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RESUMEN 
 

La salmonicultura, como una de las actividades económicas más importante en Chile, se enfrenta 

a desafíos constantes enfrenta desafíos como las enfermedades infecciosas y el impacto ambiental 

generado por los tratamientos. Dentro de las principales enfermedades que afectan el cultivo del 

salmón del Atlántico se encuentran la caligidosis y la septicemia rickettsial salmonídea (SRS). El 

uso de vacunas como estrategia de inmuno-estimulación activa en el salmón del Atlántico, es una 

solución prometedora para prevenir enfermedades y reducir la contaminación. Comprender cómo 

el salmón del Atlántico responde a nivel molecular a estos estímulos o a la presencia de patógenos, 

es crucial para desarrollar estrategias de manejo y control eficaces. En este sentido, la tecnología 

de secuenciación del transcriptoma de RNA (RNA-seq) ha contribuido en gran medida a 

comprender los cambios moleculares y funcionales que ocurren en un organismo en presencia de 

una estimulación, los cuales conllevan a una remodelación estructural y funcional de su respuesta 

transcriptómica como mecanismo de defensa. En este contexto, la presente tesis doctoral  tiene 

como objetivo evaluar los mecanismos de remodelación transcriptómica, estructural y funcional 

de la respuesta del salmón del Atlántico frente a diferentes estímulos inmunológicos, ya sean 

infecciones patógenas o procesos de vacunación. Para ello, se utilizaron diferentes modelos de 

estudio in vitro e in vivo, para evaluar los diferentes mecanismos potenciales de remodelación de 

la respuesta inmune de salmón del Atlántico frente a diferentes estímulos inmunomoduladores. 

Como primera etapa, se comparó la respuesta transcriptómica de la línea celular SHK-1 estimulada 

con la proteína recombinante Cr-catepsina de Caligus rogercresseyi y el riñón anterior de salmones 

del Atlántico inyectados con la misma proteína. Los resultados de este estudio evidenciaron una 

diferenciación entre los perfiles transcriptómicos de ambos modelos de estudio, sin embargó un 

24,15% de la respuesta transcriptómica fue compartida, la cual estuvo asociada fundamentalmente 

a la estimulación con el antígeno. Tanto en las células SHK-1 como en el riñón anterior se 

identificaron vías enriquecidas relacionadas con el sistema inmune y la transducción de señales en 

ambos tejidos, destacando la vía de señalización de las MAP quinasas, señalización de receptores 

tipo Toll, melanogenesis, entre otras. Además, un análisis de expresión de lncRNAs reveló un 

patrón de transcripción específico para cada modelo, donde los principales lncRNA compartidos 

se encontraron altamente correlacionados con varios transcritos involucrados en la respuesta 

inmune, la homeostasis del hierro, la respuesta inflamatoria y la apoptosis, evidenciando una 



 II 

posible remodelación funcional a través de los lncRNA ocasionada por la estimulación la proteína 

recombinante Cr-catepsina. A su vez, este estudio permitió demostrar que es posible utilizar las 

líneas celulares para la detección inicial de antígenos para desarrollar vacunas contra el piojo de 

mar, reduciendo el consumo de tiempo asociado con la selección del antígeno. Como segunda 

etapa del estudio se exploró la remodelación transcriptómica, basada en el splicing alternativo 

(AS), de estos dos modelos de estudio frente a una infección con Psicirickettsia salmonis. Para 

ello, se infectaron las células SHK-1 con la bacteria y se tomaron muestras a los 0, 7- y 14-días 

después de la infección (dpi) para la secuenciación del transcriptoma. Por otro lado, se utilizaron 

conjuntos de datos de RNA-Seq de riñones anterior de salmón del Atlántico infectados con la 

misma cepa de P. salmonis. Para ambos modelos de estudio, el mayor número de eventos de 

splicing alternativo diferencial (DAS) se observó a los 7 dpi. En células SHK-1 infectadas con P. 

salmonis se observó una alta presencia de genes DAS relacionados con el metabolismo de 

nucleótidos, evidenciando la competencia de la bacteria por estos micronutrientes. Por lo cual las 

células aumentarían su capacidad de producción para suplir el déficit de nucleótidos, donde los 

procesos de AS jugarían un papel fundamental. Por el contrario, el riñón anterior de salmón exhibió 

muchos términos GO asociados con la respuesta inmune, indicando la importancia funcional del 

AS en la remodelación funcional de procesos complejos contra la infección bacteriana. Como 

tercera etapa de este estudio, se evaluó la respuesta transcriptómica en las células sanguíneas del 

salmón del Atlántico frente a una vacunación y exposición a dos patógenos marinos, C. 

rogercresseyi y P. salmonis. Para ello se diseñaron cuatro grupos experimentales que incluyeron 

la vacunación con la quimera recombinante IpathÒ y dos vacunas comerciales contra P. salmonis: 

BlueGuard + Livac, BlueGuard + Livac + IpathÒ, IpathÒ y Control (PBS adyuvado). Cada grupo 

fue expuesto a una infestación con C. rogercresseyi y pasados 25 dpi se infectaron con P. salmonis. 

Las células sanguíneas de los peces de cada grupo experimental fueron extraídas a los 12 dpi y 

fueron utilizadas para la secuenciación del transcriptoma. En este trabajo, los patrones globales 

transcriptómicos de las células sanguíneas de salmón del Atlántico de los cuatro grupos 

experimentales mostraron niveles de expresión diferenciales. El grupo experimental vacunado con 

IpathÒ mostró una mayor respuesta transcriptómica en comparación con las vacunas comerciales 

empleadas. Notoriamente, las anotaciones de los genes diferencialmente expresados (DEGs) 

compartidos por los tres grupos experimentales mostraron un enriquecimiento de genes 

relacionados con homeostasis y metabolismo del hierro. Adicionalmente, se analizó el 
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comportamiento de distintas rutas de señalización y su posible remodelación transcriptómica en 

cada grupo experimental, siendo el grupo vacunado con IpathÒ el más representado en todas las 

rutas, en términos de DEGs. La vía de señalización de HIF-1 y ferroptosis fueron activadas 

significativamente, lo cual podría predecir que la vacunación con IpathÒ podría estar regulando 

una hipoxia por déficit de hierro, o la muerte celular por ferroptosis, que podrían ocurrir en el 

salmón del Atlántico durante la exposición a C. rogercresseyi y P. salmonis. El presente estudio 

reveló la remodelación transcriptómica como respuesta a diferentes inmuno-estimulaciones, 

permitiendo profundizar en los mecanismos moleculares implicados en la respuesta inmune del 

salmón del Atlántico. Este enfoque permitió explorar en detalle los cambios en la expresión génica 

y el splicing alternativo que ocurren en diferentes tejidos, proporcionando información valiosa 

sobre la respuesta inmune adaptativa y la plasticidad del sistema inmunológico del salmón del 

Atlántico. Además, resalta la importancia de integrar diferentes modelos de estudio para obtener 

una visión integral de la respuesta inmune en diferentes niveles y contextos. Este trabajo 

proporciona información valiosa para contribuir al desarrollo de estrategias de manejo de 

enfermedades en la salmonicultura, incluyendo la identificación de marcadores moleculares de 

respuesta inmune, la selección de cepas resistentes y el diseño de vacunas más efectivas. 
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ABSTRACT 
 
Salmon farming, as one of the most important economic activities in Chile, faces constant 

challenges such as infectious diseases and the environmental impact generated by treatments. 

Among the main diseases affecting Atlantic salmon farming are caligidosis and rickettsial 

salmonid septicemia. The use of vaccines as an active immunostimulation strategy in Atlantic 

salmon is a promising solution to prevent diseases and reduce pollution. Understanding how 

Atlantic salmon responds at the molecular level to these stimuli or the presence of pathogens is 

crucial for developing effective management and control strategies. In this regard, RNA 

transcriptome sequencing technology (RNA-seq) has greatly contributed to understanding the 

molecular and functional changes that occur in an organism in the presence of stimulation, leading 

to a structural and functional remodeling of its transcriptomic response as a defense mechanism. 

In this context, this doctoral thesis aims to evaluate the transcriptomic, structural, and functional 

remodeling mechanisms of the response of Atlantic salmon to different immunological stimuli, 

whether pathogenic infections or vaccination processes. For this, in vitro and in vivo study models 

were used to evaluate the different potential mechanisms of remodeling the immune response of 

Atlantic salmon against different immunomodulatory stimuli. As a first stage, the transcriptomic 

response of the SHK-1 cell line stimulated with the recombinant protein Cr-cathepsin from Caligus 

rogercresseyi and the Atlantic salmon head kidney injected with the same protein were compared. 

The results of this study showed a differential transcriptomic profile of both study models, 

however, 24.15% of the transcriptomic response was shared, which was mainly associated with 

antigen stimulation. Enriched pathways related to the immune system and signal transduction were 

identified in both tissues, highlighting the MAPK signaling pathway, Toll-like receptor signaling, 

and melanogenesis, among others. In addition, expression analysis of lncRNAs revealed a specific 

transcription pattern for each model, where the main shared lncRNAs were found to be highly 

correlated with various transcripts involved in the immune response, iron homeostasis, the 

inflammatory response, and apoptosis, evidencing a possible functional remodeling through 

lncRNA caused by stimulation of the recombinant protein Cr-cathepsin. In turn, this study 

demonstrates that it is possible to use cell lines for the initial detection of antigens to develop 

vaccines against sea lice, reducing the time consumption associated with antigen selection. As a 

second stage of the study, the transcriptomic remodeling, based on alternative splicing (AS), of 

these two study models against infection with Psicirickettsia salmonis was explored. For this, 
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SHK-1 cells were infected with the bacterium, and samples were taken at 0, 7 and 14 days after 

infection (dpi) for transcriptome sequencing. On the other hand, RNA-Seq data sets from Atlantic 

salmon head kidney infected with the same P. salmonis strain was used. For both study models, 

the highest number of differential alternative splicing (DAS) events was observed at 7 dpi. In SHK-

1 cells infected with P. salmonis, a high presence of DAS genes related to nucleotide metabolism 

was observed, evidencing the competition of the bacteria for these micronutrients. Therefore, the 

cells would increase their production capacity to supply the nucleotide deficit, where AS processes 

would play a fundamental role. In contrast, the salmon head kidney exhibited many GO terms 

associated with the immune response, indicating the functional importance of AS in the functional 

remodeling of complex processes against bacterial infection. As a third stage of this study, the 

transcriptomic response in Atlantic salmon blood cells to vaccination and exposure to C. 

rogercresseyi and P. salmonis was evaluated. Four experimental groups were designed that 

included vaccination with the recombinant IpathÒ chimera and two commercial vaccines against 

P. salmonis: BlueGuard + Livac, BlueGuard + Livac + IpathÒ, IpathÒ and Control (adjuvanted 

PBS). Each group was infested with C. rogercresseyi, and after 25 dpi was infected with P. 

salmonis. Fish blood cells from each group were extracted at 12 dpi and used for transcriptome 

sequencing. In this work, the global transcriptomic patterns of Atlantic salmon blood cells from 

the four experimental groups showed differential expression levels. The experimental group 

vaccinated with IpathÒ showed a higher transcriptomic response compared to the commercial 

vaccines used. Notably, the annotations of the differentially expressed genes (DEGs) shared by 

the three experimental groups showed an enrichment of genes related to iron homeostasis and 

metabolism. Additionally, the behavior of different signaling pathways and their possible 

transcriptomic remodeling in each experimental group were analyzed, with the group vaccinated 

with IpathÒ being the most represented in all pathways, in terms of DEGs. The HIF-1 signaling 

pathway and ferroptosis were significantly activated, which could predict that vaccination with 

IpathÒ could be regulating hypoxia due to iron deficiency, or cell death due to ferroptosis, which 

could occur in Atlantic salmon during a C. rogercresseyi and P. salmonis exposition. The present 

study revealed transcriptomic remodeling in response to different immunostimulations, allowing 

us to delve into the molecular mechanisms involved in the immune response of Atlantic salmon. 

This approach explores in detail the changes in gene expression and AS that occur in different 

tissues, providing valuable information on the adaptive immune response and plasticity of the 
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Atlantic salmon immune system. In addition, it highlights the importance of integrating different 

study models to obtain a comprehensive view of the immune response at different levels and 

contexts. This work provides valuable information to contribute to the development of disease 

management strategies in salmon farming, including the identification of molecular markers of 

immune response, the selection of resistant strains, and the design of more effective vaccines. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1.  Salmonicultura en Chile y sus principales desafíos  
 

La salmonicultura en Chile ha mostrado un crecimiento exponencial desde finales de la década de 

1980 convirtiéndose en una de las actividades acuícolas más importantes (Quiñones et al., 2019). 

El salmón del Atlántico (Salmo salar), la trucha Arcoíris (Oncorhynchus mykiss) y el salmón Coho 

(Oncorhynchus kisutch) son las principales especies de salmónidos cultivadas (Sernapesca, 2022). 

Actualmente, la industria salmonera enfrenta una serie de desafíos que atentan contra su desarrollo 

sostenible (Quiñones et al., 2019). Uno de los principales problemas es la generación de un impacto 

ambiental negativo en los ecosistemas (Klinger & Naylor, 2012; Maroni, 2000; Tacon & Metian, 

2008), tales como contaminación por productos químicos, tales como antibióticos y pesticidas 

(Burridge et al., 2010), pérdida de hábitat (Stickney & McVey, 2002), así como la transmisión de 

enfermedades, producto de escapes masivos de peces de cultivo (Chevassus-au-Louis & Lazard, 

2009; Svåsand et al., 2007). 

 

A lo largo de los años, las prácticas de cultivo intensivo han provocado la aparición de diversas 

enfermedades, siendo estas uno de los grandes retos que enfrenta el sector acuícola. En Chile se 

han reportado diversas enfermedades causadas por agentes infecciosos, tales como virus, bacterias, 

hongos y parásitos (Figueroa et al., 2019). Dentro de las enfermedades que mayor impacto han 

causado se encuentran por ejemplo; la enfermedad renal bacteriana (BKD) causada por 

Renibacterium salmoninarum, la anemia infecciosa del salmón (ISAV), virus de la necrosis 

pancreática infecciosa (IPNV), tenacibaculosis causada por el género Tenacibaculum spp, 

caligidosis causada por el ectoparásito Caligus rogercresseyi y la SRS causada por Picirickettsia 

salmonis (Figueroa et al., 2019) 

 

Los tratamientos de las enfermedades antes mencionadas han generado grandes pérdidas 

económicas al sector, además de recrudecer los daños en los ecosistemas acuáticos debido al uso 

de antibióticos, productos químicos y pesticidas (Avendaño-Herrera, 2018). Por ejemplo, los 

antibióticos más empleados para las infecciones por P. salmonis son oxitetraciclina y florfenicol 

(Avendaño-Herrera, 2018). En el caso de las infecciones por piojos de mar se controlan 

principalmente a través de medicamentos plaguicidas, siendo el organofosforado azametifos el más 
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utilizado en Chile (Arriagada et al., 2017). El uso indiscriminado tanto de antibióticos como 

antiparasitarios han conllevado al desarrollo de resistencia por parte de los patógenos tratados 

(Bravo et al., 2015b; Núñez-Acuña et al., 2020). Por estas razones, la búsqueda incesante de 

mecanismos para mitigar los impactos ambientales producidos por los químicos, así como métodos 

de control para estas enfermedades es fundamental para lograr una salmonicultura sustentable. En 

este sentido, las vacunas han ganado atención como método profiláctico para prevenir 

enfermedades virales e infecciosas del salmón (Mondal & Thomas, 2022). Las vacunas como un 

posible método de control presentan una serie de ventajas, dentro de las cuales se encuentran; la 

baja probabilidad de desarrollar resistencia por parte del patógeno, la cual en caso de que suceda se 

puede contrarrestar modificando o incluyendo nuevos componentes antigénicos. Además, pueden 

presentar acción sostenida en el tiempo producto de una inducción de memoria inmunológica. A su 

vez, reducen la contaminación del ecosistema y de otras especies, así como la disminución de los 

costos de vacunación comparados con el uso de químicos (Raynard et al., 2002). La mayoría de las 

vacunas candidatas se desarrollan con un componente de microorganismo atenuado, muerto, una 

proteína, o toxina de superficie particular. Por lo general, las vías de producción de vacunas para 

peces implican el uso de un antígeno específico que estimula la respuesta inmunitaria innata y 

adaptativa de los peces (Ma et al., 2019; Mondal & Thomas, 2022). Por lo cual las vacunas 

formuladas con antígenos producidos por tecnología de ADN recombinante se utilizan cada vez 

más en la industria acuícola (Miccoli et al., 2021; Mondal & Thomas, 2022). Sin embargo, la 

validación comercial es un proceso largo y costoso. Actualmente, uno de los mayores desafíos es 

encontrar una molécula antigénica que mejore una respuesta inmune protectora relacionada con 

antígenos patógenos.  

 

El salmón del Atlántico es la principal especie de salmón cultivada a nivel mundial (FAO, 2022), 

y específicamente en Chile representa el  68%  de los peces de cultivo (Sernapesca, 2022). Para 

controlar las enfermedades infecciosas que lo afectan se han propuesto numerosas formulaciones 

de vacunas. Por ejemplo, se han reportado candidatos vacunales contra diferentes patógenos, tales 

como; Vibrio anguillarum (Mikkelsen et al., 2011), Yersinia ruckeri (Nguyen et al., 2018), 

Moritella viscosa (Guz, 2003), P. salmonis (Rozas-Serri et al., 2019; Tobar et al., 2011; Wilhelm 

et al., 2006), alfavirus de los salmónidos (SAV) (Røsæg et al., 2021), virus de la necrosis 

pancreática infecciosa (IPNV) (Aase et al., 2004; Munang’andu et al., 2014), virus de la anemia 
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infecciosa del salmón (ISAV) (Caruffo et al., 2016), Lepeoptheirus salmonis (Swain et al., 2020; 

Tartor et al., 2021) y C. rogercresseyi  (Casuso et al., 2022; Valenzuela-Muñoz et al., 2021). Dentro 

de las enfermedades patógenas que afectan el cultivo de salmones, la Caligidosis y la SRS, son de 

las más relevantes en términos de afectaciones, tanto para el bienestar de los peces como 

económicas (Ibieta et al., 2011; Quiñones et al., 2019). 

1.2. Caligidosis y sus métodos de control  
 

El ectoparásito marino C. rogercresseyi es el causante de la enfermedad conocida como Caligidosis, 

la cual ha generado grandes pérdidas económicas en la industria productora de salmones en Chile, 

reportándose un total de US$80 millones asociados a costos de antiparasitarios en el año 2014 

(Bravo et al., 2015a). Para el año 2019 se estimó un aumento de US$1,4/kg en los costos de 

producción, dado principalmente por el impacto de C. rogercresseyi en los cultivos de salmones y 

el uso de tratamientos de control de la enfermedad (Dresdner et al., 2019). 

 

El C. rogercresseyi pertenece a la familia Caligidae, donde también se encuentra Lepeoptheirus 

salmonis, especie predominante en el hemisferio Norte. Mientras que C. rogercresseyi es la 

principal especie en el hemisferio Sur, parasitando mayoritariamente a salmón del Atlántico y 

trucha arcoíris (González & Carvajal, 2003), y además peces silvestres como merluza, róbalo y 

pejerrey (Bravo et al., 2015a). Sin embargo, S. salar se ha reportado como la especie más 

susceptible a las infestaciones con piojo de mar (Hamilton-West et al., 2012; Valenzuela-Muñoz et 

al., 2016). El ciclo de vida de este ectoparásito consta de ocho estadios de desarrollo y puede variar 

entre 26 a 46 días dependiendo de la temperatura del agua (González & Carvajal, 2003). Los 

primeros tres estadios corresponden a una fase planctónica (nauplius I, nauplius II y copepoditos), 

luego cuatro estadios juveniles (chalimus I, II, III, IV) y una etapa adulta madura (macho o hembra) 

(Boxshall & Bravo, 2000; González & Carvajal, 2003). La etapa de copepodito es donde ocurre el 

reconocimiento y asentamiento en el hospedador utilizando antenas primarias que detectan 

estímulos químicos que libera el pez. Los copepoditos desarrollan un filamento frontal que les 

permite estar adheridos al pez durante los siguientes estadios de chalimus (González & Carvajal, 

2003). En las etapas adultas, los ectoparásitos son capaces de moverse sobre el pez libremente y 

sobrevivir hasta siete días en el mar, y por tanto parasitar otros peces (Bravo, 2010). Una vez 

asentados en el pez, el ectoparásito se alimenta del mucus, piel y sangre de su hospedador (Gallardo-
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Escárate et al., 2019; Pike & Wadsworth, 1999),  lo cual genera altos niveles de estrés en el pez 

conllevando a una inmunodepresión, pérdida del epitelio y necrosis tisular; y por tanto se vuelven 

susceptibles a posibles enfermedades infecciosas (Costello, 2006).  

