiental como la hipoxia, fenómeno cada vez más frecuente en 

sistemas costeros debido al cambio climático. En este estudio, se utilizó 

secuenciación directa de ARN mediante la plataforma Nanopore para 

caracterizar de manera integral las modificaciones epitranscriptómicas 

inducidas por hipoxia en tejidos de branquia y glándula digestiva. El 

análisis reveló un perfil diferencial en la distribución y frecuencia de 

metilaciones m6A y m5C entre condiciones de normoxia e hipoxia, con 

un incremento significativo en la cantidad de genes metilados en 

regiones 3' UTR y CDS bajo hipoxia. Se detectó además un 

enriquecimiento de motivos específicos como GGACA y AGACT en 

sitios de m6A, así como una redistribución cromosómica de genes 
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modificados. La hipoxia también produjo una reducción generalizada en 

la longitud de las colas poli(A), lo que sugiere una regulación activa de 

la estabilidad y degradación del ARN. Por otro lado, el análisis de 

pseudouridina evidenció patrones de modificación dependientes de la 

condición ambiental, sin correlación significativa con la profundidad de 

lectura, lo cual valida la robustez del enfoque. Estos hallazgos evidencian 

una reprogramación epitranscriptómica inducida por hipoxia en M. 

chilensis, y subrayan el papel funcional de estas marcas químicas como 

posibles mediadores adaptativos ante cambios ambientales. La presente 

investigación establece las bases para el desarrollo de biomarcadores 

epitranscriptómicos en moluscos y aporta nuevas herramientas para el 

monitoreo de salud ambiental en ecosistemas costeros. 

 

Palabras clave: m6A, m5C, Pseudouridina, Modificaciones químicas del 

ARN, Biomarcadores ambientales, Adaptación al estrés 
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Introducción 

 

Las modificaciones epitranscriptómicas del ARN, particularmente 

N6-metiladenosina (m6A), 5-metilcitosina (m5C) y pseudouridina (Ψ), 

han emergido como capas críticas de regulación post-transcripcional en 

eucariotas, modulando procesos clave como la estabilidad del ARN, la 

eficiencia de traducción y la respuesta a señales ambientales (Li et al., 

2017; Zaccara et al., 2019). A diferencia de las modificaciones 

epigenéticas del ADN, las marcas epitranscriptómicas son dinámicas y 

reversibles, lo que permite a las células responder rápidamente a 

condiciones cambiantes del entorno, incluyendo el estrés hipóxico. 

 

La hipoxia representa un estrés ambiental significativo que 

desencadena reprogramaciones transcripcionales y post-

transcripcionales, especialmente en organismos acuáticos expuestos a 

zonas de oxígeno reducido por causas naturales o antrópicas (Shen et al., 

2023; Vaquer-Sunyer & Duarte, 2008). En moluscos bivalvos, como M. 

chilensis, especie endémica de importancia ecológica y comercial en el 

cono sur de Sudamérica, la adaptación a fluctuaciones en la 

disponibilidad de oxígeno es fundamental para su supervivencia, 
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distribución y rendimiento acuícola. Sin embargo, a pesar de su 

relevancia, el paisaje epitranscriptómico de esta especie en respuesta a 

hipoxia permanece inexplorado. 

 

Estudios previos en modelos vertebrados y vegetales han 

demostrado que la hipoxia puede modular la deposición y eliminación 

de marcas como m6A, impactando la estabilidad y destino de los 

transcritos asociados a metabolismo energético, respuesta oxidativa y 

muerte celular (Frye M. et al., 2018; Zhou et al., 2016). En paralelo, se 

ha documentado que m5C participa en la regulación del transporte 

nuclear del ARN y la traducción en condiciones de estrés (Yang et al., 

2017), mientras que la pseudouridilación contribuye a la arquitectura 

secundaria del ARN y a su interacción con ribonucleoproteínas (Carlile 

et al., 2014). La aplicación de tecnologías de secuenciación directa de 

ARN, como Oxford Nanopore, ha permitido detectar estas 

modificaciones de forma simultánea, sin requerir retrotranscripción ni 

amplificación, preservando así las señales nativas del ARN (Workman 

et al., 2019). 
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En este contexto, el presente estudio se propuso caracterizar por 

primera vez el epitranscriptoma de M. chilensis bajo condiciones 

experimentales de hipoxia y normoxia, utilizando secuenciación directa 

de ARN por Nanopore. Se analizó de forma integrada la expresión 

diferencial, la distribución de metilaciones m6A y m5C, los motivos 

nucleotídicos asociados, la pseudouridina y la dinámica de la cola 

poli(A). Esta aproximación busca no solo expandir el conocimiento 

básico sobre regulación post-transcripcional en bivalvos, sino también 

sentar las bases para el desarrollo de biomarcadores moleculares 

aplicables en estudios de ecotoxicología, fisiología comparada y 

adaptación marina al cambio climático. 

 

Metodología 

 

Diseño experimental y condiciones de exposición 

 

Se utilizaron ejemplares de M. chilensis provenientes de cultivos 

ubicados en el sistema estuarino de Reloncaví, Región de Los Lagos, 

Chile. Los organismos fueron aclimatados durante 38 días en 

condiciones controladas de laboratorio (12,5 ± 0,94 °C, agua de mar 
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filtrada, flujo continuo y alimentación regular), previo al inicio del 

tratamiento experimental. El experimento tuvo una duración de 50 días 

y consistió en la exposición alternante de los organismos a condiciones 

de hipoxia (2,0 mg/L de oxígeno disuelto) y normoxia (7,2 ± 0,2 mg/L). 

La hipoxia fue inducida mediante inyección controlada de nitrógeno 

gaseoso y los niveles de oxígeno se monitorearon diariamente utilizando 

sondas multiparamétricas calibradas. 

 

Muestreo y extracción de ARN 

 

Las muestras biológicas fueron recolectadas en cuatro puntos 

temporales: días 10 y 50 bajo hipoxia, y días 20 y 40 bajo normoxia. En 

cada punto de muestreo se extrajeron tejidos de branquias y glándulas 

digestivas de tres individuos por réplica biológica, totalizando nueve 

individuos por condición. Los tejidos fueron preservados en etanol 

molecular, transportados a 4 °C y almacenados a −80 °C hasta su 

procesamiento. Se generó un pool de tejidos por réplica experimental 

para minimizar la variabilidad interindividual. La extracción de ARN 

total se realizó mediante homogeneización tisular en buffer lítico y 

posterior separación orgánica con fenol-cloroformo. La calidad e 
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integridad del ARN se verificaron mediante electroforesis en gel y 

espectrofotometría, y las fracciones de ARNm fueron purificadas y 

seleccionadas para análisis epitranscriptómico. 

