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En este trabajo se evaluó la respuesta inmunitaria temprana, desencadenada por la 
exposición a diversos inmunógenos, en dos especies de teleósteos habituales en la 
práctica de la piscicultura en la península, la trucha (Oncorhynchus mykiss), un 
salmoniforme protacantopterigio primitivo y la dorada (Sparus aurata), un 
perciforme moderno, mediante análisis estadístico de la expresión genética y 
ontológico de las categorías funcionales descriptivas de la expresión de los 
transcriptomas renal, hepático y branquial.  
Para ello se utilizaron dos versiones de una plataforma de micromatriz de ADNc 

señada específicamente para salmónidos. Para la valoración de la respuesta 
va en las truchas expuestas a infecciones virales y bacterianas se utilizó la 

plataforma de micromatriz SFM 1.0, enriquecida con genes implicados en las 
respuestas metabólicas e inmunitarias, empleada en análisis previos 
ecotoxicológicos y que aquí se validó desde el punto de vista de la eficiencia en la 

 transcriptoma inmunitario en condiciones de carga alostática 
patológica. Para el análisis de la respuesta de la dorada a una dieta 
inmunoestimulante se utilizó una variante de la misma, la plataforma SFA 2.0 
enriquecida con un mayor número de genes relacionados con la respuesta 
inmunitaria, apoptosis y comunicación celular y cuya eficiencia en la valoración 
de los cambios transcriptómicos del inmunoma sometido a intrusión viral se ha 

ientemente en diversos estudios con salmónidos. En este caso la 
respuesta transcriptómica debida a la hibridación cruzada entre los transcritos de 

do y dorada se analizó teniendo en cuenta el número de genes expresados 
diferencialmente, la intensidad de su  expresión y la adscripción a categorías 
funcionales específicas mediante análisis ontológico. 
La respuesta inmunitaria temprana (24-72 horas) de truchas expuestas a 
lipopolisacárido bacteriano (LPS) y formas atenuadas y activas del virus IHN, 

de la necrosis hematopoyética infecciosa, se valoró en el riñón 
cefálico, el principal órgano hematopoyético de los teleósteos, y la respuesta de 

 aguda debida a la exposición a LPS se analizó comparativamente entre el 
o y el hígado, el órgano responsable de la síntesis de proteínas de fase 

n situaciones de inflamación. En ambos casos se utilizó un modelo, 
a experimentación con teleósteos, análogo a la peritonitis murina 

ada por inoculación intraperitoneal de inmunógenos, debido a la descripción 
 que del mismo se tiene en la actualidad en los mamíferos, lo que facilita el 

estudio comparativo de la respuesta inmunitaria en los teleósteos. 
El tono e intensidad de la respuesta inmunitaria en la dorada se evaluaron 
mediante la administración oral continuada durante cuatro semanas de una dieta 

mulante enriquecida con extractos de levadura y vitaminas 
dantes (C y E), y sus efectos se valoraron comparativamente en el riñón 

cefálico y las branquias, estas útlimas de reconocida diversidad funcional e 
interfase preeminente entre los medios interno y externo al animal. 
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Una acepción reciente, y un tanto exótica, de los seres vivos1 los considera 
agentes autónomos insertos en una biosfera cambiante, y reduce su definición a 
un “sistema autorreproductor capaz de desarrollar al menos un ciclo de trabajo 
termodinámico”. En esta concepción de especie, el acoplamiento entre genoma y 
su expresión macroscópica define la patología como alejamiento del estado 
alostático habitual originado por la disrupción informativa entre genoma y 
fenoma. A falta de una definición genómica precisa de las especies no 
acomodables a las condiciones de laboratorio, se discuten a continuación, de 
manera sucinta y a modo de introducción general a la investigación desarrollada 
en este trabajo, los problemas actuales de la investigación inmunómica 
comparada en organismos marinos, especialmente en especies de peces 
cultivables2. Se sugieren, asimismo, las pautas generales a tener en cuenta en la 
acotación genómica de la diversidad de la respuesta inmunitaria y la validez del 
uso de plataformas de micromatriz diseñadas ad hoc para especies de escasa 
definición genómica. 
Se defiende, por último, el necesario carácter empírico en el análisis de patologías 
en estas especies que a menudo limita la experimentación confirmatoria en 
beneficio de la formulación de hipótesis, y se reivindica para ello el análisis de la 
expresión genética mediante la evaluación estadística de las categorías ontológicas 
más representativas de un transcriptoma obtenido a partir de micromatrices 
acotadas para una función (inmunitaria, metabólica, ecotoxicológica) 
determinada, como el utilizado en este trabajo. 
 
1 Stuart Kauffman: Investigaciones. Complejidad, autoorganización y nuevas leyes para 
una biología general, 2003. Tusquets editores, col. Metatemas 76, Barcelona. 
2 Diversas partes del texto descrito en este apartado se han publicado conjuntamente en 
forma de artículo: J.C. Balasch, N. Roher, L. Ribas, V. Mulero, L. Tort y S. Mackenzie: 
Genómica funcional e Inmunología, en P. Martínez y A. Figueras (coords.) Genética y 
genómica en acuicultura, 2007, pp. 661-688. Publicaciones científicas y tecnológicas del 
Observatorio Español de Acuicultura, CSIC, Madrid. 

1 

 
  

 
 

Introducción: el fenotipo extendido 
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Gnómica y genómica    naturalistas 
La investigación aplicada en genómica comparada de metazoos adolece de una división 
artificiosa entre organismos pertenecientes a las llamadas especies modelo, fácilmente 
acomodables a las condiciones de laboratorio, y aquellos organismos de difícil ubicación 
experimental, logística e incluso, en ocasiones, taxonómica. Los primeros crecen, se 
reproducen y mueren convenientemente rápido, lo que facilita el análisis de la 
transmisión generacional de caracteres y fenotipos. Para los segundos, las generaciones 
pasan (si lo hacen) a menudo con una exasperante (para el investigador) lentitud. 
Paradójicamente, las especies modelo, adaptadas al medio artificial, y en modo alguno 
representativas de las vicisitudes que experimenta un genoma oculto tras un fenotipo 
carnal expuesto a las inclemencias del medio, se toman como referencia para estudios 
seminales que, sin transición semántica alguna, se aplican a las especies consideradas 
modales, que no modelos. El problema, en su moderna encarnación genómica, es tan 
antiguo como el conflicto decimonónico entre naturalistas y experimentalistas. Su 
resolución, en cambio, se aleja de la no menos añeja dicotomía positivista para adentrarse 
en el terreno resbaladizo de los estudios sobre la complejidad. 

La descripción cronológica de la investigación inmunitaria (FIGURA 1) nos permite 
definir el sesgo filogenómico actual. El naturalismo holista de Metchnikoff y otros 
precursores de la inmunología, inspirado en la descripción de la excelencia natural que 
tan bien destila la icónica KunstFormen der Natur (1899) de Haeckel, pero construido 
sobre sólidas bases experimentales, dio paso a mediados del siglo pasado a una arrolladora 
revolución molecular que sentó las bases de un reduccionismo defendido a ultranza, 
ajeno a la concepción gaussiana del devenir ecológico. La reubicación neodarwinista, y su 
expansión a las ciencias de la salud en áreas antes vedadas a la especulación evolucionista 
fundamentada, como la evolución del cáncer o de la inmunidad innata, condujo a la 
redefinición de la, por otra parte necesaria, acotación de las condiciones experimentales, y 
por ende, del nivel de análisis biológico a escoger, imprescindibles para el estudio de las 
vías transcripcionales de expresión genética o la fenotipia celular. En la actualidad, tras el 
tsunami de la experimentación genómica, de la reductio experimental y epistemológica 
inicial quedan solamente los intentos de explicar el fenoma como un desgranado ad 
absurdum de componentes (in)conexos. 

Los problemas de la biología molecular, y por ende, de la inmunología comparada, son 
ahora la escalabilidad, la complejidad y, especialmente, la diversidad genómicas dentro y 
entre las especies. O lo que es lo mismo:  

(a) La acotación formal y funcional de la conectividad genética y/o transcriptómica 
libre de escala, no gaussiana, esto es, fuertemente dependiente de la expresión 
normalizada o intempestiva de unos pocos genes o conjuntos de genes. La 
existencia de un selecto y minoritario conjunto de nodos favorecidos por un 
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número exorbitante de conexiones, en detrimento de la limitada conectividad de 
la mayoría constituye una característica compartida por redes transcriptómicas, 
bioquímicas e incluso sociales [1, 2].  

FIGURA 1.  EVENTOS DESTACADOS EN LA EXPLORACIÓN GENÓMICA E INMUNITARIA 
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(b) El cribado modular del tránsito de información (gen)ómica. La complejidad de un 
sistema vivo a cualquier escala se define a partir de su contenido informativo 
(redundancia), estructural, relacional (conectividad) y particulado (asociación 
de componentes celulares, tisulares, etc.). La fragmentación modular de los 
actores principales (genes, ARNm, proteínas, orgánulos, tejidos, órganos) en 
grupos funcionales interconectados (genoma, ORFeoma, transcriptoma, 
“espliceosoma”, proteoma, proteosoma, glucoma, lipidoma, metaboloma, 
interactoma) parcela y reduce el análisis a un grupo selecto de componentes 
principales. La holística del proceso reside en la escala de la red de interacciones 
“ómicas”: la moderna biología de sistemas pretende diseccionar el interactoma, o 
conjunto de interacciones moleculares presentes en el organismo [3, 4] tanto 
como la ecotoxicología y la epidemiología confían en describir el exposoma, o 
colección de insultos ambientales que recibe un organismo [5]. 

(c) El parentesco de las redes reguladoras y directores genéticos del comportamiento 
celular y fisiológico. La imprescindible interpretación filogenómica de un 
fenotipo arrastra, sin embargo, un sesgo igualmente necesario, en virtud de la 
inevitable incognoscibilidad histórica (evolutiva), dependiente de la 
imperfección del registro fósil morfológico y molecular, y de la voluntaria 
selección económica (comercial) y experimental (acomodaticia) de las especies a 
analizar. Todo ello es especialmente importante en los estudios 
inmunogenómicos. 

Desde esta perspectiva, el fenoma, o conjunto de fenotipos expresados de un 
organismo o sus variedades mutantes, sigue su trayectoria vital, ontogénica e histórica, 
enfrentado más que nunca a la influencia dual y complementaria del medio externo 
(proximal, social, ecológico, sistémico) e interno (genómico, transcriptómico, 
proteómico y metabolómico). Análogamente, la formulación clásica del 
inmunofenoma se ha venido redefiniendo en los últimos años desde una perspectiva 
modular y molecular que no rehúye, sin embargo,  la conectividad historicista como 
telón de fondo conceptual para analizar la relación hospedador-patógeno. 

Ordalías   genéticas 
Lejos de considerar el genoma como una caja negra de interacciones, la aproximación 
holística actual, fruto del maridaje entre las ciencias de la vida y la computación, aborda el 
estudio combinado de la causalidad próxima (genética-fenotípica) y última (evolutiva) de 
la fisiología sistémica, a costa de una artificiosa compartimentalización de módulos 
funcionales (v.g. transcriptoma, proteoma, inmunoma) producto de las limitaciones en el 
tratamiento conceptual (biológico) y práctico (cuantía y calidad de los datos obtenidos) 
de la información experimental [6]. Prueba de ello es la aplicabilidad del índice de 
entropía de Shannon, ampliamente utilizado en el análisis de proteínas y secuencias 
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nucleotídicas [7, 8], al ámbito de la inmunogenómica comparada. La reducción de la 
incertidumbre asociada a todo intercambio informativo entre los componentes de un 
sistema resulta especialmente problemática en el caso de la respuesta inmunitaria, 
proclive a definirse como una ley de los grandes números tanto por el número de 
componentes celulares y humorales implicados como por la complejidad de su activación 
jerárquica frente al repertorio de determinantes antigénicos: de los 3 Gigabytes de 
información que el genoma humano alberga a una densidad aproximada de 1021 bit/cm3, 
no menos del 10% regulan una respuesta inmunitaria que dedica un promedio de 1012 
fenotipos celulares la tarea de reconocer, gracias a los procesos complementarios de 
tolerancia inmunológica y selección clonal, un universo potencial de más de 1015 
antígenos. Tal vez por ello el análisis reciente de más de 20 poblaciones celulares 
inmunitarias humanas del proyecto conjunto IRIS Genetech-Joslin ImmGen [9] subraya 
una “preferencia” para expresarse en células inmunitarias del 8.8% de los 19.054 genes 
estudiados, aunque del 67% de genes expresados en las diversas poblaciones celulares, 
únicamente el 9.5% son exclusivos de un único tipo celular. 

Incluso subestimándolos, estos y otros resultados sugieren que los perfiles de expresión 
genética inmunitaria carecen a menudo de una especificidad funcional definida, incluyen 
un considerable solapamiento funcional, originan comportamientos fenotípicos 
sumamente plásticos y describen un paisaje transcriptómico caracterizado por (a) una 
actividad generalizada de amplio espectro y escasa especificidad que confía en la 
regulación local, ya sea extrínseca, mediante redes celulares de comunicación causales o 
intrínseca, debida a eventos aleatorios de activación genética característicos de los niveles 
de ARNm [10], y (b) una diferenciación celular altamente específica (v.g. utilizando la 
nomenclatura CD al uso, en modo alguno específica de un único tipo celular) producto 
de una minoría de perfiles transcriptómicos especializados [11]. La arquitectura funcional 
inmunitaria se debe, por tanto, a un programa de investigación inmunómico que evalúe 
la evolución, escalabilidad y dimensionalidad de las redes transcripcionales y reguladoras 
de la dinámica inmunitaria considerando diversos requerimientos [12-14]: 

(1) Elección del modelo experimental en función de su posición e importancia 
filogenética. Las consideraciones de índole práctica (facilidad de cría y 
manipulación en condiciones controladas) y económica (importancia comercial 
de la especie), aunque de extrema importancia y a menudo motor de la 
experimentación básica, carecen del enfoque filogenómico que requiere un 
sistema complejo de regulación homeostática. 

(2) Descifrado de la información contenida en el genoma desde una perspectiva 
comparada, evaluando semejanzas interespecíficas de la interacción genotipo-
fenotipo (local y poblacional) que definan patrones comunes de respuesta 
inmunitaria. 

(3) Desarrollo de herramientas de integración, visualización y exploración de datos 
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complejos, que permitan abordar los problemas de dimensionalidad 
(multiplicidad de datos de diferente contenido informativo) y escalabilidad 
(multiplicidad de datos en diferentes escalas temporales y espaciales) del análisis 
genómico, para la integración coherente de diferentes resultados experimentales 
derivados de metodologías diversas. Deben consolidarse las bases de datos que 
garanticen la descripción contextual de datos multidimensionales complejos 
(metadatos) en función de su semántica o significado (ontologías) y su sintáctica 
o expresión formal (estandarización) para su volcado e interpretación común. 

(4) Descripción de las redes reguladoras y la coexpresión de grupos de genes implicados 
en la respuesta inmunitaria mediante el análisis jerárquico de identidades 
transcriptómicas a nivel molecular (proteómica) y sistémico (e.g. estados 
patológicos vs. normales). 

(5) Elaboración de un modelo conceptual teórico de la función inmunitaria que aúne 
las definiciones operativas clásicas (teorías celular y humoral, tolerancia 
inmunológica, selección clonal, recombinación somática, modelos Th1/2/17 y 
Treg, regulación citoplasmática vs. sistémica) con el trasfondo evolutivo (origen, 
diversificación y diversidad filogenética de la respuesta inmunitaria, 
universalidad y adaptación de los receptores Toll, NOD y TREM) y funcional 
(promiscuidad e integración reguladora del sistema inmunitario con la respuesta 
endocrina y nerviosa). El estudio de la inmunidad en los diversos filos animales 
desde el punto de vista práctico (invertebrados vs. vertebrados) y factual 
(protostomados vs. deuterostomados) exige a su vez: (a) una definición precisa 
de los componentes de la respuesta inmunitaria (complejidad del sistema) y la 
significación evolutiva de cada tipo de respuesta (causalidad del sistema), y (b) la 
integración en un continuo coherente de la imprecisa separación entre 
inmunidad innata o germinal y adaptativa o específica. 

(6) Integración cohesiva de las expectativas teóricas (5) y metodológicas (3) y (4) para 
desarrollar el análisis computacional y estadístico de los mapas de redes estáticas 
de expresión genética, para dinamizar las redes genéticas relacionales a distintas 
escalas fisiológicas, y reducir la dimensionalidad informativa de los modelos, 
identificando los principios subyacentes de los modelos conceptuales teóricos. 

 
Lamentablemente, los costes metodológicos e infraestructurales de la secuenciación 
genómica restringe su aplicación a un selecto número de especies [15] escogidas por su 
interés clínico (e.g. Mus, Rattus, Canis, Anopheles, numerosos microorganismos, 
patógenos, parásitos o simbiontes), parentesco antropocéntrico (Pan), adecuación al 
laboratorio (e.g. Drosophila, Caenorhabditis, Tribolium, Apis, Danio) e interés comercial. 
Es por ello que, en el ámbito de la acuicultura y el estudio de las patologías de vertebrados 
e invertebrados acuáticos, resulta legítimo tanto el uso de modelos de análisis empírico 
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clásico (inductivos de abajo a arriba) basados en un número reducido de genes y 
constricciones experimentales como la utilización de un marco conceptual hipotético (y 
por tanto falsable) derivado del análisis estadístico asociado al ingente flujo de datos 
típico de las micromatrices genéticas y otras metodologías de procesamiento y análisis 
masivo de datos. La distinción entre experimentación guiada por hipótesis 
(constructiva/inductiva) y su contrapartida confirmatoria/clasificatoria (deconstructiva) 
resulta crucial en aquellas especies de limitada resolución genómica como las que nos 
ocupan en este trabajo de investigación. 

Filogenómica inmunitaria   en la acuicultura 
Más de cien años separan la descripción naturalista de la teoría celular de la inmunidad, 
formulada por Ilya Metchnikoff (1891) a partir de larvas del asteroideo Bipinnaria, de la 
secuenciación completa del genoma de un pariente cercano, el equinoideo 
Strongylocentrotus purpuratus [16], un habitual de la maricultura mundial y componente 
clave en la ecología marina subtidal. La utilidad como especie modelo de un 
deuterostomado basal como el descrito radica no sólo en su privilegiada posición 
filogenética como invertebrado rara avis emparentado embriológicamente con los 
vertebrados, sino también por su particular ecofisiología. Algunas características de su 
ciclo vital (bifasia íntegramente acuática, longevidad y relaciones simbióticas) le asemejan 
a otros invertebrados acuáticos emparentados con el linaje vertebrado cuyo inmunoma se 
ha investigado parcialmente, como los urocordados coloniales Botryllus schlosseri y Ciona 
intestinalis y el cefalocordado Branchiostoma floridae (véase el apartado El invertebrado 
modal). El concepto de “invertebrado”, no obstante, se utiliza aquí y en general de 
manera imprecisa para definir un trazado complejo de trayectorias evolutivas dispares 
seguidas por la práctica totalidad de los poco más de 30 filos descritos, obedeciendo a un 
tempo paleogenómico exclusivo de cada grupo de organismos. La tan a menudo convulsa 
redefinición filogenética de los grandes filos no excluye, sin embargo, lugares comunes 
imprescindibles para una correcta definición inmunitaria que interesa, en virtud de la 
conectividad de las redes tróficas y patogénicas, por igual a vertebrados e invertebrados: 

(1) todos los grandes linajes animales (Protostomados, Deuterostomados, 
Ecdysozoos y Lophotrochozoos) incluyen una mayoría de grupos cuyo 
desarrollo se produce total o parcialmente en un medio acuático con elevada 
carga bacteriana [17] y condiciones micro y macrobióticas altamente variables. 

(2) El ciclo vital de la mayoría de los invertebrados acuáticos incluye complejas 
relaciones simbióticas, parasitarias y otras variantes de comensalismo trófico, 
formas coloniales o solitarias, libres o sésiles, pelágicas o bentónicas y ciclos 
multifásicos en los que el defensoma madura o se modifica a lo largo de la 
ontogenia. Aunque los casos de quimerismo o mosaicismo son más comunes en 
especies coloniales, la reactividad a los aloinjertos es un fenómeno generalizado 
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incluso en grupos, como los hidroides, que carecen de un sistema de 
comunicación defensiva estructurado [18]. 

(3) La inmunidad de los grupos de invertebrados acuáticos estudiados se define por: 
(a) mecanismos innatos (inespecíficos) de reconocimiento antigénico de amplio 
espectro comunes a todos los linajes animales y (b) un extenso repertorio de 
mecanismos combinatorios específicos dirigidos a aumentar la variación de los 
receptores encargados de detectar patrones moleculares ajenos al organismo y (c) 
la presencia de componentes activadores, inhibidores y reguladores homólogos a 
los presentes en la inmunidad adaptativa de los vertebrados [19, 20]. 

(4) Los vertebrados gnatostomados mantienen un inmunoma común cuya unidad 
funcional mínima incluye mecanismos de reconocimiento antigénico basados en 
la diversidad de receptores celulares (TCR, BCR), y humorales (superfamilia Ig), 
constructos de presentación antigénica (MHC-I/II) y la batería genética (genes 
RAG1/RAG2 y AID) asociada a la recombinación de los segmentos génicos 
variables (V), diversos (D) y de unión (J) de los receptores de unión al antígeno 
en los receptores TCR y BCR. Las principales diferencias filogenéticas entre las 
distintas aproximaciones a la inmunidad vertebrada radican en: (a) la 
estructuración genómica de los componentes y (b) la presencia y grado de de 
compartimentalización/especialización de los órganos primarios y secundarios 
implicados en la maduración, diferenciación y proliferación de la respuesta 
celular [21, 22]. 

(5) Los vertebrados basales agnatos (lampreas y mixines) comparten la mayoría de 
los factores de transcripción y transducción de la información inmunitaria 
involucrados en el desarrollo fenotípico de los linajes celulares descritos (entre 
otros, IKAROS, GATA, BACH2, vías de señalización NF-kB y STAT, factores 
de comunicación IL-8, IL-17). Aunque carecen del mecanismo recombinatorio 
gnatostomado descrito en (4), utilizan un mecanismo alternativo para la 
generación de diversidad inmunitaria basado en el ensamblaje combinatorio de 
módulos genéticos ricos en leucinas (LRR) capaces de diversificar el repertorio 
de receptores linfocitarios (VLR) e igualar la potencial de reconocimiento 
antigénico de la inmunidad adaptativa presente en el resto de vertebrados [23]. 

 
La infructuosa búsqueda de la fuente de diversidad inmunitaria típica de gnatostomados 
en la lamprea desarrollada a lo largo de los últimos decenios, y la feliz resolución 
alternativa derivada de su minado genómico [23] ejemplifica no sólo la potencia del 
análisis inmunómico comparado, sino también su utilidad como herramienta de 
diagnóstico y tratamiento efectivo de patologías. Es recomendable, por tanto, el 
abandono de la dicotomía germinal (innatismo defensivo) vs. somática (adaptabilidad 
recombinatorial) en los estudios inmunitarios, en favor de una visión jerárquica e 
integrada de los mecanismos convencionales y alternativos de reconocimiento antigénico 
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que tenga en cuenta la diversidad, en sentido funcional y comparado, de la respuesta 
inmunitaria a lo largo de la filogenia, especialmente en aquellas áreas de conocimiento, 
como la maricultura y piscicultura, proclives a la evaluación y prognosis de la disfunción 
inmune. Valga como ejemplo un resumen somero de dos modelos seminales en el análisis 
genómico comparado de la intensidad de la respuesta inmunitaria. 

El invertebrado modal 
El inmunoma de S. purpuratus alberga una inusitada diversidad de receptores de 
reconocimiento (PRRs) de patrones moleculares característicos de patógenos (PAMPs) 
integrados en un defensoma de amplio espectro extremadamente diversificado [24], que 
incluye no menos de 222 genes que codifican receptores Toll-like (TLR), un conjunto de 
203 proteínas NACHT y proteínas con motivos repetitivos de leucina (NLR) similares a 
los más de 20 receptores PAMP citoplasmáticos NOD/NALP descritos en los 
vertebrados [25], y 218 modelos genéticos que codifican múltiples genes SRCR 
implicados en el reconocimiento inmunitario. A esta extraordinaria expansión del 
potencial de reconocimiento tipificado en las reacciones inmunitarias innatas contribuye 
la expresión de numerosos genes implicados en la producción de proteínas 
antimicrobianas (lectinas de tipo C, galectinas), estimulados por la presencia de LPS y 
otros derivados bacterianos [24]. El sistema del complemento de S. purpuratus, asociado 
a la considerada vía primitiva (alternativa) de opsonización y lisis celular [26] y formado 
por componentes Sp-C3/Sp-C3-2 y Sp-Bf homólogos de los genes C3/4/5 y Bf 
vertebrados, resulta ser sorprendentemente limitado, lo que contrasta con la diversidad 
de isoformas de C3 exclusivas de algunas especies de teleósteos [27]. Strongylocentrotus 
carece de un sistema de reconocimiento antigénico homólogo al complejo MHC 
vertebrado, del que únicamente se reconocen modelos similares en algunos 
protocordados: en el caso de tunicado colonial Botryllus schlosseri, su organización 
modular en fase adulta le expone a un ciclo complejo de reconocimiento, anastomosis 
tisular y quimerismo y parasitismo ocasionales con otros miembros (zooides) de la 
colonia, controlado gracias a la expresión de un haplotipo altamente polimórfico de 
múltiples alelos codominantes, el locus de fusión/histocompatibilidad (Fu/HC), sin 
homología con el MHC vertebrado, aunque con algunas similitudes estructurales, como 
la presencia de numerosos dominios Ig extracelulares [28]. 

Hasta la fecha, el resto de protocordados estudiados (Ciona intestinalis, Branchiostoma 
floridae) también carecen de un sistema de histocompatibilidad semejante al modelo 
MHC [29, 30] y receptores de respuesta celular (TCR), lo que parece restringir la 
eclosión del aloreconocimiento combinatorio mediado por la expresión de genes RAG al 
linaje gnatostomado. Sin embargo, tanto el genoma de S. purpuratus como el de B. 
floridae  contienen clusters RAG-like organizados de manera similar al modelo RAG1/2 
vertebrado [24, 29], acompañados de una plétora de mecanismos genéticos y somáticos 
de diversificación alternativa de los receptores de reconocimiento inmunitario presentes 
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también en otros invertebrados, protovertebrados y vertebrados agnatos [20, 21, 31]. No 
obstante, en la mayoría de invertebrados las estrategias de diagnóstico inmunómico y 
evaluación del estado de salud se resienten de 

(1) lagunas en el conocimiento de la función inmunitaria y hematopoyética debido 
al reducido número de modelos experimentales invertebrados y el estudio 
excesivamente centrado en el calco del análisis de la actividad biológica y 
caracterización bioquímica de efectores inmunológicos de vertebrados de 
inmunoma conocido, descuidando al mismo tiempo la evaluación funcional de 
la respuesta inmunitaria, 

(2) disparidad en el bauplan, organización interna y fisiológica y ciclo vital de cada 
especie, que dificulta un estudio integrado del sistema inmunitario y sus 
patologías, 

(3) los escasos cultivos primarios disponibles de hemocitos, considerados los 
principales efectores celulares de la respuesta inmunitaria, y la falta de líneas 
celulares que permitan un estudio detallado de las relaciones parasíticas y 
patologías en condiciones salvajes y de cultivo. 

El pez oncogénico 
Las aproximadamente 23.600 especies de teleósteos actuales (FIGURA 2), que dan cuenta 
de la mitad de las especies de vertebrados, han experimentado una radiación evolutiva sin 
precedentes desde su aparición hace 230 millones de años, probablemente como 
consecuencia de al menos dos episodios de duplicación genómica y diversos eventos 
independientes de duplicación genética ocurridos a lo largo de la expansión del grupo 
[32]. La poliploidía resultante, común a numerosos teleósteos, explica no sólo la 
radiación de algunas especies como los Salmonidae y Catostomidae [33], sino también la 
diversidad funcional y estructural en la expresión y tasa de sustitución genéticas que 
responden, con la abundancia de elementos móviles transponibles en los teleósteos [34] 
de la “plasticidad” inmunómica atribuida al grupo. La diversidad se constituye así en 
terreno abonado para la inmunología comparada, pero el análisis de su significación 
funcional exige un razonamiento filogenético a priori para la elección del modelo 
experimental y un considerable esfuerzo metodológico en el procesado de los datos. 

Un indicador fidedigno de la persistencia y validez de un modelo experimental es la 
progresiva sustitución de su identificador binomial linneano por el nombre vernacular. El 
pez cebra (Danio rerio) comparte con el clásico ratón de laboratorio la idoneidad como 
modelo debido a su reducido tamaño, facilidad de cría controlada, fecundidad, breve 
tiempo de generación, producción de mutantes y líneas transgénicas y un conocimiento 
detallado del genoma [35]. El parentesco lejano con la especie humana queda 
compensado por una característica única: la transparencia de las fases juveniles que 
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permite el estudio exhaustivo por marcaje en individuos transgénicos de procesos 
oncogénicos y la regulación ontogénica y funcional de la hematopoyesis y organogénesis 
[36, 37]. La traslación al pez cebra de las metodologías genómicas desarrolladas por y para 
el estudio funcional de la inmunidad en mamíferos revela, una vez secuenciado poco más 
del 70% de sus aproximadamente 1.7 Gb, un defensoma construido siguiendo el molde 
recombinatorial gnatostomado (véase http://www.sanger.ac.uk/Projects/D_rerio/ y la 
discusión precedente).  

La expresión temprana de factores de transcripción típicos del desarrollo linfocitario 
(IKAROS, GATA, etc.) y la recombinación de segmentos V(D)J durante el desarrollo 
larvario de D. rerio preceden a la maduración del sistema inmunitario durante la 
transición larva/juvenil [38], acompañada de la expresión de genes RAG1 en el principal 
órgano hematopoyético de los peces, el riñón cefálico, la regionalización funcional del 
timo y el bazo, la proliferación de linajes linfocitarios [22] y la expresión de varios 
isotipos de la cadena H de las Ig, IgM e IgZ [39], diversificados bajo la forma de IgD e 
IgT en algunas especies de teleósteos [40-43]  aunque no en otras [44]. La transparencia 
del pez cebra ha permitido el estudio in vivo de la ontogenia de los linfocitos T así como 
el desarrollo de linfomas mediante el uso de marcadores fluorescentes expresados bajo el 
control de promotores específicos de estas células [45]. Este modelo ofrece unas ventajas 
inigualables para la identificación a gran escala tanto de drogas como de genes que afecten 
a la respuesta inmunitaria y al desarrollo del cáncer [46]. 

Aunque con variaciones, referidas al número de componentes y no tanto a la calidad de la 
respuesta inmune, el genoma de Danio rerio incluye una respuesta antiviral orquestada 
por la expresión de interferones de tipo I y gamma y las vías de transducción JAK-STAT 
asociadas a la respuesta celular de los linfocitos T colaboradores (Th) y citotóxicos [47]. 
Los complejos génicos determinantes de los receptores de las células citolíticas (NK) y la 
familia de receptores intracelulares de motivos antigénicos NOD (NLR) dedicadas a la 
erradicación de patógenos intracelulares también están presentes en el genoma del pez 
cebra y en otras especies [48, 49], los primeros bajo la forma de grupos multigénicos 
NITR que codifican dominios Ig y lectinas de tipo C [48] y receptores illrs [50] cuyos 
motivos reguladores apuntan a la conservación, en los peces, del modelo 
inhibidor/activador de la respuesta intracelular mediada por células NK [51]. La 
interacción entre los sensores intracelulares NLR y los receptores TLR de 
reconocimiento de PAMPs (fundamentalmente lipopéptidos, LPS, flagelina, ARNdc y 
ácidos nucleicos) completa la respuesta sinérgica innata del pez cebra, que cuenta con 
homólogos de los receptores TLR2/3/5/7/9, dos miembros similares a TLR8, cinco 
miembros estrechamente emparentados con el TLR21 de Fugu y dos receptores 
homólogos al TLR4 [52], cuya presencia, sin embargo, parece ser variable en las distintas 
especies de peces [53]. Asimismo, se han descrito en el pez cebra ortólogos de la familia de 
receptores TREM implicados en la regulación de la respuesta inflamatoria y la 
diferenciación funcional de células mieloides [54]. 

http://www.sanger.ac.uk/Projects/D_rerio/
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El modelo emergente de la respuesta inmunitaria de D. rerio, y por extensión, la de la 
mayoría de gnatostomados acuáticos, se construye por tanto a partir de la interacción 
entre un amplio repertorio somático combinatorio de receptores citoplasmáticos, de 
membrana y sistémicos y un número limitado de receptores de reconocimiento de 
patrones ajenos al organismo heredados por la vía germinal [55-58]. La información del 
estado de homeostasis interna resultante conduce a la integración de las vías de 
transducción y regulación, dependiente de las condiciones del medio, las constricciones de 
la especie y la historia coevolutiva entre patógeno, hospedador y microbiota asociada, de 
ambos tipos de señales. En este sentido, estudios recientes con ejemplares de Danio rerio 
gnotobióticos, expuestos a un microbioma característico de la flora intestinal de 
teleósteos [59], demuestran la conservación de la respuesta transcripcional típica de 
mamíferos frente a la agresión patogénica. La aproximación “infectogenómica” de las 
patologías microbianas [60] se beneficia, así, de la utilización de un teleósteo para el 
análisis inmunómico del remodelado mutuo de los genomas de hospedador y parásito. 

Infectogenómica y defensoma   en la acuicultura 
La tendencia actual en el estudio de los patrones de expresión génica involucrados en la 
respuesta inmunitaria opta por un meta-análisis jerárquico de complejidad creciente que 
evalúa la conectividad funcional entre: 

(1) módulos reguladores intrínsecos integrados por grupos de genes de funcionalidad 
diversa, definidos ad hoc por el propio conjunto de datos experimentales [61], 

(2) conjuntos de genes sometidos a condiciones experimentales clásicas (v.g. control 
versus tratamiento) o variaciones ontogénicas y agrupados a partir de su 
identidad transcripcional en categorías definidas de manera laxa, lo que permite 
una considerable maleabilidad analítica pero dificulta su anotación precisa [62], 

(3) redes de coexpresión y regulación transcriptómica que permiten la elucidación 
relacional y la adscripción en grupos funcionales y/o reguladores de la expresión 
genética intra e interespecífica a partir de grandes conjuntos de datos [63]. La 
conservación de correlaciones genéticas entre especies resulta así indicadora de la 
importancia de una vía transcripcional o reguladora de la expresión genética y 
posibilita un enfoque filogenético de la evolución de la respuesta fisiológica [64] 

 
En los vertebrados, a la panoplia de metodologías habituales en la caracterización 
funcional de la expresión genómica (FIGURA 2) y el progreso en la problemática 
estandarización del análisis estadístico y diseño experimental de las plataformas de 
micromatriz [13, 65] se le ha sumado recientemente un enfoque computacional 
integrado que combina el minado de bases de datos anotadas y la producción de 
micromatrices destinados a la medición del perfil proteómico de anticuerpos para 
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cartografiar los epítopos procesados por el MHC y los linfocitos B y T mediante ELISAs 
(ELISPOT) de alto nivel [66-68]. La metodología inmunómica no elude, si embargo los 
requerimientos computacionales del análisis estadístico de los datos, condicionados por 
la complejidad recombinacional, somática y germinal del diseño inmunitario. 

De echo, las redes de expresión génica de las poblaciones celulares inmunitarias 
consideradas a priori funcionalmente dispares, se revelan como una agrupación difusa de 
linajes solapados [11] producto de la elevada plasticidad fenotípica tanto de poblaciones 
celulares inmaduras como diferenciadas [69].  

La evaluación y adscripción funcional de genes implicados en la respuesta inmunitaria constituye el 
principal paso previo para la descripción funcional, habitualmente mediante la construcción de 
plataformas de micromatrices específicas (inmunitarias) o generalistas (metabólicas, 
comportamentales, etc.), de la expresión genética diferencial en distintos tejidos y órganos, una vez 
sometido el animal a condiciones experimentales de infección y agresión inmunitaria, puntuales o 
dispuestas a lo largo de su desarrollo ontogénico. Para su análisis, los resultados, susceptibles de ser 
utilizados en estudios a gran escala de cartografía genómica comparativa, deben estructurarse 
formalmente para su inclusión en las bases de datos y clasificarse para su análisis categorizado en 
conjuntos relacionales (ontologías) de similitud funcional. 

FIGURA 2.  ESTRATEGIAS HABITUALES EN EL ANÁLISIS INMUNÓMICO DE LAS ESPECIES ACUÍCOLAS DE CULTIVO HABITUAL. 
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En el ámbito de la acuicultura, y a la espera de la compleción de los proyectos de 
secuenciación genómica actuales, el refinamiento de la metodología inmunómica se 
restringe a un reducido número de especies (FIGURA 3) y aborda la adscripción de 
funcionalidad genética mediante proyectos a gran escala de secuenciación de ESTs en 
condiciones de infección, salubridad comprometida o variación ontogénica.  

A todo ello se añaden la búsqueda y comparación de homologías en las bases de datos y la 
elucidación de las diferencias tisulares y celulares en la expresión de genes relevantes en la 
respuesta inmunitaria mediante la construcción de micromatrices de ADNc elaborados a 
partir de secuencias EST y librerías obtenidas por SSH y, en menor medida, al desarrollo 
de mapas genéticos [65, 70-79]. 

En la mayoría de invertebrados cultivados, los hemocitos constituyen la principal 
población, funcional y estructuralmente heterogénea, de la respuesta defensiva humoral y 
celular [80]. En las especies de bivalvos filtradores cultivados (Crassotrea gigas, C. 
virginica, Mytilus spp., Argopecten irradians), el análisis inmunómico tisular y  
hemocitario ecotoxicológico mediante plataformas de micromatriz específicas destaca la 
expresión génica diferencial de proteínas antimicrobianas (AMP), de adhesión, 
reconocimiento antigénico, opsonización y encapsulación, proteasas, inhibidores de las 
proteasas, miembros de las proteínas HSP, diversas familias de metalotioneínas y 
componentes homólogos de la vía de señalización kB retículoendotelial característica de 
mamíferos [81-85]. 

En condiciones de agresión patogénica e infección, el análisis de ESTs de las librerías de 
ADNc derivadas de hemocitos, hepatopáncreas y branquias en algunos crustáceos 
penaeidos de interés comercial (Litopenaeus vannamei, L. stylirostris, L. setiferus, Penaeus 
monodon,y, P. japonicus) revela una respuesta similar, basada en la activación de los 
sistemas de la profenoloxidasa (pro-PO), lectinas/aglutininas, TLR y AMP común a la 
mayoría de invertebrados y una considerable representación de genes implicados en la 
respuesta inmunitaria marcada, en este caso por la expresión de factores de 
reconocimiento ALFPm3 de LPS, numerosísimas AMP (penaedinas) implicadas en 
procesos de eliminación, opsonización y fagocitosis y componentes de la vías reguladoras 
NFkB y antiviral mediada por ARNi  [79, 86-89]. 

La inmunómica de los teleósteos de interés comercial se asume, por similitud, 
estructurada según el modelo descrito para Danio rerio. El reto de los escasos proyectos de 
secuenciación genómica iniciados en la pasada década radica en la definición funcional de 
la intensidad y componentes de la respuesta inmunitaria para cada especie, ya sea en un 
escenario evo-devo, sujeto a los problemas analíticos del agitado historial genómico de los 
peces, o en el ámbito de la salud y susceptibilidad a patologías. 



 24 

Árbol familiar de algunas de las especies de peces que cuentan con proyectos genómicos o catálogos de ESTs. La 
ordenación jerárquica sigue de manera aproximada el surgimiento de los grupos representados en la figura, pero no 
debe asumirse como una filogenia anotada. El tamaño de los cuadros representa el número aproximado de especies 
descritas o estimadas hasta la fecha (modificado de Nelson, Fishes of the World, 1994). 
 

FIGURA 3.  ESPECIES DE TELEOSTEOS DE INTERÉS GENÓMICO. 
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Las todavía escasas plataformas de micromatriz construidas ad hoc a partir de ESTs, para 
la evaluación de la expresión genética diferencial en teleósteos sometidos a condiciones de 
ecotoxicidad y/o carga patogénica [65, 72, 73, 90-93] confirman la diversidad del 
repertorio de receptores de reconocimiento antigénico del grupo, el menoscabo de la 
función inmune adaptativa debida a la ausencia, limitaciones o peculiaridades 
ontogénicas de componentes celulares, humorales u organográficos en algunas especies 
[94-96], y la presencia de múltiples isoformas y variantes de mediadores y citoquinas de 
comunicación y activación inmunitaria [56, 58, 97]. En el ámbito de la prognosis y 
diagnóstico patológico, se han copiado con éxito modelos de inflamación experimental 
murinos adaptados a la particular organografía inmunitaria de los teleósteos, perfilando 
la modulación de la respuesta defensiva inmunoendocrina frente a epítopos (LPS, beta-
glucanos, CpGs) i patógenos de probada eficacia en la estimulación inmunitaria [73, 75-
77, 98-100] y confirmando una vez más el peso de la diversidad filogenética en la 
intensidad de la respuesta inmune La redefinición de la disfunción inmunitaria en las 
especies acuícolas cultivadas necesita más que nunca integrarse en un marco conceptual 
más amplio que incluya las formulaciones recientes de la dinámica y sentido inmunitarios: 
efectos pleiotrópicos, patrones de daño tisular y regulación de la respuesta innata 
dependiente del órgano afectado [101-103], en un contexto jerárquico de interacciones 
interespecífcas que tenga en cuenta el historial genómico de cada especie. 

La representación de especies piscícolas en las bases de datos de ESTs sigue claramente 
una distribución polinomial sesgada (ley de potencias) hacia un grupo de especies selectas 
(FIGURA 3 y TABLA 1). Así, en lugar de la deseable distribución normalizada, tanto 
estadística como racionalmente, basada en la ponderación filogeográfica de cada especie, 
los proyectos de secuenciación dedicados a peces se centran en un heterogéneo 
ensamblaje de especies de teleósteos ordenados por los ya reiterados criterios de 
importancia económica, peculiaridades genómicas y usabilidad experimental.  

En términos de arquitectura de redes informativas, los recursos genómicos para las 
especies marinas o dulceacuícolas se describen fácilmente siguiendo la conocida “regla” de 
Pareto (o de la “larga cola” en su versión socioeconómica más reciente): el 80% de la 
tierra apropiable la posee el 20% de la población. Una observación que, aplicada al 
ámbito de la genómica comparativa, significa que en las bases de datos coexisten un 
puñado de nexos sobresalientes (especie modelo, patógenas o económicamente relevantes) 
cuya elevada conectividad (unidas a numerosos recursos y aplicaciones bioinformáticas) 
oscurece un gran número de nodos menores (especies no modelos, a menudo modales, 
poco infecciosas o poco conocidas) de escaso etiquetado bioinformático. Lo que conduce 
naturalmente al crecimiento competitivo de bases de datos genómicas unidas a las 
especies nexo en detrimento de las menos favorecidas. Así, ee 80% de la computación 
anotada se dedica a poco más del 20% de las especies albergadas en las bases de datos. 
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TABLA 1.  ESTS SECUENCIADOS Y TAMAÑO DEL GENOMA EN ALGUNAS ESPECIES RELEVANTES EN EL ÁMBITO DE LA ACUICULTURA. 