 

El piojo de mar, C. rogercresseyi, al igual que otros parásitos artrópodos pueden secretar sustancias 

para modular la respuesta inmune de sus hospederos y favorecer su alimentación. Entre las 

diferentes proteínas del parásito implicadas en la infestación, las proteínas secretoras/excretoras 

(SEP) juegan un papel esencial, cambiando el entorno de la célula huésped al suprimir su sistema 

inmunológico, además de facilitar los procesos de alimentación del parásito (Ranganathan & Garg, 

2009). Una de las principales proteasas presentes en el secretoma del parásito es la catepsina 

(Fernando & Fischer, 2020), la cual se ha asociado a procesos de degradación de proteínas en los 

lisosomas, los núcleos y el citosol (Turk et al., 2002; Wilcox & Mason, 1992). En C. rogercresseyi, 

se han identificado 56 proteínas similares a la catepsina, expresadas en todas las etapas de desarrollo 

del piojo de mar (Maldonado-Aguayo et al., 2015). Además, se han observado patrones de 

expresión diferencial de genes relacionados con el secretoma durante las etapas ontogénicas, como 

por ejemplo serin proteasas (serpinas) (Maldonado-Aguayo & Gallardo-Escárate, 2014), tripsinas 

y quimotripsinas (Valenzuela-Miranda & Gallardo-Escárate, 2016b). Respecto a las tripsinas, los 

autores informaron de una supuesta función en el metabolismo de los fármacos durante la 

exposición de C. rogercresseyi a los antiparasitarios azametifos y deltametrina (Valenzuela-

Miranda & Gallardo-Escárate, 2016b). 

 

La respuesta de los peces frente a un ectoparásito está compuesto por múltiples mecanismos de 

defensa, entre ellos la respuesta inmune innata y adaptativa son fundamentales. Las principales 

barreras de defensa en los peces son el mucus, la piel, branquias, enzimas digestivas, y además una 

barrera inmunológica más compleja basada en respuesta humoral y celular (Khan, 2012). En salmón 

del Atlántico infestado con C. rogercresseyi se observó una regulación positiva de genes pro-

inflamatorios, como las interleuquinas Il-10, Il-4; COX-2, MHCII, MMP13, en la piel y el riñón 

anterior pasados 14 días después de la infestación (Valenzuela-Muñoz et al., 2016). Esta respuesta 

inflamatoria también ha sido reportada durante la infestación con L. salmonis, observándose 

cambios en los niveles de expresión de Il-1b, IL-1R, IL-12, CD4/8, factor de necrosis tumoral 

(TNFa), prostaglandina E2 (Fast et al., 2006; Skugor et al., 2008; Tadiso et al., 2011). Además, en 
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la piel de salmón del Atlántico se observó un incremento en los niveles de expresión transcripcional 

de TLR21 y TLR22a2, contrariamente en salmón Coho, TLR13 y TLR19 estuvieron mayormente 

expresados, sugiriendo una remodelación de la respuesta inmune innata frente a la infestación con 

C. rogrecresseyi dependiente de la especie (Valenzuela-Muñoz et al., 2016). De igual manera, en 

un estudio realizado en Labeo rohita infestados con Argulus siamensis, la expresión de los 

transcritos de TLR22 fue elevada, evidenciando la activación de la respuesta inmune innata de los 

peces ante una infección ectoparásita (Panda et al., 2014). Por otra parte, la inmunidad nutricional 

ha sido informada como mecanismo de defensa del salmón del Atlántico para combatir la 

infestación con C. rogercresseyi, reportándose el incremento de la expresión de genes relacionados 

a la homeostasis y metabolismo del hierro (Valenzuela-Muñoz et al., 2017a; Valenzuela-Muñoz & 

Gallardo-Escárate, 2017b). 

 

Los principales métodos de tratamiento y control de esta enfermedad parasitaria incluyen dietas 

funcionales (Barman et al., 2013), control biológico (Treasurer, 2012), monitoreo coordinado en 

los centros de cultivo (Sernapesca, 2022), y tratamientos con drogas antiparasitarias, siendo este 

último el más utilizado en la industria salmonera en Chile (Bravo et al., 2015b). Dentro de los 

fármacos antiparasitarios utilizados, el que se encuentra actualmente vigente es el Azametifos, un 

compuesto organofosforado que actúa sobre la actividad de acetylcholinesterase (AChE) (Burridge 

et al., 2010). Previamente se han utilizado otros compuestos químicos como avermectinas 

(benzoato de emanectina), piretroides sintéticos (deltametrina y cipermetrina) que actúan sobre los 

canales de Na+. (Bravo et al., 2013). Estos ectoparásitos han desarrollado mecanismos de 

resistencia debido al uso constante y excesivo de estos fármacos (Arriagada et al., 2020; Bravo et 

al., 2015b; Sáez-Vera et al., 2022). Por lo tanto, las vacunas como método de control profiláctico, 

es una alternativa sustentable para la industria salmonera.  

 

El desarrollo de vacunas contra ectoparásitos se inició principalmente debido a la reducción de la 

eficacia del plaguicida para el control de garrapatas en el sector bovino. Una de las vacunas contra 

ectoparásitos más exitosas ha sido la vacuna recombinante contra la garrapata del ganado tropical, 

Rhipicephalus microplus (Penichet et al., 1994). El enfoque utilizado en esta vacuna fue el empleo 

de un antígeno oculto, Bm86 (Willadsen & McKenna, 1991); es una glicoproteína que se expresa 

en pocos sitios de la membrana celular digestiva del parásito que no entra en contacto naturalmente 
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con el sistema inmune del hospedero durante la infección (Bastos et al., 2010; Penichet et al., 1994). 

El silenciamiento de genes ha sido reportado como estrategia de vacunas para el ectoparásito L. 

salmonis, empleando una proteína similar a la vitelogenina, denominada LsYAP (del inglés, L. 

salmonis yolk-associated protein) (Dalvin et al., 2009). Las proteinasas/peptidasas y sus inhibidores 

secretados por los ectoparásitos han sido empleadas como antígenos en diversos estudios en 

garrapatas (Willadsen, 2006). Por ejemplo, dos catepsinas L de Haemaphysalis longicornis 

(Mulenga et al., 1999), una metaloproteína de Ixodes scapularis (Francischetti et al., 2002) y cuatro 

serpinas de Rhipicephalus appendiculatus (Mulenga et al., 2001), entre otros. Para el ectoparásito 

C. rogercresseyi, se reportó una vacuna recombinante basada en la proteína my32 (ortólogo de la 

proteína akirin-2 de mamíferos), la cual tuvo una reducción del 57% en el número de parásitos por 

pez, principalmente en la segunda generación de los piojos de mar (Carpio et al., 2011). Otro 

candidato vacunal de gran proyección, es la proteína quimérica recombinante, IpathÒ; que contiene 

residuos del dominio de unión al hierro de la transferrina y el centro de di-hierro ferroxidasa de la 

subunidad H de la ferritina del salmón del Atlántico (Valenzuela-Muñoz et al., 2021). Esta vacuna 

mostró una reducción de la carga parasitaria de más del 90 % en los salmones del Atlántico. Además 

los perfiles de expresión transcripcional, relacionados con el metabolismo del hierro y el sistema 

inmune, fueron modulados en los peces vacunados y expuestos posteriormente a una doble 

infección con C. rogercresseyi y P. salmonis (Valenzuela-Muñoz et al., 2021). Recientemente, las 

proteínas Catepsina y Peritrofina, identificadas por vaccinología reversa en las primeras etapas de 

ontogenia del C. rogercresseyi, fueron obtenidas por vía recombinante y testeadas como posibles 

candidatos vacunales en salmón del Atlántico. El grupo vacunado con la formulación que contenía 

Catepsina mostró una reducción significativa de la carga parasitaria, convirtiéndolo en un candidato 

vacunal prometedor (Casuso et al., 2022). 

 

1.3. Septicemia rickettsial salmonídea y sus métodos de control 

 

El primer brote de SRS ocurrió en el año 1989 en salmón Coho (O. kisutch) (Bravo & Campos, 

1989), ocasionando la muerte de aproximadamente 1,5 millones de salmones cultivados en el sur 

de Chile. Actualmente, SRS es responsable de aproximadamente el 54.2 % de las mortalidades 

producidas por enfermedades infecciosas en las especies salmónidas cultivadas (Sernapesca, 2022). 

Según el Instituto Tecnológico del Salmón (https://www.intesal.cl/), las pérdidas económicas 
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asociadas a la enfermedad han sido estimadas en US$ 850 millones anuales, representando un 25% 

de las ganancias totales de exportación anual (Rozas & Enriquez, 2014).  

 

El agente etiológico de esta enfermedad es P. salmonis, fue aislada de salmón Coho y denominada 

como cepa tipo LF-89 (Fryer et al., 1992). P. salmonis es una bacteria Gram-negativa, no móvil, 

no encapsulada, pleomórfica pero usualmente cocoide y se encuentran en pares o estructuras en 

forma de anillo con un diámetro aproximado de 0.5–1.5 μm. Pertenece a la familia 

Piscirickettsiaceae en el phylum Proteobacteria, subdivisión gamma de Proteobacterias (Fryer & 

Hedrick, 2003). En términos de crecimiento, la bacteria utiliza las vacuolas citoplasmáticas para 

replicarse por fisión binaria, dentro de las células de hospedadores de peces susceptibles (Fryer et 

al., 1990; Fryer et al., 1992). De igual manera, tiene la capacidad de sobrevivir en macrófagos 

asociados al hígado, así como en los macrófagos de riñón, bazo y sangre periférica (Bakkemo et 

al., 2011; Cvitanich et al., 1991; Rojas et al., 2010). Inicialmente, se conocía que P. salmonis 

solamente podía ser cultivada en células eucariontes (Birkbeck et al., 2004), siendo considerada 

como una bacteria intracelular obligatoria. Posteriormente, diferentes estudios demostraron que 

además la bacteria podía sobrevivir de manera extracelular (Gómez et al., 2009; Marshall et al., 

2011).  

 

SRS afecta salmónidos tanto salvajes como cultivados tales como salmón Coho, salmón del 

Atlántico y trucha Arcoíris (Gaggero et al., 1995). Los peces afectados por esta patología presentan 

varios signos de infección tales como, natación errática, pérdida de apetito, letargo, pequeñas 

manchas blancas, branquias pálidas debido a la anemia que desarrollan, hinchazón abdominal, 

hemorragias petequiales y equimóticas en la base de las aletas y en áreas perioculares y perianales. 

De igual manera se observa daños internos; en hígado, bazo, riñón e intestino y en menor medida 

en cerebro, corazón, músculo esquelético y branquias (Figueroa et al., 2019; Rozas & Enriquez, 

2014). Aplicando técnicas de histología, en las manchas blancas amarillentos se han observado 

granulomas rodeados de macrófagos en diferentes etapas (neutrófilos, células dendríticas y células 

natural killer) y de posibles células T y B (Rozas-Serri, 2022). La enfermedad ha ido evolucionando 

en el tiempo, ya que cada nuevo brote es más insidioso y resistente a los tratamientos, mostrándose 

aumento de la virulencia bacteriana y de la gravedad patológica y clínica, así como diferentes 
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formas de presentación en especies que se encuentran bajo similares medidas de manejo y 

condiciones de cultivo (Marshall et al., 2007; Rozas & Enriquez, 2014). 

En el caso de bacterias patógenas Gram-negativas, se conoce que poseen moléculas efectoras, que 

son liberadas por sus sistemas de secreción al entrar en contacto con el hospedero. Estas moléculas 

efectoras son esenciales para la invasión del hospedero y la supresión del sistema inmune (Costa et 

al., 2015). En un estudio de expresión in vitro de genes de P. salmonis en la línea celular RTS11, 

se identificaron cuatro genes de virulencia (dotA, dotB, icmK y icmE; homólogos al sistema de 

secreción Dot/Icm tipo 4B (T4BSS), el cual se ha descrito como un mecanismo de virulencia en 

bacterias, responsable de la supervivencia intracelular y replicación en otros patógenos Gram-

negativos (Gómez et al., 2013; Marshall et al., 2007). Estos genes se expresaron tanto durante la 

infección de la línea celular como en medio libre de células, lo cual sugiere que presentan una 

expresión constitutiva en P. salmonis (Machuca & Martinez, 2016). Un mecanismo de virulencia 

descrito para P. salmonis, es su interacción con proteínas como clatrina y actina, las cuales resultan 

fundamentales para la internalización y el desarrollo del proceso infectivo en células de salmones 

(Ramírez et al., 2015). En este sentido, en un estudio de RNA-seq se indagó en la respuesta 

transcripcional del salmón del Atlántico  durante la infección con P. salmonis, evidenciando una 

regulación de la vía de endocitosis mediada por clatrina, lo cual sugiere un mecanismo de evasión 

de respuesta inmune de P. salmonis (Valenzuela-Miranda & Gallardo-Escárate, 2016a). De igual 

manera, S. salar presentó una respuesta transcriptómica compleja ante la infección con P. salmonis, 

la cual estuvo representada por una regulación de la vía de biosíntesis/degradación del grupo hemo, 

así como de proteínas transportadoras de hierro, tales como haptaglobina y hepcidina (Valenzuela-

Miranda & Gallardo-Escárate, 2016a). Un estudio de secuenciación simultánea (dual RNA-seq) 

logró caracterizar los transcriptomas de P. salmonis y S. salar simultáneamente durante el proceso 

de infección bacteriana. De manera relevante, en este estudio se identificaron una gran cantidad de 

genes asociados al metabolismo de los aminoácidos. Al comparar el genoma de P. salmonis con 

diferentes genomas de patógenos de peces, se observó que existía un déficit de genes involucrados 

en la ruta biosintética de varios aminoácidos, como valina, leucina e isoleucina. Los experimentos 

in vitro demostraron que la restricción de estos aminoácidos conllevaba a una disminución 

significativa del crecimiento de P. salmonis. Este comportamiento se logró revertir con la 

suplementación de al menos uno de los tres aminoácidos en el medio de crecimiento bacteriano. 

Esto sugirió que existe cierta dependencia metabólica de P. salmonis en los aminoácidos de S. salar, 
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lo cual podría implicar un nuevo mecanismo de patogénesis basados en la capacidad de captar 

nutrientes del huésped por parte de la bacteria (Valenzuela-Miranda & Gallardo-Escárate, 2018). 

Un estudio en la línea celular SHK-1 informó cambios transcripcionales de P. salmonis durante el 

crecimiento intracelular, aprovechando las propiedades fagocíticas y de tipo macrófago de este 

modelo in vitro (Zúñiga et al., 2019). Además, también se evaluaron los cambios en la viabilidad 

de la célula huésped y la respuesta inmunitaria después de la infección por P. salmonis, y se 

reportaron biomarcadores asociados con la respuesta inmunitaria, como la disminución de la 

expresión de las citocinas proinflamatorias Il-1b, IFNg e IFNa; y mayor expresión de Il-8, Il-12 e 

Il-10 (Ortiz-Severín et al., 2020). 

 

Los principales métodos de control de esta enfermedad son fundamentalmente el uso de 

antibióticos, siendo el florfenicol y oxitetraciclina los más utilizados (Avendaño-Herrera, 2018). 

Ambos son antimicrobianos bacteriostáticos de amplio espectro y actúan inhibiendo 

irreversiblemente la síntesis de proteínas a nivel del ribosoma bacteriano (Cannon et al., 1990; 

Figueroa, 2019). Sin embargo, el uso indiscriminado de estos antibióticos ha provocado el 

desarrollo de resistencia por parte de la bacteria hacia estos tratamientos, viéndose reflejado en la 

disminución de la eficacia del tratamiento antimicrobiano(Henríquez et al., 2016). 

 

Hasta el 2022, en Chile existían 28 vacunas disponibles comercialmente contra SRS según reportes 

del Servicio Agrícola Ganadero (SAG, julio de 2022); de estas, la mayoría están compuestas por 

una preparación de la bacteria P. salmonis inactivada, incluida BLUEGUARD® SRS+IPN; una 

vacuna bivalente inactivada contra SRS y Necrosis Pancreática Infecciosa, una vacuna de 

subunidad, denominada AQUAVAC® SARISTIN 2, que contiene una proteína VP2 del virus de 

la IPN recombinante y una proteína ORF1-90kDa de la lipoproteína SRS recombinante; y una 

vacuna viva atenuada, ALPHA JECT LiVac® SRS (Maisey et al., 2016). El protocolo de 

vacunación, por el cual son regidas las industrias salmoneras en Chile, se basa en una primera 

inmunización administrando vacunas de células enteras, inactivadas y adyuvadas por inyección 

intraperitoneal. Una vez que los niveles de anticuerpos contra la bacteria disminuyen en sangre, se 

utiliza la vacunación oral como refuerzo de la inmunización primaria. Sin embargo, los peces 

vacunados se han visto afectados con Piscirickettsiosis al final de su ciclo productivo, lo cual es un 

agravante económico (Evensen, 2016; Figueroa et al., 2019; Tobar et al., 2011). No obstante, lograr 



 10 

una protección contra la vacunación en condiciones de campo sigue siendo un problema a 

solucionar, por lo cual la búsqueda de nuevas estrategias de control o terapéuticas es un tema de 

gran interés para la comunidad científica (Figueroa et al., 2019). En este sentido, varios estudios 

han reportado candidatos vacunales contra P. salmonis. Por ejemplo, un reporte de una vacuna 

quimérica obtenida por vía recombinante en Escherichia coli, compuesta por la fusión de una 

lipoproteína de la superficie de P. salmonis, OspA, a epítopos T promiscuos del virus del sarampión 

y la toxina del tétano Clostridium tetani (tt), obtuvo un porcentaje relativo de supervivencia del 

83% (Kuzik, 2001). En un estudio se evaluó el efecto de varias combinaciones de dos a tres 

proteínas recombinantes aisladas de P. salmonis, entre ellas proteínas de choque térmico, antígenos 

de unión a membrana, antígenos expuestos a superficie y factores de virulencia. La formulación 

con chaperoninas recombinantes Hsp60, Hsp70 con una proteína flagelar FlG mostró los mejores 

niveles de protección en un ensayo de vacunación y reto en salmón del Atlántico, obteniendo un 

porcentaje relativo de supervivencia del 95% (Wilhelm et al., 2006). Además, un prototipo de 

vacuna formulada con proteínas inmunogénicas aisladas de la cepa Austral-005 de P. salmonis 

presentó un 89.6% de protección en salmón del Atlántico en correlación con la inducción de 

anticuerpos IgM específicos de P. salmonis (Pontigo et al., 2021). Adicionalmente, vesículas de 

membrana externa (OMV) de P. salmonis fueron aislados y evaluados como vacuna contra la 

bacteria, utilizando pez cebra como modelo de infección, mostrando niveles de protección tras la 

exposición a una dosis letal de P. salmonis y una disminución de la carga bacteriana en los grupos 

inmunizados. Además, indujo secreción de IgM y cambios en la expresión de genes relacionados 

con el sistema inmune, lo cual hace que las OMV se presenten como un buen candidato contra SRS 

(Tandberg et al., 2017). No obstante, para desarrollar un buen candidato vacunal es necesario 

comprender las bases moleculares que rigen el proceso de interacción entre P. salmonis y sus 

hospederos.  

1.4. Remodelación estructural y funcional como respuesta transcriptómica del hospedero 
 

Los organismos patógenos tienen la capacidad de dañar a su hospedero como consecuencia de los 

efectos colaterales de sus factores de virulencia, ya sean directos o indirectos, los cuales 

desempeñan funciones específicas asociadas con los procesos de patogénesis (Nash et al., 2015). 