 

Preparación de bibliotecas y secuenciación directa de ARN 

 

Se empleó secuenciación directa de ARN de molécula única 

usando la plataforma de tercera generación Nanopore (Oxford Nanopore 

Technologies®). Esta metodología evitó la necesidad de 

retrotranscripción y amplificación enzimática, permitiendo preservar la 

orientación nativa del ARN y sus modificaciones epitranscriptómicas. 

Las bibliotecas se prepararon mediante ligación de adaptadores poli(dT) 

y adaptadores motores conforme a las especificaciones del fabricante, 

con carga posterior en flowcells activas. 

 

Durante la secuenciación, las moléculas de ARN generaron 

señales de corriente iónica al atravesar los poros de proteína, las cuales 

fueron decodificadas mediante el algoritmo de red neuronal GUPPY. Los 

archivos fast5 fueron convertidos a formato fastq, y posteriormente 
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sometidos a un control de calidad que excluyó lecturas con puntuación 

inferior a Q7 y longitud menor a 50 pb. 

 

Mapeo al genoma de referencia y anotación de transcritos 

 

Las lecturas depuradas fueron alineadas al genoma de referencia 

de M. chilensis utilizando alineadores especializados en lecturas largas. 

Solo se conservaron lecturas con alineamientos únicos. Para construir y 

cuantificar los transcritos consenso se empleó FLAIR (v1.5.0), y su 

refinamiento estructural se realizó con StringTie (v2.1.4). Para comparar 

los transcritos obtenidos con las anotaciones genómicas existentes, se 

utilizó gffcompare (v0.12.1), identificando 5.237 nuevos transcritos, de 

los cuales 4.796 no mostraron homología con regiones previamente 

descritas. 

 

Predicción de regiones codificantes y optimización estructural 

 

TransDecoder (v5.5.0) fue utilizado para predecir regiones 

codificantes (CDS) en los transcritos no anotados. Las regiones 5′ y 3′ de 

los transcritos fueron extendidas cuando se detectaron límites no 
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coincidentes con las anotaciones previas, lo que permitió una mejora 

sustancial en la definición de los UTRs y de los límites génicos. 

 

Análisis de expresión diferencial 

 

Los conteos de lectura por transcripto fueron procesados mediante 

el paquete edgeR (v3.32.1). Se consideraron como diferencialmente 

expresados aquellos transcritos con FDR < 0,05 y |logFC| > 1, lo que 

permitió detectar alteraciones significativas en la expresión entre las 

condiciones de hipoxia y normoxia. 

 

Identificación de modificaciones epitranscriptómicas (m6A, m5C y Ψ) 

 

La detección de sitios m5C se realizó mediante el modelo 

alternativo de Tombo, mientras que los sitios m6A fueron identificados 

usando el modelo de novo del mismo software, complementado con el 

pipeline MINES. Para la pseudouridina (Ψ), se empleó el software 

Nanopsu con un umbral de probabilidad posterior superior a 0,9, 

permitiendo una detección robusta de esta modificación estructural. 
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Análisis de motivos y distribución epigenómica 

 

Los motivos de metilación fueron evaluados mediante análisis de 

secuencias flanqueantes a los sitios modificados. Asimismo, se analizó 

la distribución cromosómica y estructural de los genes modificados, 

discriminando entre regiones CDS, UTRs y secuencias no anotadas. 

 

Análisis estadístico y validación 

 

Las diferencias en la fracción de expresión de regiones 

modificadas fueron evaluadas mediante pruebas ANOVA de Welch, con 

ajustes por Bonferroni para comparaciones múltiples. La asociación 

entre profundidad de lectura y probabilidad de motivo fue examinada 

mediante correlaciones de Pearson y Spearman, sin hallarse significancia 

estadística, lo que respalda la consistencia técnica de la detección de 

motivos independientemente del nivel de cobertura. 
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Visualización y procesamiento de datos 

 

Los análisis estadísticos y gráficos fueron realizados en R (versión 

4.2.2), utilizando paquetes como ggplot2, dplyr, data.table y ggpubr. Los 

análisis epitranscriptómicos fueron complementados con herramientas 

especializadas como Tombo y Nanocompore. Los criterios de inclusión 

de eventos modificados consideraron un umbral de probabilidad ≥ 0.95 

para asegurar la confiabilidad en la identificación de las modificaciones 

epitranscriptómicas. 

 

Resultados 

 

El análisis de la distribución de genes con metilación m6A en 

función de sus regiones estructurales reveló patrones diferenciales entre 

condiciones de normoxia e hipoxia en M. chilensis (Figura 1). Se 

observaron incrementos consistentes en el número de genes modificados 

bajo hipoxia en todas las regiones estructurales evaluadas, lo que sugiere 

una intensificación global de la regulación epitranscriptómica ante la 

disminución del oxígeno ambiental. 
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FIGURA 1.  Distribución de genes modificados con m6A según regiones estructurales 

del transcrito en M. chilensis bajo condiciones de hipoxia y normoxia. El gráfico de 

barras representa el número de genes asociados a metilación m6A en distintas regiones 

del ARN mensajero: secuencia codificante (CDS), región no traducida 5′ (5′ UTR) y 

región no traducida 3′ (3′ UTR), en condiciones de hipoxia (rojo) y normoxia (azul) 

 

La región 3′ UTR fue la más frecuentemente modificada, 

destacando un total de 2.273 genes bajo hipoxia frente a 1.762 en 

normoxia. Esta observación sugiere que la metilación m6A en dicha 

región podría desempeñar un papel clave en la modulación de la 

estabilidad del ARNm, el silenciamiento post-transcripcional y el 

reclutamiento de proteínas de unión bajo condiciones de estrés hipóxico. 

 

Asimismo, la secuencia codificante (CDS) mostró un aumento 

considerable en hipoxia (1.619 genes) en comparación con normoxia 

(1.183 genes), indicando una posible participación directa de la 
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metilación en la regulación de genes funcionales esenciales durante la 

adaptación fisiológica. Del mismo modo, la región 5′ UTR presentó una 

mayor frecuencia de modificación bajo hipoxia (1.361 vs. 1.042 genes), 

lo cual podría relacionarse con mecanismos que afectan la eficiencia de 

la traducción o la selección de sitios de inicio alternativos. 

 

El análisis comparativo de motivos epitranscriptómicos asociados 

a sitios de metilación m6A en M. chilensis reveló un enriquecimiento 

diferencial dependiente de la condición ambiental (Figura 2). Se 

identificaron cinco motivos principales (AGACT, GGACA, GGACC, 

GGACT y NA), cuya frecuencia varió significativamente entre normoxia 

e hipoxia. 