 
 
Grupo 

 
Especie 

Genoma 

(Mb)1 
 

ESTs2 
 
Proyectos genómicos 

Crustáceos 
Penaeus monodon 2000 7330 http://pmonodon.biotec.or.th/ 
Fenneropenaeus chinensis 2100 10446  Penaeidos 
Litopenaeus vannamei 2450 7429 http://www.shrimp.ufscar.br/ 

Nefropídidos Homarus americanus 4160 12365 http://www.marinegenomics.org 
Moluscos 
Portunidos Callinectes sapidus 2000 10563 http://www.marinegenomics.org 
Mytilidos Mytilus spp.  3986  

Crassostrea virginica 675 9018 http://www.marinegenomics.org Ostreidos 
Crassostrea gigas 890 4046 http://www.marinegenomics.org 

Pectinidos Argopecten irradians 1170 7057 http://www.mbl.edu/aquaculture/EST/ 
Teleósteos 

Salmo salar 3100 430426 http://grasp.mbb.sfu.ca/ Salmónidos 
Oncorhynchus mykiss 2700 260886 http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/ 
Thunnus thynnus 780 7149  
Sparus aurata 930 2034  
Dicentrarchus labrax 765 2356  
Perca fluviatilis 1190 2226  

Perciformes 

Oreochromis niloticus3 1100 294 http://hcgs.unh.edu/cichlid/ 
Paralichthys olivaceus 695 8803  Pleuronectiformes 
Hippoglossus hippoglossus 715 17603  

Gadiformes Gadus morhua 910 19875  
Cypriniformes Rutilus rutilus 1270 18470  
 Cyprinus carpio 1860 19265  
Siluriformes Ictalururs punctatus 980 46294 http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/ 
Condrósteos 

Acipenseriformes Acipenser transmontanus 4600 2704  

1Estimaciones del tamaño genómico tomadas de Gregory, T.R. (2007). Animal Genome Size Database. 
http://www.genomesize.com y Shiao-Wei Huang , Tze-Tze Liu , Hung-Yu Shu , Keh-Ming Wu , Shih-Feng Tsai , You-
Yu Lin , Hon-Tsen Yu (2007) A First Glimpse Into The Genome Of A Marine Shrimp Penaeus monodon By Way Of 
Fosmid End Sequencing. Plant & Animal Genomes XV Conference 
2 Datos tomados de la base de datos dbEST (rel. 010507) de GenBank. Boguski MS, Lowe TM, Tolstoshev CM. 
(1993) dbEST--database for expressed sequence tags. Nat Genet. 4(4):332-3. 
3 Aunque únicamente se ha incluido una de las especies de mayor importancia económica, otras especies del diversificado 
grupo de los cíclidos son objeto de intensa investigación genómica, con más de 63000 ESTs descritos hasta la fecha 
(http://hcgs.unh.edu/cichlid/). 
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La QWERTYzación   del genoma 

Es conocida, por extemporánea, la razón de la ineficiente distribución de las letras en el 
teclado de los modernos ordenadores. En el diseño reformado de Christopher Sholes 
(1868), la disposición de la primera fila de letras que da origen al nombre del teclado 
(QWERTY) obedecía a la necesidad de dificultar la mecanografía en una máquina 
analógica cuyas teclas, una vez presionadas, llevaban al martillo impresor a la página y de 
vuelta a su posición original más lentamente de lo que permitía la rapidez manual del 
mecanógrafo. Un diseño más eficiente, acompasado a la rapidez de tecleo del usuario, que 
utilizara la  frecuencia de aparición de las distintas letras en el idioma de escritura como 
criterio para su ubicación en el teclado (o la ordenación alfabética original ideada por 
Sholes), originaría un atasco de martillos que impediría la escritura rápida de caracteres 
impresos que prometía una máquina accesible a todos los bolsillos. La ineficaz (pero 
rentable para los organizadores de cursos de mecanografía rápida) configuración se 
extendió, en virtud de la especialización de los profesionales de la mecanografía, a los 
teclados de las computadoras digitales, aún cuando el bloqueo de martillos perdió todo 
sentido. 

La qwertyzación de la maquinaría digital moderna constituye por tanto un carácter 
vestigial del acervo alfabético a considerar en la evolución artificial de los teclados, de 
manera análoga a como la librería genómica de todo organismo contiene erratas virales, 
transposómicas, pseudogenéticas y fragmentaciones de secuencias antiguas incorporadas 
a lo largo de la evolución natural de los organismos. Llevando la analogía un poco más 
lejos, la criba tecnológica que supone una micromatriz de ADN acotada (focused en su 
denominación anglosajona), como la expuesta en este y otros trabajos para especies no 
modelos, no es si no la qwertyzación, artificiosa pero operacional y conveniente, en tanto 
que ordenación ontológica estructurada de genes selectos por su funcionalidad 
previamente demostrada en organismos de genoma conocido, de un transcrito genómico. 
La qwertyzación transcriptómica de las micromatrices y otros medios de modelado de 
porciones genómicas difiere, sin embargo, de su contrapartida natural, en la presencia de 
una fe de erratas anotada en aquellas, que excluye la complejidad de esta, reduciéndola y 
aumentado, por simplificación de la repetitibilidad funcional, el balance entre señal y 
ruido en la interpretación transcriptómica. 

El análisis in silicio de expresión genética reúne, así, lo mejor de tres mundos (FIGURA 4): 
la complejidad intratable de la experimentación in natura, la tratabilidad de la evaluación 
in vitro y la no gaussianidad, esto es, la desviación de la normalidad estadística, 
terriblemente común en la experimentación in vivo de la reactividad fenómica a un 
medio cambiante o predecible. Por otro lado, la necesidad de una estructura ordenada 
(ontología) que atribuye características definidas a componentes y procesos moleculares, 
restringe su aplicación a la definición precisa en términos de experimentación, elección 
del modelo experimental y del conjunto transcriptómico a analizar. Todo ello es 
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FIGURA 4.  COMPARACIÓN DE LAS METOLOGÍAS AL USO EN EL ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GENÉTICA. 

Se destacan algunas interacciones y características relevantes entre los análisis in vivo, in vivo, in 
natura y el modelado in silicio de la expresión genética, en términos de complejidad de las redes 
moleculares (conectividad) y su definición precisa (complejidad semántica, ontología), expresión 
genética alejada de la normalidad (no gaussiana), uso del razonamiento analítico (empírico, 
hipotético) y ejemplo de utilización experimental. 

especialmente relevante en las micromatrices acotadas de ADN, y, en menor grado, en la 
exploración territorial del genoma completo de una especie. 

El muestreo a gran escala de la expresión genética mediante técnicas de hibridación en 
plataformas de micromatriz constituye una herramienta molecular (y popular) para el 
análisis de la dialéctica genética subyacente al fenoma expresado. El enfoque in silicio 
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amplía y complementa el análisis tradicional de muestras biológicas in vivo e in vitro bajo 
condiciones experimentales diferentes y/o escalas temporales variables, ya sea para 
evaluar la respuesta inmediata a la carga bacteriana o vírica o la capacidad adaptativa de 
reacción inmunitaria frente a un medio fluctuante e imprevisible [104].  La circuitería 
genética identificada mediante el análisis transcriptómico evaluado con micromatrices, permite 
la construcción ulterior de un “mapa de carreteras” acotado que conecte la fenomenología 
genómica, bioquímica, fisiológica y, en definitiva, comportamental. La utilización y análisis de 
micromatrices debe considerarse, por tanto, tanto una estrategia derivativa para la elucidación 
cuantitativa de la compleja conectividad genética como una estrategia cualitativa reductiva, 
orientada a una descripción libre de escala del perfil transcriptómico celular o tisular. 

La valoración completa de los perfiles de expresión globales característicos de una red 
activa de genes necesita de: 

(a) una descripción concisa, en términos de tasa de expresión y actuación bajo  
definida del comportamiento transcripcional, esto es, tasa de expresión y 
comportamiento bajo las condiciones habituales de experimentación clásica 
reactiva (estimulación/disrupción fisiológica, patología) e inactiva (control) de 
varios genes no silentes, 

(b) un profundo conocimiento de la naturaleza, intensidad, direccionalidad y 
dependencia de las interacciones entre los genes comúnmente tildados de 
habituales (housekeeping) y “de lujo” (luxury), enfrentados a  una situación 
natural de competición evolutiva. Desentrañar la arquitectura del transcriptoma 
requiere, por tanto, herramientas técnicas y estadísticas (aún no) bien definidas 
capaces de lidiar con reconocimientos moleculares de alto nivel. Su 
interpretación, en cambio, exige el maridaje de tecnologías de gran 
productividad y aproximaciones conceptuales ad hoc o confirmatorias que 
contemple el transcriptoma como diálogo de genes, mezcla de expresión y 
regulación post transcripcional. 

Al margen del análisis cuantitativo de los niveles de ARNm característico de la cara pero 
robusta aproximación abierta a la expresión genética global (muestreo de secuencias 
mediante Serial Analysis of Gene Expression, SAGE or Massive Parallel Signature 
Sequencing, MPSS ), decididamente patogenocéntrica, el análisis mediante micromatrices 
de transcriptomas “focalizados” (esto es, en los que sólo se analiza un numero limitado de 
secuencias) constituye una alternativa habitual al análisis paralelo de genomas transcritos 
y/o subconjuntos de (miles de) genes reactivos, reguladores y alostáticos. Utilizando la 
metodología de resolución de problemas por fuerza bruta característica de las 
aproximaciones computacionales para la simplificación de datos complejos, la 
interrogación (hibridación) de oligonucleótidos, productos genómicos o ADNc 
obtenidos mediante PCR subraya los posibles genes responsables del estado alterado, 
reactivo o inactivo gracias a un cribado necesariamente heurístico (dado el estado actual 
de la tecnología de interpretación de datos masivos), corregido mediante inevitables 
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pruebas de discriminación de la expresión de miles de genes entre y/o dentro de múltiples 
experimentos o muestras. Sin embargo, el todavía elevado grado de incertidumbre 
asociado al análisis estadístico de micromatrices no es óbice para aprovechar las ventajas 
que, para el descubrimiento de genes o funciones genéticas novedosas, ofrece la 
evaluación de los clones no anotados habituales en matrices de ADNc de especies no 
modelo, derivados de librerías de ADNc y colecciones de ETSs escasamente 
caracterizadas. La controversia entre la eficiencia de micromatrices de ADNc u 
oligonucleótidos no es, por tanto, relevante si de especies pobremente definidas 
genómicamente se trata. La cuestión es, como tantas otras veces en biología (véanse por 
ejemplo los múltiples sabores de la definición de especie, o del gen como unidad 
compacta), coyuntural, y la respuesta, operativa. 

Las plataformas de micromatriz actuales, ya sean de ADNc u oligonucleótidos, se 
configuran siguiendo dos estrategias principales: 

(a) Cobertura máxima del transcriptoma de aquellas especies consideradas modelo o 
nexo en cuanto a su descripción genómica y relevancia en la red transcripcional 
descrita hasta la fecha. 

(b) Cobertura acotada del transcriptoma, selecto en cuanto al número y 
funcionalidad de los genes interrogados, exclusivo de especies nodales, modales y 
no modelos, esto es, constituyentes menores de la red transcripcional descrita 
hasta la fecha, abundantes en número o importancia ecológica pero irritables en 
condiciones controladas de laboratorio. 

 
Ambas estrategias poseen ventajas e inconvenientes, al igual que entusiastas y detractores 
[105-109], pero pueden englobarse, en mayor o menor medida en el intento de 
qwertyzación del genoma propio de un momento en el que todavía no es posible la 
secuenciación económica a gran escala. En general, el formato de micromatriz de ADNc 
ha dominado los estudios en piscicultura tanto en el análisis de máxima cobertura 
genómica como en el de acotación transcriptómica, del que este trabajo es una muestra. 

E pluribus unum :    la Ontología como cincel genético 
Pese a su coste, el uso generalizado de las tecnologías de análisis genético de gran 
productividad, como las plataformas de micromatriz y las secuenciadoras genómicas de 
alto rendimiento, obedece a la voluntad de analizar módulos (“ómicos”) discretos que 
permitan manejar cómodamente los problemas derivados de la escalabilidad en las redes 
de influencia genéticas. Sin embargo, un flujo de datos abundante conlleva una dificultad 
añadida: la del despiece racional de los nodos relevantes para la interpretación y/o 
formulación de hipótesis. A diferencia de lo que ocurre en el ámbito del procesado y 
deconstrucción de la información digital, la relación señal / ruido de los patrones de 
información genética ostentan, en virtud de su pasado evolutivo, un grado de 
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redundancia y qwertyzación (esto es, preadaptación aparentemente poco funcional de la 
función genética en virtud de la carga de secuencias parasíticas virales, transposones, 
pseudogenes y demás componentes del bestiario ribonucleico; véase el apartado 
Micromatrices de ADNc: la QWERTYzación del genoma) informativas poco usual. La 
mayoría de genes realizan multiplicidad de funciones, en lugares y momentos concretos y 
pautados del desarrollo ontogénico, lo que, unido a la red de influencias mutuas que 
dirige la vida social del genoma, convierte la ordalía genética en una pesadilla para la 
biblioteconomía genómica. 

Una de las mejores soluciones al problema, de uso extensible al análisis estadístico de los 
resultados obtenidos de micromatrices y que también se ha utilizado en este trabajo para 
la catalogación del transcriptoma alterado, aprovecha una versión tecnificada y 
tecnofílica de la delimitación metafísica clásica del ser y el devenir. La ontología, o estudio 
de la existencia de las entidades y de las relaciones y categorías que contribuyen a ella, 
preocupaba a los griegos casi tanto como a los empiristas ilustrados o a los estudiosos 
sociales modernos, hasta el punto de extender la Platonificación de formas y esencias al 
ámbito de la diversidad biológica y sociocultural. Más allá de las serias dificultades y 
limitaciones de esta aproximación a la definición del continuo biológico, el valor 
puramente pragmático, operacional, del concepto reside en el moldeado de la 
metainformación propio de la moderna ciencia computacional. Aquí, la ontología es un 
medio formal representativo en el que se vertebran las relaciones, anotadas o no, entre un 
grupo de conceptos y sus propiedades, sitos en un determinado dominio.  

En el ámbito de la genómica, la anotación genética se beneficia de la Gene Ontology 
(GO), uno de los vocabularios controlados y/o anotados más utilizados para describir la 
función genética, que se ha utilizado en esta tesis para elucidar la funcionalidad de la 
expresión transcriptómica en experimentos de agresión inmunitaria. Como ocurre con 
otros modelos de anotación ontológica biológica, como la enciclopedia de genes y 
genomas de Kyoto (KEGG), la anotación genética es costosa no sólo en términos de 
tiempo dedicado a la definición experimental de genes selectos, sino también al necesario 
esfuerzo de revisión de la literatura existente sobre cada gen y sus relaciones (TABLA 2). 
El proyecto GO adscribe un gen a una categoría trina que le asigna una función 
molecular, compartimento celular o proceso biológico. Así, la definición inicial de la GO 
para el gen escogido se construye jerárquicamente a partir de la asignación de códigos 
descriptivos relativos a las categorías mencionadas, de manera que cada término (clase) 
del conjunto puede asociarse a diversas subclases, en una relación de parentesco que une 
una o varias clases con uno o varios términos “progenitores” o “descendientes” en una 
jerarquía de inclusión que, por su promiscuidad (un término puede tener varios 
progenitores) se define técnicamente como un grafo directo acíclico (FIGURA 5). 

Esta platonificación de la descripción genética, esto es, su delimitación en clases discretas 
ideales, elude los principales peligros de la reificación gracias a la fundación empírica que 
sustenta todo intento clasificatorio ontológico en biología: la asignación de códigos a los 
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genes se lleva a cabo mediante un proceso de no menos de una decena de evidencias 
justificativas de peso creciente extraídas de investigaciones contrastadas y publicadas 
sobre los genes de interés. En este trabajo, el análisis ontológico de la expresión genética 
medida a través de su representación transcriptómica, se ha escogido como medio de 
evaluación alternativo al análisis de agrupaciones (clustering) jerárquicas de genes 
característico de los primeros estudios detallados de micromatrices de ADN. 

TABLA 2.  EVIDENCIAS EMPÍRICAS PARA LA ANOTACIÓN ONTOLÓGICADE LA EXPRESIÓN GENÉTICA 

 
Evidencia Ejemplos  

Confianza1 
Afirmaciones contrastadas de 
investigadores  • • • • • 
Inferencias de los encargados 
de la base de datos  • • • • • 

Inferencias obtenidas de 
ensayos directos 

Ensayos enzimáticos 
Reconstrucción in vitro (transcripción) 
Inmunofluorescencia (componentes celulares) 
Fraccionamiento celular (componentes celulares) 
Interacción física/unión a receptores 

• • • • • 

Inferencias derivadas de 
fenotipos mutantes 

Mutantes genéticos / knockouts 
Sobreexpresión / expresión ectópica de genes mutantes o salvajes 
Experimentos anti-sense 
Experimentación con ARNi 
Inhibidores específicos de proteínas 

• • • • • 

Inferencias obtenidas de 
interacciones genéticas 

Supresores, sintéticos letales 
Complementación funcional 
Evaluación de un gen basada en el fenotipo asociado a mutaciones 
de genes diferentes 

• • • • • 

Inferencias obtenidas de 
interacciones físicas 

Híbridos 
Copurificación 
Coinmunoprecipitación 
Unión a proteínas o iones 

• • • • • 

Inferencias derivadas de 
patrones de expresión 

Niveles de transcripción (micromatrices, transferencia Northern) 
Niveles de proteínas (transferencia Western) • • • • 

Inferencias basadas en 
similitudes estructurales y de 
composición de las secuencias 

Similitud de la secuencia (homologia/paralogía) 
Reconocimiento de dominios 
Similitud estructural 
Transferencia Southern 

• • • 

Inferencias basadas en 
análisis computacionales 
validados 

Experimentos a gran escala de la interacción entre proteínas 
Experimentos con micromatrices 
Integración de diversos tipos de bases de datos complejas 
Computación basada en análisis textual 

• • • 

Inferencias basadas en 
anotaciones electrónicas  • • 
Afirmaciones no contrastadas 
de investigadores  • 

1La valoración de la confianza es una estimación aproximada del peso relativo de cada evidencia en la 
anotación genética 
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FIGURA 5.  INTERPRETACIÓN ONTOLÓGICA DE LA EXPRESIÓN GENÉTICA 

La anotación genética a partir de ontologías jerárquicas, como la Gene Ontology aquí representada, aprovecha la 
codificación de la forma y función genéticas, consensuadas a partir de diversas fuentes, para establecer una ordenación 
anotada, modelada como un grafo directo acíclico, que puede utilizarse para analizar la representación de los genes 
expresados en un experimento mediante la evaluación ontológica del transcriptoma. 
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En este trabajo de investigación se pretende:
 

(1) Monitorizar la respuesta inmunitaria temprana (24-72 h) desencadenada por la 
exposición in vivo a lipopolisacárido bacteriano (LPS) en la trucha 
(Oncorhynchus mykiss). Para ello se establece un estudio comparativo 
mediante análisis de micromatriz de ADNc entre dos órganos, el riñón 
cefálico o anterior y el hígado, responsables de la hematopoyesis y parte de 
la respuesta inmunitaria de fase aguda, respectivamente, utilizando un 
modelo de inflamación peritoneal de uso habitual en la experimentación 
animal. 

(2) Proporcionar un modelo comparativo de los cambios en la expresión genética 
de la respuesta inmunitaria temprana (24-72 h) en el riñón cefálico de la trucha 
(O. mykiss) desencadenada por la exposición bacteriana y viral in vivo. Para ello 
se analiza el transcriptoma obtenido mediante micromatriz de ADNc de 
animales sometidos a inflamación experimental in vivo con LPS bacteriano 
o infectados con versiones atenuadas y virulentas del virus IHN, 
responsable de la necrosis hematopoyética infecciosa en salmónidos.  

(3) Validar el uso de una plataforma acotada de micromatriz de ADNc (SFM 1.0) 
específica para salmónidos en una experimentación de reactividad inmunitaria 
con la trucha (O. mykiss), a fin de complementar los estudios previos 
metabólicos y toxicológicos llevados a cabo con la misma plataforma. 

(4) Evaluar la aplicabilidad de la plataforma SFA 2.0 específica de salmónidos para 
la detección de cambios significativos en el transcriptoma de la dorada (Sparus 
aurata). Para ello se analiza ontológicamente el transcriptoma de las 
branquias y el riñón cefálico de la dorada, mediante hibridación cruzada 
con la plataforma de micromatriz SFA 2.0, en respuesta a formulaciones 
inmunoestimulantes en la dieta. 

(5) Validar el uso del análisis ontológico funcional como herramienta de elevado 
contenido explicativo y funcional en el análisis de micromatrices de ADN. 

 

 

 
 

Objetivos: el gen como baliza 2 
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En el último decenio, la elucidación de la expresión diferencial de genes o grupos 
de genes mediante micromatrices de ADNc de alta productividad1 se ha 
convertido por méritos propios en la aproximación más común al análisis de la 
expresión génica global. Dejando a un lado los imponderables técnicos asociados 
tanto a los requerimientos de potencia estadística, precisión, replicabilidad y 
validación de algoritmos necesarios, como al tiempo necesario para el desarrollo 
de bases de datos genéticas basadas en especies pobremente caracterizadas desde 
el punto de vista genómico, las matrices de ADNc interespecíficas aportan a 
menudo una mayor resolución explicativa que las matrices de oligonucleótidos en 
este tipo de especies, elegidas más por su interés filogenómico que por su 
acomodación, a menudo dificultosa, a las condiciones de cultivo, cría y 
manutención en el laboratorio. Se describe a continuación la estructura de la 
primera generación de una plataforma de micromatriz de ADNc desarrollada 
específicamente para salmónidos (SFM 1.0) que se ha utilizado para la 
experimentación y validación de las respuestas inmunitarias desarrollada en este 
trabajo de investigación2. Asimismo, se discute someramente el anticipo 
metodológico de parte de la investigación llevada a cabo en este trabajo. 
 
1 Se siguen aquí y a lo largo de todo el documento las recomendaciones para la traducción 
de neologismos anglófonos sugeridas en el “Vocabulario inglés-español de bioquímica y 
biología molecular” de María Verónica Saladrigas publicado en la revista Panace@, Boletín 
de Medicina y Traducción 2005, VI(21-22):265-275. Asimismo, en el texto, los términos 
clon, gen y transcrito se utilizan indistintamente para referirse a las sondas de ADNc 
inscritas en la micromatriz. 

2 Los experimentos descritos en esta investigación no hubiesen podido realizarse sin el 
acuerdo académico con la unidad de producción de micromatrices en el centro de 
Biotecnología de Turku, vinculado a la Universidad de Kuopio en Finlandia, que permitió 
el uso de la plataforma SFM 1.0 y cuyos elevados estándares en los procesos de impresión y 
producción de matrices de alta calidad son responsables de gran parte de los resultados 
expuestos a lo largo del texto. 

 
 

Salmonid Fish Microarray (SFM 1.0): 
descripción de la plataforma 3 
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El salmón    reactivo 
El valor interpretativo de los datos obtenidos mediante un experimento con 
micromatrices son tan válidos como la calidad de la anotación y representación de los 
genes selectos en la plataforma. En el caso de sistemas fisiológicos reguladores como el 
inmunitario, los eventos transcriptómicos se dan con una rapidez considerable tras la 
activación del sistema, lo que conlleva perfiles espacio-temporales variables en 
ubicaciones a menudo alejadas del lugar de la infección, que acarrean, además, la 
activación y maduración funcional de multitud de tipos celulares distintos, actuando en 
la consonancia disonante que constituye la disfunción inmunitaria. Todo ello contribuye 
a la imprecisión característica de la atribución funcional a los genes involucrados en la 
respuesta fisiológica, especialmente en especies que, como los salmónidos, carecen, por el 
momento, de una caracterización genómica anotada completa.  

En este sentido, y aunque se han generado numerosos recursos basados en ESTs en los 
salmónidos [91, 92, 110], así como descripciones ontológicas de la anotación genética,  
tanto de especies atlánticas (Salmo salar L.) como continentales (Oncorhynchus mykiss, 
W.), accesibles mediante servidores on line como Gene Index, iniciativa del 
Computational Biology and Functional Genomics Laboratory, el número y la diversidad 
de genes inducibles o activables derivados de análisis a gran escala de ESTs orientados a la 
función inmunitaria son, hasta la fecha, escasos [91, 111, 112].  Lo que tal vez sea debido 
a la naturaleza heterogénea de las muestras (habitualmente acervos mezclados de tejidos 
representativos) que pueden contener una amplia diversidad de tipos celulares con escasa 
representatividad inmunitaria (véase, sin embargo [9] y el apartado Ordalías genéticas). 
Asimismo, la a menudo gran divergencia en las secuencias de actores principales en la 
respuesta inmunitaria, como las citoquinas, añade un grado extra de dificultad técnica a la 
elucidación clara de la función genética en este tipo de respuestas [113]. 

Liderada por el sistema innato o inespecífico de reconocimiento celular, la reacción 
inmunitaria temprana a la invasión de patógenos confía en la respuesta de los macrófagos 
maduros residentes en los tejidos para la orquestación del complejo baile de interacciones 
celulares mediado por citoquinas, quimioquinas, especies reactivas de oxígeno (estallido 
respiratorio), fagocitosis y presentación de antígenos que precede a la puesta en escena de 
linfocitos profesionales especializados en la producción de anticuerpos y destrucción de 
células infectadas y microorganismos foráneos.  

A menudo se justifica la modelización de la respuesta inmunitaria fagocítica utilizando 
modelos cultivados in vitro, que permitan detectar la expresión transitoria de genes 
relevantes, asumiendo los problemas derivados de: 

(a) La complejidad de la activación de los macrófagos y a su escasa representación en 
librerías tisulares mezcladas de ADNc. 

(b) La mezcolanza de células inmunitarias, maduras e inmaduras, y endocrinas en el 
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riñón cefálico de los peces que dificulta su análisis particulado. 

(c) La ausencia de un modelo consistente de circulación celular inmunitaria en los 
peces. 

(d) La propia idiosincrasia de la experimentación in vivo (variabilidad, complejidad 
semántica, conectividad (véase la FIGURA 4). 

Así, en nuestro laboratorio se ha demostrado un incremento progresivo en la expresión 
de TNF-alpha en cultivos primarios maduros (5 días) de células obtenidas del riñón 
cefálico de la trucha (O. mykiss) y sometidas a estimulación con LPS de Escherichia coli 
[114]. De hecho, la estimulación con diferentes PAMPs origina en este tipo de células un 
aumento de la regulación de citoquinas proinflamatorias con una sensibilidad similar a la 
observada en los macrófagos de mamíferos [115].  El análisis de ESTs llevado a cabo con 
macrófagos activados durante 12 h con LPS se observa una representación cercana al 12% 
de genes relacionados con la respuesta inmunitaria, lo que implica una elevada tasa de 
descubrimiento de genes afectados por la estimulación bacteriana, acompañada de una 
nada desdeñable reducción de la redundancia característica de este tipo de estudios. [116, 
117]. Es de destacar el hecho de que el análisis tardío (30 h después de la estimulación 
con LPS) de más de 1000 ESTs del mismo tipo celular revela una fuerte dependencia del 
tiempo muestral en el grado de redundancia del número de genes, elevándolo.  

En general, los resultados de estos y otros estudios en los que se ha empleado hibridación 
supresiva sustractiva (SSH) para analizar las respuestas antibacterianas, actividad antiviral 
y activación de diversos tipos celulares mediada por estimulación de PAMPs [76, 118, 
119] confirman la utilidad de estrategias unívocas (micromatrices) o combinadas 
(micromatriz y SSH) para detallar la expresión de genes selectos en especies de escaso 
etiquetado genómico pero relevancia experimental como modelos de patologías exóticas, 
comunes o comerciales. 

El salmón anotado:    la plataforma SFM 1.0 
Concebida como una herramienta de elevada productividad específica de salmónidos 
para estudios ecotoxicológicos, de estrés, crecimiento y disfunción metabólica, la 
plataforma de micromatriz de ADNc de alta densidad en su versión original (SFM 1.0, 
FIGURA 6) contiene 1380 clones de salmónido no redundantes obtenidos mediante (a) 
análisis de ESTs de librerías comunes y sustraídas de ADNc [112] y (b) selección de 
genes basada en las clases funcionales definidas en la Ontología Genética (GO), y resulta 
del esfuerzo combinado de los equipos de investigación en biología molecular y 
bioinformática de la Universidad de Kuopio (Finlandia), financiados por el programa 
TEKES de la Unión Europea. Dado que no existe una referencia publicada que describa 
de manera exclusiva la plataforma, se refiere a continuación una descripción somera de la 
misma y su elaboración. Una versión muy abreviada de la misma puede consultarse en el 



 39 

vivero de plataformas, compendios de resultados y anotaciones genéticas mantenido en la 
base datos Gene Expression Omnibus (GEO) bajo el epígrafe GPL6155. 
 
Las librerías de ADNc obtenidas a partir de las células de peces estresados o 
inmunocomprometidos se prepararon utilizando hibridación supresiva sustractiva (SSH) 
utilizando procedimientos descritos previamente [120]. De manera resumida, el ARN se 
extrajo mediante reactivos de Trizol (Invitrogen) y se purificó con el paquete de análisis 
Dynabeads (Dynal). La síntesis de las cadenas de prueba y conductora de ADNc se llevó a 
cabo utilizando transcriptasa inversa PowerScript (Clontech), y la síntesis de ADNc de 
doble cadena mediante Advantage DNA polymerase mix (Clontech), como paso previo a 
su purificación por extracción con fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1). Los 
ADNc de prueba y conductores de digirieron utilizando RsaI como paso previo a su 
purificación por extracción con fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1). El ADNc 
de prueba se subdividió en dos segmentos (T1, T2), cada uno de los cuales se ligó con un 
adaptador diferente durante 12 horas utilizando ligasas de ADN (New England Biolabs). 
Ambos segmentos se sometieron a una primera hibridaron con el ADNc conductor 
durante 8 h a 68ºC, y a una segunda durante 12 h a 68ºC. La primera y segunda tanda de 
amplificaciones mediante PCR de las secuencias enriquecidas expresadas 
diferencialmente se llevó a cabo siguiendo el protocolo: 1ª PCR 75 oC durante 5 min., 
número de ciclos optimizados a 94 oC durante 30 s, 66 oC durante 30 s, 72 oC durante 1.5 
m) 2ª PCR número de ciclos optimizados a 94 oC durante 30 s, 68 oC durante 30 s, 72 oC 
durante 1.5 min.) empleando para ello la Advantage DNA polymerase mix (Clontech). 
Los productos se clonaron empleando TOPO (Invitrogen). 

Para la modificación, clonación y amplificación de los ADNc se utilizó una modificación 
de clonación de ADN por substitución enzimática degradativa (EDS) previamente 
descrita [121, 122]. Para la preparación de las librerías normalizadas se requirió la síntesis 
de ADNc mediante transcriptasa inversa Power-Script (Clontech), cebada con 
oligunucleótidos e incluyendo las zonas de unión a EcoRI and NotI (5'-
ACGAGGCGAATTC-ACAGAGAGGAG(T)VN-3' y 5'-GAGAGAGAGTGGT-
GCGGCCGCGGTGTAT-GGGG-3').  Para la generación de ADNc de doble cadena 
se empleó la Advantage DNA polymerase mix (Clontech) y los siguientes cebadores para 
la PCR: 5'-ACGAGGCGAATTCACAGAGAGGAG-3' y 5'-GAGAGTGGT-
GCGGCCGCGGTGTA-3'. Los productos de la PCR se purificaron empleando el 
paquete de reactivos QIAquick kit (Qiagen), se precipitaron con etanol previa disolución 
en 1 μg/μl de tampón de hibridación (1 M NaCl, 50 mM HEPES (pH 8.3), 1 mM 
EDTA). El ADN se desnaturalizó durante 5 min. a 94°C. Después de la reasociación a 
72°C durante 16 horas, se eliminó el ADN de doble cadena mediante precipitación con 
etanol seguida de digestión, durante 15 min. a 37ºC, con 150 U de exonucleasa III (MBI 
Fermentas) [122]. El ADN de cadena simple se amplificó y aisló utilizando PCR y 
electroforesis con geles de agarosa, y para su clonación se empleó el vector pGEM®-11Zf 
(+) (Promega). 
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Como ya se ha mencionado, la plataforma SFM 1.0 contiene, además de las librerías de 
ADNc normalizadas y de sustracción obtenidas a partir de diversos tejidos clave, 
constituyentes de barreras para el tránsito celular o implicados en la regulación de la 
alostasia (cerebro, branquias, riñón cefálico, medio y posterior, hígado, bazo, músculo) de 
peces estresados, inmunocomprometidos o disfuncionales, varios clones obtenidos 
librerías de ADNc de trucha (O. mykiss) y salmón del Báltico (S. salar) construidas en el 
Centro de Biotecnología de Turku. De hecho, y siguiendo a Rise et al., 2004, la 
evaluación de la hibridación interespecífica en micromatrices de 7.36 k de ADNc es 
remarcablemente similar dentro de la familia Salmonidae, a la que pertenecen ambas 
especies.  Las secuencias se analizaron mediante paquetes de software autónomo blastn 
and blastx [123] y la adscripción, identificación y anotación genética en términos de 
familias multigenéticas (INTERPRO) y categorías funcionales de la Ontología Genética, 
se llevó a cabo paralelamente al desarrollo de una plataforma (START) basada en los 
entornos Windows y Java dedicada a la anotación semiautomática de los genes de trucha 
(O. mykiss), cuya base de datos relacionales, unida a la interfase GO Tree Viewer permitió 
la discriminación de genes en el seno de familias genéticas y ordenaciones jerárquicas de 
categorías funcionales. 

A fin de aumentar la versatilidad funcional y delimitar, a la vez, el espectro analítico de la 
plataforma a la idiosincrasia inmunitaria de las especies estudiadas, restringiendo su uso a 
la (dis)función inmunitaria y metabólica, la plataforma de micromatriz acotada se 
benefició del enriquecimiento de clones pertenecientes a diversas clases funcionales, 
especialmente aquellas relacionadas de manera directa con los estados de estrés (145 
genes), respuestas defensivas (105 genes), ciclo celular (62 genes), transducción de la 
señalización celular (114 genes), actividad de carabinas moleculares (41 genes) y procesos 
relacionados con al apoptosis (79 genes). La plataforma incluye, además, 315 genes 
seleccionados mediante análisis ontológico involucrados en estados de estrés, 
ecotoxicología y respuestas relacionadas con la exposición a patógenos. Más de cuatro 
quintas partes de dichos transcritos se obtuvieron de librerías multitisulares normalizadas 
empleadas en la indexación de los genes de la trucha [112], y el resto (33 genes) se 
obtuvieron mediante RT-PCR, en una estrategia de enriquecimiento que permitió una 
mayor cobertura de diversas clases funcionales [72]. 

Los insertos de ADNc se amplificaron mediante PCR, empleando cebadores universales,  
y se purificaron con un paquete de reactivos Millipore Montage PCR96 Cleanup Kit de 
acuerdo con las instrucciones del fabricante. El ADN se dispuso en portaobjetos 
cubiertos con poli (L) lisina (Menzel) utilizando DMSO como tampón de impresión y 
una configuración de 8 puntas de impresión (Telechem) dispuestas en 2 x 4, Todo el 
proceso se llevó a cabo utilizando el Virtek ChipWriter Pro Arrayer en el Finnish DNA 
Microarray Centre sito en el centro de Biotecnología de Turku.  

A vista de pájaro, la micromatriz consta de 12 filas y 4 columnas de submatrices, cada una 
de las cuales se compone de una ordenación de puntos con un diámetro de 150 μm 
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dispuestos en 13 filas y 14 columnas (FIGURA 6). Cada portaobjetos contiene 6 réplicas 
técnicas de la matriz de 1380 clones. Para la experimentación llevada a cabo en esta tesis, 
se utilizó un diseño experimental de tinción cruzada (dye-swap) para analizar las muestras 
obtenidas de experimentos clásicos (condición experimental versus control), debido al 
ajuste correctivo que sobre la variabilidad derivada de la relación señal/ruido posee este 
tipo de diseños [14]. 

De manera sucinta, el marcaje con dCTP unidos a los fluorocromos Cy3 y Cy5 
(Amersham Pharmacia) se llevó a cabo utilizando SuperScript III (Invitrogen) y 
cebadores de oligo(dT), hibridándose cada muestra en dos micromatrices. Los 
portaobjetos se trataron previamente con 1% de BSA, fracción V, 5 x SSC, 0.1% SDS (30 
min. a 50°C) y lavaron con 2 x SSC (3 min.) y 0.2 x SSC (3 min.), hibridándose durante 
12 h en una solución con 1.3 x Denhardt's, 3 x SSC 0.3% SDS, 0.67 μg/μl poliadenilato y 
1.4 μg/μl de ARNt de levadura. Para el escaneo de las micromatrices se utilizó el modelo 
5000 de ScanArray, procesándose las imágenes con el modelo QuantArray (GSI Lumi-
nomics). De manera habitual, las medición de la señal en cada punto se filtró siguiendo el 
criterio I/B ≥ 3 and (I-B)/(SI+SB) ≥0.6, donde I y B representan la media de las 

intensidades de señal y de fondo, y SI, SB  sus desviaciones estándar. Una vez sustraída de 

la intensidad de fondo, se aplicó una normalización clásica de Lowess [124] a cada 
portaobjetos por separado y en su conjunto. 

Para el análisis de la expresión diferencial se utilizó el test de la t de Student (p < 0.01), 
ordenándose los genes de utilizando preferentemente el log del valor p. Dado el número 
de genes a evaluar en cada plataforma, muestra  y/o experimento, en todos los casos se 
aplicó la corrección FDR (False Discovery Rate) para comparaciones entre múltiples 
experimentos, un algoritmo popular en este tipo de análisis que asume un cierto nivel de 
interacción genética y resulta computacionalmente eficiente [125]. En los casos en los 
que se analizó la representación de categorías funcionales mediante análisis ontológico, se 
compararon las clases GO anotadas empleando para ello la media del logaritmo de la 
relación de expresión, así como las correcciones de Fisher y/o Ji cuadrado para la 
significación de categorías funcionales singulares y el grado de representación de las 
escogidas por su significación considerando la composición funcional de la plataforma de 
micromatriz, una valoración esta absolutamente necesaria y no siempre utilizada que, de 
no efectuarse en micromatrices acotadas y enriquecidas con clones específicos de procesos 
fisiológicos selectos como la presente, conduce a menudo a una representación no 
gaussiana de las categorías funcionales, infravalorándolas o sobrevalorándolas, con el 
consiguiente aumento de la incertidumbre en la formulación de hipótesis. 
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FIGURA 6. DESCRIPCIÓN DE LA PLATAFORMA SFM 1.0 DISCUTIDA EN LOS SIGUIENTES APARTADOS 
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      Validación de la plataforma SFM1.0 
El funcionamiento de la micromatriz se ha evaluado repetidamente (TABLA 3) en 
salmónidos sometidos a estrés, exposición a contaminantes acuáticos e agresiones 
inmunitarias [72, 75, 126-132], utilizando diversos tejidos y estadios vitales de diferentes 
especies (O.mykiss, S.trutta lacustris L. ay S.salar). En todos los casos, la detección de 
genes expresados diferencialmente es concurrente con la eficiencia esperada para la 
mayoría plataformas de micromatriz consistentes basadas en ADNc. A modo de ejemplo, 
y aunque se discutirá en profundidad en los siguientes capítulos, se aportan a 
continuación una parte de los resultados obtenidos al evaluar por primera vez la 
plataforma mediante insultos virales y bacterianos. Desde entonces, otras investigaciones 
han incidido en la presión viral como medio de analizar la respuesta transcriptómica en 
los salmónidos mediante actualizaciones de la plataforma SFM [133-135]. 
El efecto sobre los transcriptomas del hígado y del riñón cefálico de la trucha tras la 
inoculación intraperitoneal de LPS bacteriano, o, en el caso del riñón cefálico, también 
de formas atenuadas o activas del virus  responsable de la necrosis hemorrágica infecciosa 
(IHNV) se evaluó utilizando la micromatriz SFM 1.0, ajustando los datos  de intensidad 
mediante la normalización de Lowess (FIGURAS 7 y 8). 
 

TABLA3 .  VALORACIÓN CUANTITATIVA DE LA MICROMATRIZ SFM 1.0. 

Condición experimental 
 
Perturbación 

GED1 
(p<0.01) 

GED1 
relativo 

 
Referencia 

Disfunción ontogénica M/4 (embriones) 507 10% Vuori et al 2006 
Pireno (hígado) 

 141 8% Krasnov et al. 2005, 2007 

CCL4 (hígado) 128 8% Krasnov et al. 2005, 07 

Resina ácida (hígado) 238 13% Krasnov et al. 2007 

Ecotoxicología 

Cadmio (hígado) 309 17% Merilainen et al. 2007 

LPS (riñón anterior) 45 3% Esta tesis, 
Mackenzie et al. 2008 Patogeneicidad bacteriana 

LPS (hígado) 20 1% Esta tesis 

IHNV (riñón anterior) 426 26% Esta tesis, 
Mackenzie et al. 2008 Patogeneicidad viral 

VHSV (riñón anterior) 429 24% Figueras et al.(no publicado) 
 

1La cuantificación toma como referencia el número de genes expresados diferencialmente (GED) i el porcentaje de los 
mismos en relación a los clones en cada plataforma (GED relativo). 
Abreviaturas: M74, medida de la mortalidad de larvas de salmónido; CCL4, compuesto hepatotóxico tetracloruro de 
carbono; IHNV virus de la necrosis hemorrágica infecciosa; VHSV, virus de la septicemia hemorrágica. 
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El efecto de la normalización de Lowess (abajo) sobre la señal de hibridación obtenida de la 
micromatriz del riñón cefálico de la trucha sin normalizar (arriba) se muestra en un gráfico M-A, en 
la que se representan la relación entre la señal promedio A calculada como [0.5 * (log R + log G)], 
donde R es la intensidad de la señal del canal rojo, una vez sustraída la señal de fondo, y G la 
intensidad de la señal del canal verde, una vez sustraída la señal de fondo, y M, calculada como la 
relación log2(R/G). Los valores en los extremos de la distribución se indican en rojo. 

FIGURA 7.  GRÁFICOS M-A DEL EFECTO DE LA NORMALIZACIÓN DE LOWESS SOBRE LOS DATOS DE INTENSIDAD DE LA SEÑAL EN LA 
MICROMATRIZ DEL RIÑÓN CEFÁLICO DE LA TRUCHA 
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El efecto de la normalización de Lowess (abajo) sobre la señal de hibridación obtenida de la 
micromatriz del hígado de la trucha sin normalizar (arriba) se muestra en un gráfico M-A, en la que 
se representan la relación entre la señal promedio A calculada como [0.5 * (log R + log G)], donde R 
es la intensidad de la señal del canal rojo, una vez sustraída la señal de fondo, y G la intensidad de la 
señal del canal verde, una vez sustraída la señal de fondo, y M, calculada como la relación log2(R/G). 
Los valores en los extremos de la distribución se indican en rojo. 

FIGURA 8.  GRÁFICOS M-A DEL EFECTO DE LA NORMALIZACIÓN DE LOWESS SOBRE LOS DATOS DE INTENSIDAD DE LA SEÑAL EN LA 
MICROMATRIZ DEL HÍGADO DE LA TRUCHA 
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Como se comenta más adelante, y a modo de anticipo de la capacidad discriminativa de la 
platforma, se hallaron diferencias significativas en la intensidad de la respuesta 
transcriptómica en el riñón cefálico en respuesta a uno u otro tratamiento, tanto por lo 
que respecta al número de genes estimulados o inhibidos en las diferentes categorías 
funcionales analizadas (FIGURA 9), como en la expresión diferencial relativa de los 
mismos, mayor en el caso de los animales infectados con el patógeno viral que en los peces 
inoculados con LPS bacteriano.  

Un ejemplo de la valoración de las categorías funcionales propias de los genes que se 
expresaron diferencialmente durante la experimentación se muestra en la FIGURA 9. La 
reacción, en cada caso, parece seguir una respuesta general tisular un tanto meliflua de 
activación inmunitaria en el caso de los animales estimulados con LPS, y una fuerte 
respuesta inmunitaria en la que participan procesos apoptóticos, inmunitarios y 
transcripcionales, probablemente debido a 

(1) la especificidad tisular de la respuesta en el riñón cefálico, zona de actuación 
predilecta para el la colonización y replicación del virus IHN y 

(2) la localización peritoneal de la inflamación aguda inducida por la administración 
de LPS, que sugiere una respuesta tisular secundaria, regulada por mediadores 
alostáticos circulantes.  

De hecho, algunos estudios previos dedicados a evaluar la patogeneicidad de virus IHN 
en los salmónidos, una de las más activas en animales cultivados [136, 137], describen un 
retardo de 24 h en los títulos virales detectables y otras medidas internas de perturbación 
inmunitaria, seguido de un rápido incremento en la expresión diferencial de genes 
involucrados en la respuesta viral y de fase aguda en los principales órganos 
hematopoyéticos [138, 139]. Los datos obtenidos en esta experimentación apoyan 
sugerencias recientes [9] referidas a la capacidad del sistema inmunitario para movilizar 
un mayor grado de recursos asociados con el remodelado transcripcional que el observado 
para la mayoría de respuestas fisiológicas.  
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Expresión genética diferencial (número de 
genes cuya expresión se ve estimulada o 
menguada en un valor de más de 1 vez su 
expresión evaluada en el control, p<0.01) 
basada en la detección de categorías funcionales 
en el riñón cefálico de truchas (O. mykiss)  
sometidas a inflamación bacteriana con LPS de 
E. coli e infección viral con formas atenuadas y 
virulentas del patógeno IHNV (atIHNV y 
IHNV respectivamente). 
 