Los estímulos, tanto internos como externos provocan cambios dinámicos en una célula o tejido, 

tales como la proliferación y migración de células residentes, homeostasis del tejido o morfogénesis 
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(Bril et al., 2022); además, de la activación de una respuesta de defensa a nivel inmunológico 

(Avraham et al., 2015). La tecnología de secuenciación del transcriptoma de ARN (RNA-seq) ha 

contribuido en gran medida a comprender los cambios moleculares y funcionales que ocurren en 

un organismo en presencia de una estimulación. Su enfoque permite la medición cuantitativa de 

todos los transcritos, incluyendo las isoformas de mRNA generadas por eventos de splicing 

alternativo (Ma et al., 2023; Park et al., 2013), la expresión de especies de RNA no codificante 

(lncRNA, miRNA, tRNA, sRNA) (Batista et al., 2019), la detección de modificaciones en los 

niveles de expresión génica durante una infección (Qian et al., 2014), polimorfismos de nucleótidos 

únicos (SNP) (Pareek et al., 2017), modificaciones post-traduccionales (Gaidatzis et al., 2015) y 

recientemente fusiones de genes (Dorney et al., 2022). Los cambios moleculares que ocurren en un 

organismo en presencia de un estímulo específico, conllevan a una remodelación estructural y 

funcional de su respuesta transcriptómica como mecanismo de defensa. En este sentido, la 

activación o supresión de genes específicos, las alteraciones de vías metabólicas, así como la 

regulación de la interacción de los ARNm con proteínas y otras moléculas reguladoras podrían 

modificar la respuesta inmune del hospedero.  

 

La remodelación del transcriptoma es esencial para la adaptación de un organismo a condiciones 

ambientales cambiantes, procesos de desarrollo y respuestas a estímulos fisiológicos o patogénicos 

(Casamassimi et al., 2017; López-Maury et al., 2008). Por ejemplo, en células neuronales se ha 

descrito que los procesos de remodelación transcriptómica son esenciales para la diferenciación y 

plasticidad celular (Mazille et al., 2022). Específicamente, en salmón del Atlántico se han reportado 

múltiples estudios de cambios transcriptómicos en presencia de diferentes estímulos. Por ejemplo, 

la exposición a un factor estresante agudo: redes y transferencia a nuevos estanques de retención; 

generó un aumento en los niveles de expresión de genes asociados a la activación sináptica en 

salmones del Atlántico (parr) (Madaro et al., 2023). La estimulación por dietas funcionales basadas 

en probióticos en post-smolt de salmón del Atlántico regularon la expresión de genes asociados al 

sistema inmunitario y defensa oxidativa, los cuales fueron descritos como posibles mecanismos de 

adaptación a la dieta funcional (Dhanasiri et al., 2023). 

 

Entre los mecanismos de remodelación transcriptómica, el splicing alternativo ha surgido como un 

elemento central en la regulación de la expresión génica, debido a su participación en casi todas las 
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funciones biológicas de un organismo o célula, como la localización, unión, propiedades 

enzimáticas e interacción de proteínas con ligandos (Kelemen et al., 2013). Además, se ha visto 

involucrado activamente con  enfermedades infecciosas; por ejemplo, en el secuestro y cooptación 

de la maquinaria de empalme del hospedero durante una infección viral como el dengue y el virus 

Zika (Chauhan et al., 2019; De Maio et al., 2016; Hu et al., 2017). Varios estudios han destacado 

el papel del splicing alternativo en la respuesta inmune del hospedero durante la infección viral, 

bacteriana en peces. Por ejemplo en la corvina amarilla grande (Larimichthys crocea) infectados 

con el parásito ciliado Cryptocaryon irritans, se observó que los eventos diferenciales de genes con 

splicing alternativo estaban enriquecidos en términos GO relacionados con respuesta inmune; y en 

vías de KEGG, como la vía de señalización del TNF, vía de señalización de receptores tipo Toll e 

Imd y vía de señalización del receptor similar a NOD (Qu et al., 2022). Además, en bagres 

infectados con la bacteria Gram-negativa Edwarsiella ictaluri, se indujo un aumento en los eventos 

de AS como respuesta del hospedero, obteniendo factores de procesamiento de ARN 

significativamente sobrerrepresentados después de la infección (Tan et al., 2018). En trucha 

Arcoíris expuestas a estrés por calor, se demostró que el splicing alternativo estaba influyendo en 

genes de la ruta de degradación de la lisina involucrada en procesos de regulación del estrés en 

tejido hepático, así como en procesos metabólicos celulares y de unión a compuestos orgánicos 

cíclicos (Sun et al., 2022). En un estudio realizado a nivel transcripcional se evaluaron los cambios 

generados por splicing alternativo en el salmón del Atlántico infectados con C. rogercresseyi. Los 

autores reportaron un mayor número de genes diferencialmente expresados y con splicing 

alternativo en los peces infectados respecto al control no infectado, los cuales estaban involucrados 

en procesos de comportamiento, RNA splicing, unión a RNA y respuesta inmune (Bravo et al., 

2023). En este sentido, el splicing alternativo desempeña un papel fundamental como mecanismo 

regulador post-transcripcional clave en la interacción patógeno - hospedero. 

 

Los cambios transcriptómicos asociados a un proceso patogénico han sido estudiados para 

comprender los mecanismos de interacción patógeno – hospedero entre el salmón del Atlántico y 

diferentes patógenos. Muchas de estas investigaciones utilizan líneas celulares para tener un primer 

acercamiento al perfil transcriptómico que sustenta la respuesta de un organismo vivo (Gervais et 

al., 2023; Lakra et al., 2011). Las particularidades de las líneas celulares de peces, como la facilidad 

de mantenimiento, las condiciones de cultivo y la factible reproducibilidad de la investigación, 
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hacen de este un modelo perfecto para la evaluación in vitro de la interacción patógeno – hospedero 

(Lakra et al., 2011). Recientemente se empleó la secuenciación de ARN de una sola célula para 

estudiar el proceso de interacción huésped-virus del ISAV en la línea celular SHK-1, observándose  

claramente una diferencia en el tipo de respuesta antiviral, marcada por el alza significativa en la 

expresión de genes relacionados con el comienzo de una infección viral, tales como PI3K, FAK o 

JNK, y posteriormente un aumento de la respuesta antiviral, caracterizada por la expresión de 

IFNa2 o IRF2. Adicionalmente, se resaltó una posible señalización paracrina de las células 

infectadas a las que aún no habían sido infectadas, dado por una expresión de vías de detección de 

ARNm, degradación de ARN, ubiquitinación o proteasoma (Gervais et al., 2023). 

 

En el caso de P. salmonis, un estudio reciente reportó información relevante respecto a procesos 

biológicos que podrían relacionarse con mecanismos de resistencia a la SRS en salmón del 

Atlántico. La respuesta transcriptómica de los salmones frente a la infección con P. salmonis reveló 

una posible vía de polimerización de remodelación del citoesqueleto de actina del complejo Arp2/3. 

La asociación de este mecanismo a una reducción de la replicación de P. salmonis en el hospedero 

sugiere una remodelación activa por parte del hospedero para contrarrestar la evasión de la 

respuesta inmune de las bacterias (Martinez et al., 2023). Recientemente, un estudio realizado en 

familias de salmón del Atlántico resistentes y susceptibles a C. rogercresseyi mostró una 

diferenciación en la respuesta a la infestación. En la familia de salmones resistentes se observó una 

activación de genes asociados al proceso de proliferación celular y reparación tisular. Además se 

encontró una alta variación de SNPs en las familias resistentes, así como una gran cantidad de 

lncRNA modulados diferencialmente y correlacionados positivamente con genes de respuesta 

inmune. Estos autores sugirieron que la resistencia del salmón del Atlántico podría estar asociada 

con la capacidad de reparación de lesiones tisulares generadas en las etapas tempranas de infección 

de piojos de mar (Valenzuela-Muñoz et al., 2023), evidenciando mecanismos de remodelación 

estructural temprana de la respuesta inmune. 

 

En los últimos años los estudios de interacción  patógeno – hospedero en salmón del Atlántico se 

han beneficiado por el incremento de las herramientas genómicas. En este sentido, la 

profundización en la respuesta del salmón a distintos tipos de estimulación, como infecciones 

patógenas o vacunación, es de gran relevancia. Esta tesis doctoral se enfoca en el estudio de los 



 14 

mecanismos de remodelación transcripcional, estructural y funcional como respuesta del salmón 

del Atlántico ante diferentes vías de inmuno-estimulación. Esta investigación además de  

incrementar los conocimientos sobre la respuesta inmunológica del salmón del Atlántico ante  la 

presencia de patógenos, podría contribuir a la identificación de biomarcadores, la mejora de las 

estrategias de vacunación así como a la comprensión de los mecanismos de resistencia a 

enfermedades. Estos factores tienen el potencial de mejorar la salud y el bienestar de los peces en 

la acuicultura, así como contribuir a la sostenibilidad y productividad de la industria acuícola.  
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2. HIPÓTESIS 
 

2.1. La remodelación estructural y funcional a nivel transcriptómico del salmón del 

Atlántico evidencia una asociación con la respuesta inmunológica frente a patógenos 

en la salmonicultura en Chile 

2.2. La inmunización con antígenos recombinantes y formulaciones comerciales de vacunas 

de peces induce una remodelación estructural y funcional en salmón del Atlántico. 

 

3. OBJETIVO GENERAL 
 

Evaluar la remodelación transcriptómica, estructural y funcional de la respuesta del 

salmón del Atlántico frente a diferentes estímulos inmunológicos. 
 
 

3.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

3.1.1. Evaluar la respuesta transcriptómica inducida por la proteína recombinante Cr-

catepsina de C. rogercresseyi en la línea celular SHK-1 y riñón anterior de salmón del 

Atlántico. 

 

3.1.2. Comparar la remodelación transcriptómica basada en splicing alternativo en la 

línea celular SHK-1 y riñón anterior de salmón del Atlántico durante la infección de P. 

salmonis. 

 

3.1.3. Caracterizar los mecanismos de remodelación transcriptómica en células 

sanguíneas de salmón del Atlántico vacunados con IpathÒ y expuestos a dos patógenos 

marinos. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

4.1. Comparación de la respuesta transcriptómica inducida por la proteína recombinante 
Cr-catepsina de C. rogercresseyi en la línea celular SHK-1 y riñón anterior de salmón del 
Atlántico. 
 

La siguiente metodología describe los pasos realizados para dar cumplimiento al objetivo 1. 

Brevemente, el antígeno Cr-catepsina del piojo de mar C. rogercresseyi, identificado y 

caracterizado previamente por nuestro grupo de trabajo (Casuso et al., 2022), fue clonado y 

expresado por vía recombinante en E. coli, y posteriormente, purificado por cromatografía de 

afinidad a quelatos metálicos. Luego, la línea celular SHK-1 fue estimulada con 100 ng/mL de Cr-

catepsina recombinante y pasadas 24 horas se recogieron las células y se fijaron en RNA later para 

su procesamiento. Además, se vacunaron salmones del Atlántico con 100 ul por dosis de un 

prototipo de vacuna formulado en una proporción de 30% Cr-catepsina/ 70% adyuvante comercial 

MontanideTM ISA 761 VG. Pasados 30 días después de la inmunización se tomaron muestras de 

riñón anterior se fijaron en RNA later para su procesamiento. Finalmente, utilizando herramientas 

de secuenciación de RNA (RNA-seq) se caracterizaron los perfiles transcriptómicos de las células 

SHK-1 y el riñón anterior de salmón del Atlántico expuestos a Cr-catepsina. El detalle de los 

procedimientos empleados para este objetivo se describe a continuación. 

4.1.1. Expresión y purificación del antígeno recombinante Cr-catepsina 
 

La secuencia de nucleótidos sintetizada químicamente con optimización de codones en función de 

las preferencias de codones de E. coli, se clonó en el vector de expresión pET30a (+) (GenScript, 

Piscataway, NJ, EE. UU.). La construcción de plásmido obtenida, pET30a-Cr-catepsina, se 

transformó en células competentes de E. coli BL21 (DE3) y se cultivó durante la noche a 37 °C a 

250 rpm en medio Luria Bertani (LB) suplementado con 50 µg/mL de kanamicina. Se inoculó un 

cultivo de 500 mL con 5 mL de células cultivadas y crecidas a 37 °C hasta alcanzar una DO600nm 

entre 0,5 y 1. La expresión de la proteína recombinante se indujo con isopropil-β-D-tiogalactósido 

(IPTG) 1 mM (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) durante 5 h. Las células 

bacterianas se recogieron mediante centrifugación a 3500 × g durante 20 min a 4 °C y se lavaron 

con Tris-HCl 20 mM, pH 7. El sedimento se resuspendió en un tampón de lisis/solubilización (Tris-

HCl 20 mM, Imidazol 10 mM, NaCl 300 mM, Urea 6 M, pH 8) y una tableta inhibidora de proteasa 
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(Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). La disrupción celular se realizó mediante sonicación 

(Qsonica, Newtown, CT, EE. UU.) durante 10 min (5 s encendido, 10 s apagado) al 95 % de 

amplitud. Las células lisadas se centrifugaron a 3500 × g durante 20 min a 4 °C y el sobrenadante 

se filtró con un filtro de jeringa (0,45 μm) y se cargó en una columna de afinidad His Trap FF de 5 

ml (GE Healthcare, Chicago, IL, EE. UU.). La purificación se llevó a cabo en el sistema AKTA 

Prime Plus (GE Healthcare). La columna se equilibró con Tris-HCl 20 mM, Imidazol 10 mM, NaCl 

300 mM, pH 8 y un flujo de 1 mL/min y 0.5 MPa. Posteriormente, la proteína se eluyó utilizando 

un gradiente de imidazol iniciado con 50 mM. La proteína Cr-catepsina eluyó entre 200 y 250 mM 

de imidazol. Las fracciones de elución se dializaron frente a PBS para un replegamiento completo. 

La concentración de proteína en las muestras finales se determinó utilizando el kit BCA (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Las proteínas se identificaron mediante análisis SDS-

PAGE al 12 % en condiciones reductoras y transferencia Western de anti-His-HRP (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). 

4.1.2. Ensayo de viabilidad celular y estimulación con la proteína recombinante Cr-
catepsina en la línea celular SHK-1 
 

Las células SHK-1 (ECACC 97111106) se cultivaron a 18°C en flask T75 cm2 (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) con medio L-15 GlutaMax (Gibco, Thermo Fisher Scientific) 

suplementado con suero bovino fetal al 10 % (SBF) (Gibco, Thermo Fisher Scientific). 

Primeramente, se cuantificó la viabilidad celular expuesta a Cr-catepsina utilizando el kit 

alamarBlue™ (Thermo Fisher Scientific, Wal-tham, MA, EE. UU.). El protocolo se ajustó para las 

células adherentes de peces expuestas al agente extracelular. Las células SHK-1 se sembraron a 

razón de  ×106 células/pocillo en una placa negra de 96 pocillos y se incubaron durante la noche a 

18°C en L-15 GlutaMax, 10% SBF . Se aspiró el medio y se trataron las células con cinco 

concentraciones diferentes de proteína de Cr-catepsina diluida en L-15 GlutaMax, 10% SBF. Se 

utilizaron diluciones seriadas de Cr-catepsina, comenzando desde 200 hasta 12,5 ng/mL.  Como 

controles se utilizó el grupo control expuesto a albúmina de suero bovino (BSA), células no tratadas 

y medio libre de células. Después de 24 h de incubación a 18 °C, se reemplazó el medio por 100 

μL de solución alamarBlue™ en L-15 GlutaMax y las placas se incubaron durante una hora a 18°C, 

de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La cuantificación de la fluorescencia se realizó en 

un lector de microplacas Synergy H1 Hybrid reader (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, 
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EE. UU.) a 560 nm de excitación y 590 de emisión. El promedio de fluorescencia (unidades 

arbitrarias) con la desviación estándar correspondiente se calculó a partir de cuatro réplicas para 

cada condición evaluada. La viabilidad se representó gráficamente como la diferencia en el 

porcentaje de reducción de la fluorescencia emitida entre las células tratadas y las de control. Esta 

prueba permitió seleccionar la concentración mínima a la que se observó una disminución de la 

viabilidad celular, que se definió como la concentración de trabajo. Para  el ensayo de estimulación 

con Cr-catepsina, se sembraron 1×106 células/pocillo en placas de 6 pocillos y se incubaron durante 

la noche en L-15 GlutaMax, 10% SBF. El medio se aspiró y se cambió a un nuevo medio con 100 

ng/mL de proteína recombinante Cr-catepsina diluida L-15 GlutaMax, 10% SBF. El tratamiento 

con Cr-catepsina se realizó durante 24 h por triplicado. El grupo de control fue expuesto a 100 

μg/mL de albúmina de suero bovino (BSA), y como control de estimulación experimental se utilizó 

una solución de lipopolisacárido (LPS) (Thermo Fisher Scientific). Después del tratamiento, el 

cambio morfológico de las células se evaluó y registró utilizando el microscopio EVOSTM M5000 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). La células se recolectaron utlizando Trypsin-

EDTA al 0, 05% (Gibco, MD, EE. UU.) , se fijaron en RNAlater® (Ambion®, Life 

TechnologiesTM, Carlsbad, CA, EE. UU.) y se almacenaron a -80 °C hasta la extracción de RNA. 

4.1.3. Evaluación in vivo de la proteína recombinante Cr-catepsina como inmunógeno 
 

Salmones del Atlántico (~100 g) fueron aclimatados durante dos semanas en el laboratorio 

experimental de la Estación Biológica Marina, Universidad de Concepción, Dichato, Chile. El 

prototipo de vacuna se formuló a razón de 100 µL por dosis con 30 µg de Cr-catepsina, en una 

proporción de 30% Cr-catepsina/70% adyuvante, utilizando el adyuvante comercial MontanideTM 

ISA 761 VG (Seppic, París, Francia). Además, se formuló una vacuna control con PBS y adyuvante. 

Los peces se inyectaron por vía intraperitoneal y se dividieron en dos grupos experimentales (20 

peces por tanque), considerando tres repeticiones por grupo experimental. Se tomaron muestras de 

tejido de riñón anterior (HK) antes de la inmunización y 30 días después de la inmunización. Las 

muestras se conservaron en RNAlater® y se almacenaron a -80 °C hasta la extracción de RNA. El 

protocolo desarrollado en esta investigación fue aprobado por el Comité de Ética, Bioética y 

Bioseguridad de la Universidad de Concepción, Chile. Esta investigación se llevó a cabo siguiendo 

las recomendaciones de los Principios rectores internacionales para la investigación biomédica con 
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animales (Consejo para la Organización Internacional de Ciencias Médicas y el Consejo 

Internacional para la Ciencia de los Animales de Laboratorio, 2012). 

4.1.4. Secuenciación y caracterización de los transcriptomas de la línea celular SHK-1 y 
HK de salmón expuestos a la proteína recombinante Cr-catepsina 
 

El RNA total de los grupos experimentales de células y del HK del salmón fue aislado utilizando 

el reactivo TRizol (Ambion®, Life TechnologiesTM, Carlsbad, CA, EE. UU.), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. El RNA aislado se evaluó con TapeStation 2200 (Agilent Technologies 

Inc., Santa Clara, CA, EE. UU.) utilizando el kit de reactivos R6K. Se utilizaron muestras de RNA 

con RIN > 8,0 para la preparación de bibliotecas. Posteriormente, se construyeron bibliotecas de 

ADNc de doble cadena con el kit de preparación de muestras de RNA TruSeq v2 (Illumina®, San 

Diego, CA, EE. UU.). Tres réplicas biológicas fueron secuenciadas por la plataforma Hiseq 

(Illumina®, San Diego, CA USA) en Macrogen Inc. 

 

Las lecturas de secuenciación de RNA de todas las muestras se ensamblaron de novo utilizando el 

software CLC Genomics Workbench v21 (Qiagen Bioinformatics, Aarhus, Dinamarca). El 

ensamblaje se realizó utilizando los siguientes parámetros: mismatch cost = 2, insert and deletion 

costs = 3, contig length > 200 bp, similarity = 0.9, length fraction = 0.8. Los análisis de RNA-Seq 

se realizaron en el mismo software para calcular la expresión génica de cada conjunto de datos 

utilizando los mismos parámetros descritos para el ensamblaje. Los valores de expresión fueron 

estimados como transcritos por millón de reads (TPM). Las comparaciones estadísticas entre los 

valores de TPM por parte del grupo experimental se obtuvieron calculando el fold change contra el 

grupo control utilizando una estadística multifactorial basada en un GLM binomial negativo 

implementado en el software CLC Genomics. Contigs con valores de fold change > |4| y el valor 

de p de FDR < 0,01 se consideraron diferencialmente expresados y se extrajeron para la anotación 

de genes. Los contigs diferencialmente expresados (en cualquier grupo contra el control) fueron 

anotados contra la base de datos SwissProt mediante BlastX. Todas las secuencias con un valor E 

< 1×10−6 se consideraron correctamente identificadas en la base de datos de proteínas. 