 

El motivo GGACA fue el más representado en ambos grupos, con 

una frecuencia notablemente mayor bajo hipoxia (~2.000 vs. ~1.550 en 

normoxia), lo que sugiere un posible rol regulador central en condiciones 

de bajo oxígeno. El motivo AGACT también mostró una mayor 

prevalencia en hipoxia (~1.600 frente a ~1.250), lo que podría reflejar su 

implicación en rutas transcripcionales específicas inducidas por estrés 

hipóxico. Del mismo modo, los motivos GGACT y GGACC exhibieron 
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frecuencias elevadas bajo hipoxia (~1.000 vs. ~750 y ~650 vs. ~450, 

respectivamente), reforzando el patrón de enriquecimiento selectivo de 

secuencias reconocidas por las metiltransferasas m m6A A en ambientes 

de oxígeno reducido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 2. Frecuencia comparativa de motivos de metilación m6A en M. chilensis 

bajo condiciones de hipoxia y normoxia. El gráfico de barras muestra la distribución 

de cinco motivos nucleotídicos asociados a sitios de metilación m6A en condiciones 

de hipoxia (rojo) y normoxia (azul).  

 

El perfil de poliadenilación reveló una variación dependiente de 

las condiciones en las distribuciones de la longitud de la cola poli(A) en 

M. chilensis sometida a estrés hipóxico (Figura 3). Se analizaron un total 

de 93.870 transcritos en el grupo normóxico (control), que mostraron una 

longitud media de la cola poli(A) de 77,19 nucleótidos, con valores del 
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primer cuartil (Q25), mediana (Q50) y tercer cuartil (Q75) de 39.37, 

64.52 y 104.03 nucleótidos, respectivamente. Por el contrario, el grupo 

tratado con hipoxia incluyó 138.950 transcripciones con una longitud 

media de la cola poli(A) ligeramente reducida de 74,07 nucleótidos, y 

valores cuartiles de 39,21 (Q25), 62,04 (Q50) y 97,81 (Q75). El análisis 

del gráfico de violín confirmó visualmente un cambio global hacia colas 

de poli(A) más cortas en condiciones de hipoxia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 3. Distribución de la longitud de la cola poli(A) en M. chilensis. Gráficos de 

violín que ilustran la distribución comparativa de las longitudes de la cola poli(A) en 

muestras normóxicas (control, rojo) frente a hipóxicas (tratamiento, azul). 

 

El análisis genómico completo de los sitios de metilación del ARN 

en condiciones normóxicas reveló una distribución cromosómica 

distintiva de las modificaciones de 5-metilcitosina (m5C) y N6-

metiladenosina (m6A) en M. chilensis (Figura 4). La distribución de los 

sitios de modificación m5C (panel izquierdo) mostró una amplia 

cobertura en múltiples cromosomas, con sitios dispersos por todo el 
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genoma, aunque con regiones de mayor densidad de metilación en 

cromosomas específicos, lo que sugiere una regulación 

epitranscriptómica localizada. Por el contrario, los sitios m6A (panel 

derecho) mostraron una distribución más desigual, caracterizada por una 

agrupación prominente dentro de regiones cromosómicas distintas. Este 

patrón indica posibles puntos críticos para la regulación del ARN 

mediada por m6A. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4. Distribución cromosómica de los sitios de modificación por metilación 

del ARN en M. chilensis en condiciones normóxicas. Distribución cromosómica de los 

sitios de modificación por metilación del ARN en M. chilensis en condiciones 

normóxicas. Panel izquierdo: Distribución y densidad de los sitios identificados de 5-

metilcitosina (m5C) en los cromosomas. Panel derecho: Distribución y densidad de los 

sitios de modificación de N6-metiladenosina (m6A) identificados. Los gráficos ilustran 

la localización espacial y la abundancia relativa de cada tipo de metilación del ARN 

en todo el genoma, reflejando los patrones epitranscriptómicos de referencia en 

condiciones de normoxia. 
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FIGURA 5. Distribución cromosómica de genes asociados a metilación m6A en M. 

chilensis bajo condiciones de normoxia e hipoxia. El gráfico de barras muestra el 

número de genes con modificaciones m6A distribuidos por cromosoma en condiciones 

de normoxia (azul) e hipoxia (rojo). Se observa una tendencia general hacia un mayor 

número de genes modificados bajo hipoxia en prácticamente todos los cromosomas, 

lo que sugiere una respuesta transcripcional dependiente de la condición ambiental.  

 

El análisis de la distribución cromosómica de genes con 

modificaciones m6A en M. chilensis reveló una reconfiguración 

significativa en respuesta a la hipoxia (Figura 5). En casi todos los 

cromosomas, se observó un aumento en el número de genes modificados 

en condiciones hipóxicas en comparación con normoxia, lo cual sugiere 

una activación diferencial del epitranscriptoma bajo estrés por baja 

disponibilidad de oxígeno.  
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Tabla 1. Distribución cromosómica de genes asociados a metilación 

m6A en M. chilensis bajo condiciones de normoxia e hipoxia 

 

Cromosoma 

(Hipoxia) 

Conteo de 

Genes 

(Hipoxia) 

Cromosoma 

(Normoxia) 

Conteo de 

Genes 

(Normoxia) 

Cromosoma 1 746 Cromosoma 1 579 

Cromosoma 4 576 Cromosoma 4 427 

Cromosoma 6 488 Cromosoma 6 368 

Cromosoma 8 462 Cromosoma 8 339 

Cromosoma 10 442 Cromosoma 9 317 

Cromosoma 9 398 Cromosoma 10 310 

Cromosoma 2 386 Cromosoma 2 292 

Cromosoma 5 342 Cromosoma 11 288 

Cromosoma 3 317 Cromosoma 5 260 

Cromosoma 11 316 Cromosoma 3 224 

Cromosoma 12 246 Cromosoma 12 184 

Cromosoma 14 221 Cromosoma 14 171 

Cromosoma 13 161 Cromosoma 13 116 

Cromosoma 7 152 Cromosoma 7 11 

Total 5253   3886 

 

Los cromosomas 1, 4, 6 y 8 concentraron el mayor número 

absoluto de genes con metilación m6A en hipoxia, con diferencias 

notables respecto a normoxia (Tabla 1). Estos resultados destacan estas 

regiones cromosómicas como posibles núcleos funcionales de regulación 

epitranscriptómica en respuesta a condiciones hipóxicas. 
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En contraste, los cromosomas 13, 14 y 7 presentaron la menor 

representación en ambos estados, aunque mantuvieron la tendencia de 

mayor frecuencia bajo hipoxia (Tabla 1), lo que sugiere que incluso en 

regiones de baja expresión global, la hipoxia genera una reprogramación 

selectiva del patrón de metilación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 6. Motivos secuenciales que rodean los sitios de modificación por 

metilación del ARN en M. chilensis. Panel izquierdo: Distribución de secuencias de 

nucleótidos (9 pb) que flanquean los sitios de modificación por 5-metilcitosina (m5C) 

identificados. Panel derecho: Distribución de secuencias de nucleótidos (5 pb) que 

flanquean los sitios de modificación de N6-metiladenosina (m6A). Los logotipos de 

secuencia ilustran la frecuencia de nucleótidos en cada posición, donde la altura de 

las letras representa la frecuencia relativa y la conservación, destacando las 

preferencias de motivos dependientes del contexto para la metilación del ARN en 

respuesta a condiciones hipóxicas. 