 

FIGURA 9. PROCESOS FISIOLÓGICOS AFECTADOS POR LA EXPOSICIÓN VIRAL Y BACTERIANA EN EL RIÑÓN CEFÁLICO DE LA TRUCHA. 
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 La respuesta inmunitaria temprana (24-72 horas) a la infección experimental 
mediante inyección intraperitoneal de lipopolisacárido bacteriano (LPS) y 
formas activas y atenuadas del virus de la necrosis hematopoyética infecciosa 
(IHNV y atIHNV, respectivamente) se evaluó en el riñón cefálico de la trucha 
(Oncorhynchus mykiss) mediante análisis de una micromatriz de ADNc (SFM 
1.0, véase el apartado Salmonid Fish Microarray (SFM 1.0): descripción de la 
plataforma) específica de salmónidos1. En respuesta a la exposición a LPS 
bacteriano, el análisis transcriptómico del riñón cefálico o anterior inflamado 
muestra una reacción inicial típica de estrés agudo que involucra la supresión 
de procesos celulares generales, incluidos los relacionados con la función 
inmunitaria, seguida de de una respuesta asociada a la biogénesis y/o 
proliferación hematopoyética, aparente tres días después de la infección 
bacteriana. La respuesta inmunitaria a la agresión viral se destaca por  la 
supresión temprana de las funciones hematopoyéticas y de biosíntesis de 
proteínas, acompañada de una estimulación de la respuesta inmunitaria. La 
especificidad tisular de la patología inducida viral justifica la pérdida de 
funciones celulares vitales como son la transducción de las vías de activación y 
señalización celulares, la actividad transcripcional generalizada y el 
mantenimiento del ciclo celular. Durante los primeros estadios de la infección, 
el patrón transcriptómico de la respuesta inmunitaria a la inoculación de virus 
atenuados (atIHNV) resulta similar al observado durante la infección 
provocada por la forma activa; al tercer día, sin embargo, el efecto del virus 
atenuado se asemeja al observado durante la recuperación de la infección 
bacteriana. 
 
1 Esta investigación se ha beneficiado de las subvenciones del Plan Nacional AGL2005-
12134 del Ministerio de Educación y Ciencia y del proyecto FOOD-CT-2005-007103 
del proyecto europeo IMAQUANIM. Una versión reducida de la experimentación y 
análisis descritos en este apartado se ha publicado recientemente: Simon Mackenzie, 
Joan C Balasch, Beatriz Novoa, Laia Ribas, Nerea Roher, Aleksei Krasnov, Antonio 
Figueras: Comparative analysis of the acute response of the trout, O. mykiss, head 
kidney to in vivo challenge with virulent and attenuated infectious hematopoietic 
necrosis virus and LPS-induced inflammation. BMC Genomics, 9:141. 
 

 

Influencias viral y bacteriana durante la 
respuesta inmunitaria temprana en el 

riñón anterior 4 
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Introducción:     el palimpsesto reactivo 
La orquestación de una respuesta inmunitaria exitosa frente a la infección requiere una 
respuesta tisular integrada e integradora, coordinada a través de la liberación de 
citoquinas y quimioquinas específicas. La respuesta del organismo a la intrusión 
involuntaria se perfila en el seno de una jerarquía de activación modular fisiológica 
enraizada en lo ecológico pero expresada en el proteoma, dependiente en última instancia 
de las vicisitudes de la conversación genética. Así, el estado alostático, del organismo, esto 
es, las correcciones reactivas del grado de adecuación  y satisfacción fisiológicas al cambio 
interno (patológico, alterado) o externo (comportamental, ecológico) viene 
condicionado por las respuestas primarias condicionadas o inducibles de las que la 
inmunidad participa de manera inequívoca (FIGURA 10). 

 
Las respuestas defensivas vinculada a la entrada de patógenos dependen y a la vez son 
coordinadas gracias a la activación de receptores de reconocimiento específico de 
patógenos (PRRs en su nomenclatura anglosajona), sitos en algunas subpoblaciones 
leucocitarias como los monocitos/macrófagos o las células dendríticas. Los PRRs 
responden a la presentación de patógenos a través de los patrones moleculares asociados a 
estos (PAMPs), altamente conservados en virtud de su funcionalidad vital para el 
microorganismo, iniciándose así una serie de programas transcriptómicos característicos 

FIGURA 10.  NIVELES DE LA RESPUESTA FISIOLÓGICA A LA PERTURBACIÓN EXÓGENA. 
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que dictaran la respuesta celular y tisular a la intrusión [140-142]. En los mamíferos, 
varios de estos programas se han identificado gracias al análisis de plataformas de 
micromatriz dirigidas a la detección de PAMPs específicos (virales, bacterianos, fúngicos) 
por los macrófagos y células dendríticas capaces de desencadenar la respuesta inmunitaria 
que acompaña la secreción de moléculas como las citoquinas proinflamatorias [143, 144]. 
La disponibilidad de biochips específicos de salmónidos [72, 75, 126] que permiten la 
caracterización de la respuesta inmunitaria en este grupo de teleósteos, ya sea in vitro o in 
vivo, ha llevado a la publicación de diversos estudios centrados en los efectos del 
reconocimiento de PAMPs [145], transcriptómica de macrófagos activados [75] 
inmunómica [78, 99, 100, 146-149] y valoraciones del genoma completo [150], que 
muestran una respuesta claramente diferencial de los macrófagos de los teleósteos frente a 
los patógenos si consideramos sus contrapartes mamíferas, lo que parece sugerir una 
reactividad inmunitaria in vivo si no diferente, al menos divergente en los vertebrados 
acuáticos. 

En el análisis que sigue, se valora la respuesta transcriptómica a la intrusión de patógenos 
en el riñón cefálico de la trucha (O. mykiss), un órgano localizado dorsalmente, posterior 
al cráneo en esta especie, y que es considerado el órgano hematopoyético central en los 
salmónidos y otras especies de teleósteos (FIGURA 11). Carecemos en la actualidad de 
una descripción precisa y exhaustiva de las subpoblaciones celulares inmunitarias y su red 
de comunicación química en los órganos hematopoyéticos de los peces, poco 
estructurados por lo demás en comparación con la mayoría de órganos funcionalmente 
similares en los mamíferos. Es asumible, sin embargo, una elevada similitud en el fenotipo 
de las principales poblaciones celulares descritas en estos (monocitos/macrófagos, 
linfocitos B y T, probablemente células dendríticas) y, hasta un cierto punto, también en 
las interacciones inmunoendocrinas que, en el caso de los peces, obedecen a la profusión 
de células cromafines productoras de cortisol, el principal glucocorticoide y 
mineralcorticoide en los peces, que rodean el tejido hematopoyético en el riñón anterior 
[151-154]. Su condición de órgano integrador de lo que bien podría llamarse tejido 
neuroinmunoendocrino lo convierte nexo funcional de la maduración de los 
componentes celulares de la respuesta inmunitaria y blanco preferido para la 
investigación inmunitaria en los peces, especialmente para la obtención de precursores de 
macrófagos destinados a su cultivo e investigación in vitro [117, 155], pero también, y 
por la misma razón, en crisol de multiplicación de patógenos. Paradójicamente, y quizás 
debido a su complejidad funcional, se han llevado a cabo pocos estudios sobre la 
regulación genética global durante la infección o estimulación mediada por PAMPs en 
los salmónidos [78].  

El Novirhabdovirus IHNV, responsable de la necrosis infecciosa hematopoyética es uno 
de los patógenos virales de mayor impacto en la acuicultura de los salmónidos [136, 137]. 
Su genoma alberga un ARN de cadena simple completamente secuenciado [156, 157] 
que codifica cinco proteínas estructurales: una nucleoproteína (N), una proteína asociada 
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La mayoría de las células presentes en el crisol hematopoyético sito en la médula ósea de los 
mamíferos se han descrito en los peces. Sin embargo, las relaciones entre los diversos tipos celulares 
distan de estar resueltas satisfactoriamente. Hasta la fecha, los estudios de la inmunidad celular en 
los peces demuestran la existencia de células prototípicas de los linajes linfoide y mieloide, con una 
reactividad menos dependiente de la diversidad de inmunoglubulinas que de la robustez de la 
repuesta innata regulada por componentes humorales de fase aguda (lisozima, complemento), 
monocitos/macrófagos y, tal vez, por células similares a las dendríticas. 

FIGURA 11.  ÓRGANOS HEMATOPOYÉTICOS E IMPLICADOS EN LA RESPUESTA INMUNITARIA EN LOS PECES. 

a la polimerasa (P), una proteína de matriz (M), una polimerasa de ARN dependiente de 
ARN (L) y una glicoproteína de superficie (G) responsable de la inmunogeneicidad 
[158-160]. Un gen adicional, presente únicamente en algunos rhabdovirus de peces, 
localizado entre los genes G y L, codifica una proteína no estructural (NV) cuyo papel en 
la replicación del virus dista de estar resuelto [161] pero parece ligado al crecimiento y 
patogeneicidad virales [160]. La conspicua respuesta inmunitaria temprana 
desencadenada por la infección  de este y otros virus de ARN relacionados ha propiciado 
el desarrollo de diversas vacunas utilizando estrategias de investigación genética inversa 
[162, 163]. 

El lipopolisacárido bacteriano (LPS) resulta un constituyente fundamental de la 
membrana externa de las bacterias Gram negativas, además de uno de los PAMPs más 
utilizados para la inducción de respuestas inmunitarias, de las que responde 
principalmente su porción lipídica (lípido A), responsable de la disfunción endotóxica 
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observada en modelos animales de experimentación inoculados con LPS [164, 165]. En 
los peces se ha descrito repetidamente una remarcable tolerancia a la infección por LPS 
en comparación con los mamíferos, que se ha explicado gracias a las posibles diferencias 
en el reconocimiento mediado por receptores del lipopolisacárido [166]. De hecho, la 
administración in vivo de elevadas concentraciones de LPS en los peces no conduce a la 
mortalidad mediada por endotoxinas característica de los modelos inflamatorios murinos 
[117]. 

En el transcurso de esta experimentación, se inocularon formas atenuadas o activas del 
virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (atIHNV y IHNV respectivamente) o 
lipopolisacárido bacteriano (LPS de E. coli) en la trucha (Oncorhynchus mykiss). Se 
muestreó el ARN total obtenido del riñón anterior o cefálico de la trucha en el primer y 
tercer días posteriores a la inoculación intraperitoneal (i.p.) del PAMP y los patógenos, y 
su análisis se llevó a cabo utilizando la plataforma de micromatriz SFM 1.0 descrita 
anteriormente. Con ello se identificó: 

(1) una respuesta generalizada que involucró genes relacionados con el estrés y 
representativos de la (dis)función  inmunitaria y hematopoyética, presentes en 
todos los tratamientos, y 

(2) un elevado conjunto de genes que respondieron de manera específica a la 
agresión viral.  

El análisis ulterior basado en la ontología genética discriminó dos tipos de respuestas 
fisiológicas diferenciadas respecto al efecto viral y bacteriano, en las que las características 
distintivas de la patogeneicidad por IHNV están claramente representadas. La respuesta a 
la inoculación de LPS desencadenó una activación inflamatoria generalizada seguida de 
una significativa respuesta hematopoyética. Se relata a continuación el análisis 
pormenorizado de la comparación de los patrones de genes expresados diferencialmente 
inducidos in vivo por un PAMP genérico (LPS) y un patógeno viral (IHNV) en el riñón 
cefálico de la trucha. 

Materiales     y métodos 

Manejo de animales e infecciones experimentales 
Las truchas, Oncorhynchus mykiss, de 70-100g de peso, se obtuvieron de dos 
distribuidores comerciales y se mantuvieron en tanques de flujo continuo bajo 
condiciones ambientales controladas de luz (fotoperíodo de 10/14 horas de luz y 
oscuridad, respectivamente) y temperatura (15 ± 2ºC). Los peces se alimentaron con 
pienso particulado comercial ad libitum y se les mantuvo en los tanques durante dos 
semanas para su aclimatación previa a la fase experimental. El estado de salud de los 
animales y la calidad del agua se evaluó cada tres días durante el período de aclimatación y 
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diariamente a lo largo de todo el periodo experimental. Los experimentos de infección 
experimental se llevaron a cabo separadamente para cada tratamiento en tanques con 
recirculación de agua aireados a 14 ºC. Las truchas, en número de 10 por tanque, se 
separaron en 6 tanques experimentales distintos, 3 para los controles y 3 para los 
individuos que recibirían la inoculación viral y bacteriana. Antes de la inoculación 
intraperitoneal, los animales se anestesiaron ligeramente utilizando MS-222 (40 ppm, 
estadio II de la anestesia de acuerdo con la clasificación de Iwama et al. 1989). En función 
de su adscripción a uno u otro grupo experimental, a los peces se les inoculó solución 
salina (control), 6mg/Kg de LPS (Sigma), o 100 μl de una dilución de 106 ufc/ml de 
IHNV o atIHNV o medio de cultivo (control negativo). En los puntos muestrales 
definidos previamente, 24 y 72 h después de la inyección i.p., los animales controles y 
experimentales se seleccionaron de cada tanque (n=3) y se sacrificaron mediante 
hiperanestesia (MS-222, 100 ppm, estadio III de la anestesia [167]). Inmediatamente se 
procedió a la disección, extracción y mezcla (pooling) de los riñones cefálicos para cada 
grupo experimental, de los que se procesó su ARN mediante Tri Reagent (Molecular 
Research Center) siguiendo las instrucciones del fabricante [168, 169]. 

Virus y líneas celulares 
La variedad 32/87 del virus IHNV se propagó en la línea celular epitelial EPC derivada 
de la carpa común (Cyprinus carpio) [170]. Las células EPC  se cultivaron en medio 
mínimo esencial Eagle (MEM, Gibco) suplementado con suero bovino fetal (FCS), 
penicilina (100 IU ml-1) y estreptomicina (100 μg ml-1), tamponado con bicarbonato 
sódico al 7,5% y se incubaron a 20ºC. El virus se inoculó a las células EPC en crecimiento 
en el medio MEM con antibióticos y 2% de FCS a 14 ºC. Una vez completado el efecto 
citopático, se recolectó y centrifugó el sobrenadante para eliminar los restos celulares. La 
titración del stock viral se llevó a cabo según lo descrito por Reed y Muench [171] en 
placas de EPC de 96 pozos. La forma atenuada del virus atIHNV se obtuvo por 
ingeniería genética inversa a partir de su forma activa, según lo descrito por M. Bremont 
[161]. 

Obtención del ARN 
El ARN de los riñones cefálicos de los animales inyectados con solución salina, LPS y 
formas virales se obtuvo mediante reactivos de Trizol (Life Technologies) o Tri Reagent 
(Molecular Research Center) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se eliminó la 
contaminación de ADN de la preparación mediante tratamiento con ADNasas. El ARN 
se precipitó empleando etanol al 100% i acetato de amonio (pH 5.2), conservándose a -
80ºC en etanol para su uso posterior. 

Diseño y análisis de la micromatriz 
El diseño general de la micromatriz se ha detallado anteriormente (véanse el apartado 
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Salmonid Fish Microarray (SFM 1.0): descripción de la plataforma y las referencias [72, 
126]. Una descripción somera de la plataforma y de los experimentos reseñados a 
continuación se describe en la base datos Gene Expression Omnibus (GEO) bajo los 
epígrafes GPL6155 y GSE10272.  Mediante electroforesis desnaturalizante se cuantificó 
y verificó la integridad del ARN total obtenido del riñón cefálico, paso previo al marcaje 
con Cy3- y Cy5-dCTP (Amersham Pharmacia), completado empleando la transcriptasa 
inversa SuperScript III (Invitrogen) y cebadores de oligo(dT). ELK ADN se purificó 
utilizando el paquete de reactivos de Microcon YM30 (Millipore). Se escogió un diseño 
experimental de marcaje cruzado (dye swap) [14] y cada muestra se hibridó en dos 
micromatrices. En el primer portaobjetos, las muestras control y experimental de ADNc 
se marcaron con Cy5 y Cy3, respectivamente, invirtiéndose la asignación de marcaje para 
el segundo portaobjetos. Los portaobjetos se trataron previamente con 1% BSA, fracción 
V, 5 x SSC, 0.1% SDS (30 min. a 50ºC), lavándose posteriormente con 2 x SSC (3 min.) 
y 0.2 x SSC (3 min.). La hibridación se llevó a cabo durante 12 h en una mezcla de 1.3 x 
Denhardt’s, 3 x SSC 0.3% SDS, 2.1 μg/μl poliadenilato y 1 μg/μl de ARNt de levadura 
(todos los reactivos se obtuvieron de Sigma-Aldrich). El escaneado de la micromatriz y el 
procesado de las imágenes se llevaron a cabo utilizando ScanArray 5000 y QuantArray 
(GSI Luminomics), respectivamente. La medida de la señal en cada punto de la 
micromatriz se filtró siguiendo el criterio I/B ≥ 3 y (I-B)/(SI+SB) ≥ 0.6, donde I y B son 
las intensidades medias de la señal y el fondo, respectivamente,  y SI, SB sus desviaciones 
estándar. Una vez sustraída la media de la intensidad de fondo, se llevó a cabo una 
normalización por regresión balanceada no lineal local (Lowess) [124] separadamente 
para cada portaobjetos. 

Para la evaluación de la expresión genética diferencial se analizó el logaritmo de la  
relación de intensidades normalizadas mediante la prueba de la t de Student con 
(p<0.01). Asimismo se aplicó la modificación Bayesiana de la tasa de descubrimientos 
erróneos (False Discovery Rate, FDR) para la corrección del error derivado de la 
aplicación de múltiples pruebas de comparación, estimándose el valor q para cada 
conjunto de genes expresados diferencialmente [125]. El análisis de los perfiles 
funcionales se llevó acabo escogiendo aquellos genes cuya expresión difería al menos en 
una muestra con probabilidad p<0.01. Debido al elevado número de genes analizados, se 
evaluó la significación estadística de las categorías funcionales sobrerepresentadas en cada 
experimento mediante la corrección de Yates para la prueba de Ji cuadrado (valor p 
corregido<0.05). El grado de aumento o disminución de la expresión genética, evaluada 
ordenando los genes utilizando como criterio el logaritmo del valor p, se analizó 
interrogando las clases funcionales de la Ontología Genética (GO) [172] y 
comparándolas mediante la prueba de la t de Student (p < 0.05). El número de genes 
cuya respuesta al tratamiento viral y bacteriano se consideró significativa se evaluó 
adicionalmente mediante consulta ontológica sobre la base de datos de más de 150 
experimentos asociada al desarrollo de la plataforma de micromatriz [72, 127]. La 
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comparación de los valores obtenidos mediante micromatriz con los obtenidos mediante 
RT qPCR se reseña, junto con un descripción de la metodología de RT qPCR, en el 
material adicional (anexo II RT-qPCR de genes selectos). 

Resultados    y discusión 
Debido a la relevancia de la necrosis hematopoyética en los cultivos de salmónidos, la 
epizootiología de la infección por IHNV ha sido objeto de numerosos estudios [139, 157, 
173-177] que destacan, como síntomas clave de la patología, la aparición de hemorragias 
generalizadas en el riñón, hígado y musculatura que desenbocan en anemia, acompañada 
de extensas áreas necróticas en órganos hematopoyéticos (riñón cefálico y bazo). Durante 
los periodos muestrales reseñados (24 y 72 h) no se observaron signos externos de 
lesiones histológicas en los peces infectados con las formas atenuada y activa del virus 
IHN. En los peces remanentes mantenidos en los tanques la manifestación de la 
sintomatología infecciosa condujo a una mortalidad del 100% a los 7-9 días en el caso de 
los animales infectados con la forma activa del virus, y a los 15-17 días en los afectados 
por la forma atenuada. La inoculación de LPS bacteriano, en cambio, no produjo bajas en 
el grupo experimental, en consonancia con la respuesta típica observada reiteradamente 
en los peces, que, a concentraciones consideradas letales en modelos murinos, carecen de 
una respuesta inflamatoria aguda (shock séptico) omnipresente en la mayoría de modelos 
de mamíferos estudiados hasta la fecha, lo que sugiere una divergencia en las vías de 
señalización de los receptores Toll-like /TLR4 en los peces respecto a los mamíferos. De 
hecho, la sensibilidad a la estimulación mediante LPS es unas 1000 veces menor en 
macrófagos de peces que en su contrapartida murina [145].  

El riñón reactivo (I):  modelo transcriptómico de la 
respuesta a la infección

El análisis de las alteraciones patológicas en el perfil transcriptómico del riñón cefálico de 
la trucha puede considerarse el primer estudio basado enteramente en la reactividad 
inmunitaria frente a un proceso infectivo realizado con una plataforma de micromatriz 
utilizada (y validada) en su origen para evaluar respuestas al estrés y la ecotoxicología del 
medio [72, 75, 126, 127].  El número total de genes expresados significativamente en 
cada uno de los tratamientos se representa en las FIGURAS 12 y 13, y una lista de 20 genes 
seleccionados en base a sus niveles de expresión se incluye en las TABLAS 4 a 6. Utilizando 
un criterio de selección basado en una expresión mínima 2 veces mayor que la expresión 
basal (FC>2) en los genes expresados diferencialmente (p<0.01) se resalta la mayor 
inducción global de la expresión genética que sigue a la inoculación de las formsa 
atenuada y activa del virus IHN.  
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Número de genes diferencialmente expresados (FC>1, p<0.01, FDR<0.01) para cada tratamiento y punto de muestreo. 

FIGURA 12.  COMPARACIÓN DE LA INTENSIDAD DE LA RESPUESTA TRANSCRIPTÓMICA A LA INFECCIÓN VIRAL Y BACTERIANA EN EL RIÑÓN 
ANTERIOR DE LA TRUCHA.  

Número de genes diferencialmente expresados (FC>2, p<0.01, FDR<0.01) para cada tratamiento y punto de muestreo. 

FIGURA 13.  COMPARACIÓN DE LA INTENSIDAD DE LA RESPUESTA TRANSCRIPTÓMICA A LA INFECCIÓN VIRAL Y BACTERIANA EN EL RIÑÓN 
ANTERIOR DE LA TRUCHA (Y II).  
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La inflamación experimental provocada por la inoculación intraperitoneal de LPS induce 
una respuesta mayor en comparación con la infección viral entre los grupos de genes 
expresados diferencialmente (>1 FC, p<0.01). Aunque el número de genes selectos 
resulta inferior al observado en los tratamientos virales (p<0.01), un 56.5% (n= 58) y 
60% (n= 45) de los genes que muestran regulación a las 24 y 72 horas, respectivamente, 
alcanzan unos niveles de expresión más de 2 veces superiores a los basales, en marcado 
contraste con el porcentaje de genes que, para los mismos criterios de comparación, se 
expresan en respuesta a la inoculación de IHNV atenuado (15%; n=413 a 24 h y 25%; 
n= 591 a 72 h) o activo (26%, n= 570 a 24 h y 35.5%; n=428 a 72h). 

Sin embargo, utilizando el mismo criterio de selección (>2 FC, p<0.01), la magnitud de 
la respuesta transcriptómica, medida en función del número de genes que se expresan 
diferencialmente, muestra una clara diferencia entre los tratamientos viral (activo) y 
bacteriano, en la que aquel actúa como el desencadenante de unas respuestas inmunitaria, 
apoptótica y transcripcional considerablemente mayores (véase el análisis de las clases 
funcionales y las FIGURAS 14 a 19). 

Considerando niveles de inducción genética del orden de 1-1.5 veces los basales (FIGURA 
12), ambos tratamientos virales se asemejan considerablemente en el grado de inducción 
de la expresión genética, incluyéndose en la respuesta transcriptómica un elevado numero 
de genes cuya expresión, por debajo de 1.5 FC (p<0.01), cuya funcionalidad puede 
adscribirse a programas de mantenimiento  transcripcionales, metabólicos y 
homeostáticos de bajo nivel (véanse las TABLAS 7 y 8 y las FIGURAS 14 a 16). Aunque es 
de esperar una respuesta de menor magnitud en el caso de la expresión genética 
estimulada por la inoculación de la forma atenuada del virus IHN, la respuesta 
inmunitaria inicial específica de salmónidos desencadenada por la glicoproteína (G) 
altamente antigénica presente en la forma atenuada del virus IHN puede contribuir al 
patrón observado de expresión genética, tal y comos e ha descrito en varios ensayos de 
vacunas de ADN dirigidas a rhabdovirus patógenos de peces [100, 149, 163]. 

De manera esperable, ambos tratamientos virales muestran un 10% de incremento en el 
número de genes regulados (FC>2) a las 72 de la inoculación vírica. De hecho, diversos 
estudios previos sobre la patogeneicidad de la necrosis hematopoyética en los salmónidos 
inciden en la dificultad de detección de títulos virales e indicadores internos de 
disfunción inmunitaria en el período inicial (24 horas) de infección. Superado el umbral 
de replicación y diseminación viral, las huellas de la actividad inmunitaria se observan en 
la mayoría de órganos hematopoyéticos [138, 139]. 

No debe olvidarse el marcado efecto específico de tejido que determina la dinámica del 
trasiego de las poblaciones celulares implicadas en la respuesta defensiva durante la 
inflamación, acompañada de perfiles característicos de expresión genética, dependientes 
del tejido afectado. De hecho, se ha sugerido [178] un papel determinante de las formas 
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intermedias del ARN de doble cadena, producidas por la replicación acelerada del IHNV 
a las 24 horas de la entrada en el organismo, en la regulación de la expresión del receptor 
Toll-like 3 (rtTLR3), a la vez impredecible y marcada por la fuerte dependencia que para 
su expresión tienen los ciclos celulares de recirculación inmunitaria influenciados por el 
ritmo de crecimiento viral y la maduración y activación leucocitaria del hospedador. Así, 
el patrón de expresión del rtTLR3 en respuesta a la infección por Yersinia ruckeri, un 
patógeno bacteriano Gram negativo de la trucha, resulta notablemente inferior, en 
términos de niveles de expresión genética, que el observado si la infección se produce por 
influencia viral [178], lo que se asemeja a la magnitud de la respuesta observada en este 
trabajo entre los tratamientos de LPS y las formas atenuada y activa de IHNV. 

Aunque en ambos tratamientos se incrementa el número de genes regulados, los patrones 
de expresión son claramente diferentes. El número de genes regulados en respuesta a la 
inoculación de LPS lo son en tanto que su expresión mengua en ambos puntos de 
muestreo. Un efecto similar de regulación a la baja de la expresión genética se observó en 
experimentos previos realizados en nuestro laboratorio, utilizando la misma plataforma 
de micromatriz, con macrófagos maduros de trucha (O. mykiss) estimulados con LPS 
[75]. En el caso de las truchas expuestas a lipopolisacárido bacteriano, la magnitud del 
cambio en la expresión genética resulta muy elevado en genes cuya expresión se regula a la 
baja (TABLA 4). En cambio, los tratamientos virales estimulan una elevada inducción de 
actividad transcriptómica y apoptótica/ciclo celular con un peso similar, en términos de 
magnitud de la inducción al alza o a la baja de la expresión genética (TABLAS 5 y 6). 

Ambos tratamientos virales muestran el mayor recuento de genes expresados 
diferencialmente si se comparan con experimentos similares almacenados en la base de 
datos asociada a la plataforma, lo que parece confirmar, considerando la extensa actividad 
transcripcional observada en el análisis ontológico de las categorías funcionales, la 
sugerencia de Abbas et al. (2006) referida al hecho de que la respuesta inmunitaria 
específica es capaz de movilizar un mayor numero de actores celulares y desencadenar un 
remodelado transcripcional más extenso que el observado en la mayoría de respuestas 
fisiológicas. 
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TABLA 4.  LISTA DE 20 GENES REGULADOS AL ALZA O A LA BAJA EN EL RIÑÓN CEFÁLICO DE LATRUCHA COMO CONSECUENCIA DE LA 
ADMINISTRACIÓN DE LPS.  

 Se detalla la intensidad de la expresión (Fold Change, FC) al alza o a la baja de los 20 genes con mayor intensidad de 
expresión diferencial (p<0.01, FDR>0.01). 
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TABLA 5. LISTA DE 20 GENES REGULADOS AL ALZA O A LA BAJA EN EL RIÑÓN CEFÁLICO DE LATRUCHA COMO CONSECUENCIA DE LA 
ADMINISTRACIÓN DE LA FORMA ATENUADA DEL VIRUS IHN. 

Se detalla la intensidad de la expresión (Fold Change, FC) al alza o a la baja de los 20 genes con mayor intensidad de 
expresión diferencial (p<0.01, FDR>0.01). 
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TABLA 6.  LISTA DE 20 GENES REGULADOS AL ALZA O A LA BAJA EN EL RIÑÓN CEFÁLICO DE LATRUCHA COMO CONSECUENCIA DE LA 
ADMINISTRACIÓN DE LA FORMA ACTIVA DEL VIRUS IHN. 

Se detalla la intensidad de la expresión (Fold Change, FC) al alza o a la baja de los 20 genes con mayor intensidad de 
expresión diferencial (p<0.01, FDR>0.01). 
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El riñón reactivo (II): respuestas específicas y comunes 
a las infecciones viral y bacteriana 

La evaluación de la respuesta transcriptómica derivada de la exposición a LPS y las 
agresiones virales se evaluó utilizando aquellos genes cuya expresión difería 
significativamente (p<0.01) en al menos 5 de 6 experimentos de los 155 presentes en la 
base de datos asociada a la plataforma de micromatriz, a fin de destacar aquellos genes que 
manifestasen una coexpresión consistente (prueba exacta de la p de Fisher<0.01) en uno 
o ambos tratamientos. De resultas, se identificaron un total de 49 genes de los que una 
gran parte mostraron una respuesta direccional representativa de los estímulos 
bacterianos y virales (FIGURAS 14 a 18). 

Los genes regulados por la exposición a la forma atenuada del IHNV se destacan por su 
mezcla funcional ontológica, una suerte de efecto combinado de los tratamientos viral 
activo y bacteriano, lo que sugiere la participación de mecanismos diferenciados, tanto 
específicos como inespecíficos, en la activación mediada por el virus atIHN. La globina 
alfa, por ejemplo, muestra una regulación a la baja durante la exposición al LPS; su 
respuesta frente a la exposición viral indica un patrón bimodal inverso basado en la 
potenciación de la expresión a las 24 h para la forma atenuada (11 FC) seguida de una 
regulación a la baja (-2.37 FC) de la misma 3 días después de la infección viral, que, en el 
caso de la expresión inducida por la forma activa del virus IHN se produce a las 24 h de la 
inoculación, para después aumentar hasta un valor de 15 FC, representativo de una 
fuerte inducción del gen. 

Tanto la exposición a LPS como a atIHNV originan patrones similares de expresión 
genética para los genes responsables de la producción de isomerasa de la glucosa 6 fosfato,  
anexina 1, diversas nefrosinas, calmodulina 1, CEBP beta, proteína-1 rica en cisteínas, 
citocromo oxidasa y citocromo p-450. La mayoría de los genes expresados 
diferencialmente pertenecen a categorías inmunitarias o relacionadas con la respuesta 
inflamatoria. Uno de los efectos más característicos de la exposición al LPS parece ser la 
supresión de las proteasas del riñón cefálico, nefrosinas y metaloproteinasa de matriz 
como la MMP9. En el caso de las nefrosinas, los valores iniciales de FC se mantienen a la 
baja a las 24 horas de -6.69 para la nefrosina 1 y -9.26, para la nefrosina 2, disminuyendo 
sus valores hasta -12.97 y -13.47, respectivamente, a las 72 horas), en contraste con el 
efecto provocado por la infección debida al tratamiento viral, que potencia su expresión a 
las 72 h, con valores de 1.44 y 2.98/3.7 para las formas atenuada y activa, respectivamente. 

Los genes que codifican las proteínas serina proteasa-like 1 y 2 (spl1 y spl2), precursores 
del factor D, implicado en la activación del sistema del complemento, se encuentran 
regulados a la baja en todos los tratamientos a las 24 horas de la inoculación 
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intraperitoneal. Aunque la supresión continúa 3 días después en los animales expuestos a 
LPS, en los sometidos a agresión viral se observa un aumento significativo en los niveles 
de expresión a las 72 horas (de 1,32 FC para ambas tipos de proteínas en el caso de la 
forma atIHNV y de 6.4 y 3.75 FC para la forma activa del virus). Diversos genes 
relacionados con el citoesqueleto, incluyendo ARP2/3, actinas y profilinas 1 están 
regulados a la baja tanto por LPS como por atIHNV, mientras que la forma activa del 
virus induce regulación al alza 3 días después de la infección experimental. 

Ambos tratamientos virales parecen inducir una respuesta inmunitaria típicamente 
adaptativa (FIGURAS 15-16 y TABLA 8). Las vías de carga implicadas en el procesamiento 
y presentación de antígenos incluyen la expresión diferencial de los linajes linfoide y 
mieloide, así como la expresión del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de 
tipo I, a tenor de lo observado en la regulación de varios de los genes implicados en este 
tipo de respuestas, como el coactivador OBF-1, específico de linfocitos B y que resulta 
esencial para la respuesta de las células B frente a antígenos y la formación de centros 
germinales, la conservación de los linfocitos B BTK, neutrófilos HCK y vías de 
señalización para el receptor del factor de necrosis tumoral (TNF) alfa, el procesamiento 
de antígenos mediado por catepsinas y la adenosina desaminasa ADAR1 específica de 
ARN inducible por interferón (TABLAS 5 y 6). 

De manera previsible, la vía de transducción del factor de trascripción NF-kappa-B 
(NFkB) parece sufrir una regulación de severa a moderada en el riñón cefálico de las 
truchas infectadas. De hecho, el factor NFkB se considera un factor de transcripción 
pleiotrópico capaz de expresarse en numerosos tipos celulares sometidos a eventos 
inflamatorios. Tanto las formas atenuada como activa mostraron regulación diferencial 
del inhibidor de quinasa kappaB gamma, miembro de una familia de proteínas implicadas 
en la inactivación del factor NFkB citoplasmático [179] que se expresan de manera muy 
activa en las células infectadas con virus [180]. 

El brazo anafiláctico de la activación del sistema del complemento, por su parte, actúa de 
manera doble a través de su receptor C3a/C3aR, ya sea como un mediador quimiotáctico 
o, simultáneamente, como un regulador de la recirculación y movilización de las células 
hematopoyéticas precursoras (véase más abajo). En los peces tratados con LPS y las 
formas atenuada y activa del virus IHN, tanto las proteasas vinculadas con el sistema del 
complemento (spl) como diversos componentes proteolíticos de su principal mediador, 
la proteína C3 mostraron una clara expresión diferencial. Sin embargo, la mayor 
expresión de los componentes del sistema del complemento evaluados en la micromatriz 
muestra una fuerte dependencia de la invasión viral en el riñón cefálico (véase el material 
adicional anexo). 
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FIGURA 14.  ANÁLISIS ONTOLÓGICO DEL EFECTO DE LA EXPOSICIÓN A LPS SOBRE EL TRANSCRIPTOMA DEL RIÑÓN CEFÁLICO DE LATRUCHA.  

 

FIGURA 15.  ANÁLISIS ONTOLÓGICO DEL EFECTO DEL ATIHNV SOBRE EL TRANSCRIPTOMA DEL RIÑÓN CEFÁLICO DE LA TRUCHA.  

En ambas figuras se representan las categorías funcionales asociadas a los genes expresados diferencialmente 
(p <0.01) cuya representación se consideró significativa (prueba de comparación de muestras independientes, 
p <0.05). Los datos indican la media de la intensidad de la expresión (FC) ± el error estándar. 
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FIGURA 16.  ANÁLISIS ONTOLÓGICO DEL EFECTO DE LA EXPOSICIÓN AL VIRUS IHN SOBRE EL TRANSCRIPTOMA DEL RIÑÓN CEFÁLICO DE LA 
TRUCHA.  

Se representan las categorías funcionales asociadas a los genes expresados diferencialmente (p <0.01) 
cuya representación se consideró significativa (prueba de comparación de muestras independientes, 
p <0.05). Los datos indican la media de la intensidad de la expresión (FC) ± el error estándar. 



 66 

El riñón reactivo (III):      respuestas modales a la 
infección  

Tanto la exposición a LPS bacteriano como a las verisones atenuada y activa del virus 
IHN desencadenan una serie de respuestas habituales, casi arquetípicas, durante la 
reacción defensiva a la intrusión de inmunógenos en los verrtebrados. Se discuten a 
continuación las variaciones en la intensidad de la expresión de los transcritos implicados 
en la remodelación y escultura de la matriz extracelular, la respuesta inmunitaria innata 
(sistema del complemento), de fase aguda (proteínas HSP) y específica, así como del 
metabolismo de la hemoglobina en un órgano, como el riñón cefálico, de marcado 
carácter hematopoyético. 

Actividad proteasa en el estroma y remodelación de la matriz 
extracelular en el riñón cefálico de la trucha 

Aunque la función precisa de las nefrosinas, consideradas metaloproteinasas de astacina 
[181] continúa sin resolverse satisfactoriamente, sí se ha demostrado su participación en 
los estadios tardíos de la diferenciación de los granulocitos, así como en los procesos de 
migración celular y/o infiltración tisular en carpas (Cyprinus carpio) y danios cebra 
(Danio rerio) sometidos a infecciones experimentales [182, 183]. En las truchas 
inoculadas con LPS, ambos genes codificantes para las nefrosinas mostraron una severa 
regulación a la baja (entre -6 y -10 FC) en ambos puntos muestrales (TABLA 4). El resto 
de metaloproteinasas (MMP 9-2, 13) también mostraron un marcado descenso en sus 
niveles de expresión (inferior a -6 FC) en truchas inoculadas con LPS en ambos puntos 
muestrales. La infección experimental con formas atenuadas y activas del virus IHN 
siguió un patrón similar (de -1.3 a -3 FC; véanse la TABLAS 5 y 6 y el material adicional 
anexo), lo que sugiere un decremento en el movimiento leucocitario asociado, favorecido 
por la remodelación de la matriz extracelular. 

En los mamíferos, la MMP9 participa en el procesamiento de la señalización y 
maduración de la células dendríticas, así como en la activación de neutrófilos y células 
hematopoyéticas precursoras indiferenciadas mediada por la ilnterleuquina IL-8 [184, 
185]. Aunque la existencia de células dendríticas funcionales completamente 
diferenciadas en los peces todavía está por demostrar [186, 187], la respuesta leucocitaria 
que, en los mamíferos, dirigen la IL-8 y la MMP 9 parece cuando menos conservada en 
los teleósteos, aún cuando quedan por determinar el patrón exacto de su distribución en 
los diversos órganos inmunitarios, la intensidad de la regulación genética a la que se 
someten durante la inflamación y el papel exacto que juega la IL-8 en el riñón cefálico, 
propensa a la volubilidad interespecífica [188, 189]. 
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Las propiedades quimiotácticas de la IL-8 en los leucocitos pueden amplificarse si se 
produce reclutamiento de neutrófilos por efecto de quimioquinas CXC. Nuestros datos 
muestran una moderada (-3.71 FC) regulación a la baja del gen CXCR4 en la trucha, del 
que se sabe que la proteína que codifica forma, unida al TNF alfa, diversas proteínas HSP 
y la GDF5, un complejo de activación involucrado en la transducción de las señales 
desencadenas por la exposición a LPS [190] y que actúa de manera sinérgica con el factor 
de estimulación de colonias (CSF) que regula la movilización de las células madre 
hematopoyéticas [190, 191].  

Es sabido que la familia de genes que codifica las proteínas MMP resulta inducida en 
macrófagos de trucha estimulados con LPS [75]. En un análisis transcriptómico a gran 
escala dirigida a valorar la actividad de las metaloproteinasas de la carpa (C. carpio) se 
detectaron grandes cantidades de transcritos de MMP9 en diversos órganos 
hematopoyéticos, especialmente el riñón cefálico y el bazo [192, 193]. Es de esperar, por 
tanto, que en los peces las metaloproteinasas actúen de manera parecida a como lo hacen 
sus homólogas en los mamíferos, mostrando una regulación al alza toda vez que actúen 
sinérgicamente LPS y TNF alfa durante su estimulación. En consonancia con los bajos 
niveles de expresión genética de las MMP observado a las 24 posteriores a la inoculación, 
no se detectó una expresión significativa del transcrito de TNF alfa en las truchas 
tratadas con LPS, en marcado contraste con las afectadas por la infección viral. Tanto la 
mieloperoxidasa, una hemoproteína lisosómica común en fagocitos mononucleares, 
como el TNF alfa mostraron una regulación al alza 24 horas después de la inyección con 
la forma atenuada de IHNV (2.3 y 2.6 FC, respectivamente). En los animales infectados 
con la forma activa del virus, no obstante, la expresión del TNF alfa permanece inactiva 
(véase más abajo). La moderada regulación al alza del TNF alfa 3 días después de la 
inoculación con atIHNV sugiere, de acuerdo con el modelo descrito de estimulación de 
macrófagos mediada por LPS [75], el desarrollo de una respuesta proliferativa mieloide 
en el principal órgano hematopoyético de la trucha. 

La timosina beta 4 (TBX-4) se considera el principal péptido intracelular secuestrador de 
actina G en los mamíferos [194]. Las funciones atribuidas a su forma extracelular 
incluyen la inducción de la homeostasis, reparación tisular, quimiotaxis, inducción de 
metaloproteinasas, inhibición de los procesos inflamatorios en coparticipación con 
granulocitos y regulación de la proliferación de las células madre hematopoyéticas [195]. 
No sorprenden, por tanto, ni la regulación a la baja (más de 2FC) del gen para la TBX-4 
en el riñón de la trucha a las 72 horas de la exposición intraperitoneal a LPS (TABLA 3), 
ni la fuerte regulación al alza (más de 5-7 FC) en las truchas infectadas con IHNV y que 
sufren los efectos incipientes de un síndrome necrótico-hemorrágico. Todo ello sugiere 
que, en los peces, como en los mamíferos, los efectos pleiotrópicos de la proteína TBX-4 
vienen condicionados por el remodelado del citoesqueleto de actina intracelular y/o 
componentes de la matriz extracelular [196]. 

La moderada/severa regulación a la baja de genes como los que codifican las proteínas 
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CXCR4 (-3.7 FC) a las 24 horas de la exposición a LPS, así como a las metaloproteinasas 
(menos de -6 FC) y TBX-4 (menos de -2 FC) en ambos puntos muestrales sugiere un 
escenario de reactividad retardada a los efectos de la exposición a LPS bacteriano que 
probablemente afecta a la recirculación y trasiego de células hematopoyéticas en el riñón 
cefálico de la trucha. De hecho, el propio riñón muestra niveles disminuidos de la 
remodelación del estroma y la matriz extracelular en los animales tratados con LPS, según 
se deduce de la regulación a la baja de la expresión de los genes que codifican la actina, 
metaloproteinasas, nefrosinas y timosina beta 4. Sin embargo, a los 3 días de infección 
por IHNV, las huellas transcriptómicas dejadas por la replicación viral en el riñón 
cefálico revelan un cambio de orientación inmunitaria dirigido hacia una activación, 
probablemente deficiente, del brazo adaptativo, conjuntamente con una fuerte respuesta 
hemostática acoplada a la remodelación de la matriz extracelular. Así, la diseminación 
sistémica de la infección viral inhibe claramente la expresión de TNF alfa, MHC de tipo 
I y varios marcadores de diferenciación y ciclo celular característicos de macrófagos 
(véanse las tables 3, 4 y la discusión posterior), dando paso a una respuesta inmunitaria 
reforzada en la que el MHC de tipo II, las inmunoglobulinas y la acción de las 
MMP/TBX-4 juegan un papel relevante. 

Respuesta del sistema del complemento a la infección viral y 
bacteriana en el riñón cefálico de la trucha 

A diferencia del hígado, el riñón cefálico de los teleósteos no debe considerarse un órgano 
reactivo de fase aguda y, por tanto, su respuesta transcriptómica temprana a la 
estimulación intraperitoneal con LPS difiere de la de órganos especializados, como el 
hígado, en la reactividad inmediata. Sin embargo, la dinámica de la repuesta inmunitaria 
sí resulta de interés en aquellos órganos que, como en el caso del riñón cefálico, actúan no 
sólo como un crisol para la imprimación inmunitaria de diversas subpoblaciones 
leucocitarias, sino también como nexo capital en la compleja pero aún poco estudiada red 
de comunicación neuroinmunoendocrina en los peces. En este sentido, nuestros 
resultados sugieren una diferencia crucial entre los tratamientos viral y bacteriano en lo 
tocante a la reacción transcriptómica renal: en los animales infectados con las formas 
atenuada y activa de IHNV, tanto las proteasas de serina (spl/Factor D) asociadas al 
complemento como los receptores de anafilatoxinas (C3aR) mantiene una regulación al 
alza a las 24 y 72 horas de la infección, cuya máxima expresión (más de 5-6 FC) se observa 
únicamente en los animales infectados con IHNV. 