4.1.5. Análisis de Gene Ontology (GO) y análisis de enriquecimiento de rutas 
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Para los análisis de enriquecimiento, se usaron contigs exclusivos y comunes expresados 

diferencialmente en células SHK-1 y HK de salmón. Los contigs diferencialmente expresados se 

anotaron mediante criterios (GO) identificando procesos biológicos (BP) y funciones moleculares 

(MF) utilizando el complemento Blast2GO en el software CLC Genomics, con parámetros 

predeterminados. El servidor de anotaciones automáticas KAAS-KEGG (Moriya et al., 2007) se 

utilizó para la asignación de ortólogos y el mapeo de rutas utilizando el genoma de S. salar como 

referencia. 

4.1.6. Análisis de expresión diferencial de lncRNA en SHK-1 y HK de salmón 
 

El análisis de lncRNAs se realizó utilizando una base de datos de lncRNAs de salmón del Atlántico 

reportada previamente (Valenzuela-Muñoz et al., 2018). Se realizó un análisis de RNA-seq para 

lncRNA con el mismo protocolo descrito anteriormente para mRNA usando el software CLC 

Genomics Work-bench v21 utilizando los set de datos de las células SHK-1 y el HK de salmón. 

Los análisis de correlación se realizaron utilizando los valores de TPM de los 55 principales 

lncRNA compartidos y que estuvieran regulados al alza y a la baja (fold change ≥ | 4 |) y de genes 

asociados con respuesta inmune, la homeostasis del hierro y los factores de transcripción, entre 

otros. La correlación de Pearson se realizó utilizando el paquete Corrplot v.0.92 (Wei et al., 2017) 

escrito en lenguaje R, considerando todas las muestras simultáneamente (p-value < 0.01 y r-value 

> |0.9|). 

4.2. Comparación de la remodelación transcriptómica basada en splicing alternativo en 
la línea celular SHK-1 y HK de salmón del Atlántico durante la infección de P. salmonis 
 

A continuación se describe de manera general la metodología empleada para la realización del 

segundo objetivo. Brevemente, se utilizó la tecnología de RNA-seq para evaluar la expresión 

transcripcional de genes relacionados con splicing alternativo (AS) durante la infección por P. 

salmonis. Los eventos de AS se analizaron en dos modelos biológicos, la línea celular SHK-1 y el 

tejido HK salmón. Primeramente, la línea celular SHK-1 se expuso a la infección por P. salmonis 

y a los 0, 7 y 14 días después de la infección (dpi) se extrajo el ARN total para la secuenciación de 

Illumina. Por otro lado, se utilizaron sets de datos de RNA-Seq de HK de salmón del Atlántico 

infectados con la misma cepa de P. salmonis y con los mismos tiempos de infección. A continuación 

se describen detalladamente los procedimientos realizados para el cumplimiento de este objetivo. 
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4.2.1. Mantenimiento de la línea celular SHK-1 y cultivos de P. salmonis. 
 

La línea celular SHK-1 se cultivó siguiendo los mismos procedimientos descritos en el acápite 

4.1.2. La bacteria P. salmonis LF-89 (ATCC VR-1361) se cultivó a 20 °C, utilizando el caldo de 

cultivo Eugon suplementado con 40% de Casaminoácidos y 100 mM de FeCl3.  

4.2.2. Determinación de la citotoxicidad de P. salmonis mediante el ensayo de liberación de lactato 
deshidrogenasa 
 

El daño celular causado por la infección por P. salmonis en células SHK-1 se cuantificó mediante 

la liberación de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) citosólica en el sobrenadante celular 

utilizando un kit comercial de detección de citotoxicidad LDH (Roche Diagnostics GmbH, 

Mannheim, Alemania). Se probaron seis concentraciones de P. salmonis (1x107, 1x106, 1x105, 

1x104, 1x103, 1x102) por triplicado de pocillos. Para las células adherentes de peces, los niveles de 

liberación de LDH se midieron en 100 µL de sobrenadante libre de células para cada concentración 

probada. El sobrenadante de las células no infectadas se usó como low control y el sobrenadante de 

las células lisadas con solución Triton X-100 al 1% se usó como high control. La absorbancia se 

midió a 490 nm (620 nm como referencia). La citotoxicidad se obtuvo mediante la siguiente 

ecuación: 

𝐶𝑦𝑡𝑜𝑡𝑜𝑥𝑖𝑐𝑖𝑡𝑦	(%) = (𝑒𝑥𝑝. 𝑣𝑎𝑙𝑢𝑒 − 𝑙𝑜𝑤	𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙/ℎ𝑖𝑔ℎ	𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙	 − 𝑙𝑜𝑤	𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙)𝑥100  

La concentración de trabajo para el ensayo de infección de células SHK-1 se definió como la 

concentración más baja de P. salmonis, donde se observó citotoxicidad. 

4.2.3. Infección in vitro de la línea celular SHK-1 
 

Las células SHK-1 se sembraron a una de concentración de 1x106 células/pocillo en una placa de 6 

pocillos y se incubaron durante la noche en L-15 GlutaMax, 10 % SBF. El medio se aspiró y se 

cambió a un medio nuevo con 1x106 células de la cepa LF-89 de P. salmonis diluidas en L-15 

GlutaMax, 10 % SBF. Las células SHK-1 en medio L-15 GlutaMax, 10 % SBF a los 0 días fueron 

empleadas como grupo control. Las células se colectaron a los 7 y 14 días después de la infección 

(dpi) utilizando EDTA-tripsina al 0, 05%. Las muestras se conservaron en RNAlater® y se 

almacenaron a -80ºC hasta la posterior extracción de RNA. 
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4.2.4. Secuenciación de los transcriptomas de línea celular SHK-1 y HK de salmón 
infectados con P. salmonis 
 
La extracción de RNA total de las células SHK-1, control de calidad, y preparación de las librerías 

se realizó según lo descrito en al acápite 4.1.4. La secuenciación se llevó a cabo mediante la 

plataforma Novaseq (Illumina®, San Diego, CA, EE. UU.) en Macrogen Inc. El perfil del 

transcriptoma de tejido HK de salmón se realizó utilizando dos bases de datos de experimentos de 

infección con P. salmonis en salmón del Atlántico a 0-, 7-, y 14 dpi, informados previamente 

(Valenzuela-Miranda & Gallardo-Escárate, 2018; Valenzuela-Miranda et al., 2020). 

4.2.5. Análisis de RNA-seq e identificación de expresión de genes diferenciales 
 

Los datos de secuenciación se analizaron utilizando el software CLC Genomics Workbench v23. 

Los adaptadores/índices de Illumina fueron eliminados de las lecturas de secuenciación y se aplicó 

un filtro basado en la calidad. Se realizaron análisis de RNA-Seq de transcriptoma completo en el 

software CLC Genomics para calcular la expresión génica de cada conjunto de datos utilizando los 

siguientes parámetros: mismatch cost = 2, insert deletion costs = 3, similarity = 0.8. El genoma del 

salmón del Atlántico (GCF_000233385.1), los tracks anotaciones de genes y de mRNA se 

utilizaron como referencias. La identificación de los genes diferencialmente expresados se realizó 

según el procedimiento descrito en la sección 4.1.4. Para explorar los DEG se compararon los 

tiempos de infección 7 y 14 dpi contra el grupo control. 

4.2.6. Mapeo e identificación de transcritos e isoformas  
 

Las lecturas de secuenciación sin procesar de diferentes tiempos de infección por P. salmonis (0, 7, 

14 dpi) de cada modelo de estudio fueron mapeadas en el genoma de referencia del salmón del 

Atlántico utilizando la herramienta Large Gap Read Mapping (LGRM) incluida en el CLC 

Genomics Workbench. Los criterios de mapeo utilizados fueron: mismatch cost = 2, insertion cost 

=3, deletion cost = 3, length fraction = 0.9, and similarity fraction = 0.9. Para identificar transcritos 

se utilizó la herramienta Transcript discovery empleando el ensamblaje LGRM obtenido 

previamente para cada muestra, los tracks de anotaciones de genes y de mRNA y el genoma de 

referencia del salmón del Atlántico. Los parámetros de configuración utilizados fueron los 

siguientes: minimum length of ORF= 150, minimum spliced reads = 1, gene merging distance = 

100, minimum reads in gene = 10, minimum predicted gene length = 250, and exon merging 
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distance = 100. Esta herramienta arroja diferentes archivos de salida, de los cuales se utlizaron los 

Predicted Transcripts (PT) y Accepted Events (AE). En los archivos de PT obtienen los transcritos 

donde ocurren eventos AS, los cuales se filtraron por total counts ³ 1. Mientras tanto, AE genera 

un archivo con los eventos AS por transcrito, los cuales se filtraron por spliced evidence = true y 

spliced counts ³ 1. Luego, se utilizó la herramienta Filter Based on the Overlap incluida en CLC 

para identificar los PT y AE diferencialmente expresados. Se utilizó como filtro estadístico el 

análisis DEGs (grupos infectados frente al grupo control) generado previamente en el análisis RNA-

seq. Finalmente, los AE diferencialmente expresados obtenidos se denominaron eventos DAS, 

mientras que los PT diferencialmente expresados se denominaron transcritos DAS. 

4.2.7. Identificación de los tipos de splicing alternativo en los transcritos DAS  
 

Los transcritos DAS para cada muestra se guardaron como archivos de anotación GTF utilizando 

el software CLC Genomics. Los archivos GTF, que incluyen las coordenadas del genoma para cada 

transcrito, se usaron para detectar los eventos DAS para cada muestra con la herramienta 

computacional SUPPA (https://github.com/comprna/SUPPA 17 de febrero de 2018) (Alamancos et 

al., 2014). El comando suppa.py generateEvents se utilizó para generar eventos DAS a partir de 

cada archivo de anotación GTF de entrada. Los tipos de eventos DAS se clasificaron en siete 

grupos, incluidos: salto de exón (SE), sitios de empalme alternativos 3' y 5' (A3SS/A5SS), retención 

de intrones (IR) y exones mutuamente excluyentes (MX), primer exón alternativo ( AF) y último 

exón alternativo (AL). Para calcular el valor de abundancia relativa (PSI) por muestra para cada 

evento DAS local se utilizaron los  archivos .ioe de salida (obtenido en el paso anterior) y un archivo 

de expresión de transcritos (TPM obtenidos del análisis RNA-seq) empleando el comando suppa.py 

psiPerEvent . El PSI se define como la relación entre una densidad de lecturas de inclusión y la 

suma de las densidades de lecturas de inclusión y exclusión (Alamancos et al., 2014; Wang et al., 

2008). 

4.2.8. Análisis de enriquecimiento funcional 
 

Para los análisis de enriquecimiento, los genes DAS se analizaron primero a nivel basal para cada 

modelo de estudio. Luego, los conjuntos de genes DAS se separaron en un grupo control exclusivo 

(0 días) y exclusivos debido a la infección con P. salmonis para células SHK-1 y HK de salmón (7 

y 14 dpi). El enriquecimiento de Gene Ontology (GO) se realizó en RStudio utilizando el paquete 



 24 

de R 'clusterProfiler' bajo los criterios jerárquicos Biological Processes (BP), Molecular Functions 

(MF) y Cellular Component (CC). La asignación de ortólogos y el mapeo de rutas se realizó en 

ShinyGO 0.77 (Ge et al., 2019) utilizando como referencia el genoma del salmón del Atlántico. 

4.3. Caracterizar los mecanismos de remodelación transcriptómica en células sanguíneas 
de salmón del Atlántico vacunados con IpathÒ y expuestos a dos patógenos marinos. 

 
A continuación se describe la metodología empleada para el desarrollo del tercer objetivo 

específico. En resumen, se realizó un experimento de vacunación y reto en salmón del Atlántico 

empleando el candidato vacunal IpathÒ previamente obtenido en nuestro grupo de trabajo (citas) y 

dos vacunas de origen comercial, BlueGuard (B) y Livac (L) como controles de vacunación de 

campo. Las vacunas fueron administradas combinadas B+L, B+L+IpathÒ y de manera individual 

se administró IpathÒ. Pasadas las 400 UTA se realizó una primera infestación con C. rogercresseyi 

y  25 días post-infestación los peces fueron sometidos a una segunda infección con P. salmonis. A 

los 12 días post-infección se tomaron muestras de sangre y se conservaron en RNA later para su 

procesamiento. Finalmente, utilizando herramientas de secuenciación de RNA (RNA-seq) se 

caracterizó el perfil transcriptómico de la sangre de cada grupo experimental. El detalle de los 

métodos empleados para este objetivo se describe a continuación. 

4.3.1. Diseño experimental 
 

Salmones del Atlántico (80 gr ± 12) fueron aclimatados durante dos semanas en el laboratorio 

experimental de la Estación Biológica Marina, Universidad de Concepción, Dichato, Chile. La 

vacuna IpathÒ recombinante se formuló a razón de 100 µL por dosis con 30 µg de IpathÒ, en una 

proporción de 30% IpathÒ/70% adyuvante, utilizando el adyuvante comercial MontanideTM ISA 

761 VG. Las vacunas BlueGuard y Livac se utilizaron según las recomendaciones del fabricante. 

Además, se formuló una vacuna control con PBS y adyuvante. Los peces se inyectaron por vía 

intraperitoneal y se dividieron en cuatro grupos experimentales, 20 peces por estanque. Pasadas 400 

UTAs (unidades térmicas acumuladas) cada grupo experimental se  infestó con C. rogercresseyi 

(35 copepoditos/pez). Posteriormente, a los 25 dpi se realizó una infección con P . salmonis (1x108 

células de la cepa LF-89). Pasados 12 dpi se realizó un muestreo donde se extrajo sangre mediante 

una punción de la vena caudal de 5 salmones por grupo experimental utilizando una jeringa 
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previamente cebada con heparina sódica (5 UI). Rápidamente se centrifugó la sangre a 4000 rpm 

durante 10 min, separando el plasma de las células sanguíneas, siendo estás últimas almacenadas a 

-80°C para su procesamiento. El protocolo desarrollado en esta investigación fue aprobado por el 

Comité de Ética, Bioética y Bioseguridad de la Universidad de Concepción, Chile. Esta 

investigación se llevó a cabo siguiendo las recomendaciones de los Principios rectores 

internacionales para la investigación biomédica con animales (Consejo para la Organización 

Internacional de Ciencias Médicas y el Consejo Internacional para la Ciencia de los Animales de 

Laboratorio, 2012). 

4.3.2. Secuenciación del transcriptoma de células sanguíneas de salmón del Atlántico  
 

El RNA total de la sangre de los cuatro grupos experimentales de salmón del Atlántico fue aislado 

utilizando el reactivo TRizol siguiendo las instrucciones del fabricante con algunas modificaciones. 

La evaluación de calidad del RNA, la preparación de librerías y la secuenciación se realizó según 

los descrito en las secciones 4.1.4 y 4.2.4.  

4.3.3. Análisis de RNA-seq e identificación de expresión de genes diferenciales 
 

Los datos de secuenciación se analizaron utilizando el mismo procedimiento descrito en la sección 

4.2.5 El genoma del salmón del Atlántico (GCA_905237065.2 Ssal_v3), los tracks anotaciones de 

genes y de mRNA se utilizaron como referencias. La identificación de los genes diferencialmente 

expresados se realizó según el procedimiento descrito en la sección 4.1.4. Para explorar los DEG 

se compararon los grupos experimentales vacunados contra el grupo control. Para un análisis de 

clusters más detallado se utilizó la herramienta K-medoids clustering for RNA-seq incluida en el 

software CLC Genomics, utilizando los siguientes parámetros: minimum absolute fold change = 

4.0, correction = FDR p-value, threshold = 0.05; y como filtro estadístico los DEGs del grupo 

vacunado con IpathÒ comparado contra el grupo control. 

4.3.4. Análisis de enriquecimiento funcional 
 

Para los análisis de enriquecimiento, se utilizaron los DEGs exclusivos de cada grupo experimental 

comparados con el grupo control y los DEGs compartidos entre los tres grupos vacunados. El 

enriquecimiento de Gene Ontology (GO) se realizó en el software Tbtools (C. Chen et al., 2020) 
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según las instrucciones del desarrollador. Se analizaron los criterios jerárquicos Procesos 

Biológicos (PB), Función Molecular (FM) y Componente Celular (CC). La asignación de ortólogos 

y el mapeo de rutas se realizó en ShinyGO 0.77  utilizando como referencia el genoma del salmón 

del Atlántico. 

4.3.5. Análisis de expresión y enriquecimiento de rutas KEGG específicas 
 

Los raw data de cada grupo experimental se emplearon para hacer análisis de RNA-seq utilizando 

las secuencias de los genes del salmón del Atlántico que conformaban cada ruta como referencia. 

Las comparaciones estadísticas entre los valores de TPM por parte de los grupos experimentales se 

obtuvieron calculando el fold change contra el grupo control utilizando una estadística 

multifactorial basada en un GLM binomial negativo implementado en el software CLC Genomics. 

Los transcritos con fold change > |4| y el valor p de FDR<0,05 se consideraron genes 

diferencialmente expresados. Los DEGs correspondientes al grupo inmunizado con IpathÒ y 

expuesto a dos infecciones patógenas se identificaron en cuatro rutas KEGG específicas. Además 

se identificaron los genes de cada ruta que contenían eventos de splicing alternativo utilizando la 

estrategia descrita en los acápites 4.2.6. y 4.2.7.  
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5. RESULTADOS 

Capítulo 1. Comparative Transcriptomics in Atlantic Salmon Head Kidney and SHK-1 Cell Line 
Exposed to the Sea Louse Cr-Cathepsin 

 
Published in Genes, April 2023 

 
 
Abstract 
 
The development of vaccines against sea lice in salmon farming is complex, expensive, and takes 

several years for commercial availability. Recently, transcriptome studies in sea louse have 

provided valuable information for identifying relevant molecules with potential use for fish 

vaccines. However, the bottleneck is the in vivo testing of recombinant protein candidates, the 

dosage, and the polyvalent formulation strategies. This study explored a cell-based approach to 

prospect antigens as candidate vaccines against sea lice by comparison with immunized fish. 

Herein, SHK-1 cells and Atlantic salmon head kidney tissue were exposed to the antigen cathepsin 

identified from the sea louse Caligus rogercresseyi. The cathepsin protein was cloned and 

recombinantly expressed in Escherichia coli, and then SHK-1 cell lines were stimulated with 100 

ng/mL cathepsin recombinant for 24 h. In addition, Atlantic salmons were vaccinated with 30 

ug/mL recombinant protein, and head kidney samples were then collected 30 days post-

immunization. SHK-1 cells and salmon head kidney exposed to cathepsin were analyzed by 

Illumina RNA sequencing. The statistical comparisons showed differences in the transcriptomic 

profiles between SHK-1 cells and the salmon head kidney. However, 24.15% of the differentially 

expressed genes were shared. Moreover, putative gene regulation through lncRNAs revealed tissue-

specific transcription patterns. The top 50 up and downregulated lncRNAs were highly correlated 

with genes involved in immune response, iron homeostasis, pro-inflammatory cytokines, and 

apoptosis. Also, highly enriched pathways related to the immune system and signal transduction 

were shared between both tissues. These findings highlight a novel approach to evaluating 

candidate antigens for sea lice vaccine development, improving the antigens screening in the SHK-

1 cell line model. 
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Capítulo 2. Alternative splicing in Atlantic salmon head kidney and SHK-1 cell line during 
the Piscirickettsia salmonis infection: A comparative transcriptome survey 

 
Submitted to Fish and Shellfish Immunology, Junio 2023 

Abstract 

Piscirickettsia salmonis, an intracellular bacterium in salmon aquaculture, is a big challenge because is responsible for 

54,2% of Atlantic salmon mortalities. In the last years has been observed the high relevance of Alternative splicing 

(AS) as a molecular mechanism associated with infectious conditions and host-pathogen interaction processes, 

especially in host immune activation. Several studies have highlighted the role of AS in the host's immune response 

during viral, bacterial, and endoparasite infection. In the present study, we evaluated AS profiles during P. salmonis 

infection in the two most used study models SHK-1 cell line and salmon head kidney tissue. First, the SHK-1 cell line 

was exposed to P. salmonis infection at 0, 7, and 14 days post-infection (dpi). Following, total RNA was extracted 

for Illumina sequencing. On the other hand, RNA-Seq datasets of Atlantic salmon head kidney infected with the same 

P. salmonis straying were used. For both study models, the highest number of differentially alternative splicing 

(DAS) events was observed at 7 dpi, 16,830 DAS events derived from 9,213 DAS genes in SHK-1 cells, and 13,820 

DAS events from 7,684 DAS genes in salmon HK. Alternative first exon (AF) was the most abundant AS type in the 

three infection times analyzed, representing 31% in SHK-1 cells and 28,6% in salmon HK approximately; meanwhile, 

mutually exclusive exon (MX) was the least abundant. Notably, functional annotation of DAS genes in SHK-1 cells 

infected with P. salmonis showed a high presence of genes related to nucleotide metabolism. In contrast, the salmon 

head kidney exhibited many GO terms associated with immune response. Our findings reported the role of AS in 

Atlantic salmon response during P. salmonis infection. These studies would contribute to a better understanding of 

the molecular bases that support the pathogen-host interaction, evidencing the contribution of AS regulating the 

transcriptional host response. 
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Capítulo 3. IpathÒ vaccine promotes blood transcriptional remodeling during two pathogenic 
infections in Atlantic salmon. 