 

Los análisis de motivos secuenciales revelaron preferencias 

contextuales distintas en torno a los sitios de metilación del ARN en M. 

chilensis (Figura 6). Concretamente, la distribución de los nucleótidos 

que flanquean los sitios de modificación de 5-metilcitosina (m5C) 

identificados indicó un motivo consenso conservado de cinco bases en el 

que destacan los residuos de citosina (C) en la posición central, con 
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residuos de adenina (A) enriquecidos situados predominantemente 

upstream (posiciones -2 y -1) y residuos de uracilo (U) downstream 

(posiciones +1 y +2). Por el contrario, los sitios de modificación de N6-

metiladenosina (m6A) mostraban un motivo consenso de cinco bases 

diferente, caracterizado por un fuerte enriquecimiento de residuos de 

guanina (G) en las posiciones -2 y -1, adenina (A) en el sitio de 

modificación central y una presencia constante de citosina (C) y uracilo 

(U) en las posiciones aguas abajo (+1 y +2). 

 

El perfil epitranscriptómico de M. chilensis bajo condiciones de 

normoxia e hipoxia reveló patrones diferenciados en la abundancia 

relativa de eventos de metilación del ARN en sitios m5C y m6A (Figura 

7). El análisis de diagramas de caja mostró que la metilación m6A 

presentó una reducción pronunciada bajo hipoxia, evidenciada por una 

mediana más baja y un rango intercuartílico reducido en comparación 

con las condiciones normóxicas. En contraste, la metilación m5C 

mantuvo una distribución más estable entre ambas condiciones 

experimentales, con medianas y dispersión similares. 
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FIGURA 7. Distribución comparativa de sitios de metilación de ARN en nucleótidos 

m5C y m6A en M. chilensis bajo condiciones de hipoxia y normoxia. Las proporciones 

fueron estimadas a partir de secuenciación directa de ARN mediante tecnología de 

nanoporo, utilizando los modelos de detección de Tombo para m5C y la combinación 

Tombo + MINES para m6A. Los diagramas de caja representan el rango intercuartílico 

(IQR), con la línea horizontal indicando la mediana y los puntos individuales 

representando valores atípicos. Se evidenció una reducción significativa en la 

frecuencia relativa de modificaciones m6A bajo hipoxia, mientras que las 

modificaciones m5C mostraron una distribución más estable. Estos resultados reflejan 

una reconfiguración epitranscriptómica sensible al estado redox, con posibles 

implicancias en la regulación post-transcripcional de genes relacionados al 

metabolismo energético y respuesta al estrés ambiental. 

 

Bajo normoxia, la señal de m6A exhibió mayor variabilidad y una 

fracción de modificación significativamente más alta, lo que indica un 

paisaje de metilación más activo y extendido en presencia de niveles 

óptimos de oxígeno. Por el contrario, la supresión de m6A bajo hipoxia 

sugiere una posible regulación negativa, a nivel transcripcional o 

enzimático, del sistema de metilación m6A en respuesta a condiciones de 
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bajo oxígeno. Estos hallazgos evidencian una reprogramación 

epitranscriptómica dependiente del estado redox, donde la marca m6A se 

muestra especialmente sensible. La estabilidad relativa de la metilación 

m5C entre condiciones sugiere funciones regulatorias distintas, 

posiblemente orientadas al mantenimiento de la estabilidad 

transcripcional básica frente al estrés ambiental. 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 8. Diagrama de Venn y logotipo del motivo secuencial que representan los 

sitios de modificación de pseudouridina (Ψ) en M. chilensis. Panel izquierdo: diagrama 

de Venn que ilustra la superposición y la singularidad de los sitios de pseudouridina 

identificados en muestras de control frente a muestras tratadas con hipoxia. Panel 

derecho: logotipo del motivo secuencial consensuado que representa la preferencia de 

nucleótidos y la probabilidad posicional relativa que rodea a los sitios de modificación 

de pseudouridina. La altura de cada nucleótido corresponde a su frecuencia en la 

posición respectiva, lo que destaca un contexto conservado rico en U. 

 

El perfil de los sitios de modificación de pseudouridina (Ψ) reveló 

patrones de distribución distintos entre las muestras de M. chilensis del 

grupo de control y las tratadas con hipoxia (Figura 8). El análisis del 

diagrama de Venn mostró un total de 1.373 sitios únicos de modificación 

de pseudouridina en el grupo de control, 1.947 sitios únicos en el grupo 
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tratado con hipoxia y 359 sitios compartidos entre ambas condiciones. 

Además, el análisis de motivos secuenciales adyacentes a los sitios de 

pseudouridina reveló un motivo consenso conservado y enriquecido en 

uridina, caracterizado predominantemente por residuos consecutivos de 

uridina con alta frecuencia en las posiciones -2, -1, +1 y +2 con respecto 

al sitio de modificación, lo que sugiere un contexto estructural y 

funcional conservado para la pseudouridilación en las transcripciones de 

M. chilensis bajo estrés ambiental. 

 

El análisis de la relación entre la profundidad de secuenciación y 

la probabilidad de detección de motivos para sitios de pseudouridina (Ψ) 

en M. chilensis (Figura 9) mostró patrones consistentes bajo condiciones 

de normoxia e hipoxia. En normoxia, la mayor concentración de puntos 

se observó en profundidades de lectura entre 0 y 200, con probabilidades 

de detección de motivos predominantemente comprendidas entre 0,925 

y 1,0, destacando una fuerte densidad en torno a 0,95. Esta distribución 

indica que la detección de motivos de pseudouridina se mantiene estable 

y con alta confianza a través de un amplio rango de profundidades de 

secuenciación, lo que evidencia una uniformidad en la predicción de 

modificaciones incluso en condiciones de baja cobertura. 
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FIGURA 9. Relación entre la profundidad de secuenciación y la probabilidad de 

detección de motivos para sitios de pseudouridina (Ψ) en condiciones de normoxia e 

hipoxia en M. chilensis. Los gráficos de dispersión ilustran la asociación entre la 

profundidad de lectura (eje X) y la probabilidad de detección de motivos (eje Y) en 

transcritos modificados con pseudouridina, identificados mediante secuenciación 

directa de ARN. (A) Las muestras normóxicas (azul) presentan una alta densidad de 

motivos con probabilidades de modificación consistentemente elevadas a lo largo de 