En las truchas inoculadas con LPS se observó la regulación a la baja (-3 y -4 FC a 24h y 72 
h, respectivamente) de las proteasas de serina asociadas al complemento (spl1 y spl2), 
precursoras del Factor D e involucradas en la activación de la vía alternativa del sistema 
del complemento [197, 198]. Asimismo, los transcritos del receptor C3aR se encuentran 
regulados al alza en ambos puntos de muestreo en los animales infectados con atIHNV, 
así como a las 24 horas en los infectados con la forma activa del virus (en nuestros 
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resultados se aprecia una ligera regulación a la baja del C3aR, de -1.5 FC, en los animales 
infectados con IHNV a las 72 horas). En el tercer día de infección, la respuesta a la 
inoculación de IHNV consiste en una mezcla de respuestas inmunitarias adaptativas 
(MHC, Inmunoglobulinas), innatas (C3aR, spl, lisozima C) y relacionadas con el estrés 
(HSP70, hemostasia) en el seno de una remodelación de la matriz mediada por 
metaloproteinasas. Por lo tanto, como sugieren el presente y otros estudios realizados en 
mamíferos [199-201], la expresión de C3a/C3aR contribuye probablemente a la 
movilización y diferenciación de células hematopoyéticas precursoras en respuesta a una 
activación inmunitaria, generalizada y fisiológicamente estresante, debida a la exposición 
a un patógeno sumamente virulento.  

De hecho, en los mamíferos se ha demostrado la relación de varios de los subproductos de 
la escisión del componente C3 del sistema del complemento con la respuesta de las 
células precursoras hematopoyéticas mediada por CXCR-4 [201]. La moderada 
regulación a la baja de CXCR-4 observada en los animales tratados con LPS, y al alza en 
los infectados con atIHNV (mayor de 1.5 FC, véase el material adicional), junto con la 
fuerte regulación al alza del receptor de C3a en los peces infectados con la forma activa 
del virus sugiere, por tanto, la conservación de las respuestas funcionales mediadas por el 
complemento en el tejido hematopoyético renal. No hay que olvidar, sin embargo, la 
complejidad, hasta la fecha irresuelta, de la dinámica y trasiego de células inmunitarias 
hematopoyética y diferenciadas en los teleósteos. 

Respuesta inmunitaria específica a la infección viral y 
bacteriana en el riñón cefálico de la trucha 

Los genes implicados en la construcción del sistema de inmunoglobulinas (Ig) muestran 
una dinámica variable entre tratamientos (véanse las TABLAS 7 y 8). Los transcritos del 
receptor Fc gamma de Ig (CD46) aumentan en la respuesta tardía a la inyección de 
lipopolisacárido, mientras que los pertenecientes a la cadena pesada de la IgM (sitos en las 
células B) y los que se adscriben a la región B17-2 de la cadena kappa V-IV de las Ig 
(involucrados en la presentación de antígenos) muestran un incremento dramático. El 
tratamiento con la forma atenuada del virus IHN arroja resultados similares: la 
regulación de la expresión genética es parecida para los últimos, con la expresión 
mantenida de los trascritos de IgM a las 72 horas de la infección, y la supresión de la 
expresión del gen codificarte de Ig kappa. Asimismo, los niveles de expresión genética de 
CD64 menguan una vez inoculado el virus atIHN, mientras que la forma activa de 
IHNV suprime la expresión de los tres genes mencionados en la fase temprana de la 
infección, regulándolos al alza (1.7, 10 y 5.4 FC, respectivamente) en los estadios tardíos 
de la infección inicial. Es probable que todo ello sea reflejo bien de la migración de los 
leucocitos a las zonas de infección e inflamación primarias y/o del reclutamiento 
diferencial de subpoblaciones leucocitarias hacia el riñón cefálico infectado en ambos 
tratamientos virales. 
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También la expresión del gen que codifica la proteína COP, implicada en la formación y 
maduración de los fagosomas [202] resulta inducida en todos los tratamientos. Otro 
componente mayoritario de la respuesta inmunitaria específica, complejo mayor de 
histocompatibilidad (MHC) de tipo I, responsable de la presentación de antígenos en las 
células dendríticas, muestra una activación tardía bajo los efectos del LPS y una supresión 
de la expresión genética en los tratamientos virales (inferior a -3 FC. En cambio, el MHC 
II se muestra regulado al alza (con una inducción de 4.4 FC) a las 72 horas en los peces 
infectados con la forma activa del virus IHN. 

En los peces, como en los mamíferos, la interacción de las variantes del complejo mayor 
de histocompatibilidad con los receptores de las células T (TCR) parece ser la 

TABLA 7.  GENES COMUNES A LOS TRATAMIENTOS VIRAL Y BACTERIANO.  

Se indican aquellos genes expresados al menos en 5 de 6 experimentos, comparados con la base 
datos asociada a la plataforma de micromatriz y seleccionados en función de su especificidad al 
tratamiento (prueba exacta de Fisher, p <0.01). Los valores se expresan en función de la intensidad 
de la expresión (FC). 
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responsable de la activación de subpoblaciones de linfocitos T citotóxicos (CTL) y 
linfocitos T colaboradores (Th) [203]. La presencia de homólogos del MHC, varias 
proteínas asociadas a la presentación de antígenos, microglobulina beta 2 y marcadores 
CD8+ y CD4+ (distintivos de las células CTL y Th, respectivamente) en la trucha y 
otras especies de teleósteos [204, 205], refuerza la hipótesis, razonable por otar parte, de 
la conservación de las vías del procesamiento de los antígenos en los mal llamados 
vertebrados primitivos. Sin embargo, y como se ya reiterado en diversas ocasiones, el 
tráfico, recirculación y comunicación celulares de los estados inmunitarios activado y 
quiescente distan de estar descritos con garantías en los teleósteos. De hecho, la 
translación del modelo experimental inflamatorio murino acarrea diversas dificultades, 
metodológicas y conceptuales, la menor de las cuales es la distancia interespecífica entre 
mamíferos terrestres y vertebrados acuáticos, origen de la elevada variabilidad comentada 
respecto al umbral mínimo de activación inmunitaria que parece común en los peces y 
que, con toda seguridad, no es ajena la coevolución entre hospedador y patógeno en un 
medio, como el acuático, proclive a favorecer cargas bacterianas mayores que las terrestres. 

 

TABLA 8.  GENES ESPECÍFICOS DE LOS TRATAMIENTOS VIRALES.  

Se indican aquellos genes expresados al menos en 3 de 4 experimentos, comparados con la base 
datos asociada a la plataforma de micromatriz y seleccionados en función de su especificidad al 
tratamiento (prueba exacta de Fisher, p <0.01). Los valores se expresan en función de la intensidad 
de la expresión (FC). Se descartaron 13 genes sin descripción conocida. 
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El nuestro y otros estudios recientes han tratado de resolver la caracterización de la 
respuesta inmunitaria en los peces mediante la ponderación tisular u organográfica de la 
respuesta inmunitaria en modelos de infección viral o bacteriana, en un esfuerzo por 
acotar el grado, intensidad y ubicuidad de la expresión mínima necesaria para afrontar un 
estado alostático alterado. En este sentido, en la trucha la expresión de CD8 y CD4 
(coreceptores del MHC de tipo I y II, respectivamente) parece restringida 
principalmente al timo y, hasta cierto punto, al bazo, aún cuando los animales no 
infectados son capaces de mantener un cierto grado de expresión de bajo nivel en diversos 
órganos hematopoyéticos o en los nódulos e infiltraciones leucocitarias [204, 205]. De 
hecho, en un estudio reciente, Overturf y LaPatra (2006) no encontraron niveles 
elevados de CD8 en el riñón cefálico de truchas infectadas con bacterias o IHNV a las 24 
horas o a los 5 días después de la infección, pese a describirse una correlación positiva 
entra la dosis de patógenos administrada y la expresión de CD8 y CD4 a las 24 horas de 
la infección [206]. En un experimento similar, tres días después de haber recibido la 
inoculación de IHNV, Hansen y LaPatra (2002) observaron una sorprendente anulación 
de la actividad del MHC de tipo IIB en el riñón cefálico y el bazo de truchas infectadas, 
lo que tiene sentido si se acepta el refuerzo más que probable de la respuesta mediada por 
CD8 en conjunción con la presentación de antígenos propiciada por el MHC de tipo I 
en respuesta inmediata a la infección [207], como se observó en un modelo cohabitante 
de infección viral descrito recientemente [208].  

De manera similar, la exposición a Vibrio anguilarum acaba deprimiendo en menos de 
cuatro días la expresión de transcritos del MHC de tipo II en el riñón cefálico, hígado y 
bazo del turbot, Scophthalmus maximus [209]. Por el contrario, la regulación al alza del 
mismo complejo de histocompatibilidad (MHC II) se ha descrito en truchas sometidas a 
inyección intramuscular de vacunas de ADN utilizando IHNV recombinante [210] e 
inflamación por compuestos xenobióticos [211]. En las truchas infectadas con VSHV, 
otro miembro de los Rhabdoviridae, la dinámica de la expansión de los linfocitos T, y, 
por consiguiente, de la respuesta inmunitaria adaptativa comandada por la expresión del 
MHC, se pudo correlacionar con los ciclos virales esperados de replicación, cuyo pico se 
produjo una semana después de la inoculación viral [212], en un calco del tiempo 
necesario (hasta 10 días) para la expresión detectable de transcritos de MHC en 
leucocitos de Paralichthys olivaceus expuestos a Neoheterobothrium hirame, un parásito 
monogéneo [213]. El panorama, por todo lo dicho, resulta a la vez desalentador y 
estimulante. Desalentador por la dificultad que entraña modelizar una respuesta 
inmunitaria adaptativa en un modelo, el piscícola, tan diverso genómica y 
fenómicamente. Y estimulante por la multiplicidad de aproximaciones y tintes que el uso 
de semejante diversidad permite. 

Confirmando lo descrito en otras especies [214, 215], nuestros resultados sugieren 

(1) una marcada predilección por la respuesta linfocitaria mediada por las células 
CD4 y Th en el riñón cefálico de las truchas sometidas durante 3 días a 
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infección viral por IHNV, acoplada a  

(2) una fuerte activación del sistema del complemento mediada por las proteínas spl 
y la ya familiar remodelación de la matriz extracelular comandada por la 
expresión de metaloproteinasas MMP y TBX-4,  

(3) un decremento en la expresión de la activación de poblaciones de monocitos y 
macrófagos mediada por TNF alfa,  

(4) la mengua de la expresión del MHC de tipo I y  

(5) una disminución en los procesos que regulan la apoptosis, según se desprende de 
lo observado en la inhibición de los transcritos de la ligasa de ubiquitinas 
S1AH1 y la galectina 9. 

La administración intraperitoneal de LPS, por su parte, activa la vía de procesamiento de 
antígenos del MHC de tipo I que también se ha observado en nuestros estudios previos 
con macrófagos maduros estimulados con LPS [75]. Sin embargo, denotamos no sólo la 
regulación a la baja, 72 horas después de la exposición a LPS, de la respuesta mediada por 
la acción conjunta de MMP y TBX-4, sino también la inhibición de los transcritos del 
factor de transcripción CCAAT/enhancer binding protein-alpha (C/EBP-alpha), 
conocido por su papel en la diferenciación de las células mieloides hacia el fenotipo 
granulocítico y susceptible de inducirse durante la maduración de los macrófagos [216].  

La proteína Deltex 1 (DTX) también sufre regulación a la baja tres días después de 
inyectar LPS a los animales. Aunque carece de una descripción pormenorizada, la 
conversación inmunitaria entre DTX1 y las vías de señalización intracelular, altamente 
conservadas a lo largo de la evolución, Notch y NFkappaB [217, 218] es la responsable 
del desarrollo y maduración normales de las poblaciones de linfocitos diferenciadas en los 
órganos hematopoyéticos y linfopoyéticos en los mamíferos, lo que, teniendo en cuenta 
nuestros datos, sugiere una mengua en la efectividad del trasiego de las células de los 
linajes linfoide y mieloide durante la respuesta inmunitaria temprana en el riñón cefálico 
de la trucha desencadenada por la exposición a lipopolisacárido.  

La mieloperoxidasa (MPO) mostró una clara regulación al alza en todos los tratamientos 
a las 24 horas de la inyección intraperitoneal, volviendo a valores basales en los animales 
inoculados con LPS, aumentando en aquellos que recibieron las formas atenuada del 
virus IHNV y regulándose claramente a la baja en los animales infectados con la forma 
activa del virus. La mieloperoxidasa, expresada de manera habitual en neutrófilos y 
monocitos, juega un papel importante en la fagocitosis dependiente de la presencia de 
oxígeno, lo que, junto a la inhibición del receptor MARCO, expresado en macrófagos 
[219], en los animales infectados por IHNV, sugiere una disminución de la función 
microbicida en el riñón cefálico de las truchas infectadas con IHNV. 

A vista de pájaro, el panorama que parecen dibujar estos resultados en el riñón cefálico de 
la trucha es el de una participación funcional poco importante del principal órgano 
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hematopoyético durante la activación a corto plazo de los mecanismos defensivos en 
respuesta a la infección activa de IHNV o, alternativamente, una expresión diferencial 
temprana, inducible y tal vez antagonista, del procesamiento y manejo de antígenos 
dirigido por los complejos mayores de histocompatibilidad de tipo I o II, fuertemente 
influenciada por el tipo y dinámica infectiva del PAMP o patógeno (LPS versus virus) o 
las vías de entrada (tejido/órgano). Por todo lo dicho anteriormente referido a las 
infecciones experimentales, el riñón cefálico no actuaría como un órgano de reacción 
aguda inmediata a la infección o inflamación, sino más bien como el inductor de un tipo 
de respuesta adaptativa retardada, a la vez que como un importante regulador de la 
diferenciación eritropoyética y mieloide frente a este tipo de intrusión patogénica. De 
todos modos, la expresión dual de la maquinaria de procesamiento y presentación de 
antígenos dirigida por el MHC se nos aparece fuertemente influenciada por la 
sensibilidad inmunitaria propia de cada especie [220, 221], la virulencia del tipo de 
patógeno y el tempo de la diferenciación celular en los distintos órganos inmunitarios. 
De ahí que se sugiera la necesidad de continuar evaluando esta modalidad dependiente de 
la especie y su relación con el patógeno que muestra la respuesta inmunitaria dirigida por 
el MHC en los peces. 

Metabolismo de la hemoglobina durante la infección viral y 
bacteriana en el riñón cefálico de la trucha 

En el primero de los puntos muestrales (24 horas), los genes implicados en el 
metabolismo de la hemoglobina (alfa y beta) permanecieron regulados a la baja, con la 
supresión de 2-3 FC en aquellos animales que recibieron una inoculación de LPS y la 
forma activa del virus IHN. La forma atenuada de este último, en cambio, potenció la 
inducción de ambos genes (11 y 19 FC, respectivamente) a las 24 horas, invirtiéndose la 
tendencia tres días después. En cambio, la forma activa del virus IHN induce su expresión 
(3 y 10 FC, respectivamente) a las 72 horas, mientras que en los animales inoculados con 
LPS se recuperan los niveles originales de los transcritos. 

Es de destacar la regulación al alza de la 5-aminolevulinato sintasa, el enzima clave para la 
síntesis del grupo hemo, tanto en los animales infectados con atIHNV como en los 
expuestos a LPS, tres días después de la inoculación, lo que se asemeja a la repuesta 
descrita en el riñón cefálico del salmón atlántico (S. salar) infectado con Piscirickettsia 
[78]. La expresión coordinada de ambos genes de hemoglobina y la 5-aminolevulinato 
sintasa sugiere la presencia de actividad eritropoyética en el riñón cefálico de la trucha. 
De hecho, en esta especie ya hemos descrito un aumento significativo en la proliferación 
de células positivas al factor PU.1 a las 72 horas de la estimulación con LPS [222] por lo 
que la activación de mecanismos hematopoyéticos y eritropoyéticos durante los estadios 
tempranos del proceso infectivo parecen ser una constante en la respuesta inmunitaria 
inespecífica en los salmónidos. 
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Comportamiento de las proteínas HSP durante la infección viral 
y bacteriana en el riñón cefálico de la trucha 

La forma activa del virus IHN inhibe la expresión de la proteína de respuesta a shock 
térmico (HSP) 27 (-2.4 FC) e induce la expresión de las HSP 70 y 90 (2.8 y 2.3 FC, 
respectivamente) a los tres días de la infección, partiendo de un estado previo de 
regulacióna la baja a las 24 horas (-4.24 FC). Para el mismo punto muestral, la exposición 
a atIHNV se destaca por la regulación a la baja (inferior a -2 FC) que experimentan los 
transcritos de HSP 70. 
Tradicionalmente, las HSP se han considerado copartícipes de la respuesta generalizada a 
estados de estrés asociado a la exposición a compuestos xenobióticos y/o al desarrollo de 
reacciones inflamatorias en los peces [128, 138, 215]. Sin embargo, la relevancia de este 
tipo de proteínas de fase aguda como indicadores relevantes de un estado inmunitario 
alterado o patológico vinculado al estrés que experimente el animal se ha criticado 
recientemente de manera convincente [223], debido a la enorme variabilidad que se 
obtiene recurrentemente al correlacionar la expresión de las HSP con estados fisiológicos 
alterados, por la influencia, entre otros factores, de la especie, tejido, familia de HSP, 
estacionalidad, estadio de desarrollo y agente estresante. Resulta aventurado, por tanto, 
especular sobre la relevancia que, para un órgano, como el riñón cefálico que, como se ha 
mencionado, no se considera de fase aguda, tiene la expresión variable de este tipo de 
proteínas multifunción durante la infección. 

El riñón reactivo (y IV):     conclusión (onto)lógica 

En el análisis funcional del papel biológico de aquellos genes que, por estar 
diferencialmente expresados, delimitan un tempo inmunitario y permiten la formulación 
de hipótesis razonables sobre la dinámica del mismo, nuestro enfoque en dos fases (la 
discriminación de la expresión genética per se y la valoración ontológica de las categorías 
funcionales que responden de su actuación) no está exento de limitaciones. Los valores de 
corte para la discriminación estadística de la expresión genética mínima, los patrones de 
coexpresión genética, la conversación no lineal (no gaussiana) entre genoma y proteoma y 
el carácter acotado de la representación genética impresa en la plataforma de micromatriz 
empleada son factores todos ellos que pueden limitar la cantidad y calidad de las 
respuestas transcriptómicas evaluadas o excluir aquellas respuestas genética relevantes 
pero transitorias correlacionadas con el carácter abrupto y dependiente del órgano 
estudiad del daño sistémico infeccioso en la especie estudiada.  

A modo de guía para la comprensión de la respuesta inmunitaria frente a la exposición a 
LPS o infecciones virales agudas, la comparación ontológica de los genes expresados 
diferencialmente indica una marcada inducción de metaloproteinasas, colágeno y otros 
escultores de la matriz extracelular en las truchas inoculadas con lipopolisacárido, 
paralelamente con la mengua de los transcritos de genes implicados en el control del 
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metabolismo basal y el aumento de la expresión de mediadores inmunitarios 
involucrados en la presentación de antígenos dirigida por el MHC y la opsonización 
orquestada por las inmunoglobulinas al tercer día de la infección. 

Varios de los genes participantes en la correcta transducción de la señal biológica y la 
biosíntesis de proteínas se mostraron activos en los animales infectados con la forma 
atenuada del virus IHN, una vez estimulado el decremento en el remodelado del 
citoesqueleto. Como ocurre en el caso de los animales inoculados con la forma activa del 
virus IHN, las categorías funcionales delineadas en el análisis ontológico se muestran 
enriquecidas con genes activos durante las respuestas inflamatorias, inmunitarias y 
defensivas. Tanto en los peces tratados con atIHNV y su forma activa, la respuesta 
inmunitaria a las 72 horas sobrepasa en importancia a la dirigida por la metaloproteinasas 
bajo la influencia de la exposición a LPS (tablas 7 y 8, FIGURAS 17 a 19). Sin embargo, y 
como se ha mencionado anteriormente, podemos considerar la respuesta transcriptómica 
del riñón cefálico a la infección por IHNV muchos más diversificad en términos de 
número y vías de activación inmunitarias.  
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FIGURA 17.  CATEGORÍAS FUNCIONALES SOBREREPRESENTADAS EN LOS EXPERIMENTOS CON LPS.  

Se representan las categorías ontológicas funcionales cuya representación en la plataforma está 
claramente mejor representada (corrección de yates a la prueba de Ji cuadrado, p <0.05), 
conjuntamente con el número de genes expresados diferencialmente para cada categoría. 
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FIGURA 18.  CATEGORÍAS FUNCIONALES SOBREREPRESENTADAS EN LOS EXPERIMENTOS CON ATIHNV.  

Se representan las categorías ontológicas funcionales cuya representación en la plataforma está 
claramente mejor representada (corrección de yates a la prueba de Ji cuadrado, p <0.05), 
conjuntamente con el número de genes expresados diferencialmente para cada categoría. 
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FIGURA 19.  CATEGORÍAS FUNCIONALES SOBREREPRESENTADAS EN LOS EXPERIMENTOS CON IHNV.  

Se representan las categorías ontológicas funcionales cuya representación en la plataforma está 
claramente mejor representada (corrección de yates a la prueba de Ji cuadrado, p <0.05), 
conjuntamente con el número de genes expresados diferencialmente para cada categoría. 
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Se evaluó la respuesta inmunitaria temprana (24-72 horas) a la infección 
experimental mediante inyección intraperitoneal de lipopolisacárido bacteriano 
(LPS) en el hígado de la trucha (Oncorhynchus mykiss) mediante análisis de una 
micromatriz de ADNc (SFM 1.0, véase el apartado Salmonid Fish Microarray 
(SFM 1.0): descripción de la plataforma) específica de salmónidos. Durante la 
peritonitis, el análisis transcriptómico del hígado mostró una reacción bimodal 
de fase aguda. En primer lugar, una respuesta inicial humoral, inespecífica, de 
fase aguda y temprana (24 horas), de bajo nivel en términos de expresión 
genética pero con la participación de numerosos genes de funcionalidad diversa, 
que tiene a las HSPs, el sistema del complemento e inhibidores de tránsito y la 
quimiotaxis celulares de neutrófilos y otras poblaciones mieloides como 
principales actores. Se observó también un arresto metabólico de los procesos de 
obtención de energía por oxidación de substratos orgánicos, la glucólisis y el 
metabolismo de lípidos, así como disminución global de la transducción y 
señalización intracelulares. 

En segundo lugar, se observó una respuesta inmunitaria tardía (a las 72 horas de 
la exposición a LPS) más intensa en términos transcripcionales (intensidad de la 
expresión genética) pero escasa en cuanto al número de genes implicados en la 
respuesta, fuertemente reguladora, en la que se controla la actividad del sistema 
del complemento y los genes implicados en la síntesis de proteínas características 
de la respuesta de fase aguda y en la que el diálogo celular entre la inmunidad 
innata y adaptativa parece cobrar forma. El arresto metabólico previo persiste en 
el procesamiento de la glucosa pero desaparece en el caso de los lípidos, 
coincidente con una elevada actividad de la maquinaria mitocondrial. 
 

 
Análisis comparativo de la respuesta 

inmunitaria renal y hepática originada 
por la exposición a LPS bacteriano 

 

5 
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Introducción:     la bisectriz genómica 
La expresión física del genoma, ya sea inducida, voluble, viral, azarosa, compartida o 
reactiva, comienza y termina en la realidad química del proteoma, o conjunto de 
proteínas expresadas en un nivel biológico (celular, tisular, organismo, metapoblación) 
determinado. El escenario proteómico es todavía una terra incognita y a la vez un campo 
minado de isoformas, variantes transcripcionales, millones de clones de 
inmunoglobulinas y polimorfismos alélicos. De las más de 1010 proteínas auguradas en un 
genoma modesto como el de la especie humana [224], el análisis combinado de la 
espectrometría de masas y cromatografías de fase inversa actuales permiten discriminar, 
con un moderado grado de redundancia, poco más de 103-106 repartidas entre varios 
tejidos [225-227]. De concentración variable (desde pocos pg/ml hasta los varios mg/ml 
de albúminas transportadoras y determinantes de la osmoregulación plasmática), el 
escaso centenar de proteínas plasmáticas “clásicas”, esto es, las detectadas mediante 
electroforesis convencional desde la segunda mitad del siglo pasado, se consideraban, en 
su inmensa mayoría, producidas y/o secretadas en el hígado, de ahí que a este órgano se le 
tildase de cruce de caminos para la regulación y cribado fisiológicos de las funciones 
inmunitaria y detoxificadora. Sin embargo, algunos estudios recientes referidos a la 
funcionalidad y representatividad ontológicas del proteoma parecen indicar que la 
mayoría de las proteínas expresadas por el genoma tienen su representación en el plasma 
[226, 227], lo que, lejos de quitar relevancia al hígado como órgano clave para la fisiología 
del organismo, lo incluye en la red organográfica implicada en el control de la carga 
alostática en condiciones de estrés ambiental o patológico. En este sentido, la expresión 
genética en el hígado resulta tal vez una de las más volubles y cambiantes de todo el 
organismo, tanto en términos de intensidad transcripcional como de celeridad 
(reactividad) de la respuesta transcriptómica. 

Ya se ha mencionado anteriormente la predilección por la peritonitis como modelo de 
inflamación en la investigación inmunitaria con animales de laboratorio. Se deriva de ello 
la distinción, un tanto artificiosa, entre el proceso inflamatorio, entendido como la 
respuesta local, celular, humoral y tisular, a las, entre otras, intrusiones virales o 
bacterianas, y la respuesta de fase aguda, orquestada por el hígado frente a heridas e 
infecciones, entre otros factores de desajuste alostático. 

Durante el proceso inflamatorio, ampliamente estudiado en la trucha [228-230], la 
inoculación de PAMPs u organismos bacterianos o virales provoca la activación de la 
población residente de linfocitos (aproximadamente el 55% del total en el peritoneo de 
un teleósteo como la trucha), macrófagos maduros (el 40%) y neutrófilos (poco menos 
del 2% del total leucocitario). La fagocitosis y posterior procesamiento de los 
microorganismos, unida a la liberación de señales de peligro humorales (sistema del 
complemento, moléculas proinflamatorias) celulares (leucocitos) y tisulares (desgarros de 
la matriz, vertidos celulares, apoptosis), favorece la maduración de monocitos, la 



 82 

estimulación y multiplicación de neutrófilos, y su trasiego hacia la zona de inflamación en 
un período de 48 horas. En animales fundamentalmente ectotérmicos como los peces, si 
la temperatura lo permite la subsidencia inmunitaria se produce a las dos semanas, una 
vez eliminada la población bacteriana o viral. 

La respuesta de fase aguda (RFA, FIGURA 20), de carácter sistémico, se caracteriza por la 
rápida (24-48 horas) producción, vertido y exportación de componentes humorales 
hepáticos en el plasma sanguíneo (proteínas del sistema del complemento, antiproteasas, 
secuestradores de hierro, péptidos antibacterianos, etc.), inducidos por mediadores 
proinflamatorios (interleuquinas 1 y 6, TNF alfa y prostaglandinas entre otros) cuyo 
origen hay que buscarlo de nuevo en el foco de la infección y/o rotura tisulares que aquí, y 
a diferencia de lo que ocurre durante el proceso inflamatorio, actúan no como escenario 
(activo, eso sí) sino como acicate de la respuesta inmunitaria humoral. La síntesis 
hepática de proteínas de fase aguda muestra un tempo variable debido a la ya comentada 
complejidad funcional del órgano en la regulación alostática, y también al compromiso 
entre el atenuamiento de las desviaciones de la osmolaridad (provocadas por la 

FIGURA 20.  RESPUESTA DE FASE AGUDA EN LOS MAMÍFEROS 



 83 

acumulación de proteínas de elevado peso molecular  en la sangre) y el coste energético 
derivado de la inducción de la síntesis proteica masiva. 

Los teleósteos parecen seguir una respuesta de fase aguda estereotipada, muy similar a la 
de los mamíferos (para una revisión véase [231]. A diferencia de estos, la mayoría de 
estudios recientes relativos a la RFA en los peces se centran en el análisis del 
transcriptoma hepático de animales sometidos a agresiones virales, bacterianas o 
xenobióticas, y, a semejanza de lo que ocurre en los estudios con mamíferos, sólo un 
selecto número de especies, la mayoría de interés comercial para cultivos o acuariofilia, se 
han beneficiado de una caracterización extensa de la reactividad hepática. Así, la 
variación de los transcritos hepáticos frente a infecciones virales o bacterianas, 
compuestos xenobióticos y tratamientos hormonales se ha analizado utilizando 
micromatrices o proyectos a gran escala de ESTs en salmónidos (Salmo salar, 
Oncorhynchus mykiss, O. kisuth, O. masou), peces gato (Ictalurus punctatus, I. furcatus), 
carpas (Cyprinus carpio), lubinas (Dicentrarchus labrax), magres (Lithognathus 
mormyrus), platijas (Platichthys flesus), sollas (Pleuronectes platessa) atunes (Thunnus 
tynus) espinosos (Gasterosteus aculeatus), danios cebra (Danio rerio), medakas (Oryzias 
latipes) y peces de coral (Pomacentrus moluccensis) entre otras especies [76, 93, 98, 127, 
128, 232-246]. 

La respuesta de fase aguda en los peces dista de ser homogénea, debido al carácter 
transitorio y explosivo de la expresión genética hepática y, no menos importante, la 
propia diversidad del grupo, en términos de morfología, ciclos de vida, pautas 
reproductivas, modalidades endotérmicas, distribución geográfica, sensibilidad a las 
infecciones, rango de tolerancia a los cambios ambientales, tamaño, composición y 
discurso fenómico del genoma y serendipidad de la historia evolutiva. Para complementar 
los estudios realizados con patógenos vivos en los salmónidos, en este capítulo se utiliza 
un modelo de inflamación peritoneal para analizar la respuesta transcriptómica frente a la 
exposición a un PAMP generalizado, el lipopolisacárido bacteriano (LPS de E. coli) en el 
hígado de la trucha (Oncorhynchus mykiss), a las 24 y 72 horas de la inoculación 
intraperitoneal de LPS. La valoración de los cambios en los transcritos hepáticos se valora 
gracias al análisis ontológico del transcriptoma activo observado en la micromatriz 
específica de salmónidos SFM 1.0 discutida anteriormente. Se aporta, además, una 
comparación con la expresión genética observada en el riñón cefálico de truchas 
sometidas a las mismas condiciones de experimentación, a fin de valorar la expresión 
diferencial organográfica de la respuesta inmunitaria temprana en los dos órganos 
internos más relevantes para el desarrollo inicial de la reacción defensiva. 
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Materiales     y métodos 

Manejo de animales e infecciones experimentales 
Los animales, Oncorhynchus mykiss, de 70-100 g de peso, obtenidos de un distribuidor 
comercial, se mantuvieron en tanques de flujo continuo bajo condiciones ambientales 
controladas de luz (fotoperíodo de 10/14 horas de luz y oscuridad, respectivamente) y 
temperatura (15 ± 2ºC). Los peces se alimentaron con pienso particulado comercial ad 
libitum y se les mantuvo en los tanques durante dos semanas para su aclimatación previa a 
la fase experimental. El estado de salud de los animales y la calidad del agua se evaluó cada 
tres días durante el período de aclimatación y diariamente a lo largo de todo el periodo 
experimental. La inoculación de LPS de E. coli se llevó a cabo separadamente para cada 
tratamiento en tanques con recirculación de agua aireados a 14 ºC. Las truchas, en 
número de 10 por tanque, se separaron en 2 tanques experimentales (control e 
inoculados con LPS). Antes de la inoculación intraperitoneal, los animales se 
anestesiaron ligeramente utilizando MS-222 (40 ppm, estadio II de la anestesia de 
acuerdo con la clasificación de Iwama et al. 1989). En función de su adscripción a uno u 
otro grupo experimental, a los peces se les inoculó solución salina (control) o 6mg/Kg de 
LPS (Sigma). En los puntos muestrales definidos previamente, 24 y 72 h después de la 
inyección i.p., los animales controles y experimentales se seleccionaron de cada tanque 
(n=3) y se sacrificaron mediante hiperanestesia (MS-222, 100 ppm, estadio III de la 
anestesia [167]). Inmediatamente se procedió a la disección, extracción y mezcla 
(pooling) de los hígados para cada grupo experimental, de los que se procesó su ARN 
mediante Tri Reagent (Molecular Research Center) siguiendo las instrucciones del 
fabricante [168, 169]. 

Obtención del ARN 
El ARN de los hígados de los animales inyectados con solución salina y LPS se obtuvo 
mediante reactivos de Trizol (Life Technologies) o Tri Reagent (Molecular Research 
Center) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se eliminó la contaminación de ADN 
de la preparación mediante tratamiento con ADNasas. El ARN se precipitó empleando 
etanol al 100% i acetato de amonio (pH 5.2), conservándose a -80ºC en etanol para su 
uso posterior. 

Diseño y análisis de la micromatriz 
El diseño general de la micromatriz se ha detallado anteriormente (véanse el apartado 
Salmonid Fish Microarray (SFM 1.0): descripción de la plataforma y las referencias [72, 
126]. Una descripción somera de la plataforma se describe en la base datos Gene 
Expression Omnibus (GEO) con el epígrafe GPL6155. 
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Mediante electroforesis desnaturalizante se cuantificó y verificó la integridad del ARN 
total obtenido del hígado, paso previo al marcaje con Cy3- y Cy5-dCTP (Amersham 
Pharmacia), completado empleando la transcriptasa inversa SuperScript III (Invitrogen) 
y cebadores de oligo(dT). ELK ADN se purificó utilizando el paquete de reactivos de 
Microcon YM30 (Millipore). Se escogió un diseño experimental de marcaje cruzado (dye 
swap) [14] y cada muestra se hibridó en dos micromatrices. En el primer portaobjetos, las 
muestras control y experimental de ADNc se marcaron con Cy5 y Cy3, respectivamente, 
invirtiéndose la asignación de marcaje para el segundo portaobjetos. Los portaobjetos se 
trataron previamente con 1% BSA, fracción V, 5 x SSC, 0.1% SDS (30 min. a 50ºC), 
lavándose posteriormente con 2 x SSC (3 min.) y 0.2 x SSC (3 min.). La hibridación se 
llevó a cabo durante 12 h en una mezcla de 1.3 x Denhardt’s, 3 x SSC 0.3% SDS, 2.1 
μg/μl poliadenilato y 1 μg/μl de ARNt de levadura (todos los reactivos se obtuvieron de 
Sigma-Aldrich). El escaneado de la micromatriz y el procesado de las imágenes se llevaron 
a cabo utilizando ScanArray 5000 y QuantArray (GSI Luminomics), respectivamente. 
La medida de la señal en cada punto de la micromatriz se filtró siguiendo el criterio I/B ≥ 
3 y (I-B)/(SI+SB) ≥ 0.6, donde I y B son las intensidades medias de la señal y el fondo, 
respectivamente,  y SI, SB sus desviaciones estándar. Una vez sustraída la media de la 
intensidad de fondo, se llevó a cabo una normalización por regresión balanceada no lineal 
local (Lowess) [124] separadamente para cada portaobjetos (véase la FIGURA 8 en el 
apartado Salmonid Fish Microarray (SFM 1.0): descripción de la plataforma). 

Para la evaluación de la expresión genética diferencial en el hígado de la trucha se analizó 
el logaritmo de la  relación de intensidades normalizadas mediante la prueba de la t de 
Student con (p<0.01). Asimismo se aplicó la modificación Bayesiana de la tasa de 
descubrimientos erróneos (False Discovery Rate, FDR) para la corrección del error 
derivado de la aplicación de múltiples pruebas de comparación, estimándose el valor q 
para cada conjunto de genes expresados diferencialmente [125]. El análisis de los perfiles 
funcionales se llevó a cabo escogiendo aquellos genes cuya expresión difería al menos en 
una muestra con probabilidad p<0.01 y estaban presentes en al menos dos categorías 
funcionales, interrogando las clases funcionales de la Ontología Genética (GO) [172] y 
comparándolas mediante la prueba de la t de Student, p < 0.05. También se evaluó la 
significación estadística de las categorías funcionales sobrerepresentadas en cada 
experimento mediante la corrección de Yates para la prueba de Ji cuadrado (valor p 
corregido<0.05). La comparación de los valores obtenidos mediante micromatriz con los 
obtenidos mediante RT qPCR se reseña, junto con un descripción de la metodología de 
RT qPCR, en el material adicional (anexo II RT-qPCR de genes selectos). 
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Resultados    y discusión 
De manera similar a lo expuesto previamente en el caso del riñón cefálico, la respuesta 
transcriptómica del hígado de los animales expuestos a dosis elevadas (según los 
estándares aplicables a los mamíferos) de LPS resulta en un número modesto de 
transcritos (véase laTABLA 9 y el material adicional anexo) regulados diferencialmente 
(p<0.01): 79 a las 24 horas y 20 tres días más tarde, de los que sólo un 2.5 % superan una 
intensidad de respuesta (FC) del 1.5 en el primer caso, mientras que la práctica totalidad 
de los expresados a las 78 horas (más del 90 %) mantiene niveles de intensidad superiores 
a 1.5 FC o dobla la intensidad basal (el 40% de los transcritos). En el caso del riñón 
cefálico, del medio centenar de transcritos regulados diferencialmente (p<0.01), entre el 
57 y el 58% de los transcritos superaban valores de expresión de 2FC a las 24  y 72 horas 
de la inoculación de LPS. Sin embargo, las diferencias entre ambos órganos se agudizan 
respecto a los niveles de expresión genética. En el caso del riñón cefálico, los niveles de 
expresión de algunos transcritos (metaloproteinasas, nefrosinas y proteasas de serina 
asociadas al sistema del complemento) superan los 5FC y llegan en algunos casos (MMP 
y nefrosinas) a valores superiores a 10 FC). En el hígado de los animales expuestos a LPS 
los niveles de expresión global en ningún caso alcanzan valores superiores a3.5 FC. 

Si la respuesta a la inoculación de LPS en el caso del riñón se tildaba de reestructuradora, 
en términos de composición y escultura de la matriz extracelular, e involucraba la 
presentación de antígenos mediada por el MHC, en el caso del hígado la repuesta, a 
juzgar por los datos de expresión genética y ontología funcional que se reseñan a 
continuación, se caracteriza por una expresión bimodal de bajo nivel (FIGURA 20), 
basada por una parte en el arresto metabólico de substratos energéticos (carbohidratos) 
acompañado de la síntesis lipídica y, por otra, en la síntesis y regulación de proteínas 
características de la fase aguda, especialmente de componentes reguladores y activadores 
del sistema del complemento, moduladores e inhibidores del trasiego y quimiotaxis 
celular (microglobulinas alfa 1, componente amiloide sérico), y secuestrados y 
reparadores de iones metálicos y disfunción celular (ferritinas, selenoproteínas, proteína 
L13 de fase aguda, metalotioneínas, y diversas HSPs). En conjunto, la respuesta de fase 
aguda en el hígado de truchas inoculadas intarperitonealmente con LPS destaca, a las 24 
horas de la exposición, por la expresión moderada/baja (por norma menor de 1.5 FC) de 
un considerable número genes que codifican proteínas de fase aguda, moduladores 
inmunitarios y agentes humorales de la inmunidad innata, acompañada de una 
inhibición metabólica de las vías de síntesis de lípidos y el arresto del metabolismo de la 
glucosa. Tres días después de la infección, la diversidad de la respuesta mengua y se centra 
en la regulación de los componentes reactivos de fase aguda activados previamente, esta 
vez con un grado de expresión de los transcritos mucho mayor (más de 1.5 FC en general) 
y con una clara dedicación a la regulación de la respuesta inmunitaria humoral y celular 
innata, acompañada de un aumento en el metabolismo de lípidos y la activación de las 
vías de señalización y transducción de la señal intracelulares. 
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TABLA 9.  LISTA DE 20 GENES REGULADOS AL ALZA O A LA BAJA EN EL HÍGADO DE LATRUCHA COMO CONSECUENCIA DE LA ADMINISTRACIÓN 
DE LPS.  

 Se detalla la intensidad de la expresión (Fold Change, FC) al alza o a la baja de los 20 genes con mayor intensidad de 
expresión diferencial (p<0.01, FDR>0.01). 
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FIGURA 20.  CATEGORÍAS ONTOLÓGICAS CUYOS GENES MUESTRAN COREGULACIÓN SIGNIFICATIVA (P<0.05) EN EL HÍGADO DE TRUCHAS 
EXPUESTAS A LPS. 

 Se indican el número de genes (tamaño de las esferas) en el eje de ordenadas, y la expresión genética media (FC) en el 
eje de abscisas  



 89 

El hígado reactivo (I):     componentes de la respuesta 
de fase aguda 

Se describen a continuación la variación de los niveles de los transcritos relacionados con 
la respuesta inmunitaria inespecífca humoral (sistema del complemento, proteínas de fase 
aguda) y celular presentes en el hígado durante la respuesta de fase aguda debida a la 
inflamación peritoneal de truchas expuestas a LPS. 

Regulación del sistema del complemento durante la exposición 
a LPS en el hígado de la trucha 

Enfrentadas a una intrusión xenobiótica, parte de las proteasas de serina relacionadas con 
el sistema del complemento y los moduladores y péptidos proteolíticos que actúan sobre 
la proteína C3 y sus derivados se sintetizan en el hígado (para una revisión reciente, véase 
[247]). En los peces, y también en otros vertebrados, una parte menor, pero de gran 
importancia biológica de la síntesis de los componentes del sistema del complemento es 
extrahepática y en los teleósteos se lleva a cabo principalmente en células inmunitarias, 
branquias, piel, corazón, gónadas y tejidos renales [248, 249]. Así, las actividades 
inflamatorias, quimiotácticas, opsonizantes y líticas del sistema del complemento 
refuerzan y alargan la actividad de la rama inespecífica o innata de la respuesta 
inmunitaria en el seno de los principales órganos hematopoyéticos, a la vez que participan 
de la respuesta a la peritonitis endotóxica característica de los modelos murinos de 
experimentación animal.  

A las 24 horas de la exposición a LPS, tanto la expresión de las varias formas del factor H 
(CFH) como de los receptores del complemento CR1 y CR2, todos ellos constituyentes 
clave de la cascada de reacciones del sistema del complemento, permanecen reprimida 
(FC<-1.4) aunque en el primero se detecta también una ligera expresión al alza (1.4 FC) 
en la forma CFH1. En los mamíferos, la función principal del factor H en la compleja 
cascada de reacciones que llevan a la escisión del componente C3 y, como consecuencia, a 
las sucesivas reacciones de opsonización, inflamación y lisis de microorganismos, es la de 
inhibir la circulación y producción de C3b (la principal opsonina del sistema del 
complemento) mediante la inhibición de la su unión con el factor B [250], 
imposibilitando así la escisión de este en el componente Bb que forma, con el 
componente C3b, la convertasa de C3bBb, capaz de romper el componente C3 e iniciar 
así la activación explosiva de todo el sistema. Recientemente, se ha demostrado la 
presencia de receptores para variantes del factor H en linfocitos B, neutrófilos y 
monocitos en humanos [251], lo que extiende la función del sistema del complemento a 
la inmunidad adaptativa . 
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Los receptores del complemento CR1 y CR2 (CD35 y CD21 en la nomenclatura clásica) 
participan de la regulación de la respuesta inmunitaria celular. La proteína CR1 se une al 
complejo opsonizador C3b/C4b del sistema del complemento, regulando así la 
adherencia inmunitaria y participando en la fagocitosis de partículas opsonizadas por 
parte de neutrófilos y macrófagos. Sin embargo, comparte esta función potenciadora de la 
limpieza inmunitaria con la inhibición, actuando como cofactor del factor I y 
promoviendo la conversión del componente C3b a iC3b y C3d(g), de la activación del 
complemento, así como de la activación y proliferación de linfocitos B por unión a su 
receptor BCR [252]. El componente CR2, en cambio, parece jugar un papel opuesto al 
CR1 en la inhibición de linfocitos B, a juzgar por su papel en la transducción de la señal 
activadora, en coalición con CD19 y CD81, que sigue a su acomplejamiento con 
Inmunoglobulinas M en la superficie de los linfocitos B [253]. CR2 actúa como receptor 
para el componente C3d del sistema del complemento que, unido a antígenos, también 
promueve la activación linfocitaria y el reclutamiento de linfocitos T mediado por la 
activación previa de células B [254]. 

Tres días después de la exposición a LPS, la expresión de los receptores CR1/2 en el 
hígado de la trucha desaparece, aumenta la del factor H (1.8 FC) y la expresión de los 
transcritos del factor D (proteasa de serina 1, spl) se regulan al alza (1.6 FC). El factor D 
se considera un activador general de la vía alternativa del sistema del complemento, 
gracias a su acción sobre el factor B, al que escinde para permitir su unión al componente 
C3b [247].  