 

Este capítulo de la tesis se enfoca en la evaluación de la respuesta transcriptómica en las células 

sanguíneas del salmón del Atlántico frente a una vacunación y exposición a dos patógenos marinos, 

C. rogercresseyi y P. salmonis. El uso del transcriptoma de células sanguíneas como herramienta 

para monitorear el comportamiento de la respuesta inmune, asistir en el diagnóstico y tratamiento 

de enfermedades patogénica, es un tema cada vez más recurrente (Ronza et al., 2021). Además, la 

cuantificación de transcritos de RNA de las células sanguíneas puede ser utilizado para monitorizar 

cambios fisiológicos no letales en el organismo (Liew et al., 2006), así como evaluar patrones de 

remodelación estructural y funcional del transcriptoma debido a diferentes estímulos. Sin embargo, 

en salmón del Atlántico existen pocos estudios al respecto, convirtiéndolo en un tema relevante y 

que podría ser de gran aplicación en condiciones de campo dada la simplicidad de la toma de 

muestras (Andrew et al., 2021).  

 

Este trabajo presenta una aproximación de lo que ocurre en una granja de cultivo, en términos de 

inmuno-estimulación, pero con condiciones controladas. Recientemente, nuestro grupo de 

investigación informó sobre la actividad quelante de la vacuna de proteína quimérica de transporte 

de hierro (IpathÒ) en salmón del Atlántico desafiado con tres patógenos marinos (Aeromonas 

salmonicida, C. rogercresseyi y P. salmonis) (Valenzuela-Muñoz et al., 2021). La construcción 

quimérica contiene residuos del dominio de unión al hierro de la transferrina y el centro de di-hierro 

ferroxidasa de la subunidad H de la ferritina del salmón del Atlántico y fue expresada  en E. coli 

por vía recombinante. Los principales resultados de este estudio arrojaron que los salmones del 

Atlántico inmunizados y posteriormente desafiados con C. rogercresseyi y P. salmonis mostraron 

la modulación de los perfiles de expresión de transcripción relacionados con el metabolismo del 

hierro y la respuesta inmune. Los genes relacionados con la homeostasis del hierro, como los genes 

de biosíntesis de ferritina y hemo (biliverdina reductasa, aminolevulinato deshidratasa, CPBG) 

estaban regulados al alza en riñón anterior; mientras tanto, los genes relacionados con la respuesta 

inmunitaria estaban regulados a la baja en comparación con el grupo de control (MHCII, IL-1b, 

COX-2). Además, en términos de mortalidad se observó un retraso durante la infección bacteriana 

en comparación con el grupo de control (Valenzuela-Muñoz et al., 2021). Teniendo en cuenta este 

antecedente se diseñó un ensayo  de vacunación y desafío, donde se evaluaron además de IpathÒ, 
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dos vacunas comerciales contra P. salmonis. Se diseñaron cuatro grupos experimentales: 

BlueGuard + Livac, BlueGuard + Livac + IpathÒ, IpathÒ y Control (PBS adyuvado). Cada grupo 

experimental fue expuesto a una infestación con C. rogercresseyi y pasados 25 dpi se infectaron 

con P. salmonis.  

 

Resultados 

 
Perfil transcriptómico de células sanguíneas de salmón del Atlántico vacunados y expuestos a 
dos patógenos marinos 
  

Los perfiles transcriptómicos de las células sanguíneas de salmón del Atlántico de los cuatro grupos 

experimentales mostraron patrones de transcripción diferenciales (Figura 1A). En el heatmap se 

puede apreciar una agrupación de genes con altos niveles de expresión, destacando tres clusters 

principales. El cluster 1 agrupa genes altamente expresados en el grupo control y en B+L+Ip, 

mientras el cluster 2 engloba genes con altos niveles de expresión correspondientes al grupo 

vacunado con IpathÒ. En el caso del cluster 3, se observan genes regulados al alza en los grupos 

experimentales vacunados con IpathÒ y B+L. Para el análisis de genes diferencialmente expresados 

se comparó cada grupo experimental vacunado contra el grupo control (Figura 1B). El diagrama de 

Venn mostró que entre los tres grupos vacunados se compartió un total de 419 genes. El grupo 

vacunado con IpathÒ exhibió un mayor número de DEGs exclusivos (2,179), seguido del grupo 

vacunado con BlueGuard y Livac simultáneamente (1,594 DEGs exclusivos). Mientras que la 

combinación de las tres vacunas mostró un total de 548 DEGs exclusivos. Los análisis de 

enriquecimiento funcional realizados para los DEGs exclusivos y compartidos de cada grupo 

experimental consideraron las Funciones Moleculares (FM) (Figura 1C) y los Procesos Biológicos 

(PB) como criterios jerárquicos se muestran en la Figura 1D. En el caso de las FM, los DEGs 

exclusivos del grupo experimental vacunado con IpathÒ enriquecieron mayoritariamente la 

actividad transferasa, mientras que en el grupo vacunado con B+L+IpathÒ se encontró un mayor 

enriquecimiento de los DEGs en FM asociadas a unión de ribonucleótidos. En el caso del grupo 

experimental vacunado con B+L llama la atención un enriquecimiento de FM asociadas a 

regulación de la transcripción de genes dado por la anotación de la actividad deacetilasa de histonas. 

Los DEGs compartidos por los tres grupos experimentales vacunados enriquecieron 

fundamentalmente unión de iones, no obstante otro MF que destaca en este grupo es  la unión a 
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hierro férrico, lo cual está asociado principalmente con el metabolismo del hierro (Figura 1C). En 

el caso de los PB de los DEGs exclusivos del grupo experimental vacunado con B+L+IpathÒ, se 

destaca el enriquecimiento de plegamiento de proteínas. Los DEGs exclusivos del grupo vacunado 

con IpathÒ enriquecieron procesos asociados a transporte y localización de proteínas y 

macromoléculas y regulación de la actividad catalítica. En el grupo experimental vacunado con 

B+L, se observó un enriquecimiento de PB asociados a respuesta a estímulos y señalización. 

Interesantemente, los DEGs compartidos enriquecieron PB asociados al metabolismo y 

homeostasis del hierro, tales como homeostasis de iones de hierro, de iones metálicos celulares, 

así como transporte de iones metálicos de transición, entre otros (Figura 1D). 

 

 
Figura 1. Análisis del transcriptoma de las células sanguíneas de salmón del Atlántico vacunados y retados con dos 
patógenos (infestación con C. rogercresseyi e infección con P. salmonis). (A) Representación heatmap de los cambios 
de expresión de transcritos entre los cuatro grupos experimentales. (B) Análisis de expresión diferencial representado 
en diagrama de Venn para genes diferencialmente expresados en cada grupo experimental vacunado comparado con el 
grupo control. (C, D) Representación en Dotplot del enriquecimiento en términos GO de Funciones Moleculares (C) y 
Procesos Biológicos (D) de los DEGs exclusivos y compartidos de cada grupo experimental vacunado, obtenido del 
análisis de expresión diferencial.  
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Análisis de clusters de expresión diferenciales para cada vacuna 

Para una mayor comprensión de la modulación del transcriptoma de las células sanguíneas se llevó 

a cabo un análisis más detallado de los principales clusters de transcripción obtenidos. El 

comportamiento de los niveles de expresión se midió utilizando análisis K- medoids, donde se 

cuantifica la desviación estándar de la media de expresión, tomando en cuenta cada grupo 

experimental vacunado. El cluster 1 contiene el comportamiento de 130 genes, de los cuales se 

observa una desviación estándar positiva en los niveles de expresión del grupo vacunado con 

B+L+IpathÒ, mientras que en el grupo vacunado con IpathÒ se muestra el efecto contrario, excepto 

en algunos genes en particular (Figura 2A). El heatmap correspondiente a los genes del cluster 1 

muestra una normalización de los valores de TPM, observándose una modulación positiva en la 

mayoría de los genes en el grupo B+L+IpathÒ (Figura 2B). El comportamiento de los genes 

incluidos en el cluster 2 (n=228 genes) muestra una desviación estándar positiva en la mayoría de 

los genes en el grupo vacunado con B+L+IpathÒ, mientras que en los grupos IpathÒ y B+L 

muestran una desviación estándar negativa (Figura 2C), lo cual se corresponde con los valores de 

TPM representados en el heatmap (Figura 2D). El cluster 3 incluye un total de 1,042 genes y 

muestra un comportamiento diferente, observándose una desviación estándar negativa de la media 

de expresión de los genes en el grupo B+L+IpathÒ. Los grupos vacunados con IpathÒ y B+L 

exhibieron desviaciones estándar positivas mayoritariamente (Figura 2E). La representación 

heatmap evidenció una modulación negativa en el grupo B+L+IpathÒ, mientras que los mayores 

valores de TPM fueron observados en el grupo IpathÒ (Figura 2F). 
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Figura 2. Análisis de clusters de expresión transcripcional. El análisis se realizó basado en el método K-medoids que 
analiza la desviación estándar de la media de expresión, teniendo en consideración los grupos vacunados (A) 
Comportamiento de los niveles de expresión de los genes incluidos en el cluster 1 (n=130 genes) para cada vacuna. (B) 
Representación heatmap de los niveles de expresión (TPM normalizado) de los genes del cluster 1. (C) Comportamiento 
de los niveles de expresión de los genes incluidos en el cluster 2 (n=228 genes) para cada vacuna. (D) Representación 
heatmap de los niveles de expresión (TPM normalizado) de los genes del cluster 2. (E) Comportamiento de los niveles 
de expresión de los genes incluidos en el cluster 3 (n=1,042 genes) para cada vacuna. (F) Representación heatmap de 
los niveles de expresión (TPM normalizado) de los genes del cluster 3. 
 

Tabla 1. Anotaciones de genes por clusters de expresión diferencial para cada vacuna 
Cluster 1 

BlueGuard + Livac + IPATHÒ TPM Name 
LOC106595378 80.38 Thymosin beta 
LOC106586813 31.94 Fibroleukin  
fgl2 30.51 Connective tissue growth factor  
ctgf 15.88 Coagulation factor XIII A chain 
f13a 14.22 CCAAT/enhancer-binding protein 
LOC106572480 14.16 Collagenase 3  
mmp13 13.07 Matrix metalloproteinase-9  

mmp9 10.86 Thrombopoietin receptor-like isoform X1 
hyal3 9.01 Endonuclease domain-containing 1 protein 
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LOC106602544 8.82 SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like protein 3 
IPATHÒ TPM Name 
LOC106586813 560.53 Thymosin beta 
fgl2 216.37 Fibroleukin 
f13a 199.23 Coagulation factor XIII A chain 
ctgf 189.85 Connective tissue growth factor 
LOC106560515 178.11 Thrombopoietin receptor-like isoform X1 
mmp13 127.87 Collagenase 3 
mmp9 98.97 Matrix metalloproteinase-9 
LOC106572480 73.86 CCAAT/enhancer-binding protein 
LOC106598526 70.69 Regulator of G-protein signaling 2 
LOC106602544 68.55 Endonuclease domain-containing 1 protein 
BlueGuard + Livac TPM Name 
LOC106586813 409.77 Thymosin beta 
fgl2 163.90 Fibroleukin 
mmp13 153.65 Collagenase 3 
ctgf 146.68 Connective tissue growth factor 
f13a 127.52 Coagulation factor XIII A chain 
mmp9 107.26 Matrix metalloproteinase-9 
LOC106560515 88.74 Thrombopoietin receptor-like isoform X1 
LOC106602544 67.16 Endonuclease domain-containing 1 protein 
LOC106613459 59.37 Uncharacterized protein LOC106613459 
LOC106572480 54.29 CCAAT/enhancer-binding protein 

Cluster 2 

BlueGuard + Livac + IPATHÒ TPM Name 
LOC106579710 53.81 Decaprenyl-diphosphate synthase subunit 1-like 
LOC106611136 36.23 Ornithine decarboxylase 1 
LOC106607284 25.56 Heat shock 70 kDa protein-like 
LOC106597100 11.56 Probable E3 ubiquitin-protein ligase HERC3 isoform X5 
LOC106606889 6.87 Cytochrome c oxidase subunit 
LOC106600115 6.46 Ferritin 
LOC106602276 4.22 E3 ubiquitin-protein ligase Topors-like 
nua4l 3.54 NADH dehydrogenase 1 alpha subcomplex subunit 4-like 2 
LOC106586024 2.64 Prokineticin receptor 1-like 
LOC106585402 1.73 Adhesion G protein-coupled receptor E2-like 
IPATHÒ TPM Name 
LOC106611136 44.18 Ornithine decarboxylase 1 
LOC106597100 13.33 Probable E3 ubiquitin-protein ligase HERC3 isoform X5 
LOC106607284 5.63 Heat shock 70 kDa protein-like 
LOC106579710 4.56 Decaprenyl-diphosphate synthase subunit 1-like 
LOC106600115 3.40 Ferritin 
LOC106602276 3.39 E3 ubiquitin-protein ligase Topors-like 
nua4l 2.71 NADH dehydrogenase 1 alpha subcomplex subunit 4-like 2 
LOC106578108 1.50 Ubinuclein-1-like 
LOC106567313 1.18 Histone-lysine N-methyltransferase 
LOC106585402 1.13 Adhesion G protein-coupled receptor E2-like 
BlueGuard + Livac TPM Name 
LOC106611136 29.81 Ornithine decarboxylase 1 
LOC106597100 7.92 Probable E3 ubiquitin-protein ligase HERC3 isoform X5 
LOC106600115 6.66 Ferritin 
LOC106607284 4.45 Heat shock 70 kDa protein-like 
LOC106579710 4.43 Decaprenyl-diphosphate synthase subunit 1-like 
LOC106589838 2.38 Inhibitor of apoptosis protein-like isoform X3 
LOC106601086 1.68 E3 ubiquitin-protein ligase 
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LOC106567313 1.65 Histone-lysine N-methyltransferase 
nua4l 1.64 NADH dehydrogenase 1 alpha subcomplex subunit 4-like 2 
LOC106605173 1.26 Transmembrane protein 222-like 

Cluster 3 

BlueGuard + Livac + IPATHÒ TPM Name 
eral1 89.49 GTPase Era, mitochondrial 
LOC106601915 30.69 Suppressor of cytokine signaling 3 
LOC106583599 22.79 Myosin regulatory light chain 2, smooth muscle isoform 
LOC106610740 22.73 Isoleucine--tRNA ligase, mitochondrial-like 
LOC106596996 15.33 Activated CDC42 kinase 1-like 

LOC106568974 15.20 Growth arrest and DNA damage-inducible protein GADD45 alpha-like 
isoform X2 

LOC106606746 11.85 Interferon-induced protein 44-like 
LOC106563386 10.84 Transmembrane protein 88-like 
irf-1 9.77 Interferon regulatory factor 
LOC106574071 8.84 Immediate early response gene 5 protein-like 
IPATHÒ TPM Name 
eral1 1464.49 GTPase Era, mitochondrial 
ddt4l 214.81 DNA-damage-inducible transcript 4-like protein 
LOC106601915 158.50 Suppressor of cytokine signaling 3 
LOC106583599 102.15 Myosin regulatory light chain 2, smooth muscle isoform 
LOC106610740 98.58 Isoleucine--tRNA ligase, mitochondrial-like 

LOC106568974 85.95 Growth arrest and DNA damage-inducible protein GADD45 alpha-like 
isoform X2 

LOC106612251 66.13 Solute carrier family 25 member 48-like 
irf-1 59.53 Interferon regulatory factor 
LOC106582237 56.38 Interferon-induced guanylate-binding protein 1-like isoform X1 
LOC106574071 55.56 Immediate early response gene 5 protein-like 
BlueGuard + Livac TPM Name 
eral1 91.62 GTPase Era, mitochondrial 
LOC106583599 37.61 Myosin regulatory light chain 2, smooth muscle isoform 
LOC106601915 35.78 Suppressor of cytokine signaling 3 
LOC106610740 22.81 Isoleucine--tRNA ligase, mitochondrial-like 
LOC106596996 13.45 Activated CDC42 kinase 1-like 
LOC106582237 11.39 Interferon-induced guanylate-binding protein 1-like isoform X1 

LOC106568974 11.25 Growth arrest and DNA damage-inducible protein GADD45 alpha-like 
isoform X2 

irf-1 10.40 Interferon regulatory factor 
LOC106574071 9.14 Immediate early response gene 5 protein-like 
LOC106606746 8.38 Interferon-induced protein 44-like 

 

Remodelación transcripcional en rutas relacionadas con respuesta inmune y apoptosis 

 

Para comprender la remodelación transcriptómica gatillada por las vacunas y las infecciones 

patógenas en el salmón del Atlántico se analizó el comportamiento de la expresión transcripcional 

de los genes involucrados en diversas rutas relevantes en la respuesta inmune y apoptosis. Para ello 

se realizaron análisis de RNA-seq empleando las secuencias de los genes involucrados en cada ruta 
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como referencia y posteriormente un análisis de expresión diferencial de cada grupo experimental 

vacunado respecto al control, teniendo en cuenta un límite de expresión (fold change ³|4|) . 

 

La primera ruta analizada fue la señalización de receptores tipo-Toll. En la representación heatmap 

se observa una diferenciación en los niveles de expresión dependiendo del grupo experimental 

(Figura 3A). En el grupo vacunado con IpathÒ se observó que  algunos genes fueron activados 

positivamente de manera exclusiva.  El análisis de expresión diferencial mostró un mayor número 

de DEGs en el grupo vacunado con IpathÒ (18 genes) comparado con el grupo control, seguido del 

grupo L+B (12 genes) y por último el grupo L+B+IpathÒ (2 genes). Teniendo en cuenta que el 

grupo con mayor DEGs fue el vacunado con IpathÒ, se escogieron los DEGs exclusivos y 

compartidos de este grupo para representar su comportamiento dentro de la ruta de señalización de 

receptores tipo-Toll (Figura 3C). La inmuno-estimulación con la vacuna IpathÒ y con los dos 

patógenos marinos provocó una modulación de la respuesta transcripcional de ciertos genes dentro 

de la ruta. Por ejemplo, TLR2, IRAK4, CASP8, NF-kB, IL-1b, CD80, entre otros, fueron regulados 

positivamente, mientras que genes como TLR3, TOLLIP, Rac1, P13K, AKT, CD40 entre otros, 

fueron regulados negativamente. Dos genes pertenecientes a esta ruta, mostraron una modulación 

compartida dependiendo de la isoforma evaluada, TAK1 y AP-1. En 13 genes de esta ruta se 

encontraron eventos de splicing alternativo, lo cual podría estar regulando además la respuesta 

transcripcional del salmón, entre ellos, IRAK4, NF-kB, CD40, TAK1, STAT1.   
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Figura 3. Evaluación de la remodelación transcripcional de la ruta de señalización de receptores tipo-Toll (A) 
Representación heatmap de los niveles de expresión (TPM) de los genes pertenecientes a la ruta para cada grupo 
experimental. (B) Análisis de expresión diferencial representado en diagrama de Venn para genes diferencialmente 
expresados en cada grupo experimental vacunado comparado con el grupo control. (C) Representación en la ruta de 
señalización de receptores tipo-Toll del comportamiento de cada DEGs obtenido para el grupo experimental vacunado 
con IpathÒ. En rojo se representan los genes regulados positivamente, en azul los genes regulados negativamente, 
mientras que el amarillo corresponde con los genes que presentaron eventos de splicing alternativo. En verde se 
representan los genes que no se encontraron diferencialmente expresados en este grupo experimental. 
 