un amplio rango de profundidades de secuenciación. (B) Las muestras hipóxicas (rojo) 

muestran una distribución global comparable, aunque con una mayor dispersión en 

profundidades bajas, lo que sugiere una variabilidad dependiente de la condición en la 

detección de motivos de pseudouridina. 
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Bajo condiciones de hipoxia, la distribución general fue 

comparable, aunque se registró una mayor dispersión en los niveles de 

baja profundidad de secuenciación. A pesar de esta variabilidad, las 

probabilidades de detección de motivos permanecieron consistentemente 

elevadas, cercanas a 1,0 en la mayoría de los casos, lo que confirma la 

solidez del procedimiento analítico aplicado. En conjunto, los resultados 

señalan que la probabilidad de detección de motivos de pseudouridina es 

altamente robusta frente a variaciones en la profundidad de lectura, 

aportando respaldo a la fiabilidad de la identificación de modificaciones 

epitranscriptómicas en transcritos con representación diferencial bajo 

condiciones ambientales contrastantes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 10. Relación entre la estructura génica y la distribución de motivos en M. 

chilensis bajo condiciones normóxicas. El gráfico de barras apiladas normalizadas 

representa la proporción relativa de motivos de pseudouridina (Ψ) detectados en 

diferentes regiones estructurales del ARN mensajero: CDS, 5' UTR y 3' UTR. Cada 

segmento de color dentro de las barras indica un motivo específico, y la altura relativa 
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de cada segmento refleja su frecuencia proporcional dentro de la estructura 

correspondiente.  

 

El análisis de distribución proporcional de motivos de pseudouridina en 

diferentes estructuras génicas reveló una alta homogeneidad 

composicional entre regiones codificantes (CDS) y regiones no 

traducidas (5'UTR y 3'UTR). La representación gráfica mediante barras 

apiladas normalizadas permitió visualizar las proporciones relativas de 

motivos identificados en cada categoría estructural, indicando una 

distribución amplia y compartida de secuencias modificadas en todas las 

regiones analizadas. 

 

Las regiones CDS y 3'UTR presentaron la mayor diversidad de 

motivos, con patrones de color altamente coincidentes, lo que sugiere 

una distribución funcionalmente redundante de modificaciones Ψ en 

segmentos tanto codificantes como post-traduccionales. La categoría 

5'UTR, en contraste, mostró una menor diversidad de motivos, 

posiblemente reflejando restricciones estructurales o selectividad 

funcional en regiones implicadas en la iniciación de la traducción. 
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El análisis estadístico mediante prueba de independencia Chi-

cuadrado no arrojó diferencias significativas en la composición de 

motivos entre las estructuras génicas (p = 0,4853), lo que respalda la 

hipótesis de una distribución no estructuralmente preferencial de los 

motivos de pseudouridina. Este patrón sugiere que la deposición de Ψ 

podría estar regulada de forma contexto-independiente, o bien que 

múltiples estructuras funcionales comparten mecanismos comunes de 

modificación epitranscriptómica. 

 

Discusión  

 

Los resultados de este estudio proporcionan la primera evidencia 

sistemática de una reprogramación epitranscriptómica inducida por 

hipoxia en M. chilensis, abarcando las principales modificaciones 

químicas del ARN: N6-metiladenosina (m6A), 5-metilcitosina (m5C) y 

pseudouridina (Ψ). Esta caracterización revela una plasticidad molecular 

altamente sensible al estado redox del entorno, con implicancias 

funcionales relevantes para la regulación postranscripcional en bivalvos 

marinos no modelo. 
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Uno de los hallazgos más notables es la redistribución diferencial 

de sitios m6A bajo hipoxia, con un enriquecimiento significativo de 

motivos como GGACA, AGACT y GGACC. Este resultado se asemeja 

a otras investigaciones en donde entre las metilaciones de ARN 

detectadas, la abundancia de m6A del motivo GGACA fue la más alta, 

seguida de GGACC y AGACT (Xu et al., 2023). En bivalvos, si bien las 

enzimas writer-reader-eraser no han sido plenamente caracterizadas, 

nuestros datos sugieren que M. chilensis podría contar con ortólogos 

funcionales capaces de inducir una remodelación epitranscriptómica 

dependiente del ambiente. 

 

La observación de una mayor frecuencia de modificaciones m6A 

en regiones estructurales funcionalmente relevantes —como CDS y 3′ 

UTR— bajo hipoxia, refuerza la noción de un control fino sobre la 

eficiencia de traducción, estabilidad del ARNm y localización 

subcelular. Estudios recientes han descrito una nueva vía de degradación 

del ARNm que depende del m6A en la secuencia codificante del ARNm 

(CDS) (Zlotorynski, 2025). En este contexto, el patrón observado en M. 

chilensis sugiere una posible estrategia de priorización funcional 

mediada por metilación. 
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En paralelo, la modificación m5C se mantuvo relativamente 

estable entre condiciones, lo que sugiere un rol más constitutivo que 

adaptativo, posiblemente asociado al mantenimiento de la integridad 

transcripcional y la homeostasis génica básica. Este hallazgo difiere de 

estudios en peces donde m5C es upregulated en condiciones de hipoxia 

(Li et al., 2022). Asimismo, la plasticidad de m6A refuerza su rol como 

marcador dinámico de la respuesta al estrés ambiental. 

 

Respecto a la pseudouridina, los resultados muestran un patrón de 

deposición homogénea entre estructuras génicas, con ausencia de 

preferencias estructurales significativas. Esto podría indicar una función 

global en la estabilización del ARN mensajero o en el mantenimiento de 

la conformación secundaria, independientemente de la región genómica. 

Estudios recientes en células humanas han reportado que Ψ puede actuar 

como modulador estructural bajo condiciones de estrés oxidativo y 

privación de oxígeno (Luo et al., 2023), lo que sugiere funciones 

evolutivamente conservadas. 

 

La modulación de la cola poli(A) también constituye un aspecto 

destacado. Bajo hipoxia se observó un acortamiento significativo de la 
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longitud media, lo cual se ha asociado en plantas en donde la hipoxia 

provoca un aumento del número de isoformas de ARNm con extremos 

3′ poliadenilados que se mapean en regiones 5′ no traducidas (UTR), 

intrones y regiones codificadoras de proteínas (de Lorenzo et al., 2017). 

Esta dinámica sugiere que la hipoxia no solo reconfigura las 

modificaciones químicas del ARN, sino también los procesos de 

maduración y degradación postranscripcional, lo que representa un nivel 

de regulación adicional aún inexplorado en moluscos. 