En los teleósteos se asume, aunque no se ha demostrado en todas las especies estudiadas 
hasta la fecha, tanto la presencia de un sistema del complemento completo (véase [26] 
para una revisión genómica del tema y [27] para un enfoque centrado en los teleósteos) 
funcionalmente idéntico al de los mamíferos, como la subdivisión de poblaciones 
celulares linfocitarias. Uno y otro componentes de la respuesta inmunitaria ostentan las 
peculiaridades inmunitarias propias de grupos filogenéticos antiguos (mezcolanza de 
funciones y plasticidad celular, diversidad y potenciación de la respuesta innata en 
detrimento de la adaptativa) en el amplísimo porcentaje de especies (en torno a las 
25.000) de vertebrados basales que conforman ese grupo no taxonómico pero si 
taxativamente dominante de la inmunidad recombinatoria [255, 256] en el linaje 
vertebrado que son los peces. Cabe, pues, asumir una participación del sistema del 
complemento en la respuesta de fase aguda en la trucha muy similar a la observada en los 
mamíferos (exceptuando la intensidad de la expresión genética, véase más abajo). En este 
sentido, y a falta de la expresión de los componentes del sistema del complemento de los 
que la plataforma SFM 1.0 no dispone de representación (C1, C3, C5-9, factores Bf, I y 
MASP), la inhibición de la expresión del factor H y la proteína CR1 sugieren, por tanto, 
una activación moderada en el comienzo de la respuesta de fase aguda hepática del 
sistema del complemento en las truchas expuestas a LPS que, a los tres días de la infección, 
se mantiene gracias al aumento en los niveles de transcritos que indica el balance de 
activadores (factor D/spl, 1.6 FC) e inhibidores (factor H, 1.8 FC). (véanse la TABLA 9 y 
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el material adicional anexo). 

Asimismo, el análisis ontológico de las categorías funcionales representadas 
diferencialmente (p<0.05) durante la exposición a LPS destaca la presencia de transcritos 
propios o relacionados con el sistema del complemento (TABLAS 9 y 10) en el seno de 
una respuesta global defensiva claramente representada a las 72 horas de exposición al 
LPS según se observa en la asignación de clases funcionales cuyos transcriptos muestran 
coregulación (TABLA 9). Aún cuando menor, por su representación de transcritos, el 
análisis de las categorías más representadas en la plataforma de micromatriz sugiere un 
giro, ausente en los primeros compases de la respuesta de fase aguda (RFA), hacia el 
mantenimiento y regulación de la activación del sistema del complemento en el 
momento (72 horas) en el que la respuesta hepática puede empezar a considerarse 
sistémica y la reacción defensiva involucra el trasiego de células linfocitarias B y T, a lo 
que probablemente no es ajena la expresión temprana de los receptores CR1 I CR2. La 
expresión baja a moderada de los genes del complemento involucrados en la RFA 
hepática de la trucha, junto con la falta de expresión del C3a, uno de los componentes 
anafilácticos del complemento representados en la plataforma de micromatriz, confirma, 
por otra parte, la documentada resistencia a la peritonitis y modelos de shock séptico 
inducidos por LPS en los peces [166, 257]. 

La respuesta del sistema del complemento (y por extensión, de fase aguda), por otra parte, 
resulta fuertemente variable en función de la especie infectada, de la virulencia del 
patógeno y de si se inocula todo o una parte del mismo. En dos estudios recientes [76, 98], 
la vacunación intraperitoneal de una variante atenuada de Aeromonas salmonicida, un 
patógeno oportunista común en los cultivos de salmónidos, y de Listonella (Vibrio) 
anguillarum, no originó una respuesta robusta del sistema del complemento en el salmón 
(Salmo salar) y la trucha (O. mykiss), respectivamente, contrariamente a lo observado 
durante las infecciones experimentales de peces gato (Ictalurus punctatus, I. furcatus) con 
su principal patógeno, Edwardsiella ictaluri, una bacteria Gram negativa responsable de 
la septicemia entérica en esta especie [243, 258]. En este caso, los niveles de expresión 
hepáticos de los transcritos del sistema del complemento analizados (C3, C7, C8 y factor 
B) alcanzaron los 5 FC a los cinco días de la infección en el hígado de I. punctatus, y entre 
3 y 14.5 FC en I. furcatus para los componentes C3, C4, C7, C9 y el factor H (14.5 FC) 
expresados en el hígado a los tres días de la infección por inmersión del patógeno en el 
agua. 

En la trucha, Lovoll et al. (2007) describió un patrón de expresión similar al observado en 
nuestro estudio, en hepatocitos tratados con LPS; la expresión de los componentes del 
complemento, sin embargo, variaron en función del órgano considerado: en marcado 
contraste con la conspicua expresión hepática, sólo se observó una regulación menor de 
los genes que codifican para la proteína C3 en el riñón cefálico y el bazo. Además, la 
expresión genética se reveló fuertemente dependiente de la isoforma analizada, de manera 
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que la isoforma C3-4 apareció regulada a la baja en el riñón cefálico previa estimulación 
con LPS, manteniéndose niveles variables de las isoformas a lo largo de la exposición al 
lipopolisacárido [259]. A todo ello cabe añadir la activación espontánea de fondo que se 
ha observado en la vía alternativa del complemento en mamíferos [260], y que contribuye 
al refuerzo de la reactividad inmunitaria inmediata independiente de la síntesis hepática. 
El umbral de respuesta del organismo al PAMP o patógeno vivo, así como la vía de 
entrada son, en este caso, determinantes de una inflamación localizada a la que sigue una 
respuesta de fase aguda hepática de menor calibre, salvo en los casos, claro está, en los que 
la función hepática se vea comprometida. 

Sin embargo, y a pesar de la variabilidad que, como en el caso de la infección por IHNV 
discutida anteriormente, cabe atribuir a la respuesta defensiva en los teleósteos, a tenor de 
estos y otros resultados, la adscripción de los reguladores del sistema del complemento 
analizados en este trabajo (factores H, D, proteínas CR1/2) a la categoría de indicadores 
de una respuesta de fase aguda en la trucha parece justificada. 

Proteínas de fase aguda e inmunidad celular durante la 
exposición a LPS en el hígado de la trucha 

De las numerosas proteínas de fase aguda presentes durante la respuesta de fase aguda en 
los vertebrados, nuestra plataforma de micromatriz detectó, en el hígado expuesto a LPS 
de la trucha, los transcritos de los genes codificantes de componentes antimicrobianos 
(lisozima), moduladores de la respuesta adaptativa (alfa y beta microglobulinas, 
componente amiloide del suero P, proteínas de unión a citohesinas, catepsina C3), 
reguladores del plegamiento, ensamblaje y transporte proteínico (HSP90, HSP70, 
HSP27, HSPgp96, proteínas BAG), organizadores tisulares plasmáticos (Apoliproteína 
AI1, catepsina L2) y secuestradores/distribuidores de metales (Ferritina, Metalotioneína 
A, selenioproteína P y proteína L13). Como se ha comentado en el caso de la activación 
del sistema del complemento, a las 24 de la exposición a LPS en el transcriptoma del 
hígado de la trucha abundan la mayoría de los transcritos asociados a las proteínas 
mencionadas.  

Como muchos otros componentes de la respuesta humoral y de fase aguda, la lisozima 
está presente en vertebrados e invertebrados, y su actuación bactericida se beneficia de su 
ubicuidad organográfica, así como de sus propiedades opsónicas, en coalición con el 
sistema del complemento y las poblaciones de macrófagos maduros [261]. Como 
proteína de defensa general en las barreras de entrada al organismo, no es de extrañar la 
regulación al alza (1.5 FC) que muestra en el hígado de las truchas expuestas a LPS 
durante 24 horas, aunque su expresión desaparece dos días después. 

Más interesante resulta la expresión bimodal de la apolipoproteína AI-1 (APOA1), el 
principal componente de las proteínas de alta densidad (HDL) séricas, cuyos transcritos, 
a la baja durante las primeras 24 horas de exposición a LPS (-1.9 FC), aumentan en el 
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hígado de las truchas dos días después (1.6 FC). La proteína APOA1 resulta idéntica al 
factor estabilizador de la prostaciclina, por lo que se le atribuye una función en la 
regulación de la vasodilatación y agregación plaquetaria en situaciones de rotura tisular 
y/o inflamación, así como de la síntesis de proteínas hepáticas [262, 263]. Sin embargo, 
recientemente [264] se ha sugerido un papel inhibidor en la inhibición de la vía lítica del 
sistema del complemento en el bacalao (Gadus morhua), lo que, en el caso del 
transcriptoma hepático de la trucha que nos ocupa, explicaría su regulación al alza 
durante la fase de control de la respuesta defensiva a los tres días de exposición a LPS 
descrita en el apartado previo. 

Las proteínas de respuesta térmica (HSPs, Heat Shock Proteins) muestran una regulación 
al alza variable (de1.2 a 1.58 FC) durante las primeras 24 de exposición a LPS, 
desapareciendo del conjunto de genes expresados diferencialmente a las 72 horas de 
exposición. Los transcritos del precursor de la endoplasmina o HSPOgp96 y de la HSP90 
muestran la mayor intensidad de expresión (>1.5 FC). Dada la ubicuidad y su función 
general como reguladoras del procesamiento y tránsito proteicos, las HSP difícilmente 
pueden considerarse marcadores unívocos e inequívocos de respuestas inmunitarias, 
estresantes o alostáticas concretas, ya que, como se ha discutido con anterioridad, su 
número y expresión tienden a fluctuar demasiado. Sin embargo, la representación de 
algunos tipos concretos de transcritos en el hígado confirma la reactividad inmunitaria de 
este órgano frente a la exposición a LPS. A la HSPgp96, por ejemplo, se la considera un 
coadyuvante natural de la impronta adaptativa e innata durante la respuesta inmunitaria, 
debido a sus interacciones con células presentadoras de antígenos y citotóxicas [265], y la 
HSP27 es capaz de suprimir el incremento de las especies reactivas de oxígeno que 
conlleva un medio oxidante, característico del actividad fagocítica [266]. Por su parte, las 
proteínas HSP90 son capaces de formar un complejo de activación con otras proteínas 
superficiales de unión al lipopolisacárido, distintas de los receptores Toll-like y CD14, 
que parece involucrado en la transducción de la señal originada por la unión a LPS, de ahí 
que se las considera remanentes de un sistema de procesamiento de PAMPs y 
presentación de antígenos antiguo [190]. 

Las proteínas BAG actúan a su vez regulando a las reguladoras: su unión a las HSP70 las 
convierte en un nodo crucial en los procesos de plegado proteínico y función celular 
general [267]. El transcrito para la BAG-4 se encuentra reguladoa la baja (-2 FC) en el 
hígado de las truchas expuestas durante 24 horas a LPS, pero al alza (2 FC) a los tres días 
de la inoculación. La proteína BAG-4 se considera una proteína inhibidora de la 
autoactivación independiente de ligando de los dominio mortales (death domain) 
intracelulares, responsables del desencadenamiento de la apoptosis, que presentan los 
miembros de la familia de receptores del TNF [268]. La bipolaridad de los niveles de 
expresión del gen que codifica la proteína BAG-4 en el hígado de la trucha sugiere un 
arresto inicial (24 horas) de la inhibición de la apoptosis mediada por los infiltrados 
leucocitarios y poblaciones de macrófagos residentes en el hígado, pareja con el 
menoscabo de la función reguladora de las HSP70, poco importante si tenemos en 
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cuenta la expresión aumentada del resto de HSPs analizadas. La disminución de la 
respuesta defensiva, a las 72 horas, en términos del número de participantes humorales de 
fase aguda, parece, pues, acompañarse del refuerzo en el control de la respuesta 
inmunitaria que se desprende del análisis ontológico (FIGURAS 21 a 23) y de la 
consistente regulación al alza de la BAG-4, el factor D del sistema del complemento y del 
transcrito asociado a la proteína ribosómica L13, que previa estimulación por la 
citoquina proinflamatoria interferón gamma [269], actúa silenciando la traducción de 
proteínas como la ceruloplasmina, importantes en la regulación de los iones hierro bajo 
una intrusión bacteriana y uno de los transcritos habituales durante la respuesta de fase 
aguda en el hígado de los teleósteos [243]. En la micromatriz analizada, del metabolismo 
del hierro se encarga también la ferritina, cuya expresión al alza (1.3 FC) durante las 
primeras 24 horas a la exposición a LPS también se ha observado durante las infecciones 
in vivo de Ictalurus punctatus con el patógeno E. ictaluri [243] y de los salmones (S. Salar) 
infectados con A. salmonicida [76]. La selenioproteína P, de común asociada con los 
endotelios e implicada en la defensa oxidativa del espacio extracelular, permanece, en 
cambio, inhibida (-1.4 FC) a las 24 horas de la exposición a LPS, de manera similar a lo 
que ocurre en el hígado infectado de I. furcatus [270]. Aunque ambas proteínas 
intervienen durante la inflamación, de la ferritina se conoce su papel como mediadora en 
la inhibición de la actividad apoptótica inducida por TNF alfa: la inducción de la 
ferritina en la cascada de señalización orquestada por los factores de transcripción NF-
kappaB previene la señalización y activación de la quinasa terminal c-Jun (JNK) que 
conduce a la apoptosis, inhibiéndola [271]. La expresión moderada/baja de la ferritina en 
el hígado de las truchas que experimentan inflamación peritoneal indica, por tanto, que 
podría participar en el control inicial de la reacción celular inmunitaria mediante la 
regulación de la apoptosis y/o la activación, consistente pero de bajo nivel de un órgano 
lejano física y temporalmente (24 horas) del foco de infección, reacción esta observada, 
como ya se ha comentado, en el mismo órgano bajo inflamación en otras especies de peces. 

Precisamente en I. furcatus, a los tres días de la inmersión en agua infestada de 
Edwardsiella ictaluri, la expresión de las pentraxinas se regula al alza [270], 
contrariamente a lo observado en el hígado de las truchas expuesta a LPS durante 24 
horas. La proteína amiloide sérica P (SAP), una de las pentraxinas junto con la proteína 
C-reactiva, arquetipo de la respuesta de fase aguda, se regula a la baja a juzgar por los 
niveles de expresión de su transcrito (-1.5 FC). En los mamíferos, la proteína SAP es un 
potente inhibidor de la diferenciación de monocitos en fibrocitos lo que, a su vez, 
dificulta la curación de las heridas [272]. En los peces, la expresión de las pentraxinas se 
asume constitutiva [273], aún cuando se las considera todavía proteínas de fase aguda, y 
sus niveles oscilan al alza o a la baja dentro de unos límites moderados, como confirman 
nuestros datos. De hecho, en los salmónidos la reactividad de la proteína SAP al la 
inoculación de LPS o formas activas de Aeromonas salmonicida muestra una respuesta 
significativa pero poco intensa [274]. 
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La familia de proteasas que incluye a las catepsinas lisosómicas son también actores 
habituales durante la respuesta de fase aguda. Nuestros datos muestran una escasa 
regulación al alza de la catepsina L2 (1.18 FC) y a la baja (-1.4 FC) de la catepsina C3 a 
las 24 y 72 horas de la exposición a LPS, respectivamente. La primera, presente en varios 
tejidos y poblaciones celulares, responde al estrés oxidativo e influye en la degradación de 
la matriz extracelular [275]. La segunda, frecuente en leucocitos polimorfonucleares, 
interviene en el proceso inflamatorio coordinando a la activación de proteasas de serina 
[276]. Dada su ubicuidad y la multiplicidad de funciones, los valores de su expresión 
apuntan el carácter bimodal de la respuesta de fase aguda expuesta en apartados previos. 

A las 24 horas de provocar la inflamación peritoneal con LPS, la conexión con la 
inmunidad mediada por células durante la respuesta de fase aguda, sugerida por el análisis 
del transcriptoma hepático de la trucha, se completa con la regulación a la baja de la 
expresión genética de las proteína de unión a citohesinas (Cybr) (-1.3 FC) y las 
microglobulinas alfa  (-1.7 FC) y beta (-1.5 FC). En los mamíferos, el gen Cybr se expresa 
preferentemente en tejidos hematopoyéticos y linfocitos Th1 colaboradores [277], y 
resulta inducido por la acción de citoquinas (TNF alfa, IL-2, IL-12) y LPS durante los 
procesos de adhesión celular, sinapsis inmunitaria y señalización intracelular del receptor 
de los linfocitos T [278]. La microglobulina alfa y la microglobulina beta, por su parte, se 
necesitan para la regulación de la inflamación (debida a la inhibición que de la 
quimiotaxis en los neutrófilos ejerce la microglobulina alfa [279]) y la expresión de del 
MHC de tipo I, respectivamente [280]. En este sentido, nuestros resultados sugieren un 
cierto grado de inhibición en el procesamiento y presentación de antígenos, propiciado 
por la regulación a la baja de la microglobulina beta, que acompaña la respuesta 
inmunitaria, claramente humoral, en el hígado de los animales expuestos a LPS durante 
24 horas.  

TABLA 9.  CATEGORÍAS ONTOLÓGICAS CUYOS GENES MUESTRAN COREGULACIÓN SIGNIFICATIVA (P<0.05) 
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El análisis de las categorías ontológicas más representadas, en cuanto al número de genes 
expresados diferencialmente sobre el total en la micromatriz, destaca precisamente las 
relacionadas con el procesamiento y presentación de antígenos y la actividad del receptor 
del MHC de tipo I. Coincidente con la escasa (y esperable) respuesta adaptativa 
temprana al LPS en el hígado, la inhibición de los transcritos para la microglobulina alfa 
indica un trasiego aumentado de neutrófilos hacia o desde el lugar de la infección. A las 
72 horas de la exposición a LPS, el control de la reacción de fase aguda y la extensión de la 
inflamación mediada por la participación de células de la respuesta adaptativa justifican la 
considerable regulación a la baja (-2.4 FC) del factor de transcripción JunB1, considerado 
un regulador crítico de la activación y proliferación d los linfocitos T, gracias a la 
activación transcripcional de interleucinas mediadoras como la IL-2, IL-4 e IL-10 [281]. 

El hígado reactivo (II):     respuesta metabólica 
Durante la respuesta hepática temprana (24 horas) a la inflamación peritoneal en la 
trucha varios genes codificantes para proteínas ribosómicas implicadas parcial o 
totalmente en la fosoforilación oxidativa mitocondrial se encuentran en un estado de 
moderada/baja regulación al alza (L11, L17, S12, con valores entre 1.2 y 1.3 FC) o a la 
baja (L35, con un valor de -1.3 FC). Lo mismo ocurre con algunos factores de 
transcripción, como los transcritos para la proteína CELTIX1 (regulada a la baja -1.3 FC) 
y las ciclinas D2 (regulada al alza con valor de 1.2 FC), ambos específicos de la fase de 
transición G1/S del ciclo celular [282].  

Si bien esto parece indicar un proceso normal de activación e inhibición celulares 
balanceado, el análisis ontológico de la función de los genes implicados en el metabolismo 
de la glucosa, lípidos y la función mitocondrial muestra una regulación a la baja (inferior 
a –0.5 FC de promedio) de los procesos metabólicos dirigidos a la obtención de energía, 
así como de la transducción y señalización intracelulares (FIGURAS 21 a 23) durante las 
primeras 24 horas de inflamación peritoneal, situación que se invierte dos días más tarde, 
excepto en o que respecta al metabolismo de la glucosa 

 A las 72 horas, el metabolismo de lípidos y la función mitocondrial destacan como unas 
de las categorías funcionales más representadas y cuyos genes muestran valores promedio 
más elevados de regulación la alza (1-1.5 FC) en la micromatriz del hígado expuesto a 
LPS. De hecho, la fuerte regulación al alza del complejo enzimático COX mitocondrial 
(3.2 FC) y los transcritos para la proteína de unión a ácidos graos (3 FC) confirman el 
aumento de un metabolismo hepático dirigido a sustratos lipídicos concretos, lo que 
puede interpretarse como un aumento de la producción de moléculas de repuesta a la 
carga alostática o, dada la escasa reactividad al LPS característica de los teleósteos, el inicio 
del retorno alostático a una situación de quietud inmunitaria. 



 97 

Durante la respuesta de fase aguda es común la depleción de diversos micronutrientes, 
como el hierro, el selenio y el cinc, implicados en la respuesta inmunitaria en tanto que 
esenciales para el hospedador y el parásito o patógeno. Del control de las disponibilidad 
de  hierro y selenio se encargan, entre otros componentes, la ferritina y las 
selenoproteínas P (véase más arriba). 

La mengua en la disponibilidad biológica de cinc que acompaña la respuesta de fase aguda 
característica de los mamíferos también se observa en el hígado de las truchas expuesta a 
LPS, según se desprende de la regulación a la baja de los transcritos asociados a la 
categoría funcional que describe la unión a este ion. Aunque se desconoce el mecanismo 
exacto que influye en la depleción del cinc, se ha demostrado la participación de la IL-6 
en el proceso [283], uno de los mediadores clave de la respuesta de fase aguda en los 
mamíferos. 

   El hígado reactivo (y III): modelo global de la respuesta 
de fase aguda debida a LPS 

En el modelo desarrollado hasta el momento de respuesta inmunitaria bimodal hepática 
paralela a al peritonitis originada por LPS en la trucha se distinguen, por tanto,  

(1) Una primera respuesta humoral, inespecífica, de fase aguda y temprana (24 
horas), de bajo nivel en términos de expresión genética pero con la participación 
de numerosos genes de funcionalidad diversa, que tiene a las HSPs y el sistema 
del complemento como principales actores y cuya expresión al alza ya la baja, 
respectivamente, contrasta con la inhibición de genes codificantes para proteínas 
inhibidoras del sistema del complemento, el tránsito y la quimiotaxis celulares de 
neutrófilos y otras poblaciones mieloides errantes, claramente activas durante los 

TABLA 10.  CATEGORÍAS ONTOLÓGICAS CUYOS GENES SE EXPRESAN D EMANERA DIFERENTE (P<0.05) 
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primeros estadios de la infección. El cuadro se completa con el arresto 
metabólico de los procesos de obtención de energía por oxidación de sustratos 
orgánicos, la glucólisis y el metabolismo de lípidos, así como de una bajada global 
de la transducción y señalización intracelulares. 

(2) Una respuesta inmunitaria tardía (a las 72 horas de la exposición a LPS) más 
intensa en términos transcripcionales (intensidad de la expresión genética) pero 
escasa en cuanto al número de genes implicados en la respuesta, fuertemente 
reguladora, en la que la actividad del sistema del complemento y los genes 
implicados en la síntesis de proteínas características de la respuesta de fase aguda 
se someten a un considerable control, y en la que el diálogo celular entre la 
inmunidad innata y adaptativa parece cobrar forma, aún cuando el efecto 
sistémico de la peritonitis es, debido a la peculiar resistencia a la exposición a 
LPS en los teleósteos, probablemente escaso. El arresto metabólico previo 
persiste en el procesamiento de la glucosa pero desaparece en el caso de los 
lípidos, coincidente con una elevada actividad de la maquinaria mitocondrial. 

 

La comparación de los genes comunes, expresados diferencialmente, en la respuesta 
defensiva desencadenada por la exposición a LPS bacteriano en el hígado y el riñón 
cefálico de la trucha sugiere una menor respuesta, en número de transcritos e intensidad 
de la expresión genética, en aquel.  

En el riñón cefálico, los  genes implicados en la reorganización y escultura de la matriz 
extracelular (metaloproteinasas 9 y 13, nefrosina 1), factores activadores del 
complemento (proteasas de serina spl/factor D) y reguladores del tránsito celular 
(nefrosina-1) permanecen fuertemente inhibidos a las 24 y 72 horas de la exposición a 
LPS, mientras que el procesamiento y presentación de antígenos mediado por el MHC 
de tipo I se regula al alza en el tercer día de la inflamación peritoneal. 

En el hígado, en cambio, la respuesta de fase aguda condiciona la reactividad del órgano  
en el patrón bimodal mencionado.  La expresión de los genes comunes, entre los que 
destacan los transcritos de las proteínas de fase aguda BAG-4 y L13, el factor H del 
sistema del complemento y reguladores del metabolismo lipídico como la APOA1 y las 
proteínas de unión a ácidos grasos, oscila entre la regulación a la baja (durante las 
primeras 24 horas) y al alza (a las 72 horas) en todos los casos excepto para el factor H y el 
transcrito de la proteína L13. La respuesta bimodal del hígado interesa a la 
multifuncionalidad del mismo (detoxificación, metabolismo digestivo, respuesta 
defensiva de fase aguda), mientras que en el caso del riñón cefálico, como se ha 
comentado previamente, parece clara una vocación exclusivamente inmunitaria y 
hematopoyética, centrada en la maduración linfocitaria estimulada en parte por el 
procesamiento de antígenos. No hay que olvidar, sin embargo, el efecto que sobre el 
principal órgano hematopoyético de los peces y el principal productor de componentes 
de la respuesta de fase aguda tiene la lejanía del foco de infección y que afecta tanto a la 



 99 

intensidad y tempo de la respuesta como al trasiego leucocitario. De hecho, en dos 
estudios recientes [284, 285] en los que se sometió a salmones y truchas a la infección del 
protozoo Neoparamoeba perurans, responsable de la patología amebiana de las branquias 
en las especies de salmónidos cultivadas, la respuesta transcriptómica en el foco de 
infección (branquia) fue muy superior a la escasa actividad reguladora experimentada por 
el riñón cefálico y el hígado, lo que se atribuyó a la geografía anatómica del foco de 
infección, más que a la propia naturaleza de la infección y su tejido diana [285]. 
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FIGURA 21.  PERFILES FUNCIONALES DE LA RESPUESTA DE FASEA GUDA EN EL HÍGADO DE LA TRUCHA (24 HORAS). (SE INDICAN EL ROJO 
LAS CATEGORÍAS CUYOS VALORES DE EXPRESIÓN GENÉTICA SE REGULAN A LA BAJA) 
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FIGURA 22.  PERFILES FUNCIONALES DE LA RESPUESTA DE FASEA GUDA EN EL HÍGADO DE LA TRUCHA (72 HORAS). (SE INDICAN EL ROJO 
LAS CATEGORÍAS CUYOS VALORES DE EXPRESIÓN GENÉTICA SE REGULAN A LA BAJA) 
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FIGURA 23.  CATEGORÍAS FUNCIONALES SOBREREPRESENTADAS EN EL HÍGADO DE LA TRUCHA.  

Se representan las categorías ontológicas funcionales cuya representación en la plataforma está 
claramente mejor representada (corrección de yates a la prueba de Ji cuadrado, p <0.05), 
conjuntamente con el número de genes expresados diferencialmente para cada categoría. 
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A tenor de estos y otros resultados basados en el análisis de micromatrices de ADN en los 
que la infección de los peces se desencadena gracias a la inoculación de organismos vivos, 
atenuados o virulentos, es posible afirmar tanto la presencia de una respuesta de fase 
aguda arquetípica en los teleósteos analizados hasta la fecha como la inevitable 
variabilidad que muestran varios de sus componentes en términos de intensidad de la 
expresión, y que obedece fundamentalmente  

(1) al tratamiento inflingido (tipo de patógeno, virulencia y exposición repetida),  

(2) a la propia idiosincrasia genómica del hospedador y  

(3) a la metodología técnica de la micromatriz.  

Este último factor, en especies sin una caracterización genómica clara, se considera 
unánimemente el menor de los problemas, y raramente la discusión sobre la necesidad de 
mezclar (pooling) o individualizar las muestras para manejar la variabilidad biológica [286, 
287] traspasa la barrera de los imponderables económicos o meramente epistemológicos, 
esto es, teniendo en cuenta la definición informativa no redundante de la especie, 
especialmente si no hablamos de modelos de experimentación. Lo mismo puede decirse 
para la utilización de plataformas de micromatriz elaboradas siguiendo la receta genómica 
de una especie y que se aplican a la elucidación transcriptómica de otra, como se discute 
en el próximo capítulo. 

De la misma manera que la respuesta defensiva resulta un continuo de señalización en las 
redes celulares y humorales plasmáticas y tisulares, y por lo tanto resulta excesivamente 
simplificador adscribir esta o aquella reacción al brazo adaptativo o innato inmunitarios, 
tampoco puede establecerse una línea divisoria clara entre el efecto del patógeno per se, 
vivo, virulento y funcional, y el efecto endotóxico de alguna de sus partes. Más allá de 
diferencias técnicas en la construcción de las micromatrices de análisis, y aunque el 
diálogo celular entre PAMPs foráneos y sus receptores posibilita la sinapsis inmunitaria y, 
por ende, las diversas respuestas asociadas (de fase aguda, innata, adaptativa), la 
complejidad de las aún oscuras relaciones entre hospedador y parásito tiene su reflejo en 
los resultados dispares que, como en el caso de la infección por Edwardsiella ictaluri 
practicada en Ictalurs punctatus e I. furcatus [243, 258], afecta al transcriptoma hepático 
de dos especies hermanas. Si parece segura, por lo reiterado de su observación en varias 
especies, la tenue respuesta inmunitaria a la exposición a LPS en los teleósteos, 
independientemente de si la infección se lleva a cabo con organismo vivos o la porción 
endotóxica de la molécula. Los nuestros y otros estudios [166, 257, 288, 289] parecen 
demostrar que la sepsis, en los peces, dista de ser arquetípica si se la compara con los 
modelos murinos y humanos al uso. 

La forma y función de la conversación entre genoma y fenoma exclusivos de la especie 
considerada se constituyen así, en la última frontera del análisis razonado de la 
interacción genética, molecular y poblacional entre hospedador y parásito. De hecho, En 
un artículo reciente [290], en el que se examinó la heterocigosidad de más de 4900 
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polimorfismos de nucleótidos (SNP) repartidos en medio millar de loci codificantes de 
proteínas implicadas o no en funciones inmunitarias, la diversidad genética de los SNP en 
los loci adscritos a la función inmunitaria se descubrió mayor que la de los SNP silentes, 
lo que, con la elevada diversidad observada en las regiones no codificantes 5’ de los genes 
implicados en la respuesta inmunitaria, sugiere una relajación de las constricciones 
evolutivas dedicadas a purificar el genoma inmunitario de variantes deletéreas, en aras de 
un, al parecer, deseable polimorfismo genético inmunitario. 

Por su parte, la respuesta defensiva específica dispone, como se ha demostrado 
recientemente [9] y como sugiere el análisis de los resultados de la transcriptómica 
infectiva con micromatrices en varias especies, de un mayor numero de actores celulares 
para el extenso remodelado transcripcional del escenario fisiológico que sigue a una 
infección o intrusión foráneas, en un reclutamiento genético mucho más amplio que el 
observado en la mayoría de respuestas fisiológicas. Todo ello condiciona, limita, estimula 
y añade un grado de variablilidad e incertidumbre en la definición de las respuestas 
defensivas, constreñidas en su inicio por el historial evolutivo de la especie. En el caso de 
los salmónidos, a los que se considera de vuelta de un proceso de tetraploidización y 
duplicación genómica reiterada (al menos dos eventos) experimentado tras su divergencia 
del linaje que incluye a los mamíferos [291, 292], y cuyo genoma cargado de transposones 
oculta una complejo historial de interacciones parasíticas [34, 293], la ganancia o pérdida 
de diversidad inmunitarias, en términos de componentes e interacciones, dista de estar 
resuelta, aunque responda, con toda probabilidad, de las divergencias y semejanzas 
presentes en las respuestas reactivas, de fase aguda e innatas, memorísticas o adaptativas. 
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La mayoría de las especies de teleósteos que disponen de plataformas de 
micromatriz específicas pertenecen a grupos de indudable interés comercial 
(salmónidos, ictalúridos y peces planos) o gran adaptabilidad a las condiciones de 
laboratorio (danios cebra, medaka, fugu). La dorada, Sparus aurata, un 
Perciforme moderno ampliamente cultivado en la región mediterránea carece, 
hasta el momento, de una descripción transcriptómica adecuada, especialmente 
en su fase adulta. Sin embargo, por su condición de especie cultivable necesita del 
desarrollo de un marco conceptual en el que evaluar su respuesta inmunitaria 
frente a patógenos, requerimientos de salubridad y factores de crecimiento y 
productividad comercial. A la espera del desarrollo inminente de herramientas de 
análisis genético basadas en los proyectos de anotación vigentes para la especie, se 
propone aquí el análisis, mediante una micromatriz de ADNc específica de 
salmónidos, de la respuesta transcriptómica valorada en las branquias (interfase 
metabólica, osmoreguladora y vía de acceso al medio interno) y el riñón cefálico 
(principal órgano hematopoyético de los teleósteos) de doradas alimentadas 
durante cuatro semanas con una dieta comercial enriquecida con componentes 
inmunoestimulantes. Dada la escasa diversidad de la anotación genómica para la 
dorada, para la evaluación de la efectividad de la hibridación cruzada entre 
trancriptomas de ambas especies, se han utilizado los criterios al uso referidos al 
número de genes expresados diferencialmente y la valoración ontológica de los 
mismos. Para el análisis se utilizó una variante de la plataforma SFM 1.0, la SFA 
2.0 enriquecida con diversas clases funcionales, especialmente las que cuentan 
con genes implicados en respuesta inmunitaria (236 genes), comunicación celular 
(291 genes), transducción de la señal (245 genes), actividad de los receptores 
(126 genes), apoptosis (120 genes), ciclo celular (76 genes), catabolismo de 
proteínas (90 genes), plegamiento de proteínas (70 genes) y respuesta al estrés 
oxidativo (39 genes). Los resultados muestran una expresión de transcritos mayor 
en el riñón que en la branquia, en cuanto al tipo ontológico (respuesta inmune, 
apoptosis, ciclo celular, hemoglobina en el riñón) y número de genes expresados 
diferencialmente por encima de 1.5 veces la expresión basal al alza o a la baja 
(211 de 446 en el riñón y 48 de 331 de en la branquia). En conjunto, la 
administración de la dieta inmunoestimulante activa con intensidad 
moderada/baja grupos de genes y categorías funcionales relacionadas con la 
inmunidad.  
 
1 La única plataforma de micromatriz que existe en el momento de escribir estas líneas está 
concebida para el análisis del transcriptoma larvaria de la dorada, y se describe en: 
Sarropoulou E, Kotoulas G, Power DM, Geisler R., Gene expression profiling of gilthead 
sea bream during early development and detection of stress-related genes by the 
application of cDNA microarray technology, 2005. Physiol Genomics. 17;23(2):182-91. 
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Introducción:     lazos de sangre 
A lo largo de la introducción general se han comentado los claros y oscuros de la 
investigación genómica de aquellas especies que, por su pertenencia a grupos minoritarios, 
endémicos, poco comerciales o adaptables a las condiciones de laboratorio, entre otras 
características, rehúyen la investigación genómica aplicada. Lo que podríamos llamar el 
sesgo mamífero está presente en el volumen de anotación genética de las bases de datos 
tanto como el sesgo filocomercial lo está en los reservorios de datos dedicados a las especies 
piscícolas. Obviando la pormenorizada descripción funcional y arquitectónica del 
genoma de la que disponen algunas especies de peces “murinos” (danio cebra, medaka, 
fugu) y sus variantes mutagénicas, sólo algunas especies de indudable interés comercial e 
indisoluble relación histórica con determinadas áreas geográficas (v.g. algunos salmónidos 
en el centro y norte de Europa, los ictalúridos en Norteamérica y las tilapias en el 
continente africano) mantienen una salud (relativamente) envidiable en el ámbito de la 
anotación e investigación genómicas. Si bien es cierto que la popularización de la 
secuenciación genómica de alto rendimiento es una cuestión de tiempo, no lo es menos 
que, hasta la fecha, sólo el esfuerzo combinado de varios grupos de investigación permite 
el análisis genómico de las especies menores en la era postgenómica. 

En este sentido, la caracterización funcional del genoma de la dorada resulta un claro 
paradigma. La especie, Sparus aurata, una de las más cultivadas y apreciadas en el 
mediterráneo, junto con la lubina (Dicentrarchus labrax) y el rodaballo (Psetta maxima) 
se cultiva en volúmenes de hasta 90.000 Tm en países como Grecia, Turquía, España e 
Italia, valorándose su extracción pesquera en poco más del 8-10 % del total de la 
producción conjunta [294]. Sin embargo, hasta la fecha sólo una plataforma de 
micromatriz de ADNc permite explorar el transcriptoma de doradas en su fase larvaria 
[295]. De ahí que en especies de escasa denominación genómica, y debido al coste que 
implica diseñar y elaborar plataformas de micromatriz específicas para especies 
determinadas, se haya optado por la utilización de micromatrices diseñadas propias de 
una especie concreta para la evaluación del transcriptoma de otra. Las plataformas en las 
que la hibridación cruzada se utiliza para el análisis transcriptómico masivo de patologías, 
exposición a contaminantes o rutas filogenéticas no son exclusivas de especies marinas y 
se han utilizado recurrentemente en mamíferos y anfibios (véase [296] para una revisión 
reciente). 

A grosso modo, cabe diferenciar los estudios de hibridación cruzada en dos modalidades 
[297]: (1) Los que pretenden evaluar las diferencias genéticas entre las variantes de una 
especie y (2) los que intentan evaluar la expresión genética en especies diferentes con la 
pretensión de analizar la evolución de la regulación genética. Los problemas a los que se 
enfrentan ambos tipos de estudios se reducen al efecto que sobre la eficiencia de la 
hibridación y, por tanto, de la resolución efectiva de diferencias significativas en la 
expresión genética, tiene la utilización de secuencias  disimilares. La metodología 
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bioinformática y, especialmente, matemática, para la resolución tajante del problema 
dista de estar resuelta, y, aunque se han propuesto varias alternativas para mejorar el 
análisis de los resultados de hibridación cruzada, ninguna se ha erigido como definitiva o, 
cuando menos, completa [298-303]. El enfoque experimental pasa, así, por la elección 
pragmática de dos tipos de diseños de plataformas: 

(1) las uniespecíficas, en las que la hibridación de las sondas de una especie con las 
dianas de la otra puede configurarse de manera unívoca (hibridación simple de 
las muestras de una especie en la micromatriz de otra) o biunívoca (hibridación 
de las muestras de una especie en la micromatriz de otra conjuntamente con la 
autohibridación o hibridación con controles específicos añadidos), y 

(2) las multiespecíficas, en las que la micromatriz se construye con secuencias de 
varias especies, y que admiten la misma complejidad de diseño que la comentada 
para las uniespecíficas. 

Por supuesto el nudo Gordiano de la transcriptómica basada en la hibridación cruzada se 
resuelve hibridando el ARN de todas las especies a analizar en todos los tipos específicos 
de micromatrices diseñados para dichas especies, lo que, aun cuando eficaz en términos 
de elegancia experimental, plantea problemas de ineficiencia en la utilización del material 
biológico. De ahí que la receta del análisis prudente de la hibridación cruzada en las 
micromatrices se base en [296, 297]:  

(1) La similitud de las secuencias más que en la distancia filogenética, a menudo 
difícil de estimar y basada en modelos proclives a las sacudidas conceptuales 
debidas a breves episodios de secuenciación masiva de especies hasta la fecha 
poco estudiadas.  

(2) La longitud de las secuencias, dado que se ha demostrado una mayor 
identificación de genes regulados diferencialmente en aquellas plataformas cuyas 
secuencias superan los 25-70 oligómeros característicos de las plataformas de 
oligonucleótidos, esto es, de las plataformas de ADNc que utilizan productos 
derivados de PCR.  

(3) La completitud de las secuencias, en el sentido que si las secuencias utilizadas 
contienen la secuencia codificante o transcritos completos, las posibilidades de 
hibridación cruzada aumentan. 

Y de ahí que, a su vez, el análisis de la expresión genética diferencial observado en un 
experimento de hibridación cruzada con matrices de ADNc, descanse en un conjunto de 
valoraciones mínimas que incluyan, como criterio de eficiencia y funcionamiento de la 
micromatriz hibridada con material poco emparentado filogenéticamente: (1) el número 
y nivel de expresión de los genes expresados diferencialmente, normalmente empleando 
criterios fuertemente restrictivos como limitar la elección de genes a aquellos que superen 
los 2 FC de regulación al alza o a la baja (2) el análisis ontológico de las categorías 
funcionales asociadas, a fin de obtener una medida cualitativa del sentido biológico de los 
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datos a la vez que un punto de corte para la valoración de la eficiencia de la hibridación 
cruzada y, en menor medida, (3) las medidas de la similitud de las secuencias que den 
razón de la divergencia de las especies. 

El espacio de posibles diseños experimentales en estos casos se restringe bien a la 
aposición de dianas de ADNc (u oligonucleótidos) procedentes de dos o más especies 
sobre una micromatriz uni o multiespecífica o bien a la aposición de muestras diferentes 
de ADNc u oligonucleótidos de una misma especie sobre la micromatriz de otra. En el 
segundo caso, la divergencia genética interesa a la presente entre ambas especies, lo que 
simplifica el análisis y limita la variabilidad de los resultados. 

De hecho, la mayoría de los estudios teórico-prácticos llevados a cabo con experimentos 
de hibridación cruzada en matrices de ADNc coinciden en el escaso peso de la 
divergencia interespecífica sobre la capacidad de detección de la expresión genética 
diferencial de las metodologías al uso, así como en el hecho de que a mayor distancia 
filogenética, más probable resulta la mengua en el número de genes expresados 
diferencialmente que es posible detectar [297, 298, 304-306]. A modo de ejemplo, en un 
estudio reciente que evaluó la expresión diferencial de genes entre diversas especies de 
teleósteos, aquellas cuya escisión filogenética se había producido en un período de 65 
millones de años mostraron una mayor similitud en los niveles de expresión que aquellas 
cuyo antepasado común más próximo se remontaba a más de 200 millones de años [305]. 

Aunque la distancia filogenética que separa la dorada, S. aurata, un perciforme moderno, 
de la trucha, O. mykiss, un Protacantopterigio “primitivo” supera los 200 millones de 
años [307], dada la escasez, en el momento de escribir estas líneas, de descripciones 
transcriptómicas relacionadas con la inmunidad en aquella, se describen a continuación 
los patrones de expresión genética y el análisis ontológico de las categorías funcionales 
asociadas de la branquias y el riñón cefálico de doradas sometidas a una dieta comercial 
inmunoestimulante. Ambos tejidos se consideran relevantes desde el punto de vista 
inmunitario, uno, la branquia, debido a su condición de puerta de acceso e interfase con 
el medio exógeno, y el otro, el riñón cefálico, por su función hematopoyética y ser 
albergue de las poblaciones leucocitarias de los linajes linfoide y mieloide. Para la 
evaluación del perfil transcriptómico de las doradas se ha optado por un diseño 
experimental de hibridación heteróloga en una matriz uniespecífica de salmónidos, 
acotada y enriquecida con transcritos asociados a la función inmunitaria, utilizando el 
número de genes expresados diferencialmente, el análisis de las categorías ontológicas y la 
comparación de los valores de expresión genética obtenidos en la micromatriz con los 
observados mediante RT-qPCR de genes selectos como criterios de eficiencia en el 
análisis transcriptómico. 
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Materiales     y métodos 

Manejo de animales y dietas experimentales 
Las doradas adultas, Sparus aurata, de aproximadamente 100 g de peso, obtenidos de un 
distribuidor comercial, se mantuvieron en tanques de flujo continuo, a razón de 25 peces 
por tanque bajo condiciones ambientales controladas de luz (fotoperíodo de 12/12 horas 
de luz y oscuridad, respectivamente) y temperatura (15 ± 2ºC). El estado de salud de los 
animales y la calidad del agua se evaluó cada tres días durante el período de aclimatación 
previo a la administración de las dietas (dos semanas) y diariamente a lo largo de todo el 
periodo experimental. 

La dieta comercial Mistral de pienso extruído de Proaqua (granulación de 3 mm) con una 
composición de 43% de proteínas y 20 % de grasas se utilizó como control. La dieta de la 
gama Immunomistral del mismo distribuidor (granulación de 3 mm), enriquecida con 
levaduras ricas en bases nitrogenadas y grupos fosfato, además de vitaminas A, D3, E y C, 
se utilizó como alimento inmunoestimulante. 

Durante  el período experimental, se alimentó a las doradas manualmente una vez cada 
día con la dieta control e inmunoestimulante separadamente, en tanques duplicados, 
siguiendo las instrucciones del fabricante (1 g de comida por pez durante 4 semanas). 
Transcurrido el período experimental de alimentación, se seleccionaron 4 peces de cada 
tanque (8 para cada dieta), se sacrificaron mediante hiperanestesia (MS-222, 100 ppm, 
estadio III de la anestesia [167]) y se procedió a la disección, extracción y mezcla (pooling) 
de las branquias y el riñón cefálico para cada grupo experimental, que se congelaron en 
nitrógeno líquido y almacenaron a -80ºC hasta su utilización 

Diseño y análisis de la micromatriz 

Para la experimentación reseñada se utilizó una variante ampliada de la plataforma SFM 
1.0 detallada anteriormente (véanse el apartado Salmonid Fish Microarray (SFM 1.0): 
descripción de la plataforma y las referencias [72, 126]). La plataforma de ADNc SFA 2.0 
específica de salmónidos, de la que puede hallarse una descripción somera en la base datos 
Gene Expression Omnibus (GEO) con el epígrafe GPL6154, contiene 1800 clones 
dispuestos, al igual que la plataforma SFM 1.0 en seis conjuntos de réplicas. Los nuevos 
genes incluidos en la plataforma, seleccionados por su papel funcional, la enriquecen 
respecto a las clases funcionales incluidas en la respuesta inmunitaria (236 genes), 
comunicación celular (291 genes), transducción de la señal (245 genes), actividad de los 
receptores (126 genes), apoptosis (120 genes), ciclo celular (76 genes), catabolismo de 
proteínas (90 genes), plegamiento de proteínas (70 genes) y respuesta al estrés oxidativo 
(39 genes). La plataforma SFA 2.0 ya se ha utilizado en dos estudios recientes [133, 135] 



 111 

relacionados con los patrones de infección en salmónidos. 