Otra ruta de interés para evaluar la remodelación transcripcional es el proceso de apoptosis. 

Notablemente, en la representación heatmap del análisis de RNA-seq se observa que el grupo 

experimental vacunado con IpathÒ mostró un agrupamiento de genes diferencial al resto de los 

grupos analizados (Figura 4A). A partir del análisis diferencial de genes se observaron diferencias 

en el número de DEGs de cada grupo vacunado comparado con el control. En el grupo vacunado 

con IpathÒ se observó la mayor cantidad de DEGs (35 genes), seguido del grupo L+B (16 genes) 

y finalmente el grupo vacunado con B+L+IpathÒ (6 genes) (Figura 4B). Teniendo en cuenta que 

la vacunación con IpathÒ provocó una mayor modulación transcripcional de los genes involucrados 

en la ruta de apoptosis, se representó el comportamiento de los DEGs exclusivos y compartidos en 

dicha ruta (Figura 4C). Algunos genes de la ruta fueron exclusivamente regulados al alza ( TNF-

R1, IL-3R, AIP, Calpain, Actin y Lamin), mientras que otros fueron exclusivamente regulados a la 

baja (Bid, DIABLO, Apaf-1). De igual manera, varios genes mostraron una modulación compartida 

dado la gran cantidad de isoformas, entre ellos, Cathepsin, ASK-1, CHOP, CASP3, Mcl-1, AP1, 
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NF-kB. En 26 genes de esta ruta se encontraron eventos de splicing alternativo, los cuales podrían 

influir en la respuesta del salmón ante los diferentes estímulos recibidos, entre ellos, TNRF-R1, 

Cathepsin, Mcl-1 Calpain, NF-kB. 

 

 
Figura 4. Evaluación de la remodelación transcripcional de la ruta de apoptosis (A) Representación heatmap de los 
niveles de expresión (TPM) de los genes pertenecientes a la ruta para cada grupo experimental. (B) Análisis de 
expresión diferencial representado en diagrama de Venn para genes diferencialmente expresados en cada grupo 
experimental vacunado comparado con el grupo control. (C) Representación en la ruta de apoptosis del comportamiento 
de cada DEGs obtenido para el grupo experimental vacunado con IpathÒ. En rojo se representan los genes regulados 
positivamente, en azul los genes regulados negativamente, mientras que el amarillo corresponde con los genes que 
presentaron eventos de splicing alternativo. En verde se representan los genes que no se encontraron diferencialmente 
expresados en este grupo experimental. 
 
Remodelación transcripcional en rutas relacionadas con hipoxia y metabolismo del hierro  

 

En ambas rutas analizadas previamente se ha reflejado que el grupo experimental vacunado con 

IpathÒ muestra una mayor respuesta transcripcional comparado con los demás grupos vacunados. 

Tomando estos resultados a consideración, y que además se ha reportado que la vacunación con 

IpathÒ promueve la regulación transcripcional de genes involucrados en el metabolismo del hierro, 

quisimos analizar a profundidad algunas rutas de señalización relacionadas. Primeramente se 

analizó la ruta de señalización del HIF-1 (del inglés, hypoxia inducible factor-1), la cual es de 

especial interés por la participación del hierro en la regulación del gen PHD (del inglés, prolyl-



 99 

hidroxylase domain-containing enzime). Este gen es el sensor de oxígeno de la ruta de hipoxia y 

para su actividad enzimática requiere de la unión de hierro como co-sustrato del oxígeno. En la 

representación heatmap del análisis de RNA-seq, se pudo observar que el grupo vacunado con 

IpathÒ mostró un agrupamiento de genes involucrados en esta ruta diferente al resto de los grupos 

evaluados (Figura 5A). Del análisis diferencial de genes, se puede destacar que el mayor número 

de DEGs se obtuvo para el grupo experimental vacunado con IpathÒ (13 genes), mientras que el 

grupo vacunado con L+B solamente un gen fue diferencialmente expresado, y para el grupo 

vacunado con B+L +IpathÒ no se obtuvo ninguno (Figura 5B). El comportamiento transcripcional 

de los DEGs exclusivos y compartidos obtenidos para el grupo experimental vacunado con IpathÒ 

se representaron en la ruta de señalización de HIF-1. En dicha ruta se observó una activación 

positiva de los genes involucrados con el metabolismo anaeróbico, tales como Glut1, GAPDH, 

ENO1, PFK1, PGK1, ALDOA, entre otros, solo el gen PDK-1 involucrado en la inhibición del ciclo 

del citrato fue exclusivamente regulado a la baja. Por otra parte, algunos genes involucrados en la 

señalización de la respuesta inmune asociada a hipoxia tuvieron una modulación positiva, entre 

ellos IL-R6, IFNgR, STAT3, NF-kB. Cabe destacar el gen 4E-BP1, encargado de inhibir la cascada 

de activación de HIF-1, se muestra regulado positivamente así como el gen PHD, mientras que los 

genes de activación de HIF-1 están regulados negativamente, incluido el propio gen HIF-1 (Figura 

5C). En 14 genes involucrados en esta ruta se encontraron eventos de splicing alternativo, entre 

ellos PHD y HIF-1a. 
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Figura 5. Evaluación de la remodelación transcripcional de la ruta de señalización de HIF-1 (A) Representación 
heatmap de los niveles de expresión (TPM) de los genes pertenecientes a la ruta para cada grupo experimental. (B) 
Análisis de expresión diferencial representado en diagrama de Venn para genes diferencialmente expresados en cada 
grupo experimental vacunado comparado con el grupo control. (C) Representación en la ruta de señalización de HIF-1 
del comportamiento de cada DEGs obtenido para el grupo experimental vacunado con IpathÒ. En rojo se representan 
los genes regulados positivamente, en azul los genes regulados negativamente, mientras que el amarillo corresponde 
con los genes que presentaron eventos de splicing alternativo. En verde se representan los genes que no se encontraron 
diferencialmente expresados en este grupo experimental. 
 
Otra ruta de especial interés involucrada en el metabolismo del hierro es la ferroptosis. En la 

representación heatmap del análisis de RNA-seq se observan diferentes patrones de los niveles de 

expresión de los genes pertenecientes a esta ruta en cada grupo experimental. El grupo vacunado 

con IpathÒ presentó una agrupación de genes con altos niveles de expresión diferencial del resto 

de los grupos evaluados. (Figura 6A). El análisis de expresión diferencial de genes mostró que el 

grupo con un mayor número de DEGs comparado con el control fue el vacunado con IpathÒ (7 

genes), seguido del grupo vacunado con B+L (5 genes) y por último el grupo vacunado con 

B+L+IpathÒ (2 genes) (Figura 6B). El comportamiento transcripcional de los DEGs exclusivos y 

compartidos obtenidos para el grupo experimental vacunado con IpathÒ se representaron en la ruta 

de la ferroptosis. Algunos genes pertenecientes a esta ruta fueron exclusivamente regulados al alza, 

como es el caso de SLC3A2, LPCAT3, SAT1, GPX4, TF, PCBP2 y NOX2, mientras que GSS, 

DMT1, ZIP8/14 fueron regulados negativamente. La mayoría de los genes de la ruta se encontraron 
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regulados tanto positiva como negativamente dependiendo de la isoforma evaluada, entre ellos 

TFR1, p53, Ferroportin, HO-1 y Ferritin. Además, en 13 genes se encontraron eventos de splicing 

alternativo, incluyendo, p53, SAT1, GPX4, TFR1, VDAC2/3 y HO-1 (Figura 6C). 

 
Figura 6. Evaluación de la remodelación transcripcional de la ruta de ferroptosis (A) Representación heatmap de los 
niveles de expresión (TPM) de los genes pertenecientes a la ruta para cada grupo experimental. (B) Análisis de 
expresión diferencial representado en diagrama de Venn para genes diferencialmente expresados en cada grupo 
experimental vacunado comparado con el grupo control. (C) Representación en la ruta de ferroptosis del 
comportamiento de cada DEGs obtenido para el grupo experimental vacunado con IpathÒ. En rojo se representan los 
genes regulados positivamente, en azul los genes regulados negativamente, mientras que el amarillo corresponde con 
los genes que presentaron eventos de splicing alternativo. En verde se representan los genes que no se encontraron 
diferencialmente expresados en este grupo experimental. 
 

Tipos de splicing alternativo identificados en rutas asociadas al metabolismo del hierro. 

 

Para la identificación del tipo de splicing alternativo que estaba ocurriendo en los genes 

pertenecientes a cada ruta analizada se utilizó el software SUPPA. En la representación mediante 

Upset plot se observan los genes que presentaron eventos de splicing alternativo y el tipo de evento 

que estaba ocurriendo en cada uno de ellos. Para la ruta de señalización de HIF-1 (Figura 7A) se 

destaca, por ejemplo, que el gen HIF-1 presentó un solo tipo de splicing alternativo, el A3SS 

(alternative 3´splice site) generando un total de 10 isoformas (Figura7B). Los genes HK y PDHA1 

presentaron cada uno 10 isoformas generadas por una combinación de cuatro tipos de splicing 
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alternativo. Para el gen PDH se generaron solamente 2 isoformas mediante retención del intrón (RI) 

(Figura 7A,B). En el caso de los genes con eventos de splicing alternativo en la ruta de la ferroptosis 

se destacan dos genes que presentaron mayor cantidad de isoformas producto de la combinación de 

cinco tipos de splicing alternativo diferentes, VDAC2 presentó 21 isoformas, mientras que NCOA4 

presentó 16 isoformas. Otro gen a destacar es HO-1, para el cual se generaron 14 isoformas a partir 

de dos tipos de splicing alternativo (RI y A5SS). Solo dos genes presentaron un solo tipo de splicing 

alternativo, GCL y TFR1, generando dos isoformas cada uno a partir de RI (Figura 7C,D).  

 

 
Figura 7. Análisis de tipos de splicing alternativo para los DEGs del grupo experimental IpathÒ involucrados en rutas 
de señalización de HIF-1 y ferroptosis. (A) Representación Upset plot de la interacción entre siete tipos de splicing 
alternativo y los DEGs en la ruta señalización de HIF-1. (B) Número de isoformas por cada DEGs de la ruta de 
señalización de HIF-1. (C) Representación Upset plot de la interacción entre siete tipos de splicing alternativo y los 
DEGs en la ruta de ferroptosis. (D) Número de isoformas por cada DEGs de la ruta de ferroptosis. 
 
Influencia del hierro en la remodelación transcripcional de salmón del Atlántico 

 

Previamente observamos el grupo experimental vacunado con IpathÒ y expuesto a dos patógenos 

marinos, mostró una remodelación transcripcional de las rutas de señalización de hipoxia y 

ferroptosis. Tomando en cuenta que la vacuna IpathÒ está compuesta por dos proteínas asociadas 

al metabolismo del hierro, ferritina y transferrina, se evaluó la remodelación transcripcional 
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generada por una sobre carga de hierro en salmón del Atlántico. Anteriormente, en nuestro grupo 

de investigación se había evaluado el rol del hierro en la modulación de la respuesta inmune del 

salmón del Atlántico durante una infección con P. salmonis (Valenzuela-Muñoz et al., 2020). Para 

ello los salmones del Atlántico fueron inyectados con sobre cargas de hierro dextrano (1 y 5 mg) y 

posteriormente infectados con la bacteria P. salmonis. Utilizamos los datos de RNA-seq del riñón 

anterior, generados en el estudio previo, para evaluar la influencia del hierro en la remodelación 

transcripcional de las rutas de señalización de HIF-1 y ferroptosis. Los análisis de RNA-seq de los 

grupos expuestos a diferentes dosis de hierro, infectados y no infectados con P. salmonis se 

realizaron utilizando como referencia las secuencias de los genes pertenecientes a las ruta de 

señalización de HIF-1 y ferroptosis.  

 

En la ruta de señalización de HIF-1, se realizó un análisis de expresión diferencial de genes para 

los grupos inyectados con 1 mg de hierro infectados con P. salmonis (1 mg+Psal) y 1mg no 

infectados (1mg-Psal) y el grupo inyectado con PBS infectados con P. salmonis (PBS+Psal) y no 

infectados (PBS-Psal) comparados con el control basal (peces sin inyección ni patógeno). El mayor 

número de DEGs exclusivos se obtuvo para el grupo 1mg-Psal (43 genes) (Figura 8A). Los niveles 

de expresión (fold change normalizado) de estos DEGs (1mg-Psal) para cada grupo se representaron 

mediante un heatmap, observándose para el grupo 1mg-Psal mayor diferencia en el patrón de 

modulación de los genes de esta ruta con respecto a los otros grupos experimentales. Notablemente, 

en el grupo 1mg-Psal se reguló negativamente el gen HIF-1a, comparado con el grupo PBS-Psal 

donde se observa regulado positivamente, enfatizando la participación del hierro en la ruta de 

señalización de la hipoxia. La mayoría de los genes que se encuentran regulados positivamente en 

el grupo 1mg-Psal están asociados a la vía metabólica de la ruta de señalización de la hipoxia, 

mientras que la infección con P. salmonis conllevó a la activación de genes asociados a la 

señalización de la respuesta inmune, tales como mTOR, STAT3 y NF-kB (Figura 8B). Al inyectar 

con 5 mg de hierro se observó que en el grupo 5mg-Psal hubo 52 DEGs exclusivos de la ruta de 

señalización de hipoxia, mientras que para el grupo 5 mg+Psal se observaron solamente cuatro 

DEGs (Figura 8C), confirmando la activación de la ruta de señalización de la hipoxia por una sobre 

carga de hierro. Los niveles de expresión (fold change) de los 52 DEGs fueron representados en un 

heatmap. Significativamente, el gen HIF-1a estaba totalmente regulado a la baja en el grupo 5 mg-

Psal (Figura 8D). Los niveles de expresión de los DEGs de los grupos 1 mg-Psal y 5 mg-Psal 
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mostraron una alta correlación. No obstante algunos genes escaparon de esta correlación, como es 

el caso de HIF-1a, el cual estuvo más regulado negativamente en el grupo 5 mg-Psal (Figura 8E). 

 

 
Figura 8. Influencia del hierro en la ruta de señalización de HIF-1 evaluado en riñón anterior de salmón del Atlántico. 
(A) Análisis de expresión diferencial representado en diagrama de Venn para genes diferencialmente expresados en 
cada grupo experimental inyectado con 1mg de hierro (infectado y no infectado con P. salmonis) y PBS (infectado y 
no infectado con P. salmonis) comparado con el grupo control basal. (B) Representación heatmap de los niveles de 
expresión (fold change normalizado) de los DEGs (1mg-Psal) en cada grupo experimental (1mg-Psal, 1mg+Psal, PBS-
Psal, PBS+Psal). (C) Análisis de expresión diferencial representado en diagrama de Venn para genes diferencialmente 
expresados en cada grupo experimental inyectado con 5 mg de hierro (infectado y no infectado con P. salmonis). (D) 
Representación heatmap de los niveles de expresión (fold change) de los DEGs (5mg-Psal) en cada grupo experimental 
(5mg-Psal, 5m+Psal). (E) Representación de análisis de regresión lineal simple entre los fold change de DEGs 
encontrados en los grupos experimentales 1mg-Psal y 5mg-Psal. Los puntos rojos representan los genes correlacionados 
positivamente y en azul los correlacionados negativamente.  
 
En la ruta de ferroptosis, se realizó el mismo análisis descrito anteriormente. En este caso se observó 

que el grupo con mayor número de DEGs exclusivos fue 1 mg-Psal (26 genes) (Figura 9A). Los 

niveles de expresión (fold change normalizado) de estos DEGs para cada grupo se representaron 

mediante un heatmap, observándose para el grupo 1 mg-Psal un patrón de modulación de los genes 

de esta ruta distinto a los demás grupos experimentales. En este grupo, la mayoría de los genes 

estuvieron regulados a la baja, no obstante se destaca la regulación positiva de los genes de Ferritina 

(FRIM3, FRIM7), responsable del almacenamiento del hierro (Figura 9B). en los grupos con 5 mg 

de hierro, el análisis diferencial de genes, evidenció un mayor número de DEGs exclusivos en el 
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grupo 5 mg-Psal (45 genes), mientras que 5 mg+Psal solamente presentó tres DEGs (Figura 9C). 

En este caso los niveles de expresión de los DEGs del grupo 5mg-Psal fueron representados 

mediante un heatmap, observándose una regulación positiva en varias isoformas de ferritina. 

Mientras que la infección con P. salmonis disminuyó los niveles de expresión de dichos genes 

(Figura 9C). Al correlacionar los niveles de expresión de los DEGs en los grupos 1 mg-Psal y 5 

mg-Psal, se observó una correlación media entre ellos. Notablemente, se destaca la correlación 

positiva existente entre los niveles de expresión de dos isoformas de ferritina (FRIM3 y FRIM7), 

evidenciando su importancia en el almacenamiento de hierro. De igual manera, destaca el gen GPX4 

correlacionado positivamente, el cual desempeña un papel crucial en la protección celular contra la 

ferroptosis (Figura 9E).  

 
Figura 9. Influencia del hierro en la ruta de ferroptosis evaluado en riñón anterior de salmón del Atlántico. (A) Análisis 
de expresión diferencial representado en diagrama de Venn para genes diferencialmente expresados en cada grupo 
experimental inyectado con 1 mg de hierro (infectado y no infectado con P. salmonis) y PBS (infectado y no infectado 
con P. salmonis) comparado con el grupo control basal. (B) Representación heatmap de los niveles de expresión (fold 
change normalizado) de los DEGs (1mg-Psal) en cada grupo experimental (1 mg-Psal, 1 mg+Psal, PBS-Psal, 
PBS+Psal). (C) Análisis de expresión diferencial representado en diagrama de Venn para genes diferencialmente 
expresados en cada grupo experimental inyectado con 5 mg de hierro (infectado y no infectado con P. salmonis). (D) 
Representación heatmap de los niveles de expresión (fold change) de los DEGs (5 mg-Psal) en cada grupo experimental 
(5 mg-Psal, 5 mg+Psal). (E) Representación de análisis de regresión lineal simple entre los fold change de DEGs 
encontrados en los grupos experimentales 1mg-Psal y 5mg-Psal. Los puntos rojos representan los genes correlacionados 
positivamente y en azul los correlacionados negativamente.  
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6. DISCUSIÓN 
 

El estudio de los mecanismos de respuesta del salmón del Atlántico ante diferentes estímulos 

inmunológicos, ya sean eventos de vacunación o infecciones con patógenos marinos son 

fundamentales para comprender mejor la respuesta inmunológica de los peces y para su aplicación 

en la acuicultura, contribuyendo a una producción más saludable y sostenible. A través de un 

enfoque transcriptómico, se investigaron los cambios en la expresión génica, las interacciones 

patógeno-hospedero y procesos de adaptación de la respuesta inmune del salmón. Para ello, se 

utilizaron modelos de estudio in vitro e in vivo del salmón del Atlántico, donde se evaluaron los 

mecanismos de remodelación transcripcional como respuesta ante estimulación natural (infecciones 

patógenas), y estimulación activa (candidatos vacunales). Los modelos de estudio empleados para 

el desarrollo de esta tesis fueron seleccionados considerando su capacidad de representar diferentes 

aspectos de la respuesta inmune en el salmón del Atlántico. La línea celular SHK-1 derivada de los 

leucocitos de riñón anterior de salmón del Atlántico tiene un excelente potencial para estudios de 

respuesta inmune. Posee características similares a macrófagos y células dendríticas, con la 

diferencia de que no tiene la capacidad de eliminar bacterias o patógenos (Dannevig et al., 1997). 

El riñón anterior de los salmónidos es un órgano hematopoyético, considerado análogo de la médula 

ósea de mamíferos; y juega un papel crucial en la producción de células inmunitarias, tales como 

linfocitos B y T, macrófagos y melanomacrófagos (Agius & Roberts, 2003; Bjørgen & Koppang, 

2022; Zwollo et al., 2005). Por otra parte, las células sanguíneas de los peces a diferencia de los 

mamíferos, son células nucleadas y contienen organelos en su citoplasma (Glomski et al., 1992). A 

parte de la función de intercambio de gases, se le han atribuido funciones biológicas asociadas a 

respuesta inmune, ya que pueden actuar como células presentadoras de antígenos o células 

fagocíticas (Passantino et al., 2007; Puente-Marin et al., 2018). Además, están implicadas en la 

modulación de leucocitos, producción de citoquinas, respuesta a patrones moleculares asociados a 

patógenos (PAMPs) (Morera et al., 2011; Puente-Marin et al., 2019) y la respuesta a infecciones 

virales (Puente-Marin et al., 2023). Cada modelo aporta información valiosa sobre la respuesta 

inmune, aunque sus enfoques pueden ser complementarios y proporcionar una visión más completa 

cuando se utilizan en conjunto. 