 

Desde una perspectiva genómica, la redistribución de genes 

metilados a lo largo de los cromosomas bajo hipoxia sugiere la existencia 

de zonas reguladoras epitranscriptómicas activadas diferencialmente por 

el ambiente. Este hallazgo coincide con la noción emergente de "hotspots 

epitranscriptómicos" observada en animales y plantas (Dominissini et 

al., 2012; Shen, 2025) donde determinadas regiones cromosómicas 

concentran modificaciones asociadas a funciones específicas. 

 

En cuanto a la robustez metodológica, la ausencia de correlación 

significativa entre la profundidad de lectura y la probabilidad de 

detección de motivos valida la estabilidad del pipeline analítico y 
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refuerza la reproducibilidad de los resultados. El empleo de 

secuenciación directa de ARN mediante nanoporo, en combinación con 

algoritmos como Tombo, Nanocompore y Nanopsu, permitió una 

detección precisa y contexto-específica de las modificaciones, superando 

las limitaciones clásicas de métodos indirectos como MeRIP-Seq o m5C 

bisulfito. 

 

Sin embargo, el estudio también presenta limitaciones que deben 

ser abordadas en trabajos futuros. La falta de validación funcional 

mediante ensayos de ganancia/pérdida de función impide establecer 

relaciones causales entre modificaciones y expresión génica. Asimismo, 

la carencia de anotaciones específicas para las enzimas 

writer/reader/eraser en M. chilensis limita la interpretación mecanística, 

subrayando la necesidad de profundizar en la genómica funcional de 

especies no modelo. También es importante considerar que, aunque se 

emplearon umbrales conservadores de detección, la resolución intrínseca 

de la secuenciación por nanoporo aún puede introducir sesgos en la 

identificación de sitios con estructuras secundarias complejas. 
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En conjunto, este estudio amplía el horizonte de la 

epitranscriptómica ambiental en moluscos marinos, revelando una 

reprogramación adaptativa del ARN mensajero frente a la hipoxia. La 

integración de estos hallazgos con datos transcriptómicos, proteómicos 

y fisiológicos permitirá avanzar hacia una comprensión holística de la 

plasticidad fenotípica en ambientes costeros vulnerables. 

 

Conclusión  

 

Este estudio constituye la primera caracterización 

epitranscriptómica integral en M. chilensis bajo condiciones controladas 

de hipoxia, utilizando tecnología de secuenciación directa de ARN por 

Nanopore. Los resultados obtenidos revelan una reconfiguración 

epitranscriptómica sustancial asociada al estrés hipóxico, evidenciada 

por alteraciones en los patrones de metilación m6A y m5C, redistribución 

cromosómica de genes modificados, enriquecimiento específico de 

motivos nucleotídicos, y una reducción generalizada en la longitud de las 

colas poli(A), lo cual sugiere una modulación post-transcripcional 

dependiente del oxígeno ambiental. 
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La identificación de motivos como GGACA y AGACT como 

elementos prevalentes bajo hipoxia sugiere que estas secuencias podrían 

representar sitios funcionalmente relevantes en la regulación adaptativa. 

Asimismo, la estabilidad de los patrones m5C frente a la plasticidad 

observada en m6A resalta la existencia de mecanismos diferenciales de 

sensibilidad epitranscriptómica frente a condiciones ambientales 

adversas. La incorporación del análisis de pseudouridina complementó 

este panorama, sugiriendo una remodelación estructural adicional del 

ARN como parte de la respuesta al estrés. 

 

Estos hallazgos no solo expanden el conocimiento actual sobre la 

regulación post-transcripcional en moluscos bivalvos, sino que también 

abren nuevas perspectivas para el desarrollo de biomarcadores 

epitranscriptómicos aplicables en estudios de ecotoxicología, acuicultura 

sostenible y resiliencia marina frente al cambio climático. En conjunto, 

esta investigación posiciona a la epitranscriptómica como un 

componente clave en la comprensión de la biología adaptativa en 

organismos no modelo sometidos a presiones ambientales emergentes. 
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DISCUSIÓN 

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral consolidan un 

marco integrador para comprender la respuesta fisiológica, molecular y 

microbiana de M. chilensis frente a condiciones de hipoxia y 

reoxigenación. Se evidencia una dinámica coordinada entre el 

hospedador y su microbioma, lo que refuerza la noción del holobionte 

como unidad funcional de adaptación ecológica, en línea con 

planteamientos recientes sobre la integración funcional entre genoma y 

microbioma en organismos acuáticos (Khan et al., 2021) 

 

El presente estudio demuestra, mediante una aproximación 

multiómica sin precedentes en M. chilensis, que la hipoxia no actúa como 

un estresor aislado, sino como un disruptor sistémico que reconfigura la 

fisiología del hospedador a través de una interacción dinámica entre su 

transcriptoma, epitranscriptoma y microbioma. Esta interacción define 

un fenotipo integrado de tolerancia que trasciende la respuesta individual 

de cada capa molecular (Wang et al., 2024). 

 

En este sentido, la integración crítica de los resultados revela que 

la disbiosis inducida por hipoxia (aumento de Vibrio y Aeromonas) no 
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puede entenderse de forma aislada, sino en interacción con la 

reprogramación epitranscriptómica. La pérdida de bacterias mutualistas, 

como Rhodobacterales, podría intensificar el estrés del retículo 

endoplasmático (Catta-Preta et al., 2022; Kumar et al., 2020; Li et al., 

2021), mientras que la metilación diferencial de m⁶A en genes de la vía 

Toll-like modula la traducción de receptores inmunitarios que responden 

a señales bacterianas (Karikó et al., 2005; Zong et al., 2021). Esta 

interdependencia muestra que la hipoxia reestructura simultáneamente 

rutas metabólicas internas y el diálogo hospedador-microbioma, 

generando un círculo de retroalimentación negativa que compromete la 

resiliencia. 

 

La reconfiguración transcriptómica observada en tejidos 

metabólicamente activos como branquias y glándula digestiva, con una 

modulación significativa de las vías mTOR y del ciclo del ácido cítrico, 

es consistente con mecanismos adaptativos descritos en otros bivalvos. 

En Mytilus edulis, por ejemplo, se ha documentado que la hipoxia induce 

fosforilación reversible de proteínas mitocondriales, facilitando la 

reorientación del flujo respiratorio y mitigando el estrés oxidativo 

durante la reoxigenación (Sokolov et al., 2021). Asimismo, se destaca la 
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capacidad de los mitílidos para modular la expresión génica y activar 

rutas de depresión metabólica y metabolismo anaerobio, lo que respalda 

los hallazgos de esta tesis (Tomanek, 2015).  