El ARN total de las branquias y el riñón cefálico de los animales alimentados con las 
dietas control e inmunoestimulante se  obtuvo utilizando reactivos de Trizol (Life 
Technologies) o Tri Reagent (Molecular Research Center) siguiendo las instrucciones 
del fabricante [168, 169]. La calidad e integridad del ARN se evaluó utilizando el paquete 
de análisis Experion RNA StdSens  (Bio-Rad). EL ARN se mezcló (pooling) entre los 
tratamientos (n=8) y 15 μg de las muestra control e inmunoestimulante se marcaron con 
Cy3- y Cy5-dCTP (Amersham Pharmacia), completado empleando la transcriptasa 
inversa SuperScript III (Invitrogen) y cebadores de oligo(dT). EL ADN se purificó 
utilizando el paquete de reactivos de Microcon YM30 (Millipore). Se escogió un diseño 
experimental de marcaje cruzado (dye swap) [14] y cada muestra se hibridó en dos 
micromatrices. En el primer portaobjetos, las muestras control y experimental de ADNc 
se marcaron con Cy5 y Cy3, respectivamente, invirtiéndose la asignación de marcaje para 
el segundo portaobjetos. Los portaobjetos se trataron previamente con 1% BSA, fracción 
V, 5 x SSC, 0.1% SDS (30 min. a 50ºC), lavándose posteriormente con 2 x SSC (3 min.) 
y 0.2 x SSC (3 min.). La hibridación se llevó a cabo durante 12 h en una mezcla de 1.3 x 
Denhardt’s, 3 x SSC 0.3% SDS, 0.67 μg/μl poliadenilato y 1.4 μg/μl de ARNt de levadura 
(todos los reactivos se obtuvieron de Sigma-Aldrich). El escaneado de la micromatriz y el 
procesado de las imágenes se llevaron a cabo utilizando un escáner Axon 4000B y las 
imágenes se procesaron mediante el programa GenePix Pro 6.0. La medida de la señal en 
cada punto de la micromatriz se filtró siguiendo el criterio I/B ≥ 3 y (I-B)/(SI+SB) ≥ 0.6, 
donde I y B son las intensidades medias de la señal y el fondo, respectivamente,  y SI, SB sus 
desviaciones estándar. Una vez sustraída la media de la intensidad de fondo, se llevó a 
cabo una normalización por regresión balanceada no lineal local (Lowess) [124] 
separadamente para cada portaobjetos (FIGURAS 24 y 25). 

Para la evaluación de la expresión genética diferencial en las branquias y el riñón cefálico 
de las doradas se analizó el logaritmo de la  relación de intensidades normalizadas 
mediante la prueba de la t de Student con (p<0.01). Asimismo se aplicó la modificación 
Bayesiana de la tasa de descubrimientos erróneos (False Discovery Rate, FDR) para la 
corrección del error derivado de la aplicación de múltiples pruebas de comparación, 
estimándose el valor q para cada conjunto de genes expresados diferencialmente [125]. El 
análisis de los perfiles funcionales se llevó a cabo escogiendo aquellos genes cuya 
expresión difería al menos en una muestra con probabilidad p<0.01 y estaban presentes 
en al menos dos categorías funcionales, interrogando las clases funcionales de la 
Ontología Genética (GO) [172] y comparándolas mediante la prueba de la t de Student, 
p < 0.05. También se evaluó la significación estadística de las categorías funcionales 
sobrerepresentadas en cada experimento mediante la corrección de Yates para la prueba 
de Ji cuadrado (valor p corregido<0.05). 
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El efecto de la normalización de Lowess (abajo) sobre la señal de hibridación obtenida de la 
micromatriz del riñón cefálico de la dorada sin normalizar (arriba) se muestra en un gráfico M-A, en 
la que se representan la relación entre la señal promedio A calculada como [0.5 * (log R + log G)], 
donde R es la intensidad de la señal del canal rojo, una vez sustraída la señal de fondo, y G la 
intensidad de la señal del canal verde, una vez sustraída la señal de fondo, y M, calculada como la 
relación log2(R/G). Los valores en los extremos de la distribución se indican en rojo. 

FIGURA 24.  GRÁFICOS M-A DEL EFECTO DE LA NORMALIZACIÓN DE LOWESS SOBRE LOS DATOS DE INTENSIDAD DE LA SEÑAL EN LA 
MICROMATRIZ DEL RIÑÓN CEFÁLICO DE LA DORADA 
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El efecto de la normalización de Lowess (abajo) sobre la señal de hibridación obtenida de la 
micromatriz de las branquias de la dorada sin normalizar (arriba) se muestra en un gráfico M-A, en 
la que se representan la relación entre la señal promedio A calculada como [0.5 * (log R + log G)], 
donde R es la intensidad de la señal del canal rojo, una vez sustraída la señal de fondo, y G la 
intensidad de la señal del canal verde, una vez sustraída la señal de fondo, y M, calculada como la 
relación log2(R/G). Los valores en los extremos de la distribución se indican en rojo. 

FIGURA 25.  GRÁFICOS M-A DEL EFECTO DE LA NORMALIZACIÓN DE LOWESS SOBRE LOS DATOS DE INTENSIDAD DE LA SEÑAL EN LA 
MICROMATRIZ DE LAS BRANQUIAS DE LA DORADA 
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Resultados    y discusión 
La administración de dietas suplementadas con inmunoestimulantes es una práctica 
añeja y habitual en numerosos cultivos de especies marinas y dulceacuícolas en el ámbito 
de la acuicultura [55, 308, 309]. Aunque la relevancia funcional que tiene la 
administración de compuestos que activan el sistema inmunitario para el crecimiento del 
animal y el aprovechamiento que hace de los recursos disponibles durante las fases de 
engorde son discutibles, sí es cierto que, dejando aparte factores idiosincrásicos de la 
especie (grado de estresabilidad y aclimatación a las densidades y manipulaciones propias 
de los cultivos, amplitud de los márgenes óptimos de las variables fisiológicas, diversidad 
genética y genómica de los componentes del sistema inmunitario, etc.), la administración 
de PAMPs mezclados en la dieta induce pequeñas alteraciones inmunitarias que 
requieren de mecanismos alostáticos de reajuste. En este sentido, cabe recordar la 
compleja interregulación de los sistemas fisiológicos, en los que el balance energético en 
condiciones de carga alostática resulta determinante para el correcto funcionamiento de 
la respuesta inmunitaria. La estimulación inducida artificialmente de la inmunidad 
innata y, en menor grado la adaptativa conlleva por tanto, un inevitable reajuste 
alostático de los mecanismos de inducción naturales, con la consiguiente compromiso 
energético y metabólico para los constitutivos (FIGURA 26). 

En los cultivos piscícolas, la justificación de la immunoestimulación hay que buscarla en 
la activación de bajo nivel del sistema inmunitario mediante PAMPs y/o complejos 
vitamínicos o coadyuvantes de la función defensiva, con el fin de provocar y mantener un 
tono inmunitario basal que, a la vez proteja al animal frente a futuras patologías y decida 
el balance entre reactividad y proactividad inmunitarias en favor de esta última. En la 
dorada, Sparus aurata, el efecto sobre la función inmunitaria de la administración de 
dietas ricas en componentes vitamínicos y de las paredes celulares de levaduras, a menudo 
de Saccharomyces cerevisae se ha investigado en ensayos in vivo e in vitro dirigidos a 
evaluar los niveles de proteínas de fase aguda, péptidos antimicrobianos generales (como 
la lisozima) y la fagocitosis y el estallido respiratorio asociado a la activación de células del 
linaje mieloide [310-315]. La experimentación in vivo suele llevarse a cabo mediante la 
inyección intraperitoneal de la mezcla inmunoestimulante, lo que desemboca las más de 
las veces en una respuesta típica de fase aguda como la descrita en el capítulo previo, 
además de resultar impracticable dada la logística de la alimentación en las piscifactorías, 
de ahí que, para facilitar la administración y controlar, aunque sea indirectamente, la 
intensidad de la respuesta reactiva en el organismo, se opte por la administración oral, lo 
que, como contrapartida, impide valorar de manera eficaz y precisa la dosis efectiva que 
toma el animal. 
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FIGURA 26.  RED DE INFLUENCIAS EN LA EVOLUCIÓN DEL SISTEMA INMUNITARIO 
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Otro punto de controversia estriba en la conveniencia de proporcionar partes (PAMPs) 
o la totalidad del organismo inmunoestimulante, a menudo de fácil cultivo en el 
laboratorio. En este sentido, la inmunoreactividad de las levaduras obedece a los 
materiales de construcción de su pared celular [310, 316, 317], compuesta 
fundamentalmente por polímeros de manosa unidos covalentemente a péptidos 
(manoproteínas) y polímeros de glucosa (glucanos), además de un pequeño porcentaje, 
inferior al 1% de quitina. Los efectos de la administración de vitaminas antioxidantes (C 
y E) sobre la función inmunitaria son controvertidos, y aunque su deficiencia patológica 
puede dañar al sistema inmunitario, no existe un consenso claro sobre las ventajas de su 
administración en relación con la potenciación inmunitaria [313, 314, 318, 319].  

Según nuestros datos, de los 331 genes expresados diferencialmente (p<0.01, FDR<0.01) 
en la branquia, 48 muestran una regulación al alza o a la baja de los niveles de expresión 
de 1.5 FC en valores absolutos, un 7% (22 genes) superan los 2 FC en valor absoluto 
(FIGURA 27) y el rango de expresión oscila entre los -4.6 y 6.6 FC. En el caso del riñón, 
446 genes muestran expresión diferencial (p<0.01, FDR<0.01), un 47% se mantienen 
regulados al alza o a la baja en más o menos de 1.5 FC, y 62 de ellos (el 14%) expresan más 
de 2 veces los valores basales absolutos (FIGURA 30). En este caso, el rango de variación 
de la expresión genética oscila entre -26.6 y 6 FC.  De todos los genes expresados 
diferencialmente más de 2 veces los valores basales, sólo 8 de ellos son comunes a uno y 
otro órgano (FIGURA 27), e interesan fundamentalmente al metabolismo de la 
hemoglobina (transcritos de la cadena beta y la alfa globina, 2.6 y 2.4 FC, 
respectivamente) y los transcritos asociados a la coronina 1C /-5.2 FC), colágeno (tipo I 
alfa 2, 4.6 FC), queratina (tipo II, citoesqueleto, 2 FC) y proteínas asociadas a los 
ribosomas (proteína de unión a poly(RC) y Vangl2, -2.8 y -4.6 FC, respectivamente). 

FIGURA 27.  GENES PROPIOS Y COMUNES EXPRESADOS DIFERENCIALMENTE (>2FC, P<0.01) EN LA BRANQUIA Y EL RIÑÓN CEFÁLICO DE 
DORADAS ALIMENTADAS CON INMUNOESTIMULANTES 
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TABLA 11.  LISTA DE 20 GENES REGULADOS AL ALZA O A LA BAJA EN EL RIÑÓN CEFÁLICO Y LAS  BRANQUIAS DE LA DORADA COMO 
CONSECUENCIA DE LA ADMINISTRACIÓN DE UNA DIETA INMUNOESTIMULANTE 

 Se detalla la intensidad de la expresión (Fold Change, FC) al alza o a la baja de los 20 genes con mayor intensidad de 
expresión diferencial (p<0.01, FDR>0.01). 
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En conjunto, los datos de expresión genética y el análisis ontológico de los mismos 
(FIGURAS 28 y 29), muestran una mayor expresión de genes y categorías funcionales 
relacionados con la inmunidad (innata y adaptativa), el ciclo celular y los procesos 
apoptóticos y el metabolismo y procesamiento de la hemoglobina y el ión férrico. En la 
branquia, la función inmunitaria, tanto innata como adaptativa, prevalece pero con una 
intensidad de transcritos menor. Se describe a continuación una interpretación funcional 
y ontológica de los datos siguiendo el criterio antes mencionado para el análisis de datos 
derivados de plataformas de micromatriz interespecífcas: se valoraran únicamente 
aquellos genes cuya expresión (p<0.01, FDR<0.01) supere los 2 FC en valores absolutos 
(con referencias ocasionales a los que muestren niveles de expresión genética entre -1.5 y 
1-5 FC) y las categorías ontológicas cuya representación se asuma significativa (p<0.05). 

La branquia reactiva: respuesta transcriptómica a una 
dieta inmunoestimulante 

En las doradas alimentadas con dieta inmunoestimulante enriquecida con derivados de 
levaduras y vitaminas antioxidantes, la expresión genética al alza de los transcritos para la 
timosina beta 4 (2 FC), las catepsinas S y C (con valores de FC de 2.4 y4, 
respectivamente) y el factor inhibidor del factor de transcripción NK kappaB (4.4 FC) 
destacan por su función inmunitaria. De las catepsinas ya se ha hablado al tratar la 
respuesta de fase aguda en el hígado de la trucha (véase el capítulo anterior). La catepsina 
C resulta frecuente en leucocitos polimorfonucleares, e interviene en las reacciones 
inflamatorias coordinando a la activación de otras proteasas de serina presentes en los 
linfocitos asesinos naturales, células citotóxicas y neutrófilos maduros participantes en la 
inflamación [276]. La catepsina S, por su parte, resulta especialmente abundante en 
células presentadoras de antígenos, de las que modula su función, y también en la matriz 
extracelular, el colágeno de la cual remodela con la ayuda de metaloproteinasas de matriz 
[320]. La expresión al alza de la catepsina S, junto con la expresión también al alza de 
varios transcritos para componentes del colágeno (2-3.4 FC) sugiere procesos de 
reorganización de la matriz extracelular, probablemente influidos por el trasiego de 
poblaciones leucocitarias infiltradas (especialmente de macrófagos y neutrófilos 
residentes) que, en la branquia, por su grado de exposición al medio, suele ser habitual. 

En este sentido, la regulación al alza del inhibidor del factor NFkappaB, un factor de 
transcripción implicado en los más variopintos procesos de expresión genética (pero 
especialmente en la producción de citoquinas, quimioquinas, proteínas de fase aguda) 
característico de la respuesta inflamatoria mediada por células del linaje mieloide [321], 
sugiere un cierto grado de control de la función inmunitaria, activa según se desprende 
también de la expresión al alza del MHC de tipo II (1.8 FC ) y el componente C6 del 
sistema del complemento (1.6 FC). 

Una de las variedades de la coronina, la coronina 1C, imprescindible para la 
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supervivencia de los linfocitos T y que actúa como factor quimiotáctico para esta 
población celular [322], se encuentra fuertemente regulada a la baja (-5 FC), al igual que 
la apoliproteína1 (APOA1, -3.8 FC) y, en menor grado, la proteína inducida por 
interferón 44-2 (-1.5 FC). Ya se ha comentado el papel de la proteína APO1 en la 
regulación de la vasodilatación y agregación plaquetaria en situaciones de rotura tisular 
y/o inflamación, así como de la síntesis de proteínas hepáticas [262, 263] y en la 
inhibición de la vía lítica del sistema del complemento  [264]. En el caso que nos ocupa, 
sin embargo, la mayoría de componentes del sistema del complemento expresados 
diferencialmente (factor H, C3 3-2 y factor B/C2-B) se encuentra regulados a la baja 
(con valores que oscilan entre -1.4 y -1.3 FC) 

Sin embargo, el número de componentes activadores de la respuesta inmunitaria que se 
mantienen fuertemente inhibidos (de -1.5 a -6 FC) es inferior a los que, par a el mismo 
intervalo de intensidades, muestran regulación al alza (véanse la TABLA 11 y el material 
adicional anexo), lo que indica un tono inmunitario elevado en la branquia después de 
cuatro semanas de alimentación con dieta rica en inmunoestimulantes. 

El análisis de los genes coregulados y expresados diferencialmente en función de la 
categoría ontológica que describe su función (véanse las TABLAS 12 y 13 y las FIGURAS 
28 y 29) muestra una preponderancia de los procesos relacionados con la biosíntesis, 
modificación y catabolismo proteicos de proteínas parejo a la regulación de la 
homeostasis del hierro, esta última relacionada bien con el mantenimiento de un cierto 
grado de activación inmunitaria debido a la presencia constante de PAMPs derivados de 
la levadura y/o de los omnipresentes transcritos para la hemoglobina, la alfa globina. Las 
categorías funcionales más representadas, teniendo en cuenta la composición de la 
plataforma de micromatriz, en la branquia incluyen la actividad molecular estructural y, 
especialmente, los procesos de transcripción y traducción de proteínas, la regulación del 
complejo de la hemoglobina y la actividad de la 5-aminolevulinato sintasa, el enzima 
limitante de la vía biosintética del grupo hemo en los mamíferos. La comunicación 
celular es otra de las categorías funcionales sobrerepresentadas, como no podía ser de otro 
modo en un órgano tan poblado y activo como la branquia. 

Cabe destacar, por su importancia relativa a estudios previos efectuados in vitro e in vivo 
con doradas alimentadas con beta-glucanos, mananos y vitaminas C y E [312, 315], no 
solo la escasa activación de la mayoría de los componentes del sistema del complemento 
observada en el transcriptoma de la branquia, sino también la regulación a la baja de 
algunos de los principales enzimas implicados en la respuesta oxidativa de los macrófagos 
maduros activados. Tanto los transcritos de la glutatión transferasa S, como los de la 
glutatión peroxidada (GPX) y la superóxido dismutasa (SOD) se encuentran regulados a 
la baja (-1.5 FC,-1.3 FC y -1.3 FC, respectivamente), contrariamente a lo observado en 
un estudio reciente en el que tanto la actividad hemolítica del complemento como el 
estallido respiratorio de los leucocitos derivados del riñón cefálico de dorada alimentadas 
durante 15-45 días con pienso enriquecido en vitaminas C y E se vio potenciado por el 
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efecto sinérgico de ambos micronutrientes [315]. Los mismos autores no hallaron, en 
cambio, diferencias en la actividad oxidativa asociada a la fagocitosis en leucocitos 
obtenidos del riñón cefálico de doradas alimentadas con levaduras liofilizadas durante 
cuatro semanas [323], lo que concuerda con lo observado en el análisis transcriptómico 
descrito en este trabajo y destaca la dificultad de describir con precisión la influencia de 
las vitaminas incluidas en la dieta sobre la capacidad oxidativa mediada por células 
mieloides. De hecho, la capacidad oxidativa de otro espárido comercial, Sparus 
macrocephalus, en cuya alimentación y durante ocho semanas, se añadió vitamina E, 
resultó en un aumento significativo de la actividad de la SOD sérica, aún cuando la 
actividad de la GPX permaneció inalterada [324]. 

En conjunto, nuestros datos indican un tono inmunitario moderado en la branquia de 
doradas alimentadas durante cuatro semanas con una dieta de inmunoestimulantes ricos 
en vitaminas antioxidantes y extractos de levadura, con la participación de componentes 
de la respuesta defensiva adaptativa, una escasa regulación a la baja de moduladores y/o 
activadores de la respuesta y una regulación a la baja de la síntesis de especies reactivas de 
oxígeno, lo que sugiere un grado apreciable de quiescencia en la actividad fagocítica. 

El riñón reactivo: respuesta transcriptómica a una 
dieta inmunoestimulante 

En el riñón cefálico de las doradas alimentadas con la dieta inmunoestimulante reseñada, 
la respuesta trancriptómica más representativa, en términos de categorías funcionales 
(véanse lasTABLAS 12 y 13 y las FIGURAS 28 y 29), viene dominada por los transcritos 
implicados en la biosíntesis de proteínas, como en el caso de la branquia y la 
comunicación celular, y, como gran diferencia, de los genes involucrados en la respuesta 
defensiva y a estímulos bióticos y al control de la apoptosis. En el riñón cefálico la 
expresión de los transcritos individuales es más intensa e incluye una mayor 
representación de genes codificantes para los moduladores del metabolismo de la 
hemoglobina (cadenas alfa y beta, 5-aminolevulinato sintasa; 4-5 FC) y el hierro 
(ferritina, 4 FC), carabinas moleculares de respuesta aguda (HSP90 y 70, 2.6 y 1.8 FC), 
quimioquinas (CXC receptor B, 4 FC), inmunoglobulinas (cadena pesada V-III, 3 FC), 
agentes antioxidantes (Peroxiredoxina, 2.9 FC) y factores de transcripción y modulación 
de la proliferación celular (p-53 y enolasa beta, 3.9 y 3.4 FC, respectivamente).  

La regulación al alza incluye, en este caso, genes cuyos transcritos se expresan entre el 1.3 
y el 1.5 FC, como el MHC de tipo II, la lisozima, los componentes C6 y C8 del sistema 
del complemento, implicados ambos en el desarrollo y consumación de la vía lítica, y el 
factor de necrosis tumoral (TNF), que también muestra regulación a la baja en su 
receptor (-1.6 FC). La respuesta a la baja, en cambio, viene dominada por la inhibición de 
los transcritos para la proteína APOA1 (-2.7 FC), la selenoproteína P (-2.3 FC, de la que 
se habló en el capítulo anterior), la coronina 1C (-2.3 FC), el inhibidor del factor de 
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transcripción NFkappaB (-1.8 FC), algunos componentes del sistema del complemento 
(factor H y factor B/C2-B, -1.6 FC y -1.3 FC, respectivamente), quimioquinas (CCL4, -
1.4 FC), agentes proinflamatorios (receptor B4 de leucotrienos, -1.5 FC) y, 
especialmente de los genes asociados a proteínas apoptóticas como la caspasa y la proteína 
de dedos de cinc (-1.6 FC). 

TABLA 13.  CATEGORÍAS ONTOLÓGICAS CUYOS GENES SE EXPRESAN D EMANERA DIFERENTE (P<0.05) 

TABLA 12.  CATEGORÍAS ONTOLÓGICAS CUYOS GENES MUESTRAN COREGULACIÓN SIGNIFICATIVA (P<0.05) 
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La mayoría de estudios recientes relacionados con los efectos de las dietas 
inmunoestimulantes en teleósteos de interés comercial se han llevado a cabo, previa 
administración oral de la formulación inmunoestimulante en la dieta, en 
concentraciones y tiempos muy variables, valorando los niveles de lisozima y la actividad 
hemolítica del sistema del complemento en el suero de los animales tratados, en 
conjunción con el estudio in vitro de la reactividad de las poblaciones leucocitarias 
(mayoritariamente macrófagos) obtenidas del riñón cefálico. Si bien en la mayoría de los 
casos tanto los niveles de la lisozima sérica como la actividad fagocítica suelen aumentar 
en los peces inmunoestimulados con beta-glucanos o vitaminas antioxidantes (A, C y E), 
el efecto sobre el sistema del complemento dista de estar resuelto satisfactoriamente. 
Aunque en algunos estudios se ha demostrado un aumento en la actividad hemolítica 
sérica del complemento [315, 325, 326], en otros la actividad del sistema del 
complemento se ha visto inalterada en ambas [327] o en alguna de sus dos vías de 
activación principales, clásica y alternativa [328, 329], y, de hecho, tanto el período de 
administración como, especialmente, la dosis de inmunógeno suminstrado con la dieta, 
resultan determinantes para la intensidad de la respuesta y los niveles de activación de los 
componentes del sistema inmunitario, que puede llegar a inhibirse si la cantidad de 
inmunógeno y/o micronutrientes suminstrados con el pienso alcanza valores muy 
superiores a los fisiológicos [316, 328]. 

Al igual que en el caso de la branquia, también aquí algunos componentes involucrados 
en la regulación de especies reactivas de oxígeno, como la glutatión S transferasa, la 
superóxido dismutasa y la glutatión peroxidasa se mantienen regulados a la baja (entre -
1.6 y -1.15 FC), lo que confirma y extiende la discusión apuntada anteriormente al 
principal órgano hematopoyético de los peces que, en el caso de las doradas alimentadas 
con pienso inmunoestimulante, tiene entre sus prioridades funcionales la regulación, 
mucho más intensa en términos de intensidad de la expresión genética y número de genes 
implicados, del metabolismo y la homeostasis del hierro y la hemoglobina, así como de la 
reorganización del citoesqueleto de actina, como corresponde a un órgano, que a 
semejanza de la branquia, está atestado de células, pero, a diferencia de esta, almacena y 
estimula sus formas precursoras indiferenciadas. 

En el caso del riñón cefálico de doradas alimentadas con dietas ricas en vitaminas 
antioxidantes y extractos de levadura, la respuesta inmunitaria después de cuatro semanas 
de tratamiento es de mayor intensidad e incluye un mayor número de participantes, que 
en el caso de la branquia. La modalidad de la respuesta parece ser, al igual que lo 
observado para el mismo órgano en el caso de las infecciones virales por IHNV 
comentadas anteriormente, más adaptativa que innata, y, al igual que en el caso de la 
branquia, el control de la respuesta es efectivo, a juzgar por los niveles de expresión de los 
transcritos de los agentes apoptóticos, los implicados en el estallido respiratorio y la 
activación del sistema del complemento. Puede, por tanto, asumirse un cierto grado de 
tono inmunitario originado por la administración constante de inmunoestimulantes, del 
que es buena muestra la regulación al alza del transcrito para la peroxiredoxina (2 FC), 
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uno de los factores que aumentan la actividad de los linfocitos asesinos naturales (NK), 
participantes de la respuesta defensiva innata que también ayudan en la regulación de la 
adaptativa. Contrariamente a lo observado por Ortuño et al. [323] con leucocitos de 
doradas alimentadas con pienso enriquecido con extractos de S. cerevisae, la 
administración de la formulación reseñada a las doradas favorece la regulación al alza de 
la lisozima (1.7 FC). Nuestros resultados confirman, sin embargo, la activación de la 
peroxiredoxina (Peroxiredoxina 1-2 y 4) y algunos componentes de l sistema del 
complemento (C6 y C8), marcadores del desencadenamiento de la respuesta lítica 
(aunque véanse [327-329] para una visión opuesta de la actividad hemolítica del 
complemento). 

En resumen, la administración de una dieta inmunoestimulante rica en vitaminas 
antioxidantes y extractos de levadura induce una respuesta inmunitaria de bajo nivel en 
la dorada, en la que participan de manera destacada los componentes del brazo 
adaptativo de la inmunidad, probablemente como consecuencia de la duración del 
tratamiento inmunoestimulante (cuatro semanas), tiempo más que suficiente para  
desencadenar una respuesta defensiva basada en el reclutamiento de poblaciones celulares 
y la maduración y proliferación, previo procesamiento y presentación de antígenos, de 
células efectoras. La activación del sistema del complemento, la actividad de péptidos 
antimicrobianos ubicuos como la lisozima y la expresión de carabinas moleculares de 
protección (HSPs) parece ser mayor en el riñón cefálico que en la branquia, que carece 
del control de la apoptosis observado en aquel. La respuesta, en términos de intensidad 
de la expresión genética y número de genes expresados diferencialmente, es mayor en el 
riñón anterior que en la branquia, cuya dedicación a la biosíntesis de proteínas y al 
metabolismo del hierro, aunque compartida con el riñón, se ve acentuada en este último. 
El control de la respuesta oxidativa mediada por las células mieloides sugiere un grado 
mensurable de quiescencia, pero no inactividad, en las poblaciones fagocíticas en ambos 
órganos. 

A tenor de los resultados obtenidos en este y los estudios mencionados anteriormente, el 
modelo emergente de inmunoestimulación sugerido parece depender tanto de la dosis de 
vitaminas como de su cadencia durante la alimentación de las doradas, tal y como se 
indica en un estudio reciente [330], en el que se observó un aumento en la proliferación y 
viabilidad de las poblaciones de macrófagos y la actividad de la lisozima dependiente de la 
administración óptima de vitaminas A, C y E y algunos minerales (Se, Zn, Cu, Mn y Fe) 
en monocitos/macrófagos de tilapias (Oreochromis hybrids). Sin embargo, los mismos 
autores comprobaron que no sólo la administración en la dieta de cantidades subóptimas 
de los mismos componentes disminuía los valores de las variables inmunitarias 
mencionadas, sino que también se comprobó que cualquier combinación de dietas y 
vitaminas favorecía la mengua de la producción de iones superóxido y óxido nítrico. 
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FIGURA 28.  CATEGORÍAS ONTOLÓGICAS CUYOS GENES MUESTRAN COREGULACIÓN SIGNIFICATIVA (P<0.05) EN EL RIÑÓN CEFÁLICO Y LAS 
BRANQUIAS DE DORADAS INMUNOESTIMULADAS 
Se indican el número de genes (tamaño de las esferas) en el eje de ordenadas, y la expresión genética media (FC) en el eje 
de abscisas  
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FIGURA 29.  CATEGORÍAS FUNCIONALES SOBREREPRESENTADAS EN LAS BRANQUIAS Y EL RIÑÓN CEFÁLICO DE LA DORADA  

 

Se representan las categorías ontológicas funcionales cuya representación en la plataforma está 
claramente mejor representada (corrección de yates a la prueba de Ji cuadrado, p <0.05), 
conjuntamente con el número de genes expresados diferencialmente para cada categoría. 
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El análisis, mediante qPCR, de los niveles de expresión de algunos de los genes 
expresados diferencialmente en el análisis de la plataforma de micromatriz indica un 
acuerdo general, en los resultados referidos a la regulación al alza o a la baja para ambos 
órganos, obtenidos mediante una y otra metodologías (FIGURA 30), excepto en el caso 
de la expresión del gen que codifica la metalotioneína B. 

Las diferencias en la cuantificación de la intensidad de la expresión genética consitutyen 
en la actualidad un lugar común en el análisis comparativo de muestras biológicas 
similares o idénticas mediante plataformas de micromatriz y qPCR, y se han atribuido a 
(1) niveles bajos de expresión genética, inferiores a 2 FC y cuyos valores pueden 
aumentar la varianza de la medida de las sondas en la micromatriz) y (2) a las diferencias 
en el procesamiento y normalización de las muestras para cada metodología [331-334].  

De los transcritos analizados, tanto los correspondientes a la alfa globina I como a la 
apolipoproteína AI-1 superan los 2 FC de expresión al alza o a la baja en la branquia y en 
el riñón cefálico de las doradas alimentadas con dieta inmunoestimulante (véanse la 
TABLA 11 y el material adicional anexo). La semejanza de sus niveles de expresión 
genética con los observados en la qPCR se corresponde con lo descrito en literatura para 
las comparaciones entre metodologías de análisis de genes regulados al alza más de 2 FC 
[335], que suelen mostrar una correlación positiva de los valores medidos con ambas 
metodologías, contrariamente a lo descrito para aquellos transcritos cuya regulación al 
alza o a la baja resulta claramente inferior a 1.5 FC, como ocurre en el caso de los 
transcritos de la metalotioneina B y la proteína de unión a ácidos grasos (FIGURA 30), lo 
que puede explicar, amén de los requisitos técnicos de cada analítica, las diferencias 
observadas, aún cuando, salvo en el caso aquella, se mantenga el sentido de la regulación 
genética tanto en la qPCR como en la micromatriz. En este caso, dado el caracter 
necesariamente híbrido de la experimentación y la todavía escasa representación de genes 
descritos para la dorada en las bases de datos públicas, para la elección de los transcritos 
se ha seguido un criterio menos basado en la cuantía de la expresión genética que en el 
grado de similitud de las secuencias genéticas analizadas. En todos los casos, en el análisis 
mediante BLAST de los pares de secuencias de dorada y trucha seleccionadas, la 
identidad entre las secuencias escogidas supera el 75% y el valor e, asociado a la 
preeminencia de falsos positivos, resulta inferior a 10-5, ambos requisitos mínimos para el 
análisis consistente de secuencias [336]. 
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FIGURA 30. COMPARACIÓN DE LOS NIVELES DE EXPRESIÓN PARA GENES SELECTOS MEDIANTE MICROARRAY Y QPCR 

Se indican los niveles de expresión valorados como el logaritmo en base 2 de los valores de la relación de la 
expresión genética entre los tratamientos experimentales obtenida para cada gen en la plataforma de 
micromatriz (naranja) y la RT PCR cuantitativa (verde). Véase el material adicional para más detalles. 
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conclusiones generales 

 
 

 

Las ventajas y desventajas metodológicas de la experimentación con micromatrices, los 
clásicos cuellos de botella, asociados al todavía complejo procesado y análisis de la imagen 
escaneada, pero también a la reproducibilidad entre diseños experimentales y plataformas 
diferentes, comerciales o no, se acompañan de una no menos desdeñable incomodidad 
epistemológica: la definición precisa del diálogo entre genoma y el fenoma basada 
exclusivamente en los perfiles transcripcionales cuando se consideran no como una 
medida real o absoluta del esfuerzo transcripcional de un nodo (célula o tejido) sometido 
a tensiones con sus vecinos en la red, sino como una comparación justificada de los 
niveles relativos de ARN en un estado supuestamente estacionario sito en el marco de la 
investigación experimental clásica (control versus tratamiento). En este sentido, la 
delineación de los perfiles de expresión globales necesitan de una cuantificación adecuada 
de aquellos eventos postranscripcionales inmediatos (variantes de ARN) o persistentes 
(proteómica recursiva, esto es, cascadas de interacciones de amplificación y/o regulación) 
que ayuden a caracterizar el vacío conceptual que, para algunas especies, todavía separa al 
genoma y el fenoma en la arena ecológica. 

La solución pasa por la caracterización efectiva, en términos de componentes y 
funcionalidad, del proteoma, efector último de la expresión genética. Sin embargo, la 
elucidación precisa del número, composición e importancia funcional diferenciales de las 
proteínas circulantes y tisulares, de síntesis constitutiva o inducida, producto unívoco o 
proveniente del corte y empalme caprichoso de transcritos (a su vez inducibles o 
expresados constitutivamente como genes habituales de mantenimiento de la función 
celular) resulta, cuando menos, hercúlea, incluso para la maquinaria de última generación 
de la que disponen las empresas farmacéuticas, verdaderos zahoríes en la búsqueda de la 
definición farmacológica del proteoma. De hecho, se ha estimado que el acervo de 
compuestos químicos de que disponen la mayoría de compañías farmacéuticas (unos 106 
compuestos por término medio) constituye una minúscula parte del espacio de 
formulaciones químicas posibles, que, para, el n-hexano, a modo de ejemplo, contiene 
más de 1029 derivados posibles, si se restringe el número de sustituyentes y posiciones de 
sustitución, por lo que para la reducción de semejante vastedad se ha propuesto la 
elaboración de una quimiogeografía que sitúe los compuestos en relación a descriptores 
químicos de diversas propiedades fisicoquímicas o topológicas [337]. El escenario es 
parecido al de las formas morfológicas posibles que puede discriminar la criba evolutiva 

7 
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en una arena ecológica dada: no todas son viables y menos aún adaptables, pero el 
potencial  combinatorio de las que sí lo son exige una organización formal topográfica 
que, al igual que la quimiogeografía, sitúe a cada combinación individual o poblacional de 
genes y sus expresiones en un marco conceptual adecuado para la comprensión cabal del 
diálogo entre genoma y fenoma. Aunque es cierto que la propuesta es, por el momento, 
tecnología-ficción, no lo es menos la necesidad de llegar al posicionamiento global de la 
expresión genética de una especie en relación a las perturbaciones del medio 
(ecotoxicología, patología, etc.), especialmente en el caso de aquellas que, como se ha 
venido reiterando a lo largo de este trabajo, carecen de una identidad genómica 
correctamente caracterizada. En este sentido, la utilización de micromatrices, acotadas 
(focused) o no, se justifica por su capacidad exploratoria y no tanto por la confirmatoria o 
clasificatoria. Cuando aún no está resuelto el conflicto entre eficiencia y sensibilidad para 
la mayoría de plataformas de micromatriz, comerciales o no, su uso discriminado, en 
combinación con construcciones jerárquicas para la anotación genética y su meta-análisis 
como la ontología o los diversos avatares del análisis de conjuntos similares (clusters), 
permite, cuando menos, la formulación de hipótesis y, en parte, su validación. 

La mayoría de micromatrices construidas ad hoc para especies de escasa caracterización 
genómica, y por tanto acreedoras de un balance económico ajustado referido a los costes 
de fabricación de las mismas, confían en la validación técnica previa de la plataforma y en 
la validación biológica de los resultados a partir de su adecuación al conocimiento 
experimental y bibliográfico previo sobre el proceso analizado y, en menor grado, en la 
descripción alternativa de la expresión de algunos genes selectos, habitualmente mediante 
RT PCR cuantitativa [333, 338]. La discusión sobre la validez de estos y otros métodos 
alternativos de validación biológica aún no esta zanjada, y a menudo viene limitada por 
las constricciones económicas que para la investigación aplicada en laboratorios no 
farmacéuticos tiene la utilización de las tecnologías de análisis genético masivo. Así, el uso 
de las micromatrices como medio para elucidar el grado y estado de la carga alostática de 
un organismo sometido a infecciones, patologías o agresiones xenobióticas excluye una 
validación paralela de igual magnitud basada en el análisis particulado de genes mediante 
PCR cuantitativa o transferencias Northern, validación, por otra parte, dependiente de la 
idiosincrasia de cada tecnología, sujeta a los mismos problemas [331-334] estadísticos 
(discriminación de la expresión diferencial, validez de las respectivas varas de medir la 
expresión, balance entre eficiencia y sensibilidad y sus alter egos repetitibilidad y 
precisión biológica...) y metodológicos (calidad de las sondas de ADN o ARN, 
contaminación indeseada, hibridación heteróloga, capacidad de detección de los 
reactivos...), que con diferente sabor, que también afligen al análisis de micromatrices. 

Aunque se acompaña del análisis confirmatorio mediante qRT PCR de algunos genes 
selectos (véase el material adicional y el capítulo previo), el grueso de este trabajo descansa 
en el análisis pormenorizado de la expresión genética, desde una perspectiva ontológica, 
de la variación alostática del sistema inmunitario, definida por la exposición a 
inmunógenos de distintos grados de virulencia, que se desprende del uso de 
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micromatrices de ADNc homólogas y heterólogas en dos especies de teleósteos, la trucha 
(Oncorhynchus mykiss) y la dorada (Sparus aurata), de reconocida importancia comercial 
e imprecisa, por el momento y por poco tiempo, definición genómica, con la finalidad de 
elaborar hipótesis coherentes, contrastadas con el conocimiento experimental previo que, 
en situaciones de carga alostática semejante, se tiene sobre ambas especies, y, por supuesto, 
falsables que ayuden a evaluar la intensidad y alcance del reajuste alostático en cada caso. 
Se refieren a continuación los resultados obtenidos y sus implicaciones en relación a los 
objetivos planteados. 

Objetivos 
Mediante el análisis ontológico funcional de la expresión genética de dos especies de 
teleósteos descrito en este trabajo se pretendía 
 

(1) Proporcionar un modelo comparativo de los cambios en la expresión 
genética de la respuesta inmunitaria temprana (24-72 h) en el riñón cefálico 
de la trucha (O. mykiss) desencadenada por la exposición bacteriana y viral 
in vivo. Para ello se analiza el transcriptoma obtenido mediante micromatriz 
de ADNc de animales sometidos a inflamación experimental in vivo con 
LPS bacteriano o infectados con versiones atenuadas y virulentas del virus 
IHNV, responsable de la necrosis hematopoyética infecciosa en salmónidos.  

(2) Monitorizar la respuesta inmunitaria temprana (24-72 h) desencadenada 
por la exposición in vivo a lipopolisacárido bacteriano (LPS) en la trucha 
(Oncorhynchus mykiss). Para ello se establece un estudio comparativo 
mediante análisis de micromatriz de ADNc entre dos órganos, el riñón 
cefálico o anterior y el hígado, responsables de la hematopoyesis y parte de la 
respuesta inmunitaria de fase aguda, respectivamente, utilizando un modelo 
de inflamación peritoneal de uso habitual en la experimentación animal. 

(3) Validar el uso de una plataforma acotada de micromatriz de ADNc (SFM 
1.0) específica para salmónidos en una experimentación de reactividad 
inmunitaria con la trucha (O. mykiss), a fin de complementar los estudios 
previos metabólicos y toxicológicos llevados a cabo con la misma plataforma. 

(4) Evaluar la aplicabilidad de la plataforma SFA 2.0 específica de salmónidos 
para la detección de cambios significativos en el transcriptoma de la dorada 
(Sparus aurata). Para ello se analiza ontológicamente el transcriptoma de las 
branquias y el riñón cefálico de la dorada, mediante hibridación cruzada con 
la plataforma SFA 2.0, en respuesta a formulaciones inmunoestimulantes en 
la dieta. 
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(5) Validar el uso del análisis ontológico funcional como herramienta de 
elevado contenido explicativo y funcional en el análisis de micromatrices de 
ADN. 

Validación de la plataforma de micromatriz en 
estudios inmunitarios 

Los objetivos asociados a la validación del uso de la plataforma específica de salmónidos 
SFM 1.0 que, para el análisis transcriptómico de la expresión genética inmunitaria en la 
trucha, Oncorhynchus mykiss (objetivos 1-3 y 5) pueden considerarse cumplidos en lo que 
respecta a la evaluación transcriptómica de  

(a) la respuesta defensiva de la mencionada especie en el riñón cefálico y el 
hígado de los animales expuestos a concentraciones elevadas de 
lipopolisacárido bacteriano (LPS) en un modelo de peritonitis y  

(b) la reactividad del riñón cefálico frente a una infección viral con las formas 
atenuada y activa del virus IHN, uno de los principales patógenos de las 
especies de salmónidos cultivados en la actualidad. 

Los resultados, en número de genes, intensidad de la respuesta transcriptómica y 
valoración ontológica de las categorías funcionales son comparables a los obtenidos en 
estudios ecotoxicológicos y metabólicos previos en los que se utilizó la misma plataforma 
[34, 72, 75, 127, 128, 131, 132], lo que confirma la eficiencia de la plataforma para la 
evaluación de la alteración inmunitaria y la respuesta alostática en la trucha. 

Por otra parte, el análisis funcional y estadístico de la expresión genética utilizando como 
herramienta de discriminación el análisis mediante ontologías genéticas anotadas de 
dicha funcionalidad, se revela como una metodología de interpretación de gran ayuda 
para la formulación de hipótesis sobre la modelización de los procesos biológicos en 
situaciones de carga alostática (objetivo 5). Se sugiere, por tanto, el uso extensivo de este 
tipo de acercamientos metodológicos, empleando pruebas estadísticas al uso para la 
discriminación de aquellas categorías ontológicas cuya expresión diferencial permita la 
evaluación de la expresión genética y de las que, dada la composición de la plataforma de 
micromatriz utilizada, puedan considerarse sobreexpresadas. En el caso de plataformas 
enriquecidas con transcritos específicos como las discutidas en este trabajo, este último 
enfoque se considera imprescindible para la correcta evaluación de los resultados, tal y 
como se ha sugerido recientemente [339]. 

De manera específica, la experimentación detallada de la respuesta transcriptómica 
defensiva frente a la exposición a LPS y las formas atenuada y activa del virus IHN puede 
desglosarse en las siguientes conclusiones: 
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Efectos de la infección viral y bacteriana en el 
riñón cefálico de la trucha 

Obviando la descripción pormenorizada de los niveles de expresión de los transcritos 
asociados a los principales moduladores y participante activos en la respuesta defensiva a 
la intrusión viral y bacteriana en el riñón cefálico de la trucha, la comparación de los 
efectos de la infección viral y la exposición a LPS bacteriano sobre el transcriptoma del 
riñón cefálico de la trucha, O. mykiss (objetivo 1) sugiere que 

(1) El número de genes regulados en respuesta a la inoculación de LPS lo son en 
tanto que su expresión mengua en ambos puntos de muestreo y la magnitud 
del cambio en la expresión genética resulta muy elevado en genes cuya 
expresión se regula a la baja.  

(2) Los tratamientos virales estimulan una elevada inducción de actividad 
transcriptómica y apoptótica/ciclo celular con un peso similar, en términos 
de magnitud de la inducción al alza o a la baja de la expresión genética. Los 
genes regulados por la exposición viral a la forma atenuada del IHNV se 
destacan por su mezcla funcional ontológica, una suerte de efecto 
combinado de los tratamientos viral activo y bacteriano, lo que sugiere la 
participación de mecanismos diferenciados, tanto específicos como 
inespecíficos, en la activación mediada por el virus atIHN. 