Remodelación transcriptómica inducida por la proteína recombinante Cr-catepsina de C. 
rogercresseyi en la línea celular SHK-1 y riñón anterior de salmón del Atlántico. 
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Los perfiles transcriptómicos observados para las células SHK-1 y el riñón anterior de salmón del 

Atlántico expuestos a la proteína Cr-catepsina mostraron diferencias, no obstante un 24.15% de la 

respuesta transcriptómica fue compartida, lo cual podría atribuirse principalmente a la 

remodelación estructural y funcional desarrollada como respuesta al antígeno. La anotación de los 

términos GO identificados en los DEGs compartidos por ambos modelos de estudio revelaron 

funciones moleculares asociadas con la unión de iones metálicos y la actividad catalítica. Los iones 

juegan un papel crucial en diferentes aspectos fisiológicos, específicamente en las células del 

sistema inmunológico, donde deben mantener una estricta homeostasis (Bohmwald et al., 2021; 

Rubaiy, 2017). Los canales iónicos y los transportadores regulan las concentraciones de iones 

dentro de las células T y B y, por lo tanto, podrían estar modulando las funciones de estas células 

(Feske et al., 2012; Netea et al., 2019). Los iones metálicos se han asociado con la activación del 

sistema inmunitario innato a través de diferentes mecanismos. Entre ellos, se ha descrito que pueden 

activar directamente patrones de reconocimiento de patógenos. Además, están implicados en la 

activación del inflamasoma y, mediante la liberación de alarminas, potencian la muerte celular 

necrótica (Ferko & Catelas, 2018). Curiosamente, se ha atribuido un papel adyuvante a iones 

metálicos específicos que promueven la formación de células dendríticas, migración y presentación 

de antígenos a linfocitos T-metales específicos (McKee & Fontenot, 2016). 

 

En un estudio previo donde se evaluó la respuesta transcriptómica del salmón del Atlántico durante 

una infestación con C. rogercresseyi, se observó que genes asociados al transporte de hierro, como 

la hepcidina, el receptor de transferrina y la haptoglobina, estaban regulados al alza en riñón 

anterior, lo cual sugirió una respuesta inmunitaria nutricional (Valenzuela-Muñoz & Gallardo-

Escárate, 2017b). La regulación del hierro juega un papel fundamental en la inmunidad de los peces, 

protegiendo los tejidos del hospedero del estrés oxidativo y limitando la disponibilidad de hierro 

para los patógenos (Johnson & Wessling-Resnick, 2012). En este trabajo, genes asociados a la 

regulación del hierro aumentaron sus niveles de expresión, entre ellos, ferritina H y ferritina M se 

activaron en las células SHK-1 expuestas a Cr-catepsina, mientras que en riñón anterior  se observó 

una regulación positiva de haptoglobina. Además, los niveles de expresión del receptor de 

transferrina se incrementaron en ambos modelos de estudio, sugiriendo que las células también 

podrían presentar mecanismos para la homeostasis del hierro. Además,  se observó la modulación 

de citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias y de proteínas de fase aguda, las cuales podrían 
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estar regulando la transcripción de genes implicados en el transporte de hierro, contribuyendo 

directamente a la homeostasis del hierro (Weiss, 2005). Estos resultados apoyan la teoría de que las 

células SHK-1 poseen los mecanismos para generar inmunidad nutricional contra la Catepsina de 

C. rogercresseyi.  

 

Algunas rutas involucradas en la respuesta inmune, como por ejemplo, la ruta de señalización de 

TNF, rutas de señalización de NF-kB, la ruta de señalización de receptor similar a NOD y ruta  

interacciones citoquina-receptor de citoquina fueron altamente enriquecidas. Diferentes autores han 

planteado que el reconocimiento de antígenos en las células inmunes de riñón anterior del salmón 

desencadena las interacciones citoquina-receptor de citoquina, y luego las vías de señalización de 

NF-kB y TNF potencian la transcripción de varios genes inmunitarios y factores inflamatorios (Lim 

& Hong, 2021; Liu et al., 2017). Además, la activación de receptores tipo Nod (NLR) pertenecientes 

a la familia de receptores de reconocimiento de patrones (PRR), se ha asociado con estrés celular, 

lo cual induce el ensamblaje del inflamasoma. Por otro lado, los estímulos endógenos desencadenan 

la activación de vías de señalización como NF-kB y proteínas quinasas activadas por mitógenos 

(MAPK), que inducen una respuesta proinflamatoria (Akira et al., 2006; Franchi et al., 2009). 

Además, la ruta de señalización de receptores tipo Toll fue altamente enriquecida. En el riñón 

anterior, el TLR2 estaba regulado al alza; mientras, TLR5, TLR6 y TLR13 se expresaron en gran 

medida en las células SHK-1 en respuesta a Cr-catepsina. El gen TLR13 ha sido descrito como el 

receptor tipo Toll más abundante en riñón anterior de salmón del Atlántico y salmón Coho 

(Valenzuela-Muñoz et al., 2016). La sobreexpresión de TLR13 observada en el salmón Coho 

infestado con C. rogercresseyi se asoció con la resistencia de los peces a la infestación por 

ectoparásitos (Valenzuela-Muñoz et al., 2016). En nuestro estudio actual, la alta expresión de 

TLR13 en las células SHK-1 podría usarse como marcador molecular para la evaluación de 

candidatos vacunales para el control del piojo de mar. 

 

Otro posible mecanismo de remodelación funcional identificado en este estudio sería la regulación 

mediada por RNA largos no codificantes. El análisis de correlación de expresión reveló la posible 

regulación de los lncRNA sobre la expresión de genes codificadores implicados en procesos 

biológicos relevantes. Durante la infestación de piojos de mar en el salmón del Atlántico se ha 

descrito la cercana ubicación entre los lncRNA y los genes codificantes relacionados con la 
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migración celular y la regulación transcripcional (Tarifeño-Saldivia et al., 2017). Varios estudios 

han demostrado la modulación de las vías de respuesta innata y adaptativa por lncRNA (Aune & 

Spurlock III, 2016), y durante  infecciones bacterianas y virales en la trucha arco iris y el salmón 

del Atlántico (Al-Tobasei et al., 2016; Boltaña et al., 2016). Además, durante la infestación de C. 

rogercresseyi, lncRNA de salmón del Atlántico potenciaron la modulación de genes asociados con 

la regulación de la respuesta inmune, el desarrollo, la proliferación celular y la respuesta al estrés 

(Valenzuela-Muñoz et al., 2018). Este estudio enfatiza la fuerte regulación de los lncRNAs del 

salmón del Atlántico sobre genes relacionados con la respuesta inmune, la homeostasis del hierro, 

la respuesta inflamatoria y la apoptosis, entre otros. Además, destaca la correlación entre los genes 

de catepsina y un alto número de lncRNA modulados diferencialmente. 

Remodelación transcriptómica basada en splicing alternativo en la línea celular SHK-1 y 
riñón anterior de salmón del Atlántico durante la infección de P. salmonis 
 

Los peces están frecuentemente expuestos a varios factores estresantes, incluidas las infecciones 

patógenas. Pueden responder rápida y eficazmente a cambios recurrentes e inesperados mediante 

mecanismos de regulación génica a nivel transcripcional o post-transcripcional (Tan et al., 2018). 

El splicing alternativo, como mecanismo post-transcripcional clave (Maniatis & Tasic, 2002), juega 

un papel fundamental en la regulación de la respuesta inmune y la interacción patógeno - hospedero 

(Schaub & Glasmacher, 2017). Por tanto, el AS influye en la remodelación de la respuesta 

transcriptómica del hospedero durante una infección patógena. En estudios previos se ha 

demostrado que el proceso AS podría influir en los patrones de expresión génica del huésped 

causados por infecciones intracelulares de patógenos, por ejemplo, Mycobacterium tuberculosis 

(Kalam et al., 2017), Listeria monocytogenes (Pai et al., 2016), Salmonella typhimurium (Pai et al., 

2016; Wagner et al., 2021). De manera similar, en peces, se informó que el bagre de canal (Ictalurus 

punctatus) aumentó los niveles de AS en respuesta a la infección por Edwarsiella ictaluri (Tan et 

al., 2018). En este estudio se evaluó la funcionalidad de los genes diferencialmente expresados y 

que presentaron eventos de AS (DAS), exclusivos durante la infección por P. salmonis en las células 

SHK-1 y el riñón anterior de salmón del Atlántico. En células SHK-1 infectadas con P. salmonis, 

se destacaron Procesos Biológicos (PB) exclusivos asociados con el metabolismo y la biosíntesis 

de nucleótidos y ribonucleótidos de purina. La biosíntesis de nucleótidos es fundamental para la 

supervivencia de las bacterias, las cuales son capaces de sintetizar y/o adquirir nutrientes del 
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ambiente o del hospedero; e involucrándolos en múltiples funciones celulares (Goncheva et al., 

2022). En este sentido, una pregunta intrigante es cómo los patógenos manipulan el metabolismo 

del hospedero para su beneficio durante su proceso de infección. Previamente, en un estudio de 

salmón del Atlántico infectado por P. salmonis, se observó una alta modulación de genes asociados 

con el metabolismo de proteínas y especialmente con la biosíntesis/degradación de aminoácidos 

(Valenzuela-Miranda & Gallardo-Escárate, 2018). Como resultado de un ensayo genómico de 

referencia utilizado para predecir los aminoácidos esenciales y no esenciales, los autores 

encontraron un déficit de genes biosintéticos asociados con el metabolismo de valina, leucina e 

isoleucina para P. salmonis. Por lo tanto, se sugiere que P. salmonis se beneficiaría de los nutrientes 

del hospedero para sobrevivir (Valenzuela-Miranda & Gallardo-Escárate, 2018). En este sentido, 

las células podrían utilizar el AS de genes como estrategia molecular para enriquecer la producción 

de los metabolitos necesarios para el organismo y suplir el déficit provocado por la infección. 

 
Los genes DAS del riñón anterior se enriquecieron en PB relacionados con la respuesta inmune, la 

respuesta al estímulo y la respuesta inmune adaptativa. Este hallazgo respalda que el riñón anterior 

es un órgano hematopoyético clave para los peces teleósteos, donde se producen y maduran los 

leucocitos y los macrófagos fagocíticos (Soulliere & Dixon, 2017). Por lo tanto, frente a una 

infección, es probable que se acentúen los mecanismos postranscripcionales en beneficio de una 

respuesta inmune, por ejemplo, el AS. Al mismo tiempo, las Funciones Moleculares (FM) de mayor 

enriquecimiento en el riñón anterior se relacionó con la señalización, la actividad del 

transportador, la actividad de las citoquinas y otras funciones relacionadas con la respuesta 

inmune. Varios estudios han demostrado que AS puede aumentar la complejidad de la regulación 

inmune. Por ejemplo, en las células dendríticas humanas, los genes empalmados alternativamente 

se asociaron con el desarrollo de las células, los procesos de endocitosis y la presentación de 

antígenos durante la exposición a E. coli (Rodrigues et al., 2013; Su & Huang, 2021). Además, en 

las células del hospedero, la producción y señalización de IFN y la red de genes estimulados por 

IFN (ISG) se han descrito como una respuesta innata a la infección microbiana. Los estudios han 

indicado que la localización y la actividad de las proteínas ISG en el hospedero pueden verse 

afectadas por AS, lo que les otorga un papel privilegiado en el control de la inmunidad innata 

(Savan, 2018). Nuestro trabajo mostró que en ambos modelos de estudio expuestos a la infección 

por P. salmonis, algunos genes estimulados por IFN mostraron un conteo alto de empalme, lo que 

podría ser crucial para una respuesta del salmón durante la infección por P. salmonis. En el riñón 
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anterior de salmón del Atlántico infectado con dos cepas de P. salmonis (LF-89 y EM-90), se 

observó una sobrerregulación de genes proinflamatorios (TNFa, IL-1b, IL-8) y algunos mediadores 

del sistema inmunitario. respuesta, entre ellos, se observó IFNg, IL-10, IL-12b, IL-15 (Rozas-Serri 

et al., 2018a). La activación de una respuesta mediada por IFN promueve la diferenciación de las 

células T CD4+ en el fenotipo Th1 y, por lo tanto, modula la respuesta inmune a los patógenos 

intracelulares (Maruyama et al., 2003; Rozas-Serri et al., 2018b). La actividad transcripcional de 

múltiples genes ha sido evaluada como una medida de la respuesta inmune en varios tejidos de 

salmón del Atlántico (hígado, riñón anterior y músculo) expuestos a una infección por P. salmonis 

(Tacchi et al., 2011). En riñón anterior se observó un aumento de los niveles de expresión de IFNg, 

potenciando la activación de macrófagos y la respuesta antiviral. Por otro lado, se observó una 

disminución en la expresión del péptido antimicrobiano catelicidina-1 en el tejido muscular del 

salmón (Tacchi et al., 2011). En nuestro estudio, el péptido antimicrobiano catelicidina presentó 

alto conteo de empalme en ambos modelos de estudio durante la infección por P. salmonis. En este 

sentido, el AS influiría en la regulación de péptidos antimicrobianos, buscando isoformas 

alternativas para hacer frente a la infección bacteriana. Recientemente, un estudio evaluó el impacto 

del quelante de hierro mesilato deferoxamina (DFO) como medida preventiva durante la infección 

por P. salmonis en células SHK-1 (Díaz et al., 2021). Los resultados del estudio respaldaron la 

observación de que DFO brinda protección parcial contra la infección, observándose una reducción 

significativa de los efectos citopáticos en los grupos infectados que fueron tratados con el quelante; 

y también encontró que los efectores inmunes (catelicidina-1, hepcidina y óxido nítrico sintasa 

inducible iNOS) aumentaron significativamente a los 7 dpi como una fuerte respuesta 

antimicrobiana (Díaz et al., 2021). En la trucha Arcoíris, se ha demostrado que las catelicidinas y 

sus péptidos derivados desempeñan un papel importante en la respuesta inmunitaria innata de los 

peces a la infección por A. salmonicida, observando una regulación positiva del mRNA de Cath1 

en diferentes tejidos, incluidas las branquias, el bazo y riñón anterior (Chang et al., 2006; Maier et 

al., 2008). Además, se utilizaron dos líneas celulares, CHSE-214 de embrión de salmón chinook 

(Oncorhynchus tshawytscha) y la línea de células ACL de larvas de bacalao del Atlántico (Gadus 

morhua), para evaluar la expresión de catelicidina frente a estímulos microbianos (Broekman et al., 

2013). Estos autores sugirieron que la estimulación de la expresión de catelicidina podría estar 

relacionada con receptores de reconocimiento de patrones como TLR5. Además, dedujeron que la 

vía de señalización que conduce a la regulación positiva de catelicidina podría ser una cascada de 



 112 

señalización que puede incluir PI3-quinasa y el compartimento de tráfico celular (Broekman et al., 

2013). Por lo tanto, podríamos sustentar que los procesos transcripcionales, como los mecanismos 

de AS, jugarían un papel fundamental en la regulación de la respuesta inmune innata de las 

interacciones patógeno – hospedero (Schaub & Glasmacher, 2017). 

 

Más allá del impacto de AS en la regulación del sistema inmune y el proceso de desarrollo en 

Metazoa, la dinámica del proteoma impulsada por AS también puede modular la funcionalidad de 

los componentes celulares (Kijewska et al., 2018). Los genes DAS asociados con la infección por 

P. salmonis en ambos modelos de estudio enriquecieron los componentes celulares asociados 

principalmente con la membrana y sus componentes intrínsecos. Anteriormente, la interrupción de 

la monocapa celular en las células SHK-1 durante la infección por P. salmonis se ha informado 

como un efecto citopático relevante (Díaz et al., 2021; Ortiz-Severín et al., 2020). Se reconoce que 

los patógenos intracelulares modifican los componentes citoplasmáticos, como los orgánulos, las 

vesículas de tráfico y el citoesqueleto, para crear un entorno favorable para su reproducción 

(Rosenberger & Finlay, 2003). Un blanco específico utilizado por el patógeno para interrumpir el 

metabolismo de las células infectadas es el citoesqueleto de actina dinámico, que es crucial para la 

organización celular y tisular (Navarro-Garcia et al., 2013; Ramirez et al., 2015). En este sentido, 

múltiples vacuolas citoplasmáticas y alteraciones del citoesqueleto de actina han sido otros efectos 

fenotípicos reportados en cultivos celulares infectados con P. salmonis (Ortiz-Severín et al., 2020). 

Por lo tanto, la regulación del citoesqueleto juega un papel fundamental durante la infección por P. 

salmonis, y se ha propuesto la interacción con actina y clatrina endógenas como un paso crucial en 

la internalización de la bacteria (Ramirez et al., 2015). En este contexto, la inclusión de nuevas 

isoformas mejora la adaptabilidad funcional y la capacidad física celular del hospedero para 

combatir una infección de manera eficaz. Además, los estudios han demostrado la influencia de AS 

en genes tejido-específico que codifican proteínas involucradas en la endocitosis, la deformación 

de la membrana y la formación de endosomas (Buljan et al., 2012; Ellis et al., 2012). Esto modifica 

las redes de interacción de las proteínas a nivel celular y tisular, complejizando el proceso evolutivo 

de los organismos (Blue et al., 2018) y, por tanto, su respuesta a estresores bióticos y abióticos. 

Remodelación transcriptómica de las células sanguíneas de salmón del Atlántico vacunados 
y expuestos a dos patógenos marinos 
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El estudio de la respuesta inmune en células sanguíneas de peces se ha incrementado en los últimos 

años, aprovechando sus funciones biológicas para mantener la homeostasis inmunitaria en el 

organismo. Por ejemplo, las células sanguíneas de tilapias del Nilo (Oreochromis niloticus) 

expuestas a ácido poliinosínico-policitidílico (poli I:C) mostraron un incremento en los niveles de 

expresión de TLR3 y varios factores reguladores de Interferón (IRF) (Shen et al., 2018). En células 

sanguíneas de trucha arcoíris, se expresaron genes de respuesta antiviral en respuesta a una 

infección con IPNV(Nombela et al., 2017). Así también en eritrocitos de salmón del Atlántico 

infectados con piscine orthoreovirus, los niveles de expresión de IFNa, ácido retinoico inducible, 

gen de resistencia a myxovirus (MX) y proteinasa quinasa R (PKR) fueron regulados al alza 

(Wessel et al., 2015). En este trabajo, los patrones globales transcriptómicos de las células 

sanguíneas de salmón del Atlántico de los cuatro grupos experimentales mostraron niveles de 

expresión diferenciales. El grupo experimental vacunado con IpathÒ mostró un mayor número de 

DEGs, evidenciando una mayor respuesta transcriptómica asociada a esta vacuna en comparación 

con las vacunas comerciales empleadas. Notoriamente, las anotaciones de los DEGs compartidos 

por los tres grupos experimentales, vacunados y expuestos a las infestación de C. rogercresseyi e 

infección con P. salmonis, mostraron un enriquecimiento de genes relacionados con homeostasis y 

metabolismo del hierro.  

 

El hierro es uno de los nutrientes esenciales involucrados en la inmunidad nutricional y se encuentra 

en casi todos los organismos, desempeñando un papel clave como cofactor o como grupo prostético 

de enzimas esenciales involucradas en varios procesos bioquímicos y celulares (Haschka et al., 

2021; Schaible & Kaufmann, 2004); tales como la síntesis de ADN, el metabolismo energético, el 

suministro (hemoglobina) y almacenamiento (mioglobina) de oxígeno, la desintoxicación y la 

defensa de especies reactivas de oxígeno (ROS) (Gehrer et al., 2023; Haschka et al., 2021). En el 

contexto de una infección, la inmunidad nutricional juega un papel clave, provocando una batalla 

por los nutrientes entre el hospedero y los patógenos. El hospedero emplea mecanismos específicos 

destinados a privar a los microorganismos invasores de nutrientes cruciales, mientras que los 

patógenos intentan superar estas estrategias defensivas (Gehrer et al., 2023; Núñez et al., 2018). En 

el caso de la bacteria P. salmonis se ha demostrado la competencia por los nutrientes de su 

hospedero (Valenzuela-Miranda & Gallardo-Escárate, 2016a, 2018). Durante la infestación con C. 

rogercresseyi en salmón del Atlántico se ha  observado que existe una limitación del hierro, 
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observándose un aumento en la expresión de hepcidina y la heme oxigenasa, esta última presente 

en el catabolismo del grupo Hemo (Valenzuela-Muñoz & Gallardo-Escárate, 2017b).  