 

Desde una perspectiva eco-evolutiva, los resultados sugieren que 

esta plasticidad molecular y microbiana no representa un simple ajuste 

fisiológico, sino una estrategia adaptativa conservada en la familia 

Mytilidae. La plasticidad fenotípica observada en M. chilensis puede 

considerarse un mecanismo de resiliencia evolutiva, donde el holobionte 

(hospedador + microbioma) actúa como unidad de selección bajo 

escenarios de hipoxia recurrente, contribuyendo a explicar su éxito en 

ecosistemas costeros variables. Estudios comparativos en especies 

vegetales como Solanum habrochaites también han demostrado que la 

adaptación a la hipoxia implica una reprogramación transcripcional y 

proteómica orientada a la flexibilidad metabólica y la homeostasis 

energética, lo que sugiere que estos mecanismos podrían estar 

conservados evolutivamente en distintos reinos biológicos (Zhang et al., 

2025). 
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En cuanto a la regulación epitranscriptómica, los resultados 

adquieren especial relevancia al revelar modificaciones como m6A, m5C 

y pseudouridinas, junto con una correlación entre la longitud de la cola 

poli(A) y los niveles de expresión génica. Estos hallazgos sugieren que 

la regulación post-transcripcional constituye un eje crítico para la 

respuesta rápida al estrés (Hernández-Elvira & Sunnerhagen, 2022).  

 

La metilación diferencial de m⁶A, particularmente el 

enriquecimiento de motivos GGACA, GGACC y AGACT en 

condiciones de hipoxia, sugiere la existencia de un código de metilación 

hipoxia-dependiente. Este código probablemente regula la estabilidad y 

traducción de transcritos claves involucrados en la apoptosis (e.g., 

caspasas), la autofagia y el estrés del retículo endoplasmático, 

amortiguando así los efectos deletéreos de la hipoxia a nivel 

postranscripcional (Cai et al., 2025). Además, la significativa reducción 

en la longitud de la cola poli(A) bajo hipoxia refuerza este hallazgo, 

indicando una activación global de mecanismos de decaimiento del 

ARNm para reconfigurar rápidamente el proteoma celular sin un coste 

energético transcripcional elevado (Wang et al., 2021). 
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Esta plasticidad reguladora ha sido reportada en Apostichopus 

japonicus, donde la hipoxia combinada con temperatura elevada induce 

una reprogramación epitranscriptómica en genes antioxidantes e 

inmunológicos (Wang et al., 2025). Además, estudios recientes han 

demostrado que la epitranscriptómica modula la respuesta al estrés 

térmico en peces (Jiang et al., 2025), y que tecnologías como Nanopore 

permiten detectar una amplia gama de modificaciones post-

transcripcionales con alta resolución (Vujaklija et al., 2024). Estos datos 

refuerzan la idea de que la epitranscriptómica es una estrategia 

conservada en organismos acuáticos para enfrentar fluctuaciones 

ambientales. 

 

Desde el punto de vista microbiológico, la alteración de la 

microbiota inducida por hipoxia en M. chilensis se alinea con 

investigaciones en Mytilus coruscus, donde estresores combinados como 

acidificación, temperatura elevada e hipoxia provocan una alteración 

profunda del microbioma intestinal (Khan et al., 2021).  

 

En este estudio, se observó una disbiosis caracterizada por el 

declive de comensales mutualistas como Rhodobacterales—cruciales en 
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el ciclado de nutrientes y la síntesis de vitaminas—y la proliferación de 

patógenos oportunistas como Vibrio y Aeromonas. Esta disbiosis no es 

meramente una consecuencia pasiva, sino un factor activo que exacerba 

el estado de estrés. La pérdida de funciones microbianas inferidas, 

especialmente aquellas relacionadas con el metabolismo de aminoácidos 

y la biosíntesis de cofactores, probablemente priva al hospedador de 

metabolitos esenciales precisamente cuando más los necesita, creando 

un círculo vicioso de disfunción metabólica e inmunosupresión (Ingala 

et al., 2021; Liu et al., 2023; Murga-Garrido et al., 2023).  

 

La relación entre disbiosis e inmunidad es crítica, como lo 

demuestran investigaciones que reportan que la hipoxia en vertebrados 

genera un desorden metabólico y compromete la función inmune, 

aumentando la susceptibilidad a enfermedades (Villareal & Xue, 2024; 

Zhang et al., 2022) 

 

A nivel ecológico y evolutivo, estudios sobre diferenciación 

genética en genes inmunológicos y metabólicos entre poblaciones 

silvestres y de cultivo de M. chilensis aportan una perspectiva 

complementaria (Yévenes et al., 2022). Esta variabilidad 
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interpoblacional sugiere que los resultados transcriptómicos y 

microbiológicos podrían estar modulados por el origen genético de las 

poblaciones, lo que debe ser considerado en futuras investigaciones. 

Además, una revisión sistemática reciente sobre la sensibilidad de la 

familia Mytilidae a estresores ambientales combinados (Rynkowski et 

al., 2025) contextualiza la relevancia de los mecanismos adaptativos 

identificados en esta tesis. La plasticidad del transcriptoma y del 

microbioma de M. chilensis podría explicar su resiliencia relativa frente 

a perturbaciones ambientales, sugiriendo la existencia de mecanismos 

compensatorios que favorecen su supervivencia en escenarios de cambio 

climático (Ross et al., 2023). 

 

La integración de los resultados obtenidos permite proponer un 

modelo conceptual unificado en el que la exposición cíclica y prolongada 

a episodios de hipoxia seguidos de reoxigenación desencadena una 

repriorización epitranscriptómica en el hospedador, orientada a 

optimizar la supervivencia celular. Esta reprogramación molecular 

conlleva una respuesta inmunometabólica compensatoria, caracterizada 

por la supresión de vías inmunológicas de alta demanda energética y por 

una modificación estructural en la composición del microbioma (Burnett 
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& Burnett, 2022; Sui et al., 2017; Zhan et al., 2022). En este contexto, se 

favorece la selección de comunidades microbianas más anaerobias y con 

menor grado de mutualismo (Golub et al., 2024). La disfunción 

microbiana resultante intensifica el estrés fisiológico del organismo, 

comprometiendo su homeostasis y afectando negativamente su salud a 

largo plazo  (Miro-Blanch & Yanes, 2019). Esta interacción dinámica y 

bidireccional entre el hospedador y su microbiota, bajo condiciones 

sostenidas de estrés oxidativo y restricción energética, emerge como un 

eje central en los mecanismos de resiliencia ambiental observados en 

bivalvos (Balbi et al., 2021). 

 

Si bien este estudio sienta las bases transcriptómicas, 

epitranscriptómicas y microbiológicas de la respuesta al estrés, un marco 

verdaderamente integrador del holobionte requiere la incorporación de 

capas ómicas adicionales. Estudios futuros deberían dirigirse hacia una 

aproximación multiómica que incluya la epigenómica, para descifrar los 

mecanismos de memoria transcripcional a largo plazo inducidos por la 

hipoxia (Brown & Rupert, 2014; Leung et al., 2013); la proteómica, para 

validar funcionalmente los cambios observados a nivel de ARN y 

cuantificar las respuestas enzimáticas clave (Kim et al., 2025); y la 
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metabolómica, para caracterizar el perfil de metabolitos resultante y 

cerrar la brecha entre la expresión génica y el fenotipo fisiológico final 

(Yang et al., 2023). La integración de estos datos mediante enfoques de 

biología de sistemas permitiría modelar las redes de regulación del 

holobionte en su totalidad, identificando nodos críticos de resiliencia.  