(3) Varios de los genes participantes en la correcta transducción de la señal 
biológica y la biosíntesis de proteínas se mostraron activos en los animales 
infectados con la forma atenuada del virus IHN, una vez estimulado el 
decremento en el remodelado del citoesqueleto. Como ocurre en el caso de 
los animales inoculados con la forma activa del virus IHN, las categorías 
funcionales delineadas en el análisis ontológico se muestran enriquecidas 
con genes activos durante las respuestas inflamatorias, inmunitarias y 
defensivas. Tanto en los peces tratados con atIHNV y su forma activa, la 
respuesta inmunitaria a las 72 horas sobrepasa en importancia a la dirigida 
por la metaloproteinasas bajo la influencia de la exposición a LPS. Puede, 
por tanto, considerarse la respuesta transcriptómica del riñón cefálico a la 
infección por IHNV muchos más diversificad en términos de número y vías 
de activación inmunitarias.  

(4) La comparación ontológica general de los genes expresados diferencialmente 
indica una marcada inducción de metaloproteinasas, colágeno y otros 
escultores de la matriz extracelular en las truchas inoculadas con 
lipopolisacárido, paralelamente con la mengua de los transcritos de genes 
implicaos  en e control del metabolismo basal y el aumento de la expresión 
de mediadores inmunitarios involucrados en la presentación de antígenos 
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dirigida por el MHC y la opsonización orquestada por las 
inmunoglobulinas al tercer día de la infección. 

(5) El riñón cefálico participa de manera primordial durante la activación a 
corto plazo de los mecanismos defensivos en respuesta a la infección activa de 
IHNV o, alternativamente, una expresión diferencial temprana, inducible y 
tal vez antagonista, del procesamiento y manejo de antígenos dirigido por 
los complejos mayores de histocompatibilidad de tipo I o II, fuertemente 
influenciada por el tipo y dinámica infectiva del PAMP o patógeno (LPS 
versus virus) o las vías de entrada (tejido/órgano).  

(6) Según el modelo transcriptómico reseñado, el riñón cefálico no actuaría 
como un órgano de reacción aguda inmediata a la infección o inflamación, 
sino más bien como el inductor de un tipo de respuesta adaptativa retardada, 
a la vez que como un importante regulador de la diferenciación 
eritropoyética y mieloide frente a este tipo de intrusión patogénica. 

Efectos de la infección bacteriana en la respuesta 
de fase aguda hepática de la trucha 

Por lo que respecta a la respuesta transcriptómica comparativa entre el riñón cefálico y el 
hígado de la trucha expuesta a LPS (objetivo 2) nuestros resultados indican 

(1) Una primera respuesta humoral, inespecífica, de fase aguda y temprana (24 
horas), de bajo nivel en términos de expresión genética pero con la 
participación de numerosos genes de funcionalidad diversa, que tiene a las 
HSPs y el sistema del complemento como principales actores y cuya 
expresión al alza ya la baja, respectivamente, contrasta con la inhibición de 
genes codificantes para proteínas inhibidoras del sistema del complemento, 
el tránsito y la quimiotaxis celulares de neutrófilos y otras poblaciones 
mieloides errantes, claramente activas durante los primeros estadios de la 
infección. 

(2) Una respuesta inmunitaria tardía (a las 72 horas de la exposición a LPS) más 
intensa en términos transcripcionales (intensidad de la expresión genética) 
pero escasa en cuanto al número de genes implicados en la respuesta, 
fuertemente reguladora, en la que la actividad del sistema del complemento 
y los genes implicados en la síntesis de proteínas características de la 
respuesta de fase aguda se someten a un considerable control, y en la que el 
diálogo celular entre la inmunidad innata y adaptativa parece cobrar forma, 
aún cuando el efecto sistémico de la peritonitis es, debido a la peculiar 
resistencia a la exposición a LPS en los teleósteos, probablemente escaso. 
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(3) El arresto metabólico de los procesos de obtención de energía por oxidación 
de sustratos orgánicos, la glucólisis y el metabolismo de lípidos, así como de 
una bajada global de la transducción y señalización intracelulares a las 24 de 
la exposición a LPS. 

(4) El arresto metabólico previo (24 horas) persiste en el procesamiento de la 
glucosa pero desaparece en el caso de los lípidos, coincidente con una 
elevada actividad de la maquinaria mitocondrial a los 2 días de la 
inflamación. 

(5) La comparación de los genes comunes, expresados diferencialmente, en la 
respuesta defensiva desencadenada por la exposición a LPS bacteriano en el 
hígado y el riñón cefálico de la trucha sugiere una menor respuesta, en 
número de transcritos e intensidad de la expresión genética, en aquel. En el 
riñón cefálico, los  genes implicados en la reorganización y escultura de  la 
matriz extracelular, factores activadores del complemento y reguladores del 
tránsito celular permanecen fuertemente inhibidos a las 24 y 72 horas de la 
exposición a LPS, mientras que el procesamiento y presentación de 
antígenos mediado por el MHC de tipo I se regula al alza en el tercer día de 
la inflamación peritoneal. En el hígado, en cambio, la respuesta de fase aguda 
condiciona la reactividad del órgano  en el patrón bimodal mencionado en 
los apartados (1) y (2). 

(6) Se confirma, por tanto, la presencia de una respuesta de fase aguda 
arquetípica, muy similar a la de los mamíferos, en la trucha, acompañada de 
cambios mensurables en el transcriptoma hepático. La respuesta bimodal 
del hígado interesa a la multifuncionalidad del mismo (detoxificación, 
metabolismo digestivo, respuesta defensiva de fase aguda), mientras que en 
el caso del riñón cefálico, como se ha comentado previamente, parece clara 
una vocación exclusivamente inmunitaria y hematopoyética, centrada en la 
maduración linfocitaria estimulada en parte por el procesamiento de 
antígenos. 

Efectos de una dieta rica en vitaminas C y E y 
extractos de levadura en el riñón cefálico y las 
branquias de la dorada 

El análisis de los resultados observados de la evaluación de la actividad transcripcional 
mediante hibridación cruzada con la plataforma SFA 2.o específica de salmónidos en 
doradas (Sparus aurata) alimentadas con una dieta inmunoestimulante (objetivo 4) 
sugieren que 
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(1) Se mantiene un tono inmunitario moderado en la branquia de doradas 
alimentadas durante cuatro semanas con una dieta de inmunoestimulantes 
ricos en vitaminas antioxidantes y extractos de levadura, con la 
participación de componentes de la respuesta defensiva adaptativa, una 
escasa regulación a la baja de moduladores y/o activadores de la respuesta y 
una regulacióna la baja de la síntesis de especies reactivas de oxígeno, lo que 
sugiere un grado apreciable de quiescencia en la actividad fagocítica. 

(2) Las categorías funcionales más representadas, teniendo en cuenta la 
composición de la plataforma de micromatriz, en la branquia incluyen la 
actividad molecular estructural, la comunicación celular y, especialmente, 
los procesos de transcripción y traducción de proteínas, probablemente 
como reflejo de la multifuncionalidad del órgano. 

(3) En el caso del riñón cefálico de doradas alimentadas con dietas ricas en 
vitaminas antioxidantes y extractos de levadura, la respuesta inmunitaria 
después de cuatro semanas de tratamiento es de mayor intensidad e incluye 
un mayor número de participantes, que en el caso de la branquia. Asimismo, 
la activación del sistema del complemento, la actividad de péptidos 
antimicrobianos ubicuos como la lisozima y la expresión de carabinas 
moleculares de protección (HSPs) parece ser mayor en el riñón cefálico que 
en la branquia. 

(4) En el riñón cefálico de las doradas alimentadas con la dieta 
inmunoestimulante reseñada la respuesta trancriptómica más representativa, 
en términos de categorías funcionales, viene dominada por los transcritos 
implicados en la biosíntesis de proteínas, como en el caso de la branquia y la 
comunicación celular, y, como gran diferencia, de los genes involucrados en 
la respuesta defensiva y a estímulos bióticos y al control de la apoptosis. 

(5) En resumen, la administración de una dieta inmunoestimulante rica en 
vitaminas antioxidantes y extractos de levadura induce una respuesta 
inmunitaria de bajo nivel, en la que participan de manera destacada los 
componentes del brazo adaptativo de la inmunidad, probablemente como 
consecuencia de la duración (cuatro semanas) del tratamiento 
inmunoestimulante. La modalidad de la respuesta parece ser, al igual que lo 
observado para el mismo órgano en el caso de las infecciones virales por 
IHNV comentadas anteriormente, más adaptativa que innata, Y, al igual 
que en el caso de la branquia, el control de la respuesta es efectivo, a juzgar 
por los niveles de expresión de los transcritos de los agentes apoptóticos, los 
implicados en el estallido respiratorio y la activación del sistema del 
complemento. El control de la respuesta oxidativa mediada por las células 
mieloides sugiere un grado mensurable de quiescencia, pero no inactividad, 
en las poblaciones fagocíticas en ambos órganos. 
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(6) El número de transcritos y la intensidad de su expresión indican una alto 
grado de eficiencia en el uso de la plataforma SFA 2.0 específica de 
salmónidos para evaluar la respuesta transcriptómica en la dorada (Sparus 
aurata). De los 331 genes expresados diferencialmente (p<0.01, FDR<0.01) 
en aquella, 48 muestran una regulación al alza o a la baja de los niveles de 
expresión de 1.5 FC en valores absolutos, un 7% (23 genes) superan los 2 
FC en valor absoluto y el rango de expresión oscila entre los -4.6 y 6.6 FC. 
En el caso del riñón, 446 genes muestran expresión diferencial (p<0.01, 
FDR<0.01), un 47% se mantienen reguladosa la alza o a la baja en más o 
menos de 1.5 FC, y 62 de ellos (el 14%) expresan más de 2 veces los valores 
basales absolutos, con una variación en el rango de valores que oscila entre -
26.6 y 6 FC. El análisis ontológico de todos ellos muestra una mayor 
expresión de genes y categorías funcionales relacionados con la inmunidad 
(innata y adaptativa), el ciclo celular y los procesos apoptóticos y el 
metabolismo y procesamiento de la hemoglobina y el ión férrico. 

 
Las plataformas de micromatriz de ADNc, debido a su plasticidad y (relativa) facilidad de 
producción, continuaran siendo utilizados especialmente en aquellas especies, modelos y 
no modelos, modales o extremos que carezcan de una definición genómica precisa, tanto 
en términos estructurales como funcionales. Por el momento, y a la espera de la 
vulgarización de los grandes secuenciadores, el análisis de ESTs unido al desarrollo de 
plataformas de análisis transcriptómico como las micromatrices, constituye una 
aproximación efectiva, en términos de coste y productividad, a la investigación del 
interactoma, y permite el desarrollo de estudios de expresión genética a gran escala, 
confirmando así el principio de Krogh que afirma que para resolver un interrogante 
fisiológico dado, siempre hay una especie en la que la respuesta se puede estudiar de 
manera óptima [227]. Si una especie, parafraseando a Richard Dawkins, es un modelo 
histórico de la idiosincrasia del medio en el que persiste, la modelización transcriptómica 
del modelo no es sino una manera de hacer pública la conversación privada entre genoma 
y fenoma, o, lo que es lo mismo, extender la descripción funcional del fenotipo a la red, 
compleja e independiente de la escala, de las interacciones que regulan los sistemas vivos. 
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(Mariana, Juan), los que fueron alumnos y ahora son colegas y compañeros de trabajo y los 
que, como diría Sebastián, se hallan y no se hallan: 
Laura, la más joven de la Vieja Guardia. Es imposible olvidar a alguien cuando la has visto 
drenar la sangre amarillenta de decenas de doradas enfermas enfundada en una bolsa de la 
basura convertida en improvisada combinación de blusa y peto prêt-à-porter. 
Especialmente cuando uno lleva lo mismo, en la versión masculina, claro. Si eso no te une, 
nada más puede hacerlo. 
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Carmen, la más vieja de la Nueva Guardia, un ejemplo de todo lo bueno que una 
provincia inexistente puede producir cuando se talla una pieza compacta y sin fisuras. Si 
con Nerea tiemblan los reactivos, con Carmen abren sus enlaces covalentes y se entregan, 
rendidos, a sus pies (o a sus guantes azulados). 
Lilo, al que, por una vez, llamaré Israel, que cruzó el charco filogenético entre el hongo y el 
pez para chapotear en las aguas procelosas de la biología molecular y descubrió que el 
RACE es, efectivamente, una carrera, pero de obstáculos. Es tan buena gente que, si algún 
día me voy a una isla desierta, la poblaré con sus clones. 
Agnès (pronúnciese “ágnes”), lo más parecido al verdadero (y único) sueño de Bill Gates: 
un sistema operativo multitarea, capaz lo mismo de un fregado que de un barrido. Como 
una actriz Shakesperiana, el método y la versatilidad la definen tanto como su amor a 
L’Escala. Cuando me vaya de la isla desierta, la pondré al timón del barco. 
Davinia, la bioquímica, un estigma que perdurará en su currículo y que, ahora, en 
territorio enemigo, oculta con una mezcla de orgullo y tesón. Su paso de alumna a 
investigadora, sin perder un ápice del deseo de descubrir y analizar lo que la rodea, 
retornan la esperanza al más encallecido de los experimentadores. Nunca la dejaría utilizar 
el ordenador de a bordo. 
Sebastián, que lo mismo iría y vendría que subiría que bajaría. Pocas mentes se mueven 
tanto y en tantas direcciones, y están tan poco disciplinadas (lo que es una suerte en el 
mundo de la ciencia). Suya sería la creación de una nueva raza de enanos en lo más 
recóndito de la isla desierta. 
Roger, con el que compartí la defensa de tesina y sin cuyo temple y habilidad 
domesticadora de peces buena parte de lo que aquí se ha defendido no hubiera ocurrido. 
Preguntadle alguna vez sobre las heridas de guerra que lleva por su condición de casteller y 
comprenderéis que, sin lugar a dudas, sería el que otearía el barco que nos rescataría de la 
isla desierta. 
Nerea, azote de visitadores médicos, comerciales y representantes genómicos de cartón-
piedra. Si en un laboratorio está Nerea, la RNAasa se lo piensa dos veces antes de hacer de 
las suyas. En la isla desierta (que, a estas alturas, empieza a estar muy poblada), sería la 
única capaz de organizar la recogida y procesamiento de los alimentos. Todos 
refunfuñarían y luego se darían cuenta de lo buena gente que es y la enorme 
responsabilidad que asume y la proclamarían reina de la isla. 
Yolanda, que me soportó, como Lilo, Agnès y Virginia en las tareas de la docencia, y que 
divide su tiempo entre el desciframiento del comportamiento de los peces y el rasgueo 
deshilachado de viejas camisetas reconvertidas en atuendo grunge a la moda. 
Virginia, que superó complejos e inseguridades y se ganó el respeto (merecido) de una 
autoridad en el campo del comportamiento de los peces. Es obvio que llegará donde quiera 
llegar. Y además, tiene acceso a una fuente inagotable de catànies! 

A los otros fenomas de fisiología animal, los murinos y los veterinarios, que compartieron 
sabores y sinsabores, recetas minimalistas y menús pantagruélicos, a los que aún no 
conozco cono quisiera, a los que se fueron (Quino, al que le picó una araña y le salieron 
poderes, Sheila, Jordi, encarnación catalana de The Quiet Man, Natalia, Albert, Sergi y sus 
alter egos warcraftianos...), a los que se quedaron y vinieron (Lorena, Umberto –el 
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argentino eterno-, Yas, Gemme –con e final y pronunciado unas octavas por encima de la 
escala tonal-, las Cristinas, Núria -la joya de Sabadell-, Silvia, Raúl –el otro-, Javier, Almu, 
Raquel, Núria –la otra, la del IBB, siempre dispuesta a tomar un café y ver lo último en 
arte y ensayo cinematográfico–, Carlota...), a los reactivos y los estándares (Antonio, Roser, 
Amalia, Mercè, Juanma, Octavi, Silvia, Maica, Ernesto, Alejandro, Josep, el gran maestre 
del kéfir que también había jugado con caliches de pequeño...) y a tantos otros que ya se 
saben saludados y que disculparan mi memoria.  

Y especialmente a Yoli, que me dedicó un miniconcierto de guitarra y mantuvo la amistad 
a pesar de la distancia (y el olor a necropsia de ratón), a Mariona, que descubrió sus penas 
electrofisiológicas y compartió las mías, a Elena, que me dedicó su tiempo y apoyo, a Maite, 
que siempre me recibe con una sonrisa en los labios, a David, al que el Sónar debería 
dedicar un homenaje scoobydooniano en forma de tablero de rol in situ, y ni aún así se le 
haría justicia histórica, a Raúl, el Raulillo, que llegó, encandiló y perdió parte de la 
inocencia ganando sabiduría técnica, a Xavi, la xava, la xava loca, el neng y otros 
calificativos para definir lo indefinible, incansable trabajador y compañero ideal del que 
espero no descubrir nunca lo que es capaz de hacer con un cubito de hielo en sus manos, a 
Olga, la supersecretaria, que sin duda se encargaría de todas las auditorías que me llegasen 
hasta la isla desierta y cuya capacidad para obtener un significado de las pantallas fucsia y 
azules de los programas informáticos raya en la numerología, y... especialmente a Cristina, 
la Márquez, lo más parecido al ideal platónico de un mimo (y de cualquiera que quiera 
tener alguien en quien confiar): la transparencia emocional hecha carne y la oyente perfecta. 
Y no porque sea psicóloga, sino porque, como dicen los que la quieren, “es que se hace 
querer”. 

A los alumnos, los futuros biólogos, ambientólogos y biotecnólogos (algunos ya 
consumados) que me soportaron en las clases, ese terreno de pruebas para la explicación y 
argumentación de las mal llamadas preguntas simples, especialmente a los que ahora son 
amigos. A Laia, la primera, la combativa, la que ahora dirige a otros en proyectos 
transoceánicos, a Laura, que iba para bioquímica y se convirtió en una investigadora 
excelente, a Ana (con una ene) que no sabía lo que quería pero sí sabía lo que no quería, a 
Alba, que mantiene a raya toda la población de marmotas del Pirineo, a Silvia, que ha 
descubierto en el momento justo la empollona que lleva dentro, a Caro, que comenzará lo 
que no se acaba cuando acabe la vuelta al mundo... 

Y por último, a los más importantes: a mis padres, que estuvieron al principio pero no 
pudieron ver el final. A nadie debo más que a ellos lo que soy y como soy. Me 
encantaría que pudiesen estar aquí y ver todo esto. 

Y, de nuevo y siempre, a Marta. Alguien dijo que, en Biología, nada tiene sentido si no 
es a la luz a de evolución. Aquí y ahora, mi biología vital sólo tiene sentido bajo su luz. 
 
 

Bellaterra, Julio de 2008 
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        listado de genes expresados 

diferencialmente en la micromatriz 
 
 
 
Lista de genes expresados diferencialmente (p<0.01) en el riñón cefálico de truchas sometidas a la 
forma atenuada del virus IHN (atIHNV) a las 24 horas de la infección. 
Se indican los valores de expresión sobre la expresión basal (FC, Fold Change). 
 

clon ID Nombre atIHNV FC 
EXOB2_B10 Hemoglobin beta chain 19.46 
HST0001_C04 Hemoglobin alpha chain 11.19 
KVkm2_A01 Unknown-219 10.93 
HST0001_D04 Alpha-globin I-2 10.93 
EXOB4_A03 Carbonic anhydrase 10.57 
CA366564 Huntingtin 8.52 
EXOB2_B12 RING finger protein 103 8.34 
HST0001_C07 Unknown-213 7.60 
ENH2_E07 Unknown-3 7.04 
EXOB4_G09 Histone H14 6.94 
EXOB4_H06 Alpha-globin 1-3 6.63 
utu01e09 Embryonic alpha-type globin2+collagen alpha 2(1) 4.94 
HK0002_G02 Creatine kinase, sarcomeric mitochondrial precursor 4.49 
HK0001_C08 Galectin-9 (VHSV-induced protein)-3 4.14 
CA361101 Regulator of G-protein signaling 1-2 4.03 
est02a11 Ig kappa chain V-IV region B17-2 3.19 
CA343473 C3a anaphylatoxin chemotactic receptor 3.00 
est04b01 Similar to rRNA (Vangl2) 2.69 
HST0001_D02 ATP-binding cassette, sub-family F, member 2 2.58 
CA384134 G1/S-specific cyclin D2 2.56 
ENH2_F04 Unknown-4 2.46 
est04b11 Galectin-9 (VHSV-induced protein)-1 2.44 
EXOB2_C02 Hypothetical-fish 35 2.41 
est02g07 Ig mu heavy chain disease protein 2.38 
CA363438 Interferon-induced protein 44-3 2.24 
est02e09 Ig heavy chain V-III region HIL 2.07 
CA349577 Tyrosine-protein kinase FRK 2.01 
est01g04 5-aminolevulinate synthase 1.99 
CA381692 Ubiquitin-like 1 activating enzyme E1B 1.98 
EXOB2_H05 Uroporphyrinogen decarboxylase 1.97 
est02b08 Peroxiredoxin 1-2 1.94 

I 
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CA351800 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 1.84 
EXOB4_H08 Alanine-glyoxylate aminotransferase 1 1.83 
CA359043 NAD-dependent deacetylase sirtuin 5 1.82 
utu03g11 Hypothetical-fish 12 1.81 
CA363480 Aquaporin-CHIP 1.79 
Hete0002_E07 Phosphoenolpyruvate carboxykinase-Embryonic beta-type glo-

bin2 
1.77 

EST1-3A_F09 Unknown-73 1.72 
KVkm2_D11 Ubiquinol-cytochrome C reductase complex 11 kDa protein, 

mitochondrial precursor 
1.69 

EXOB3_E11 Unknown-118 1.66 
CA368411 Phosphatidylethanolamine N-methyltransferase, isoform 1 1.66 
EXOB4_F12 F-box/WD-repeat protein 5 1.62 
est02c08 Nicotinamide riboside kinase 2 1.62 
CA369653 Cellular nucleic acid binding protein 1.61 
CA359042 Bloom's syndrome protein 1.60 
est03e08 Hypothetical-fish 36 1.60 
est03c07 Ig kappa chain V-I region WEA 1.60 
est02f04 Tubulin alpha-3 chain 1.59 
HK0001_C12 Unknown-152 1.55 
EXOB2_F01 Proteasome subunit alpha type 6 1.55 
EXOB2_B09 Unknown-94 1.54 
Hete0002_C07 Unknown-139 1.54 
CA374193 Chemokine receptor CXCR4 1.54 
utu04c02 Unknown-265 1.53 
EXOB1_A01 Unknown-78 1.53 
est03g07 Unknown-47 1.52 
CA343700 CXC chemokine receptor transcript variant B 1.52 
est04c02 Unknown-53 1.51 
EXOB1_B02 Hypothetical-fish 34 1.51 
est04c05 Ferritin heavy chain-1 1.51 
EXOB4_G12 Unknown-131 1.51 
EST1-3A_F04 ReO_6-2 1.50 
EXOB2_D11 E3 ligase for inhibin receptor 1.50 
EXOB3_F07 Unknown-120 1.50 
CA385359 Serum amyloid P-component-2 1.49 
CA384555 B-cell-specific coactivator OBF-1 1.48 
est02b02 PEST-containing nuclear protein 1.48 
P_9 Glutathione S-transferase P   1.48 
EXOB3_F11 Ubiquitin-conjugating enzyme E2-18 kDa  1.48 
EXOB4_B08 60 kDa heat shock protein-2 1.48 
utu02c12 Unknown-240 1.47 
CA365505 Retinoblastoma-like protein 1 1.46 
EXOB3_G09 Ornithine decarboxylase antizyme-2 1.46 
CA381440 Double-stranded RNA-specific adenosine deaminase 1.45 
CA378435 Protein phosphatase 2C delta isoform 1.44 
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HK0002_H10 Unknown-182 1.43 
EXOB4_D10 Prosaposin 1.43 
EXOB1_A07 Unknown-79 1.43 
CA359963 Homocysteine-responsive endoplasmic reticulum-resident ubiq-

uitin-like domain member 1 protein 
1.42 

Hete0002_E09 Transposase-56 1.42 
KVkm2_A09 60S ribosomal protein L35 1.41 
EST1-3A_H05 Adenosine deaminase 3 1.41 
EXOB2_H07 WD-repeat containing protein Ciao 1 1.41 
EXOB4_A11 Tubulin alpha-ubiquitous chain 1.40 
CA363944 Nuclear factor NF-kappa-B 1.40 
EXOB4_E04 Elongation factor 1-beta 1.40 
EXOB2_C07 Splicing factor, arginine/serine-rich 12-2 1.39 
utu02f06 Unknown-244 1.39 
EXOB1_B03 Unknown-81 1.39 
EXOB1_H06 CC chemokine SCYA110-2 1.38 
CR_8 14-3-3 G2 1.38 
est04c09 Hypothetical-fish 41 1.38 
KVkm2_C04 Unknown-221 1.38 
est04c07 Ferritin heavy chain-2 1.38 
CA363723 Cyclin C 1.38 
CA357173 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 2-2 1.38 
P_7 Peptide methionine sulfoxide reductase   1.37 
EXOB1_D10 Unknown-85 1.37 
est01h03 Galectin-3 binding protein 1.37 
est03e07 Unknown-43 1.36 
KVkm2_A12 Unknown-220 1.36 
est04f08 Telomerase-binding protein p23-1 1.36 
ENH2_F10 ATP synthase lipid-binding protein 1.35 
EXOB4_A10 Unknown-126 1.35 
ENH2_B04 TCF3 (E2A) fusion partner 1.35 
CA378361 Ubiquitin ligase SIAH1 1.35 
CA363762 Cell death activator CIDE-B 1.35 
P_19 glucocorticoid receptor (GCR) 1.35 
EXOB1_G05 Unknown-89 1.35 
EXOB3_A02 Alpha-1-microglobulin\/bikunin-1 1.34 
EXOB1_G04 Splicing factor 3B subunit 1 1.34 
utu02g07 Glycogen phosphorylase-2 1.34 
EST1-3A_F07 Echinoderm microtubule-associated protein-like 4 1.34 
CA373850 Signal transducer and activator of transcription 1-alpha/beta 1.34 
EXOB4_H01 Unknown-132 1.34 
EXOB3_H04 Transposase-1 1.33 
est04f10 Hypothetical-fish 1 1.33 
CA380121 Telomerase reverse transcriptase 1.33 
P_10 Aryl hydrocarbon receptor  1.32 
est01g07 Proteasome activator complex subunit 2 1.32 
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est03e03 Poly(RC) binding protein 2 1.32 
KVkm2_G02 Proteasome subunit alpha type 7-2 1.32 
KVkm2_H11 Unknown-228 1.32 
HK0001_H12 Unknown-162 1.31 
CA348325 BAG-family molecular chaperone regulator-4 1.31 
EXOB2_D01 Proteasome subunit alpha type 3 1.31 
CA384587 Transcription factor Dp-1 1.31 
CA369440 NAD(P)H menadione oxidoreductase 1, dioxin-inducible 1.31 
EXOB4_C02 Unknown-127 1.31 
est01f09 High-mobility group protein 2-like 1 1.31 
EXOB3_A05 WD-repeat containing protein Ciao 1 1.31 
CA376117 CD231 1.31 
utu03a02 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase-7 1.28 
est03f04 F-box/WD-repeat protein 11 1.28 
EXOB4_B09 Macrophage receptor MARCO 1.28 
CA378736 Tyrosine-protein kinase BTK 1.28 
utu03f12 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 14 1.28 
CA370661 Barrier-to-autointegration factor 1.28 
EXOB3_E05 Mitochondrial 39S ribosomal protein L51 1.27 
est03g05 Unknown-46 1.27 
EXOB2_A06 Nucleolar protein Nop56-2 1.27 
EXOB1_B04 Beta actin-1 1.26 
HK0002_H06 Unknown-180 1.26 
utu02g04 Glycogen phosphorylase-1 1.26 
CA342225 CARBONYL reductase 1.26 
EXOB4_B04 AD024 1.26 
CA365208 C-C chemokine receptor type 6 1.26 
EXOB4_G06 NADH-ubiquinone oxidoreductase B15 subunit 1.26 
EST1-3A_G03 Unknown-74 1.25 
EXOB1_A10 Unknown-80 1.25 
EST1-3A_A01 Cytosolic nonspecific dipeptidase 1.25 
CA341859 Nuclear factor kappa-B, subunit 1 1.24 
CA368716 Membrane-bound transcription factor site 2 protease 1.24 
EXOB2_A11 Tubulin alpha-1 chain 1.24 
est03d09 Unknown-40 1.23 
P_54 VEGF4 1.23 
P_4 Myeloperoxidase  1.23 
CA352454 Semaphorin 4D 1.23 
CA384029 Chromobox protein homolog 4 1.23 
CA362758 Cyclophilin-2 1.23 
CA342204 TNF receptor associated factor 3 1.23 
CA370579 Hematopoietically expressed homeobox 1.22 
CA356454 Guanine nucleotide exchange factor 1.22 
est04c08 Unknown-55 1.21 
EXOB4_E09 Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase 1.21 
utu04c03 60S ribosomal protein L4 1.21 
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utu03a06 Elongation factor 1-alpha 2 1.21 
EXOB3_A06 Programmed cell death 10 1.21 
CA342760 47 kDa heat shock protein-2 1.21 
EXOB3_F08 60S ribosomal protein L10-1 1.21 
CA366403 Heat shock 27 kDa protein-1 1.21 
EST1-3A_B09 Lysozyme g-2 1.21 
CA342227 Protein tyrosine kinase 2 beta 1.21 
EXOB1_B09 Ribonucleoside-diphosphate reductase large subunit 1.20 
HK0002_C02 Chromosome-associated kinesin KIF4A 1.20 
EXOB1_C10 Cytochrome P450 2K4-2 1.20 
est04d07 Microspherule protein 1 1.20 
CA369698 Tumor suppressor p53 1.20 
CA383564 Coatomer epsilon subunit 1   1.20 
HKT0001_A11 Hypothetical-fish 11 1.20 
EXOB2_B01 Nuclease sensitive element binding protein 1-1 1.19 
EXOB1_B07 PRPF39 protein   1.19 
CA380011 Cullin homolog 1 1.18 
EXOB1_E10 Unknown-87 1.18 
CA384637 60 kDa heat shock protein-1 1.18 
EXOB3_A07 Unknown-105 1.18 
CA352381 Protein kinase C, alpha type 1.18 
EXOB3_D06 Unknown-112 1.18 
CA344228 Phospholipase A-2-activating protein 1.18 
EXOB4_E01 Transposase-58 1.17 
EXOB3_A11 Unknown-107 1.17 
EXOB3_E09 N-myc downstream regulated protein-2 1.16 
CA365040 FKBP12-rapamycin complex-associated protein 1.16 
CA387866 Arachidonate 5-lipoxygenase-2 1.16 
EXOB1_D03 5'-3' exoribonuclease 2 1.16 
CA363978 Inhibitor of kappaB kinase gamma 1.16 
CA355893 DnaJ homolog subfamily B member 2 1.15 
CA357899 Death-associated protein kinase 3 1.15 
est01c03 Histone H33-3 1.15 
P_3 Epididymal secretory glutathione peroxidase   1.14 
utu02d01 Unknown-241 1.13 
EXOB2_A10 Unknown-92 1.07 
est04b04 Cytokeratin 8 -1.11 
est03c02 Adrenal gland protein AD-002 -1.11 
EXOB4_F08 Glyoxylate reductase/hydroxypyruvate reductase -1.11 
HK0003_A03 Thymosin beta-4-2 -1.12 
est01e06 Coronin-1B -1.12 
CA380028 StAR-related lipid transfer protein 3 -1.12 
EXOB4_H07 Beta-galactosidase-related protein -1.13 
est04c06 Unknown-54 -1.15 
EXOB2_F12 60S ribosomal protein L7a-1 -1.16 
CA383652 ATP-binding cassette, sub-family F, member 1 -1.16 
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est01c09 Unknown-12 -1.17 
utu02e02 Tropomyosin alpha 3 chain-2 -1.17 
utu01d01 60S acidic ribosomal protein P1 -1.17 
CA388407 DnaJ homolog subfamily A member 2 -1.18 
utu04e11 Hyaluronan and proteoglycan link protein 2 precursor -1.18 
utu04d04 Actin, alpha skeletal 4 -1.18 
HK0002_B01 60S ribosomal protein L8 -1.18 
CA376574 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 1 -1.19 
utu01d06 Deoxyribonuclease gamma precursor -1.19 
utu04c08 Transposase-7 -1.19 
HK0003_A04 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 6-2 -1.19 
P_46 ATPase 6  -1.19 
EST1-3A_F01 Ependymin I -1.19 
utu01c12 Heat shock cognate 71 kDa protein -1.19 
HK0001_C04 Unknown-150 -1.21 
est01c08 14-3-3C2  -1.21 
HK0003_A10 Unknown-184 -1.21 
HK0003_C10 Over-expressed breast tumor protein-like -1.21 
EXOB4_H05 Unknown-133 -1.22 
EXOB2_B04 Syntenin 1 -1.22 
EST1-3A_E06 60S ribosomal protein L5-1 -1.22 
EXOB4_F11 40S ribosomal protein S20 -1.22 
HKT0001_C09 Malate dehydrogenase, mitochondrial-1 -1.22 
HK0001_D12 Estrogen-responsive B box protein -1.22 
EXOB3_E01 Na/K ATPase alpha subunit-2 -1.23 
EXOB2_F08 CDC10 protein homolog -1.23 
utu01c03 Unknown-232 -1.23 
EXOB2_H02 Serine/arginine repetitive matrix 1 -1.23 
CA361443 Nucleolysin TIAR -1.24 
HK0001_C09 Unknown-151 -1.24 
EXOB1_G12 Thioredoxin -1.24 
EXOB4_D05 Hypothetical-fish 19 -1.25 
utu01b08 Unknown-231 -1.25 
CA371855 PDZ and LIM domain protein 1 -1.25 
est02g10 Unknown-31 -1.25 
CA367764 Calmodulin-1 -1.26 
utu04f03 NB thymosin beta -1.26 
HK0002_A12 NADH-ubiquinone oxidoreductase 15 kDa subunit -1.26 
EST1-3A_C11 Cdk inhibitor p21 binding protein -1.26 
HK0003_H04 NADH-ubiquinone oxidoreductase 19 kDa subunit -1.27 
HK0003_D08 Unknown-193 -1.27 
utu01d07 Unknown-236 -1.27 
utu01h01 Unknown-239 -1.28 
utu01b01 Unknown-230 -1.28 
HK0001_H01 Acyl-Coenzyme A dehydrogenase, long chain, -1.28 
utu01d11 Unknown-237 -1.29 
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utu04d12 Unknown-269 -1.29 
HKT0001_H07 60S ribosomal protein L37a -1.29 
HK0003_F02 Unknown-195 -1.30 
EXOB2_A04 Hypothetical-fish 4 -1.30 
HK0002_D11 Myosin regulatory light chain MRCL2-1 -1.30 
utu04d03 Fish-egg lectin -1.31 
EXOB4_D02 Beta actin-2 -1.31 
est03e02 Hypothetical-fish 15 -1.32 
HK0002_H08 TATA-binding protein associated factor 2N -1.32 
EXOB3_E03 Unknown-114 -1.32 
HK0003_F10 Unknown-200 -1.32 
est02f02 Unknown-28 -1.32 
HK0003_E04 Hypothetical-fish 10 -1.32 
utu03h02 6-phosphofructokinase -1.32 
EXOB3_H01 Matrix metalloproteinase-13 -1.32 
EXOB3_D10 Na/K ATPase alpha subunit-1 -1.33 
EXOB2_E04 Unknown-97 -1.33 
HK0003_B03 Cytochrome c-2 -1.33 
HK0003_B05 FLJ14655 -1.34 
CA387513 Connective tissue growth factor -1.34 
utu01e12 Zinc finger protein 228 -1.34 
HK0003_F07 Unknown-198 -1.35 
ENH2_F09 Beta-2-microglobulin-1 -1.35 
HK0003_C07 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A0 -1.36 
utu04f08 Actin, alpha skeletal 5 -1.36 
HK0003_H02 Cathepsin L2   -1.37 
EXOB3_B12 Unknown-109 -1.37 
CA358998 Cysteine-rich protein 1 -1.37 
EST1-3A_D03 60S ribosomal protein L23 -1.37 
utu03c09 40S ribosomal protein S5 -1.37 
KVkm2_D09 14-3-3E1-1 -1.37 
utu04d02 Beta enolase-5 -1.37 
CA367787 Bax inhibitor-1 -1.38 
est01b05 Ribonuclease Ok2 -1.38 
HK0003_G10 Unknown-202 -1.38 
CA377007 Growth arrest and DNA-damage-inducible GADD45 gamma-1 -1.39 
HK0001_B08 Putative pre-mRNA splicing factor RNA helicase -1.40 
HK0003_F09 Unknown-199 -1.40 
CA371363 Glucose-6-phosphate isomerase-1 -1.40 
HK0002_H04 Unknown-179 -1.40 
F_122 ARP2/3 complex 21 kDa subunit   -1.41 
CA383795 Allograft inflammatory factor-1 -1.41 
HK0001_C06 Prostaglandin D synthase homolog -1.41 
EXOB2_H01 Unknown-100 -1.42 
est03h04 Epididymal secretory protein E1 -1.43 
EXOB3_F09 MHC class I heavy chain-1 -1.43 
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Hete0002_B07 Unknown-135 -1.43 
EST1-3A_F05 Heat shock 70 kDa protein 1 -1.43 
utu04d10 Unknown-268 -1.43 
utu04g05 40S ribosomal protein S9-3 -1.43 
HK0002_B09 Transgelin -1.44 
EXOB2_G09 Cytochrome c oxidase subunit I-2 -1.44 
KVkm2_D01 Vacuolar ATP synthase 16 kDa proteolipid subunit -1.45 
EXOB4_F03 Cathepsin S   -1.46 
EXOB2_C01 Cofilin, muscle isoform -1.47 
est03b03 Cathepsin C-2 -1.47 
utu01g11 Actin, alpha skeletal 3 -1.47 
EXOB1_C02 Unknown-83 -1.47 
utu01f04 Actin, alpha skeletal 2 -1.48 
EXOB4_C05 Galectin-1 -1.48 
EST1-3A_G09 Unknown-75 -1.48 
EXOB4_A08 Lysozyme g-3 -1.49 
EST1-3A_D01 Tissue factor pathway inhibitor 2 precursor -1.49 
KVkm2_D03 Nuclear protein 1 -1.50 
EXOB3_B01 Cathepsin C-3 -1.50 
utu02a08 Ubiquitin and ribosomal protein S27a-2 -1.51 
EXOB3_H05 Glucose-6-phosphate isomerase-2 -1.51 
HK0002_G11 Myristoylated alanine-rich protein kinase C substrate -1.51 
utu01f03 Unknown-238 -1.52 
HK0002_F03 Unknown-176 -1.52 
est04c10 Unknown-56 -1.52 
EXOB1_H08 ADP,ATP carrier protein 3 -1.53 
utu04e07 60S ribosomal protein L39 -1.53 
CA365039 CD63 -1.54 
EXOB2_A07 Unknown-91 -1.54 
HK0002_B07 Heat shock 70kDa protein 8 -1.54 
est04f01 Polyposis locus protein 1 -1.54 
HK0002_B06 Troponin T-3, fast skeletal muscle   -1.54 
est02f05 Cytochrome c oxidase subunit III-4 -1.54 
est01d01 Growth arrest and DNA-damage-inducible GADD45 alpha-1 -1.54 
EXOB4_E11 Annexin IV -1.55 
HK0002_G03 Histone H10 -1.56 
EST1-3A_B06 Ring finger protein 10 -1.57 
est01f01 DNA-binding protein inhibitor ID-1 -1.59 
CA351992 Growth arrest and DNA-damage-inducible protein alpha-2 -1.60 
HKT0001_H05 Cytochrome b-3 -1.60 
utu02b11 Collagen a3(I)-2 -1.60 
utu02b09 60S acidic ribosomal protein P0 -1.60 
utu03e09 Nebulin-1 -1.61 
est01e04 Adapter-related protein complex 1 sigma 1A subunit -1.61 
EXOB1_A06 ADP,ATP carrier protein T2 -1.62 
est03h09 Unknown-49 -1.62 
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HKT0001_H03 Microtubule-associated protein RP/EB -1.63 
HK0003_C02 Collagen alpha 1(I) chain-1 -1.64 
EXOB2_D07 Ependymin related protein-1 -1.64 
EXOB2_G12 Tolloid-like protein (nephrosin)-2 -1.67 
HK0002_A01 Unknown-163 -1.68 
est03g08 Cathepsin Z precursor -1.68 
est03d11 Unknown-42 -1.69 
est04e05 Glutathione peroxidase-gastrointestinal -1.69 
EXOB4_C11 High affinity immunoglobulin gamma Fc receptor I precursor -1.70 
utu04f06 Myosin heavy chain, skeletal, adult 1-2 -1.71 
EST1-3A_H06 Transcription factor jun-B-1 -1.73 
utu04c11 Collagen alpha 1(I) chain-2 -1.75 
EXOB2_G02 Profilin-1 -1.79 
EXOB2_H04 Unknown-101 -1.81 
est03b12 Secretory granule proteoglycan core protein -1.83 
HK0003_B12 Myosin light chain 1, skeletal muscle isoform -1.83 
utu01g10 Keratin, type II cytoskeletal 8 -1.84 
utu03e08 Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2 -1.85 
est04a04 Midkine precursor -1.87 
EXOB4_H04 Fructose-1,6-bisphosphatase isozyme 2 -1.89 
HKT0001_B03 Alpha 2 type I collagen-1 -1.90 
utu03h09 Unknown-262 -1.91 
est04h11 Iodotyrosine dehalogenase protein -1.94 
HK0002_D05 Parvalbumin alpha-1 -1.95 
EST1-3A_B03 Hypothetical-fish 44 -1.99 
HK0003_G01 Creatine kinase, M-2 -2.02 
est01e02 Thymosin beta-4-1 -2.03 
est01b09 Tolloid-like 2 protein (nephrosin) -2.03 
utu01h02 Cytochrome oxidase subunit III-3 -2.14 
HK0003_D01 Troponin C-1, skeletal muscle -2.15 
est02f12 Proteasome subunit beta type 9 precursor -2.18 
HK0002_D09 Prothymosin alpha -2.22 
ENH2_F03 Cathepsin K-1   -2.30 
HK0002_E12 Creatine kinase, M-2 -2.32 
utu02b07 Cytochrome c oxidase subunit II -2.35 
utu04a06 Creatine kinase, M-3 -2.42 
EXOB3_A04 Unknown-104 -2.44 
utu02f09 Myosin light chain 2-2 -2.46 
HK0001_E10 Myosin regulatory light chain 2, ventricular/cardiac muscle 

isoform   
-2.54 

utu01g04 Cytochrome oxidase subunit III-2 -2.55 
EXOB2_G01 Leukocyte cell-derived chemotaxin 2 -2.55 
est01e10 Tolloid-like protein (nephrosin)-1 -2.60 
est03c04 Matrix metalloproteinase-9 -2.70 
HST0001_C03 Plasminogen precursor-2 -2.72 
KVkm2_H10 Unknown-227 -2.76 
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CA348284 CCAAT/enhancer binding protein beta -3.05 
EXOB2_D05 Matrix metalloproteinase 9-2  -3.07 
est02f08 Serine protease-like protein-1 -3.21 
EST1-3A_A09 Serine protease-like protein-2 -3.25 
HK0003_C11 Tropomyosin alpha 3 chain-1 -3.34 
utu03e06 Parvalbumin alpha-3 -3.50 
CA370329 Lysozyme C precursor -3.90 
HK0003_C08 Parvalbumin alpha-2 -3.99 
utu04h11 Myosin light chain 2-2 -4.13 
utu02c02 Myosin heavy chain, skeletal, adult 1-1 -4.30 
Hete0002_A07 Metallothionein-IL -4.49 
HK0003_E07 Myosin light chain 2-1 -4.49 
HK0002_D07 Unknown-172 -5.04 
EXOB1_A03 Metallothionein A -5.05 
est01c04 Unknown-11 -6.17 
HK0002_F05 Myosin heavy chain, skeletal, fetal   -7.31 
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Lista de genes expresados diferencialmente (p<0.01) en el riñón cefálico de truchas sometidas a la 
forma atenuada del virus IHN (atIHNV) a las 72 horas de la infección. 
Se indican los valores de expresión sobre la expresión basal (FC, Fold Change). 
 