 

En los vertebrados, la homeostasis del hierro está regulada por proteínas fijadoras de hierro como 

la ferritina, haptoglobina, hepcidina, y la transferrina. La regulación de estas proteínas debe ser 

estrictamente controlada, ya que un exceso o deficiencia de hierro estaría provocando un severo 

daño oxidativo  (Fuhrmann et al., 2020; Zhou et al., 2018). Además, una deficiencia de hierro podría 

provocar una disminución de los niveles de oxígeno en células y tejidos debido a su participación 

en el transporte de oxígeno; y por lo tanto, llevar al organismo a una condición de hipoxia (Chepelev 

& Willmore, 2011). En este estudio se observaron altos niveles de expresión de ferritina en los tres 

grupos experimentales vacunados. La proteína ferritina es responsable del almacenamiento 

intracelular de hierro. Este complejo heteropolimérico contiene 24 subunidades de cadenas de 

ferritina pesada (H) y ligera (L) y puede almacenar hasta 4500 átomos de Fe3+ (Haschka et al., 

2021).  

 

Así también, gran número genes involucrados en la regulación del sistema inmune mostraron altos 

niveles de expresión en los tres grupos experimentales vacunados, entre ellos timosina beta, 

fibroleucina y supresor de la señalización de citoquinas 3 (SOCS3). La timosina beta tiene una 

amplia actividad biológica, entre ellas regular efectos antiinflamatorios (Smart et al., 2007) e 

inhibición de la apoptosis (Malinda et al., 1997). Además, actúa mitigando el daño inflamatorio al 

regular las vías de NF-κB y los receptores tipo Toll, lo que reduce la liberación de citoquinas como 

TNF-α y las quinasas asociadas al receptor de IL-1 (Xing et al., 2021). Las fibroleucinas, pertenecen 

a la superfamilia de proteínas relacionadas con el fibrinógeno, para las cuales se ha demostrado que 

poseen diversas funciones en la respuesta inmune (Chan et al., 2003; Doolittle, 1983). En humanos 

la fgl2/fibroleucina expresada como proteína soluble en las células T CD4+ y CD8+ de sangre 

periférica (Rüegg & Pytela, 1995), tiene la capacidad de modular la respuesta de células T y la 

maduración de las células dendríticas, favoreciendo la producción de células dendríticas 

tolerogénicas capaces de regular y suprimir la respuesta inmune (Chan et al., 2003). Por su parte, 

SOCS3 actúa regulando la señalización de liberación de citoquinas (Starr et al., 1997), lo cual 

requiere un control riguroso para modular la defensa y protección contra infecciones y garantizar 

el adecuado desarrollo de las diferentes poblaciones de células del sistema inmune (Carow & 
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Rottenberg, 2014). Por ejemplo, modula negativamente la señalización del factor estimulante de 

colonias de granulocitos (G-CSF), el cual forma parte de una red de factores de crecimiento 

hematopoyético y citocinas claves para la regulación de la producción de células sanguíneas (Boyle 

et al., 2007).  

 

Teniendo en cuenta, la alta representación de genes involucrados en la regulación del sistema 

inmune y en el metabolismo del hierro, en este trabajo se analizó el comportamiento de distintas 

rutas de señalización y su posible remodelación transcriptómica. El análisis de RNA-seq de la ruta 

de señalización de receptores tipo Toll, ruta de la apoptosis, ruta de señalización de HIF-1 y 

ferroptosis, en los cuatro grupos experimentales, evidenciaron una diferenciación en los patrones 

de expresión dependiendo del grupo experimental, siendo el grupo vacunado con IpathÒ el más 

representado en todas las rutas, en términos de DEGs.  

 

Los TLRs están implicados en el reconocimiento de numerosos patógenos (Gao et al., 2017). Luego 

de la activación de los TLRs basada en el reconocimiento de los patrones moleculares asociados a 

patógenos (PAMPs), se despliega una cascada de señalización aguas abajo para promover la 

translocación nuclear de NF-kB (Kumar et al., 2011; Li et al., 2010), proteína activadora 1 (AP-1) 

(Gay et al., 2014) y el factor regulador de interferón 3 (IRF3) (Zhao et al., 2015). Cada uno de 

estos factores de transcripción activan genes específicos que codifican para distintos grupos de 

proteínas, como citoquinas y quimioquinas proinflamatorias o antivirales (El-Zayat et al., 2019; 

Moresco et al., 2011). En este trabajo, los genes pertenecientes a la ruta de señalización de los TLRs 

mostraron cambios de modulación transcripcional en el grupo experimental vacunado con IpathÒ 

y expuesto a C. rogercresseyi y P. salmonis. Entre ellos, los factores transcripcionales NF-kB y 

AP-1 fueron regulados al alza, al igual que se activó la respuesta de citocinas inflamatorias IL-1b, 

IP-10, y moléculas co-estimuladoras de células T, como CD80. Por otro lado, los TLRs inducen la 

apoptosis de las células infectadas, inhibiendo su síntesis de proteínas y limitando la propagación 

de la infección. Además, durante las condiciones inflamatorias de la sepsis, los TLR también 

regulan negativamente la respuesta inmune, incluyendo a las células dendríticas (El-Zayat et al., 

2019; Kaiser & Offermann, 2005).  
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La regulación de diversos procesos celulares, incluyendo la apoptosis son mediados por el factor 

de transcripción AP-1, el que puede ser activado por un gran número de estímulos, entre ellos 

citocinas, factores de crecimiento e infecciones virales y bacterianas (Hess et al., 2004; Kyriakis, 

1999; Wang et al., 2013). En este trabajo el grupo experimental vacunado con IpathÒ y expuesto a 

C. rogercresseyi y P. salmonis muestran cambios en los niveles de expresión de las isoformas de 

genes AP-1 y el efector caspasa-3, ambos genes involucrados en la ruta de la apoptosis. 

previamente, en un estudio realizado en lubina infectadas con una bacteria secretora de exotoxina 

apoptótica se registró una alta expresión de las moléculas efectoras caspasa-3 y -9 en riñón anterior, 

donde además se observó una gran cantidad de células apoptóticas; lo cual posiblemente estaría 

involucrando la vía intrínseca de la apoptosis (Reis et al., 2007a; Reis et al., 2007b). Los efectores 

caspasa-3, -6 y -7 se encuentran involucrados en la destrucción de las células mediante la escisión 

de sus sustratos correspondientes (Cohen, 1997; Fuentes-Prior & Salvesen, 2004; Grütter, 2000; 

Takle & Andersen, 2007). En este trabajo se observó la activación de varios sustratos de clivaje, 

entre ellos a-tubulina, actina, lamina y MCl-1, las cuales conllevan a varios eventos de apoptosis, 

como la disrupción de microtúbulos o la pérdida de integridad de la membrana nuclear. Estos 

eventos estarían remodelando transcripcional y estructuralmente la integridad celular como 

respuesta a diferentes estímulos, en este caso la vacunación y exposición a patógenos marinos. En 

un estudio en macrófagos de salmón del Atlántico infectados con P. salmonis se planteó la hipótesis 

de que la bacteria evita la apoptosis de los macrófagos al comienzo de la infección para asegurar su 

supervivencia, replicación y posiblemente su transporte dentro de estas células fagocíticas. Al 

completar el proceso, no se muestra inhibición de la apoptosis de los macrófagos, liberándose las 

bacterias de las células infectadas y continuando su ciclo de vida (Díaz et al., 2017).  

 

Como se había mencionado anteriormente, el hierro es un factor clave para el mantenimiento de la 

homeostasis e inmunidad nutricional en el salmón del Atlántico ante la presencia de patógenos 

invasores. Además, tiene una relación intrínseca con las células sensoras y transportadoras de 

oxígeno (Chepelev & Willmore, 2011). En la ruta de señalización del HIF-1, en condiciones de 

normoxia; el hierro actúa como co-sustrato del oxígeno en la actividad enzimática del gen PHD, el 

cual es catalizador enzimático de la hidroxilación del gen HIF-1a para su posterior degradación 

(Chepelev & Willmore, 2011; Myllyharju, 2013). Al existir un déficit de oxígeno o hierro, el HIFa 

es translocado a núcleo, donde forma un heterodímero con HIFb para potenciar la respuesta de 
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elementos hipóxicos (Chepelev & Willmore, 2011). En el grupo experimental vacunado con 

IpathÒ, el gen 4E-BP1, encargado de inhibir la cascada de activación de HIF-1a fue regulado 

positivamente así como el gen PHD, mientras que los genes de activación de HIF-1a están 

regulados negativamente, incluido las propias subunidades HIF-1a y b. No obstante, se observó 

una activación positiva de los genes involucrados con el metabolismo anaeróbico, tales como Glut1, 

GAPDH, ENO1, PFK1, PGK1, ALDOA, entre otros, lo cual podría deberse al alto procesamiento 

metabólico que ocurre en el pez producto de las infecciones patógenas. En este caso la vacuna 

IpathÒ conformada por una quimera de ferritina y transferrina recombinante podría influir en la 

prevención de una condición similar a hipoxia por déficit de hierro, que podría generarse en salmón 

del Atlántico debido la exposición a C. rogercresseyi y P. salmonis, para los cuales se ha 

demostrado la competencia por el hierro y podrían causar una deficiencia del mismo en los 

salmones (Valenzuela-Miranda & Gallardo-Escárate, 2016a; Valenzuela-Muñoz et al., 2017a; 

Valenzuela-Muñoz & Gallardo-Escárate, 2017b). Las proteínas ferritina y transferrina contienen 

elementos de respuesta a hierro (IREs) en sus extremos 5´UTR y 3´UTR respectivamente, a los 

cuales se unen las proteínas reguladoras del hierro (IRPs) que ejercen una regulación estricta en la 

liberación y secuestro del hierro necesario para el uso metabólico dentro de la célula (Alberghini et 

al., 2005; Eisenstein, 2000). Además, el IRP2 es el mayor regulador de la expresión del gen de HIF-

2a, y su estabilidad depende del estado de hierro y oxígeno intracelular (Wallander et al., 2006). 

Cabe destacar que en este trabajo se observó que en riñón anterior de salmón del Atlántico 

expuestos a 1mg de hierro el gen HIF-1a fue regulado a la baja comparado con el grupo infestado 

con P. salmonis, así como algunos genes de señalización de la respuesta inmune involucrados en la 

ruta de señalización de HIF-1. Notoriamente, al aumentar la dosis de hierro a 5 mg se observó una 

disminución de la expresión de HIF-1a aún más significativa en el grupo no infectado con P. 

salmonis, sugiriendo que la suplementación con hierro podría prevenir una condición de hipoxia en 

los peces expuestos a infecciones patógenas. 

 

 La regulación de las proteínas involucradas en el transporte y almacenamiento del hierro, es 

igualmente relevante para desencadenar el proceso de ferroptosis (X. Chen et al., 2020). Este 

proceso es inducido por una acumulación excesiva de hierro y por la inhibición de la enzima 

glutatión peroxidasa 4 (GPX4) (Chen et al., 2021), desencadenando una peroxidación de los lípidos 

de membrana dependiente del hierro (Stockwell & Jiang, 2020). Además, se ha descrito que 
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bacterias patógenas inducen el proceso de ferroptosis, provocando muerte celular y daño tisular en 

el hospedero, principalmente por la inhibición de GPX4 (Zhu et al., 2019). Por ejemplo, 

Pseudomonas aeruginosa, que carece de fosfatidiletanolamina de éter (AA-PE), tiene la capacidad 

de expresar lipoxigenasa y oxidar la AA-PE del hospedero a 15-hidroperoxi-AA-PE lo cual puede 

conllevar a la ferroptosis en células epiteliales bronquiales humanas (Dar et al., 2019). En un estudio 

en ratones, se asoció la muerte de las células macrófagas inducida por M. tuberculosis con el 

desencadenamiento del proceso de ferroptosis. Los autores observaron una disminución de los 

niveles de glutatión reducido (GSH) y GPX4, además de un incremento del hierro libre intracelular, 

así como la formación de superóxido en las mitocondrias y la peroxidación lipídica (Amaral et al., 

2019). En este trabajo, se observó que la vacunación con IpathÒ, indujo una sobre-expresión de 

varios genes involucrados en la ruta de la ferroptosis en las células sanguíneas de salmón del 

Atlántico, entre ellos transferrina, ferritina y GPX4. Se ha descrito que la muerte ferroptótica podría 

prevenirse mediante la quelación del hierro (Dixon et al., 2012). En este sentido se ha demostrado 

la actividad quelante del candidato vacunal IpathÒ sugiriendo la reducción de las moléculas de 

hierro disponibles para la bacteria, y por tanto una protección para el salmón del Atlántico expuesto 

a infecciones con P. salmonis y A. salmonicida (Valenzuela-Muñoz et al., 2021). Por tanto, una 

sobredosis de hierro podría contrarrestar este efecto y promover la mortalidad por ferroptosis 

(Dixon et al., 2012). En este trabajo, se observó que en riñón anterior de salmón del Atlántico 

expuestos a sobredosis de hierro e infectados con P. salmonis, el gen GPX4 fue altamente expresado 

en el grupo inyectado con 1 mg de hierro, mientras que al inyectar con 5 mg de hierro la expresión 

de este gen disminuyó, pero no fue inhibida, mientras que durante la infección con P. salmonis, el 

gen GPX4 fue regulado a la baja. Por tanto, una infección bacteriana o altas dosis de hierro estarían 

contrarrestando la expresión de GPX4, y promoviendo este tipo de mortalidad celular. En este 

sentido, se podría postular que la vacunación con IpathÒ además de modular la homeostasis del 

hierro y la respuesta inmune del salmón del Atlántico durante procesos de infección bacterianos y 

ectoparasíticos (Valenzuela-Muñoz et al., 2021), induce un mecanismo de remodelación 

transcripcional que de cierta manera contribuye a prevenir una condición de hipoxia por déficit de 

hierro y la ferroptosis celular.   
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7. CONCLUSIONES 

 
El estudio de la respuesta del salmón del Atlántico a diferentes estímulos inmunológicos, como 

infecciones patógenas o vacunas, es clave para profundizar en la dinámica patógeno-hospedero y 

en la búsqueda de posibles biomarcadores, dianas terapéuticas y estrategias de manejo para la 

salmonicultura. Este trabajo tuvo como objetivo profundizar en los mecanismos de remodelación 

transcriptómica, estructural y funcional de la respuesta del salmón del Atlántico ante diferentes 

inmuno-estimulaciones. Esta aproximación permitió explorar los mecanismos moleculares 

implicados en la respuesta del salmón ante desafíos inmunológicos, revelando las vías de 

señalización, los genes y los procesos biológicos implicados en la respuesta inmune.  

 

Durante la inmuno-estimulación con la proteína recombinante Cr-catepsina de C. rogercresseyi, 

se activaron vías de señalización de receptores tipo Toll, receptores similares a NOD, asociadas a 

una respuesta inmune innata en el riñón anterior de salmón del Atlántico y en la línea celular 

SHK-1. Este antígeno igual mostró la capacidad de activar rutas relacionadas a una respuesta 

adaptativa como las vías de señalización de receptores de células B y T. Por su parte, la vacunación 

con Ipath® y posterior exposición a C. rogercresseyi y P.salmonis indujo una mayor respuesta 

transcriptómica en las células sanguíneas de salmón del Atlántico en comparación con las vacunas 

comerciales utilizadas en este trabajo. Esta mayor respuesta puede atribuirse a la composición 

única de la vacuna Ipath® y su especificidad antigénica, dado que incluye una quimera de ferritina 

y transferrina recombinante, y el empleo de adyuvante como potenciador de la respuesta inmune. 

Esta vacuna demostró ser altamente efectiva en la activación de genes y vías de señalización 

relacionados con la homeostasis y el metabolismo del hierro, como la vía de señalización de HIF-

1 y ferroptosis, lo que subraya la importancia de este nutriente en la respuesta inmune del salmón 

del Atlántico. Con nuestros resultados podemos inferir que la vacuna IpathÒ podría influir en la 

prevención de una condición similar a hipoxia por déficit de hierro, que podría generarse en 

salmón del Atlántico durante la exposición a C. rogercresseyi y P. salmonis, para los cuales se ha 

demostrado que compiten por el hierro y podrían causar una deficiencia del mismo en su 

hospedero.  

 

En el caso de una inmuno-estimulación natural, como fue la infección con P. salmonis en las 

células SHK-1, la respuesta estuvo más diferenciada hacia el metabolismo y biosíntesis de 
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nucleótidos, sugiriendo que la bacteria puede utilizar estos micronutrientes celulares para su 

proliferación y supervivencia. En cambio, en el riñón anterior de salmón del Atlántico durante la 

infección con P. salmonis se destacaron procesos funcionales asociados a respuesta inmune. En 

ambos modelos de estudio esta respuesta transcriptómica del salmón del Atlántico estuvo 

enriquecida por isoformas generadas a partir de eventos de splicing alternativo. 

 

La influencia del splicing alternativo en la respuesta del salmón del Atlántico frente a distintos  

estímulos inmunológicos tuvo un rol crucial en la remodelación transcriptómica observada. 

Durante la infección con P. salmonis se identificaron múltiples isoformas de genes clave 

involucrados en la respuesta antiviral, como Interferón y el péptido antimicrobiano catelicidina. 

Así mismo, en este trabajo se encontró que el splicing alternativo influyó sobre múltiples 

componentes celulares, lo cual evidencia una remodelación estructural que modula la capacidad 

física del hospedero para combatir eficazmente una infección. Adicionalmente, en las células 

sanguíneas del salmón del Atlántico, los mecanismos de splicing alternativo se encontraron 

remodelando la respuesta transcriptómica ante la combinación de estímulos inmuno-moduladores. 

En las vías de señalización de receptores tipo Toll, apoptosis, señalización de HIF-1 y ferroptosis 

se encontraron múltiples isoformas de los genes modulados en estas vías, permitiendo una mayor  

adaptabilidad y flexibilidad en la respuesta inmunológica del salmón del Atlántico frente a 

diferentes estímulos.  

 

Los tres modelos de estudio empleados, incluyendo la línea celular SHK-1, el riñón anterior y las 

células sanguíneas del salmón del Atlántico, brindan una visión integral de la respuesta 

inmunológica en diferentes niveles y contextos. Los resultados revelaron patrones 

transcriptómicos distintos en cada uno de estos tejidos, lo que indica que la respuesta 

inmunológica es altamente dinámica y está influenciada por las características y funciones 

específicas de cada tejido. No obstante, las células SHK-1 y el riñón anterior del salmón expuestos 

a Cr-catepsina compartieron un 24.15% de la respuesta transcriptómica, la cual podemos atribuirla 

a la respuesta específica al antígeno empleado. Este estudio demuestra que es posible el uso de 

líneas celulares para la detección inicial de antígenos en el desarrollo de vacunas, reduciendo el 

consumo de tiempo asociado con la selección del antígeno. Por su parte, las células sanguíneas, 

resultaron un buen modelo para el estudio de la respuesta inmune sistémica del salmón del 
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Atlántico, que podría ser de gran aplicación en condiciones de campo dada la simplicidad de la 

toma de muestras.  

 

En resumen, el estudio de estos mecanismos de remodelación y procesos a nivel transcriptómico 

nos permite comprender mejor la complejidad y plasticidad del sistema inmune del salmón del 

Atlántico; y explorar enfoques más precisos y efectivos para la protección y el mejoramiento de 

la salud de esta especie en la acuicultura. Este trabajo crea un precedente para futuras 

investigaciones, como una caracterización más detallada de la modulación del spliceosoma en el 

salmón del Atlántico por  tratamientos de enfermedades como vacunas y antibióticos; así como la 

evaluación de nuevas vacunas y tratamientos inmunomoduladores. En conjunto, estos hallazgos 

brindan una base sólida para la mejora de la salud y el bienestar del salmón del Atlántico. 
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