 

Además, futuros estudios deberían incorporar tecnologías de 

célula única (single-cell y single-nucleus RNA-seq), capaces de resolver 

la heterogeneidad celular en tejidos clave como branquias y glándula 

digestiva (Denisenko et al., 2020; Jin et al., 2025). Este enfoque 

permitiría identificar subpoblaciones celulares con distinta sensibilidad 

a la hipoxia, mapear circuitos inmunometabólicos específicos y 

descubrir células centinela responsables de coordinar la respuesta del 

holobionte. Integrar estos datos con otras capas ómicas abriría la 

posibilidad de construir atlas celulares de resiliencia en bivalvos, recurso 

estratégico para la investigación básica y la acuicultura adaptativa.  

 

Más allá de su valor en la investigación básica, los resultados de 

esta tesis presentan implicancias directas para la acuicultura sostenible. 

Las firmas epitranscriptómicas identificadas, como los motivos GGACA 
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y GGACC, podrían ser utilizadas como biomarcadores tempranos de 

estrés hipóxico en sistemas de monitoreo ambiental. A largo plazo, la 

caracterización funcional de las enzimas writers y erasers de m⁶A en M. 

chilensis abre la posibilidad de desarrollar estrategias nutracéuticas o 

programas de selección genética orientados a promover individuos con 

respuestas epitranscriptómicas más resilientes (Pilala et al., 2025). De 

forma complementaria, la manipulación específica del microbioma 

mediante consorcios probióticos diseñados —por ejemplo, 

formulaciones orientadas a la reposición de bacterias del orden 

Rhodobacterales— (Zhao et al., 2025) se perfila como una estrategia 

prometedora de manejo microbiológico para mitigar la disbiosis inducida 

por hipoxia y optimizar la productividad en condiciones de oxigenación 

fluctuante.  

 

De igual modo, la aplicación de técnicas de enriquecimiento para 

modificaciones epitranscriptómicas, la validación funcional de genes 

clave mediante herramientas como CRISPR-Cas9, y el uso de 

metagenómica shotgun para una caracterización funcional más profunda 

del microbioma, representan pasos lógicos para avanzar en la 

comprensión del holobionte  (Sandoval-Quintana et al., 2023; Sarkar et 



  

169 
 

al., 2021; Yang et al., 2025). Asimismo, la evaluación de estresores 

múltiples y la comparación entre poblaciones genéticamente 

diferenciadas permitirán extrapolar los resultados a contextos ecológicos 

más amplios y robustos. 

 

En conjunto, esta investigación demuestra que la resiliencia de M. 

chilensis frente a la hipoxia es una propiedad emergente del holobionte, 

resultado de interacciones dinámicas entre la expresión génica del 

hospedador, la regulación epitranscriptómica y la composición de su 

microbioma. Estos hallazgos no solo profundizan la comprensión de los 

mecanismos moleculares y ecológicos que sustentan la adaptación de los 

bivalvos, sino que también proporcionan un marco conceptual robusto y 

herramientas técnicas aplicables al desarrollo de estrategias de manejo 

sostenible en acuicultura, especialmente en el contexto de creciente 

presión ambiental derivada del cambio climático. 
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CONCLUSIÓN 

  La presente tesis doctoral abordó de manera integral la respuesta 

fisiológica y molecular del molusco bivalvo M. chilensis frente al estrés 

por hipoxia y posterior reoxigenación, mediante un enfoque multiescala 

que integró análisis transcriptómicos, epitranscriptómicos y 

microbiológicos. Los resultados obtenidos permiten delinear un modelo 

de afectación sistémica que compromete tanto al hospedador como a sus 

comunidades microbianas asociadas, consolidando el concepto de 

holobionte como unidad funcional de estudio en contextos de estrés 

ambiental. 

 

En el primer capítulo, se evidenció una notable plasticidad 

transcriptómica en tejidos clave —branquias, glándula digestiva y 

músculo aductor— bajo condiciones de hipoxia prolongada. La 

modulación de rutas metabólicas centrales, como el ciclo de Krebs, junto 

con la regulación de vías de señalización asociadas a mTOR y apoptosis, 

sugiere una estrategia adaptativa orientada a la conservación energética 

y a la inmunosupresión sistémica. Estos hallazgos revelan una 

priorización funcional por parte del hospedador destinada a optimizar su 

supervivencia en entornos adversos. 
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El segundo capítulo demostró que estas alteraciones fisiológicas 

se correlacionan con una disbiosis microbiana significativa. El análisis 

del microbioma, mediante secuenciación del gen 16S rRNA, evidenció 

una transición hacia comunidades dominadas por anaerobios 

facultativos, acompañada de una disminución de taxa comensales 

beneficiosos como Rhodobacterales, y un aumento en la abundancia de 

géneros patógenos oportunistas como Vibrio y Aeromonas. Este 

desequilibrio compromete la funcionalidad del holobionte, afectando 

negativamente procesos metabólicos e inmunológicos esenciales. 

 

En el tercer capítulo, la aplicación de secuenciación directa de 

ARN mediante tecnología Nanopore permitió una caracterización sin 

precedentes de la regulación génica post-transcripcional. La 

identificación de modificaciones epitranscriptómicas como m5C, m6A y 

pseudouridinas, junto con la correlación entre la longitud de la cola 

poli(A) y los niveles de expresión génica, resalta el rol central de la 

epitranscriptómica en la respuesta rápida de M. chilensis frente a 

condiciones hipóxicas. Además, se generó un catálogo funcionalmente 



  

172 
 

anotado de transcritos, constituyendo un recurso bioinformático de alto 

valor para investigaciones futuras en genómica funcional de bivalvos. 

 

En conjunto, esta investigación demuestra que la resiliencia de M. 

chilensis frente a la hipoxia constituye una propiedad emergente del 

holobionte, resultado de interacciones dinámicas entre la expresión 

génica del hospedador y la estructura de su microbioma. Los hallazgos 

aquí presentados no solo profundizan en la comprensión de los 

mecanismos moleculares y ecológicos que subyacen a la adaptación de 

los bivalvos, sino que también proporcionan un marco conceptual 

robusto y herramientas técnicas aplicables al desarrollo de estrategias de 

manejo sostenible en acuicultura, particularmente en un escenario de 

creciente presión ambiental asociada al cambio climático. 
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