clon ID Nombre atIHNV FC 
est03e08 Hypothetical-fish 36 3.06 
CA343473 C3a anaphylatoxin chemotactic receptor 2.98 
EXOB2_G11 Stanniocalcin-1 2.93 
EXOB1_B02 Hypothetical-fish 34 2.84 
KVkm2_H07 Unknown-226 2.77 
EXOB3_A01 Unknown-103 2.73 
CA363723 Cyclin C 2.64 
EXOB4_H01 Unknown-132 2.63 
est04c02 Unknown-53 2.61 
HK0002_G04 Fructose-bisphosphate aldolase A 2.45 
EST1-3A_H03 Unknown-76 2.42 
CA358107 Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1 2.42 
CA378361 Ubiquitin ligase SIAH1 2.40 
HK0001_H12 Unknown-162 2.35 
CA342204 TNF receptor associated factor 3 2.33 
EST1-3A_H05 Adenosine deaminase 3 2.31 
est04f10 Hypothetical-fish 1 2.30 
KVkm2_H11 Unknown-228 2.30 
HKT0001_A11 Hypothetical-fish 11 2.28 
CA355893 DnaJ homolog subfamily B member 2 2.26 
EXOB4_B09 Macrophage receptor MARCO 2.22 
est01a07 Unknown-7 2.22 
est03f04 F-box/WD-repeat protein 11 2.22 
EXOB4_E09 Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase 2.19 
EST1-3A_G03 Unknown-74 2.18 
est02b02 PEST-containing nuclear protein 2.16 
P_19 glucocorticoid receptor (GCR) 2.14 
CA363978 Inhibitor of kappaB kinase gamma 2.13 
CA366489 Multidrug resistance protein 3-1 2.13 
est03c07 Ig kappa chain V-I region WEA 2.07 
EST1-3A_F09 Unknown-73 2.07 
EXOB3_A06 Programmed cell death 10 2.07 
EXOB1_F02 Transcription regulator protein BACH1 2.07 
EXOB3_H01 Matrix metalloproteinase-13 2.06 
est01h03 Galectin-3 binding protein 2.06 
CA378435 Protein phosphatase 2C delta isoform 2.05 
EXOB1_B03 Unknown-81 2.04 
HK0002_H10 Unknown-182 1.98 
HST0001_C03 Plasminogen precursor-2 1.96 
HKT0001_G11 Nucleoside diphosphate kinase 3 1.95 
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CA368716 Membrane-bound transcription factor site 2 protease 1.95 
P_7 Peptide methionine sulfoxide reductase   1.93 
CA351392 Guanine nucleotide exchange factor DBS 1.93 
CA384029 Chromobox protein homolog 4 1.90 
P_4 Myeloperoxidase  1.88 
Hete0002_C06 Hypothetical protein FLJ46057 1.86 
EXOB3_H07 Hypothetical-fish 6 1.85 
HST0001_F09 Alpha-1-microglobulin\/bikunin-2 1.83 
P_3 Epididymal secretory glutathione peroxidase   1.82 
HK0003_G05 Unknown-201 1.82 
P_10 Aryl hydrocarbon receptor  1.80 
KVkm2_A12 Unknown-220 1.79 
CA346979 MAPK/ERK kinase kinase 5-1 1.79 
est03e07 Unknown-43 1.79 
CA342760 47 kDa heat shock protein-2 1.79 
EST1-3A_F04 ReO_6-2 1.77 
CA387146 Mannosidase alpha 1.76 
CA384555 B-cell-specific coactivator OBF-1 1.76 
est03a05 Unknown-35 1.76 
est03f12 Chimeric AFGP/trypsinogen-like serine protease   1.74 
EXOB3_G01 Unknown-122 1.74 
CA363762 Cell death activator CIDE-B 1.74 
CA360187 G2/mitotic-specific cyclin B1 1.72 
CA357899 Death-associated protein kinase 3 1.71 
CA352381 Protein kinase C, alpha type 1.71 
EXOB2_D05 Matrix metalloproteinase 9-2  1.71 
KVkm2_H06 Hypothetical-fish 22 1.70 
est01c11 Succinate dehydrogenase [ubiquinone] mitochondrial 1.70 
est02a06 Axonal transporter of synaptic vesicles 1.69 
CA357173 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 2-2 1.68 
P_2 Catalase  1.68 
EXOB2_B09 Unknown-94 1.68 
est03c04 Matrix metalloproteinase-9 1.68 
EXOB3_F11 Ubiquitin-conjugating enzyme E2-18 kDa  1.68 
utu02g04 Glycogen phosphorylase-1 1.68 
EXOB3_A11 Unknown-107 1.68 
CA382570 Mitogen-activated protein kinase 13 1.67 
HK0002_H06 Unknown-180 1.67 
CA359043 NAD-dependent deacetylase sirtuin 5 1.66 
P_52 C2gamma (AhR gamma) 1.63 
EXOB1_A10 Unknown-80 1.62 
HK0001_C08 Galectin-9 (VHSV-induced protein)-3 1.62 
CA349577 Tyrosine-protein kinase FRK 1.61 
CA378736 Tyrosine-protein kinase BTK 1.61 
CA366403 Heat shock 27 kDa protein-1 1.61 
utu03g11 Hypothetical-fish 12 1.61 
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est04b11 Galectin-9 (VHSV-induced protein)-1 1.59 
est02g07 Ig mu heavy chain disease protein 1.56 
CA362833 Heterogenous nuclear ribonucleoprotein U 1.55 
CA376117 CD231 1.55 
est02g10 Unknown-31 1.55 
CA382425 B-cell translocation gene 1-2 1.55 
CA365208 C-C chemokine receptor type 6 1.54 
CA348325 BAG-family molecular chaperone regulator-4 1.53 
Hete0002_B09 Unknown-136 1.53 
CA381440 Double-stranded RNA-specific adenosine deaminase 1.53 
est04h08 ADP-ribosylation factor 3 1.53 
KVkm2_D11 Ubiquinol-cytochrome C reductase complex 11 kDa 

protein, mitochondrial precursor 
1.53 

EXOB4_D12 Hpa repeat-1 1.52 
CA342225 CARBONYL reductase 1.51 
CA359963 Homocysteine-responsive endoplasmic reticulum-resident 

ubiquitin-like domain member 1 protein 
1.51 

utu02g07 Glycogen phosphorylase-2 1.51 
CA384134 G1/S-specific cyclin D2 1.50 
CA368052 Myosin-like BCL2-interacting protein 1.50 
utu03e11 Troponin I, slow skeletal muscle 1.50 
EXOB4_A10 Unknown-126 1.49 
est03a11 ReO_6-1 1.48 
EXOB2_A02 Nucleoside diphosphate kinase, mitochondrial precursor 1.48 
P_53 Aryl hydrocarbon receptor 1.48 
CA373506 Selenoprotein P 1.47 
CA382259 Complement receptor 1-2 1.47 
EXOB1_G05 Unknown-89 1.47 
CA361724 Signal transducer and activator of transcription 3 1.47 
EXOB2_H07 WD-repeat containing protein Ciao 1 1.47 
EXOB2_H04 Unknown-101 1.46 
CA357217 Ubiquitin ligase protein CHFR 1.45 
CA377838 Mitogen activated protein kinase activated protein kinase-3 1.45 
CA349597 C-C chemokine receptor type 7 precursor 1.45 
Hete0002_C07 Unknown-139 1.44 
CA341859 Nuclear factor kappa-B, subunit 1 1.44 
EXOB2_G12 Tolloid-like protein (nephrosin)-2 1.44 
utu02e02 Tropomyosin alpha 3 chain-2 1.44 
CA384452 Heat shock protein HSP 90-alpha 1.44 
est04b04 Cytokeratin 8 1.43 
CA383564 Coatomer epsilon subunit 1   1.43 
CA366608 CASP8 and FADD-like apoptosis regulator precursor 1.42 
CA362691 N-myc downstream regulated protein-1 1.42 
est03c08 Hypothetical protein DKFZp434I209 1.42 
CA373850 Signal transducer and activator of transcription 1-alpha/beta 1.41 
CA382877 Fibronectin receptor beta 1.41 
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est02h12 Unknown-33 1.41 
EST1-3A_E05 Hpa repeat-2 1.41 
EXOB3_A03 SEC13-related protein 1.40 
utu03d06 Retinoic acid receptor responder 3-2 1.40 
est02b07 Unknown-24 1.40 
CA361342 Orphan nuclear receptor NR4A2 1.40 
CA375569 Serine/threonine-protein kinase Chk1 1.40 
EXOB1_C12 Hypothetical-fish 31 1.39 
est01a10 Unknown-9 1.39 
CA363983 Cell growth regulator with RING finger domain 1 1.39 
CA358266 T-cell, immune regulator 1, isoform a 1.39 
utu02d05 Unknown-242 1.39 
CA371001 Very-long-chain acyl-CoA synthetase 1.39 
utu03c02 Retinoic acid receptor responder 3-1 1.38 
est03g12 Nicotinamide mononucleotide adenylyltransferase 2 1.38 
EST1-3A_D05 Unknown-70 1.38 
CA376709 Protein activator of the interferon-induced protein kinase 1.38 
EXOB1_D07 Unknown-84 1.38 
CA368739 BCL2-associated athanogene 1 1.38 
est01h06 Unknown-21 1.38 
CA364621 RAC-alpha serine/threonine-protein kinase 1.37 
CA357413 Amyloid beta A4 protein precursor 1.37 
CA349350 Serum/glucocorticoid-regulated kinase 1.37 
HK0003_A01 Unknown-183 1.37 
CA380121 Telomerase reverse transcriptase 1.36 
EXOB2_E02 TAF1 RNA polymerase II, TATA box binding protein 1.36 
EXOB1_H05 Transposase-6 1.36 
est04b01 Similar to rRNA (Vangl2) 1.35 
CA358548 Polyadenylate-binding protein 4 1.35 
est04g11 Hypothetical protein FLJ90275 1.35 
HK0003_C01 Unknown-188 1.35 
CA387866 Arachidonate 5-lipoxygenase-2 1.34 
P_8 Glutathione reductase, mitochondrial-1  1.34 
est01b09 Tolloid-like 2 protein (nephrosin) 1.34 
EXOB2_H11 Glucose-6-phosphatase 1.34 
P_9 Glutathione S-transferase P   1.34 
KVkm2_C04 Unknown-221 1.34 
EXOB2_H01 Unknown-100 1.34 
P_54 VEGF4 1.34 
utu02e08 Nonhistone chromosomal protein HMG-14-1 1.33 
est04g12 Envelope protein 1.33 
CA380457 Aminopeptidase N 1.33 
CA367029 Rho guanine nucleotide exchange factor 5 1.33 
CA372588 Inhibitor of apoptosis protein 2 1.32 
est02a09 Gap junction alpha-3 protein 1.32 
CA342691 Lanosterol synthase 1.32 
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CA346849 Unc-13 homolog C  1.32 
EXOB3_E03 Unknown-114 1.32 
HK0003_G01 Creatine kinase, M-2 1.32 
est02f08 Serine protease-like protein-1 1.32 
est03b11 Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 A-1 1.32 
EST1-3A_A09 Serine protease-like protein-2 1.32 
utu02c08 Tripartite motif protein 25 1.32 
CA346925 Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 E 1.32 
utu03b10 Beta enolase-3 1.32 
est02f12 Proteasome subunit beta type 9 precursor 1.32 
CA353088 Cold-inducible RNA-binding protein-1 1.31 
est02a04 Protein-tyrosine phosphatase kappa precursor  1.31 
CA388591 Cyclin T2 1.31 
utu01h05 Troponin T-2, fast skeletal muscle   1.31 
P_49 HIF 1.31 
utu01f12 Troponin T-1, fast skeletal muscle 1.30 
Hete0002_E09 Transposase-56 1.30 
utu01d08 Bromodomain adjacent to zinc finger domain 2B 1.30 
HK0002_C04 Apolipoprotein E-2 1.30 
CA364711 Inhibitor of apoptosis protein 3 1.30 
EXOB3_H04 Transposase-1 1.29 
CA344206 A-kinase anchor protein 9 1.29 
utu03g08 Unknown-259 1.29 
HK0002_B04 Phospholemman precursor 1.29 
est02c11 Ubiquitin specific proteinase 53 1.28 
HK0002_D08 Unknown-173 1.28 
CA364370 Tumor necrosis factor receptor superfamily member 5 

precursor 
1.28 

CA344201 Peroxisomal targeting signal 2 receptor 1.28 
est02d12 Growth hormone inducible transmembrane-1 1.28 
est02b09 Unknown-25 1.28 
est01g12 Megakaryocyte stimulating factor 1.27 
CA363480 Aquaporin-CHIP 1.27 
CA387992 Heparanase 1.27 
EST1-3A_H08 Sp1 transcriptional activation factor 1.27 
est04f04 Unknown-60 1.27 
utu02h03 Proteasome subunit beta type 2 1.26 
CA377768 Phospholipase D1 1.26 
EXOB3_F07 Unknown-120 1.25 
CR_7 14-3-3 G1 1.25 
CA342227 Protein tyrosine kinase 2 beta 1.25 
CA384637 60 kDa heat shock protein-1 1.25 
CA387665 Cytochrome P450 2J2 1.25 
CA354056 Nucleolysin TIA-1 1.25 
utu03h09 Unknown-262 1.25 
CA373382 RING finger protein 4 1.24 
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est04a01 Unknown-50 1.24 
est02f02 Unknown-28 1.24 
CA368586 52 kDa repressor of the inhibitor of the protein kinase 1.24 
est01g08 Unknown-17 1.24 
EST1-3A_C04 Splicing factor, arginine/serine-rich 8 1.24 
CA354559 CD2 antigen cytoplasmic tail-binding protein 2 1.24 
CA352520 D-type cyclin-interacting protein 1 1.24 
CA384587 Transcription factor Dp-1 1.24 
CA366393 Mannan-binding lectin serine protease 2-1 1.23 
est03d09 Unknown-40 1.23 
EST1-3A_F12 Transposase-59 1.23 
EXOB1_F10 Suppressor of SWI4 1 homolog 1.23 
EXOB4_E01 Transposase-58 1.23 
est02f09 Unknown-30 1.23 
CA381625 Zinc finger protein 148 1.22 
EXOB1_B07 PRPF39 protein   1.22 
HST0001_G09 Unknown-218 1.22 
est02d04 ADP-ribosylation factor-like protein 7 1.22 
EXOB1_A01 Unknown-78 1.22 
CA372345 High density lipoprotein-binding protein 1.22 
EXOB4_C02 Unknown-127 1.22 
EXOB3_D03 Unknown-111 1.22 
utu03g02 Heat shock cognate 70 kDa 1.21 
Hete0002_B07 Unknown-135 1.21 
CA366462 Apoptosis regulator Bcl-X 1.21 
CA359487 Protein phosphatase methylesterase 1 1.21 
utu03g04 Myosin heavy chain, cardiac muscle beta isoform 1.21 
EXOB3_E09 N-myc downstream regulated protein-2 1.21 
est01h09 Unknown-22 1.21 
est04e04 MHC class 1b antigen 1.21 
ENH2_F09 Beta-2-microglobulin-1 1.21 
KVkm2_E07 Unknown-223 1.20 
utu01a03 40S ribosomal protein S3-1 1.20 
CA365040 FKBP12-rapamycin complex-associated protein 1.20 
CR_10 14-3-3 A1 1.20 
EXOB3_A12 Unknown-108 1.20 
CA365230 Peroxisomal acyl-coenzyme A thioester hydrolase 1 1.19 
CA363848 p53-regulated protein PA26 1.19 
EXOB2_H08 Unknown-102 1.19 
CA363438 Interferon-induced protein 44-3 1.19 
P_57 RIB700 1.19 
CA357820 Calponin 1 1.18 
utu01f04 Actin, alpha skeletal 2 1.18 
CA346488 p53-like transcription factor 1.18 
CA385359 Serum amyloid P-component-2 1.18 
utu04b08 Unknown-264 1.18 
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est03e09 Unknown-44 1.17 
KVkm2_D03 Nuclear protein 1 1.17 
utu03a02 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase-7 1.17 
est04f11 Translocon-associated protein, delta subunit precursor 1.17 
CA378908 Early growth response protein 2 1.17 
EXOB3_F12 Unknown-121 1.16 
est03f07 Transposase-4 1.16 
CA350930 Aryl sulfotransferase 2 1.16 
P_22 Glucose transporter type 1  1.16 
est04f07 Transposase-5 1.16 
est03h05 Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 A-2 1.15 
EXOB2_G07 Septin 10 1.15 
CA344820 Baculoviral IAP repeat-containing protein 2 1.14 
utu04h04 Thioredoxin-like protein p19 precursor 1.14 
utu02d01 Unknown-241 1.14 
P_47 cardiac peptide B 1.13 
CA361101 Regulator of G-protein signaling 1-2 1.11 
utu02c03 Protein phosphatase 2C gamma isoform 1.11 
EXOB2_D11 E3 ligase for inhibin receptor 1.11 
utu04c02 Unknown-265 1.11 
EST1-3A_G09 Unknown-75 -1.11 
EST1-3A_F10 14-3-3 B1-like -1.11 
EXOB3_D02 Eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1 -1.11 
utu03f12 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 14 -1.11 
est04f08 Telomerase-binding protein p23-1 -1.12 
CA388407 DnaJ homolog subfamily A member 2 -1.13 
EXOB1_B08 Unknown-82 -1.13 
EXOB4_D01 Deoxyribonuclease II-1 -1.13 
est01e06 Coronin-1B -1.14 
HK0002_B09 Transgelin -1.14 
EXOB4_E08 Cytochrome c oxidase subunit VIIa-related -1.14 
Hete0002_G07 Hypothetical-fish 40 -1.14 
HK0002_A12 NADH-ubiquinone oxidoreductase 15 kDa subunit -1.14 
utu04f01 40S ribosomal protein S9-2 -1.14 
CA354833 Anti-silencing function 1B -1.15 
HK0001_G12 Quinone oxidoreductase -1.15 
est01g04 5-aminolevulinate synthase -1.15 
EXOB2_B04 Syntenin 1 -1.16 
est04h11 Iodotyrosine dehalogenase protein -1.16 
utu04c11 Collagen alpha 1(I) chain-2 -1.16 
EXOB2_E07 Serine protease EOS -1.16 
EXOB2_C02 Hypothetical-fish 35 -1.16 
HK0003_H04 NADH-ubiquinone oxidoreductase 19 kDa subunit -1.16 
EST1-3A_C11 Cdk inhibitor p21 binding protein -1.16 
HKT0001_B03 Alpha 2 type I collagen-1 -1.17 
HK0003_C03 Unknown-189 -1.17 
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HK0001_H08 Gastrointestinal glutathione peroxidase 2 -1.17 
HST0001_C05 Cell division control protein 42 homolog -1.18 
KVkm2_A01 Unknown-219 -1.18 
CA366564 Huntingtin -1.19 
EXOB3_G05 Actin, cytoplasmic 2 -1.19 
EXOB3_G02 Organic anion transporter -1.19 
utu03c09 40S ribosomal protein S5 -1.19 
est02c06 Heat shock protein 75 kDa-2 -1.19 
est03d06 Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 2 -1.19 
utu04e07 60S ribosomal protein L39 -1.20 
CA381244 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase H -1.20 
EXOB1_H09 ATP synthase beta chain-1 -1.20 
HK0003_H02 Cathepsin L2   -1.20 
EXOB2_B12 RING finger protein 103 -1.20 
HK0003_E07 Myosin light chain 2-1 -1.20 
utu02g02 40S ribosomal protein S21 -1.20 
KVkm2_G09 Guanine nucleotide-binding protein beta subunit 2-like 1 -1.20 
HK0003_C08 Parvalbumin alpha-2 -1.21 
HK0002_F05 Myosin heavy chain, skeletal, fetal   -1.21 
EST1-3A_F01 Ependymin I -1.21 
HK0001_A11 Fumarate hydratase, mitochondrial precursor -1.21 
utu04e11 Hyaluronan and proteoglycan link protein 2 precursor -1.21 
EXOB2_E01 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1-2 -1.22 
HK0001_D01 Ubiquitin -1.22 
HK0003_F09 Unknown-199 -1.22 
ENH2_F03 Cathepsin K-1   -1.22 
HK0003_C10 Over-expressed breast tumor protein-like -1.22 
HK0002_H08 TATA-binding protein associated factor 2N -1.22 
CA373890 Heat shock protein HSP 90-beta-1 -1.22 
HK0003_C12 Unknown-191 -1.22 
EXOB3_H02 Unknown-123 -1.22 
EXOB2_D07 Ependymin related protein-1 -1.23 
CA365039 CD63 -1.23 
utu01b01 Unknown-230 -1.23 
utu03f06 Chromosome segregation 1-like protein -1.23 
EXOB4_D05 Hypothetical-fish 19 -1.23 
EXOB2_C10 Red cell acid phosphatase 1 -1.23 
EXOB3_D06 Unknown-112 -1.23 
HK0003_F05 28S ribosomal protein S16, mitochondrial precursor -1.23 
EXOB4_A03 Carbonic anhydrase -1.24 
HK0003_B05 FLJ14655 -1.24 
CA351800 Superoxide dismutase [Cu-Zn] -1.24 
EXOB2_F03 Nuclear cap binding protein subunit 2 -1.24 
EXOB4_H05 Unknown-133 -1.24 
HK0003_F10 Unknown-200 -1.24 
HK0002_F03 Unknown-176 -1.24 
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EXOB2_D09 GWSC6486 -1.24 
HK0003_D10 Hypothetical-fish 9 -1.24 
est02b08 Peroxiredoxin 1-2 -1.25 
utu01g11 Actin, alpha skeletal 3 -1.25 
utu04d03 Fish-egg lectin -1.25 
EXOB4_A01 Cytoplasmic dynein light chain -1.25 
EXOB4_H07 Beta-galactosidase-related protein -1.25 
CA381566 Programmed cell death protein 6 -1.25 
Hete0002_A06 40S ribosomal protein S11 -1.25 
HK0001_F01 Complement factor H-1   -1.25 
HK0003_E08 Unknown-194 -1.25 
utu01c08 Unknown-233 -1.25 
est04a04 Midkine precursor -1.26 
HK0003_C05 Unknown-190 -1.26 
utu02a12 Brain protein 44-like protein -1.26 
EXOB3_F08 60S ribosomal protein L10-1 -1.26 
EXOB2_E04 Unknown-97 -1.26 
utu01d06 Deoxyribonuclease gamma precursor -1.26 
EXOB4_H08 Alanine-glyoxylate aminotransferase 1 -1.26 
HK0003_B08 Unknown-186 -1.26 
EXOB2_C12 BCL2/adenovirus E1B protein-interacting protein 3 like -1.26 
utu03h02 6-phosphofructokinase -1.26 
EXOB3_E01 Na/K ATPase alpha subunit-2 -1.26 
HK0001_E07 Unknown-155 -1.26 
ENH2_B05 60S ribosomal protein L13a-acute pahse protein -1.27 
HK0001_F04 Elongation factor 1-beta (EF-1-beta) -1.27 
EXOB2_H02 Serine/arginine repetitive matrix 1 -1.27 
EXOB4_D09 Hypothetical-fish 7 -1.27 
utu04f11 40S ribosomal protein S3-2 -1.27 
EXOB3_G08 Fatty acid-binding protein-1 -1.27 
HK0001_F09 Unknown-157 -1.27 
EXOB4_G10 Keratin, type I cytoskeletal 9 -1.28 
HK0001_H01 Acyl-Coenzyme A dehydrogenase, long chain, -1.28 
EXOB4_F03 Cathepsin S   -1.28 
HK0001_E11 Hypothetical-fish 43 -1.28 
CA364424 Cyclophilin-40 -1.28 
ENH2_E05 40S ribosomal protein S29 -1.28 
HK0002_E09 Unknown-174 -1.28 
EXOB1_F08 Unknown-88 -1.29 
utu01c03 Unknown-232 -1.29 
EXOB2_F08 CDC10 protein homolog -1.29 
CA367764 Calmodulin-1 -1.29 
utu01b08 Unknown-231 -1.29 
HK0001_D05 Ubiquitin-like protein SMT3A-2 -1.29 
utu03e08 Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2 -1.30 
HK0002_G06 Unknown-177 -1.30 
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EXOB3_F05 Proteasome subunit alpha type 7-1 -1.30 
EXOB2_C01 Cofilin, muscle isoform -1.30 
EXOB3_D10 Na/K ATPase alpha subunit-1 -1.30 
HK0001_A02 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L -1.30 
EXOB4_E11 Annexin IV -1.30 
ENH2_B08 Splicing factor, arginine/serine-rich 3 -1.30 
utu01d11 Unknown-237 -1.31 
CA362758 Cyclophilin-2 -1.31 
utu03e05 Unknown-258 -1.32 
est01e02 Thymosin beta-4-1 -1.32 
F_126 DNA fragmentation factor 40 kDa subunit   -1.32 
CA374698 High-glucose-regulated protein 8 -1.32 
EST1-3A_B08 Unknown-67 -1.33 
EXOB3_E10 Unknown-117 -1.33 
HK0001_A03 Unknown-145 -1.33 
utu04g06 Unknown-270 -1.33 
HK0002_E04 39S ribosomal protein L45, mitochondrial precursor -1.33 
HK0003_F07 Unknown-198 -1.34 
ENH2_D07 Ribosomal protein L35-2 -1.34 
CR_1 14-3-3 B1 -1.34 
HK0003_C07 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A0 -1.35 
EXOB4_F05 Rab GDP dissociation inhibitor beta -1.35 
est02f04 Tubulin alpha-3 chain -1.35 
utu01d02 Unknown-235 -1.35 
HK0002_H11 Creatine kinase, B chain -1.35 
EXOB2_H06 High affinity immunoglobulin epsilon receptor alpha  -1.35 
HK0003_D06 Mitochondrial ribosomal protein L1 -1.35 
HK0001_A04 MIR-interacting saposin-like protein precursor -1.36 
HK0003_D02 Unknown-192 -1.36 
utu01f03 Unknown-238 -1.36 
ENH2_A03 60S ribosomal protein L15 -1.37 
Hete0002_G08 Ribosomal protein L35-3 -1.37 
utu01b12 40S ribosomal protein S9-1 -1.37 
EXOB3_E07 F-actin capping protein alpha-1 subunit -1.37 
utu04d10 Unknown-268 -1.38 
EXOB3_G04 Tyrosine-protein kinase HCK -1.38 
utu01e12 Zinc finger protein 228 -1.38 
EXOB3_A04 Unknown-104 -1.38 
HK0003_B03 Cytochrome c-2 -1.39 
est03a01 Methyl-CpG binding protein 3b -1.39 
HK0002_G10 T-cell receptor alpha chain V region HPB-MLT precursor -1.39 
utu01h01 Unknown-239 -1.40 
utu01e09 Embryonic alpha-type globin2+collagen alpha 2(1) -1.41 
EXOB1_B04 Beta actin-1 -1.41 
EXOB2_D01 Proteasome subunit alpha type 3 -1.41 
est04e05 Glutathione peroxidase-gastrointestinal -1.41 
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HK0003_C02 Collagen alpha 1(I) chain-1 -1.41 
HK0002_H04 Unknown-179 -1.41 
KVkm2_A09 60S ribosomal protein L35 -1.41 
CA361443 Nucleolysin TIAR -1.41 
EXOB3_C12 NADH-ubiquinone oxidoreductase 20 kDa subunit -1.42 
EXOB3_H08 Unknown-124 -1.42 
est03c10 Alanine-glyoxylate aminotransferase 2 -1.42 
EXOB1_D11 Dynein light chain 2, cytoplasmic -1.42 
HK0002_A01 Unknown-163 -1.43 
EXOB2_A09 60S ribosomal protein L5-2 -1.43 
EXOB1_E03 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 5 -1.43 
EXOB2_D04 Xaa-Pro dipeptidase -1.43 
EXOB1_C10 Cytochrome P450 2K4-2 -1.44 
HK0003_A10 Unknown-184 -1.44 
HK0002_B01 60S ribosomal protein L8 -1.45 
utu02a10 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase-3 -1.45 
EST1-3A_E06 60S ribosomal protein L5-1 -1.45 
EXOB2_B05 Hypothetical-fish 27 -1.46 
CA364941 Annexin A1-1 -1.46 
EXOB2_F01 Proteasome subunit alpha type 6 -1.47 
EXOB3_B02 Hyperosmotic protein 21 -1.47 
KVkm2_D08 60S ribosomal protein L18a -1.47 
HK0003_A04 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 6-2 -1.47 
EXOB2_B01 Nuclease sensitive element binding protein 1-1 -1.48 
HK0003_F03 Unknown-196 -1.48 
EXOB3_E11 Unknown-118 -1.48 
EXOB4_A07 T-complex protein 1, gamma subunit -1.49 
utu01a06 Unknown-229 -1.49 
EXOB2_A04 Hypothetical-fish 4 -1.49 
EXOB4_A08 Lysozyme g-3 -1.50 
EXOB3_B12 Unknown-109 -1.50 
EXOB1_A03 Metallothionein A -1.50 
EXOB4_B11 40S ribosomal protein S30 -1.50 
EXOB1_C06 Nucleolar protein Nop56-1 -1.51 
EXOB2_D06 NADH dehydrogenase subunit 5-1 -1.51 
CA358998 Cysteine-rich protein 1 -1.51 
EST1-3A_G02 NADH dehydrogenase subunit 2 -1.51 
EXOB3_G06 40S ribosomal protein S15-1 -1.51 
ENH2_B12 Ribosomal protein L35-1 -1.51 
EXOB2_A10 Unknown-92 -1.51 
HK0002_G02 Creatine kinase, sarcomeric mitochondrial precursor -1.54 
HK0002_G11 Myristoylated alanine-rich protein kinase C substrate -1.54 
CA344428 Glutathione peroxidase 4 -1.55 
est04d09 60S ribosomal protein L37 -1.56 
EXOB1_C04 40S ribosomal protein S14 (PRO2640) -1.56 
EST1-3A_F08 Heat shock protein HSP 90-beta-2 -1.56 
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EXOB3_B01 Cathepsin C-3 -1.57 
utu01c12 Heat shock cognate 71 kDa protein -1.57 
KVkm2_F06 60S ribosomal protein L32-1 -1.57 
utu04g03 Alpha 2 type I collagen-2 -1.58 
Hete0002_D05 Fatty acid-binding protein-2 -1.61 
EXOB1_G12 Thioredoxin -1.61 
ENH2_E07 Unknown-3 -1.62 
CA383222 G2/mitotic-specific cyclin B2 -1.63 
EXOB3_A08 Ribosomal protein L11   -1.63 
EXOB1_A06 ADP,ATP carrier protein T2 -1.64 
KVkm2_G01 60S ribosomal protein L32-2 -1.64 
HK0002_B02 60S ribosomal protein L35a-2 -1.65 
EXOB2_C04 Transposase-60 -1.66 
EXOB4_D02 Beta actin-2 -1.67 
EXOB1_C08 Eukaryotic initiation factor 4A-I -1.67 
EST1-3A_E09 Cold inducible RNA binding protein-2 -1.67 
CA364325 Peroxiredoxin 6 -1.67 
utu01d07 Unknown-236 -1.68 
HK0002_D09 Prothymosin alpha -1.70 
HKT0001_H06 60S ribosomal protein L18 -1.72 
EXOB4_C11 High affinity Ig gamma Fc receptor I precursor -1.73 
est04b10 Cytochrome P450 2K4-1 -1.73 
EXOB4_A11 Tubulin alpha-ubiquitous chain -1.73 
EST1-3A_F05 Heat shock 70 kDa protein 1 -1.74 
utu02h04 40S ribosomal protein S6 -1.75 
EXOB4_C05 Galectin-1 -1.76 
EST1-3A_D03 60S ribosomal protein L23 -1.77 
KVkm2_G04 60S ribosomal protein L32-3 -1.78 
EXOB3_A09 Hyperosmotic glycine rich protein -1.79 
EXOB1_H08 ADP,ATP carrier protein 3 -1.79 
HK0002_C07 60S ribosomal protein L17 -1.79 
HST0001_C04 Hemoglobin alpha chain -1.82 
EXOB2_C03 60S ribosomal protein L10-1 -1.82 
HK0002_F06 Histone 3A-ATP synthase F0 6 -1.83 
est03b12 Secretory granule proteoglycan core protein -1.83 
EXOB3_H12 Unknown-125 -1.83 
utu04c03 60S ribosomal protein L4 -1.84 
utu03b02 Ribosomal protein L6-2 -1.84 
Hete0002_G11 Hypothetical-fish 23 -1.85 
HKT0001_H07 60S ribosomal protein L37a -1.85 
HK0003_A03 Thymosin beta-4-2 -1.86 
EXOB4_B03 Ribosomal protein L36a-like-1 -1.86 
HK0001_H06 40S ribosomal protein S7 -1.86 
utu02a06 Collagen a3(I)-1 -1.87 
EXOB2_C05 Histone H2Ax -1.88 
Hete0002_E10 40S ribosomal protein S8 -1.88 
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EXOB4_F11 40S ribosomal protein S20 -1.90 
EXOB3_C04 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase-1 -1.91 
utu04g04 Ribosomal protein L36a-like-2 -1.91 
EXOB4_C10 Ubiquitin and ribosomal protein S27a-1 -1.92 
utu02h11 Ribosomal protein L13 -1.94 
utu01d01 60S acidic ribosomal protein P1 -1.97 
EXOB3_C07 60S ribosomal protein L7a-2 -1.97 
est04c07 Ferritin heavy chain-2 -1.97 
Hete0002_B08 Eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 3 -2.01 
EXOB3_F10 Nuclease sensitive element binding protein 1-2 -2.01 
utu01g04 Cytochrome oxidase subunit III-2 -2.04 
utu02a08 Ubiquitin and ribosomal protein S27a-2 -2.04 
utu01h02 Cytochrome oxidase subunit III-3 -2.04 
EXOB1_F01 60S ribosomal protein L35a-1 -2.07 
EXOB3_E04 60S ribosomal protein L14 -2.07 
est02a11 Ig kappa chain V-IV region B17-2 -2.07 
HK0002_B07 Heat shock 70kDa protein 8 -2.07 
EXOB2_B10 Hemoglobin beta chain -2.07 
HKT0001_H05 Cytochrome b-3 -2.08 
EXOB3_H05 Glucose-6-phosphate isomerase-2 -2.08 
est02f05 Cytochrome c oxidase subunit III-4 -2.09 
utu04g05 40S ribosomal protein S9-3 -2.10 
HK0001_A12 40S ribosomal protein S2 -2.11 
EXOB4_F02 Ribosomal protein S12 -2.12 
utu02b09 60S acidic ribosomal protein P0 -2.13 
KVkm2_D01 Vacuolar ATP synthase 16 kDa proteolipid subunit -2.13 
EXOB2_G02 Profilin-1 -2.13 
EXOB2_F12 60S ribosomal protein L7a-1 -2.13 
est02g11 Cytochrome c oxidase subunit I-1 -2.14 
HK0001_H03 60S ribosomal protein L26 -2.14 
HK0003_A12 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1-1 -2.16 
EXOB1_H12 NADH dehydrogenase subunit 4 -2.23 
HK0002_D07 Unknown-172 -2.24 
EXOB3_G03 60S acidic ribosomal protein P2 -2.31 
EXOB2_G09 Cytochrome c oxidase subunit I-2 -2.34 
HST0001_D04 Alpha-globin I-2 -2.37 
ENH2_H06 Unknown-5 -2.46 
est04c05 Ferritin heavy chain-1 -2.54 
P_46 ATPase 6  -2.56 
utu02b07 Cytochrome c oxidase subunit II -2.64 
KVkm2_H10 Unknown-227 -2.67 
EST1-3A_H07 Cytochrome b-1 -2.86 
est02h09 Nonhistone chromosomal protein HMG-17 -3.07 
CA370329 Lysozyme C precursor -3.08 
EXOB1_C02 Unknown-83 -3.44 
EXOB2_G01 Leukocyte cell-derived chemotaxin 2 -3.56 
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Lista de genes expresados diferencialmente (p<0.01) en el riñón cefálico de truchas sometidas a la 
forma activa del virus IHN a las 24 horas de la infección. 
Se indican los valores de expresión sobre la expresión basal (FC, Fold Change). 
 

clon ID Nombre IHNV FC 
CA343473 C3a anaphylatoxin chemotactic receptor 5.35 
est04c02 Unknown-53 4.26 
est02b02 PEST-containing nuclear protein 4.00 
EXOB3_A01 Unknown-103 3.91 
CA358107 Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1 3.69 
EXOB4_H01 Unknown-132 3.63 
HK0002_G04 Fructose-bisphosphate aldolase A 3.59 
EXOB1_B03 Unknown-81 3.59 
EXOB4_E09 Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase 3.55 
HK0003_G05 Unknown-201 3.43 
CA378361 Ubiquitin ligase SIAH1 3.43 
est04f10 Hypothetical-fish 1 3.41 
EST1-3A_G03 Unknown-74 3.40 
CA378435 Protein phosphatase 2C delta isoform 3.35 
HK0002_H10 Unknown-182 3.33 
EXOB1_F02 Transcription regulator protein BACH1 3.28 
est04b01 Similar to rRNA (Vangl2) 3.26 
EST1-3A_H05 Adenosine deaminase 3 3.21 
HK0001_H12 Unknown-162 3.05 
CA368716 Membrane-bound transcription factor site 2 protease 3.00 
EST1-3A_H03 Unknown-76 2.99 
CA351392 Guanine nucleotide exchange factor DBS 2.97 
EXOB4_B09 Macrophage receptor MARCO 2.95 
EXOB3_H07 Hypothetical-fish 6 2.92 
EXOB3_A06 Programmed cell death 10 2.88 
est04g12 Envelope protein 2.78 
EXOB1_B02 Hypothetical-fish 34 2.78 
est03e08 Hypothetical-fish 36 2.76 
HK0002_H06 Unknown-180 2.74 
CA384029 Chromobox protein homolog 4 2.73 
KVkm2_A12 Unknown-220 2.72 
EXOB3_A03 SEC13-related protein 2.68 
EXOB1_H05 Transposase-6 2.65 
CA342204 TNF receptor associated factor 3 2.64 
KVkm2_H11 Unknown-228 2.58 
CA366489 Multidrug resistance protein 3-1 2.57 
est03f04 F-box/WD-repeat protein 11 2.55 
CA366403 Heat shock 27 kDa protein-1 2.49 
CA357820 Calponin 1 2.48 
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CA357173 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 2-2 2.43 
EST1-3A_F04 ReO_6-2 2.34 
EXOB2_G11 Stanniocalcin-1 2.32 
P_4 Myeloperoxidase  2.32 
P_19 glucocorticoid receptor (GCR) 2.23 
CA355893 DnaJ homolog subfamily B member 2 2.22 
CA363978 Inhibitor of kappaB kinase gamma 2.21 
est02a06 Axonal transporter of synaptic vesicles 2.19 
est01a07 Unknown-7 2.15 
KVkm2_H10 Unknown-227 2.12 
HK0001_D12 Estrogen-responsive B box protein 2.11 
EXOB3_H02 Unknown-123 2.10 
CA363762 Cell death activator CIDE-B 2.08 
HST0001_F09 Alpha-1-microglobulin\/bikunin-2 2.08 
CA387146 Mannosidase alpha 2.07 
CA376117 CD231 2.04 
EXOB1_D03 5'-3' exoribonuclease 2 2.04 
Hete0002_E09 Transposase-56 2.04 
est02f02 Unknown-28 2.00 
EXOB3_H04 Transposase-1 1.99 
P_3 Epididymal secretory glutathione peroxidase   1.97 
HK0002_C04 Apolipoprotein E-2 1.97 
CA363723 Cyclin C 1.95 
utu04e11 Hyaluronan and proteoglycan link protein 2 precursor 1.94 
est03d11 Unknown-42 1.94 
HK0002_E09 Unknown-174 1.93 
est01f09 High-mobility group protein 2-like 1 1.92 
EXOB1_A01 Unknown-78 1.92 
HK0003_E06 DnaJ homolog subfamily C member 9 1.91 
EXOB3_E10 Unknown-117 1.90 
utu03a02 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase-7 1.88 
HK0001_C01 Dermatan-4-sulfotransferase-1-2 1.87 
P_7 Peptide methionine sulfoxide reductase   1.87 
EXOB3_G01 Unknown-122 1.84 
EXOB3_F12 Unknown-121 1.83 
HK0001_E07 Unknown-155 1.83 
EXOB3_F04 Unknown-119 1.82 
EST1-3A_D05 Unknown-70 1.82 
EXOB1_E12 Serine protease-like protein-3 1.81 
CA378736 Tyrosine-protein kinase BTK 1.81 
CA353121 GRB2-related adaptor protein 2 1.81 
utu01e12 Zinc finger protein 228 1.80 
utu03g11 Hypothetical-fish 12 1.80 
HK0001_D09 Cytochrome P450 2F1 1.79 
EXOB1_A07 Unknown-79 1.79 
EST1-3A_E07 Unknown-72 1.78 
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EXOB2_B05 Hypothetical-fish 27 1.78 
CA342227 Protein tyrosine kinase 2 beta 1.77 
HK0002_C03 Unknown-168 1.76 
CA354833 Anti-silencing function 1B 1.76 
HK0001_C04 Unknown-150 1.75 
utu01h01 Unknown-239 1.75 
utu01c03 Unknown-232 1.74 
utu01b05 Gamma crystallin B-1 1.74 
HK0003_E08 Unknown-194 1.74 
EXOB4_B01 Transferrin 1.74 
HK0003_F04 Unknown-197 1.73 
HK0002_B04 Phospholemman precursor 1.73 
HK0001_C06 Prostaglandin D synthase homolog 1.72 
utu02f06 Unknown-244 1.72 
EXOB1_E09 Transposase-57 1.71 
HK0002_H08 TATA-binding protein associated factor 2N 1.71 
HK0003_C03 Unknown-189 1.70 
EXOB1_F10 Suppressor of SWI4 1 homolog 1.70 
CA381440 Double-stranded RNA-specific adenosine deaminase 1.69 
CA359043 NAD-dependent deacetylase sirtuin 5 1.68 
EXOB4_E01 Transposase-58 1.68 
HK0003_D10 Hypothetical-fish 9 1.66 
EXOB3_H08 Unknown-124 1.66 
utu03f06 Chromosome segregation 1-like protein 1.65 
HK0002_B06 Troponin T-3, fast skeletal muscle   1.65 
CA342760 47 kDa heat shock protein-2 1.65 
HK0002_B09 Transgelin 1.65 
HK0003_D01 Troponin C-1, skeletal muscle 1.65 
EST1-3A_F09 Unknown-73 1.65 
CA372345 High density lipoprotein-binding protein 1.64 
EXOB1_D10 Unknown-85 1.64 
EXOB2_H10 Leukotriene A-4 hydrolase 1.63 
CA363944 Nuclear factor NF-kappa-B 1.63 
CA341859 Nuclear factor kappa-B, subunit 1 1.63 
HK0002_C02 Chromosome-associated kinesin KIF4A 1.62 
utu04d04 Actin, alpha skeletal 4 1.61 
HK0001_D10 Coagulation factor X precursor 1.61 
utu02h05 Unknown-247 1.61 
CA386429 Calcium homeostasis endoplasmic reticulum protein 1.61 
EXOB3_F11 Ubiquitin-conjugating enzyme E2-18 kDa  1.61 
EXOB3_E06 Unknown-115 1.60 
CA365505 Retinoblastoma-like protein 1 1.59 
est04c06 Unknown-54 1.59 
HK0001_C09 Unknown-151 1.58 
F_126 DNA fragmentation factor 40 kDa subunit   1.58 
HK0003_B01 Unknown-185 1.58 
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HK0003_F03 Unknown-196 1.58 
EXOB3_F07 Unknown-120 1.57 
EST1-3A_G09 Unknown-75 1.57 
EST1-3A_E05 Hpa repeat-2 1.57 
P_8 Glutathione reductase, mitochondrial-1  1.55 
EXOB2_A04 Hypothetical-fish 4 1.55 
utu01d02 Unknown-235 1.54 
est03e07 Unknown-43 1.54 
HK0003_C12 Unknown-191 1.52 
utu01b08 Unknown-231 1.52 
utu01f04 Actin, alpha skeletal 2 1.52 
HK0002_C06 Unknown-169 1.52 
P_2 Catalase  1.51 
EST1-3A_C12 Coronin-1C 1.50 
HK0002_A12 NADH-ubiquinone oxidoreductase 15 kDa subunit 1.50 
ENH2_F04 Unknown-4 1.50 
utu02d06 Unknown-243 1.50 
HKT0001_A11 Hypothetical-fish 11 1.49 
Hete0002_C06 Hypothetical protein FLJ46057 1.48 
utu03h06 Unknown-260 1.48 
P_57 RIB700 1.48 
P_10 Aryl hydrocarbon receptor  1.47 
CA359963 Homocysteine-responsive endoplasmic reticulum-resident ubiq-

uitin-like domain member 1 protein 
1.47 

HK0001_D05 Ubiquitin-like protein SMT3A-2 1.47 
est01h06 Unknown-21 1.47 
CA373890 Heat shock protein HSP 90-beta-1 1.47 
utu01b01 Unknown-230 1.46 
EXOB1_C12 Hypothetical-fish 31 1.46 
CA349577 Tyrosine-protein kinase FRK 1.46 
HK0003_C02 Collagen alpha 1(I) chain-1 1.45 
HK0002_G11 Myristoylated alanine-rich protein kinase C substrate 1.45 
EXOB1_H11 Hypothetical-fish 18 1.45 
EXOB2_F07 T-cell lymphoma associated antigen se33-1 1.45 
HK0003_F07 Unknown-198 1.45 
EXOB4_G09 Histone H14 1.44 
EXOB3_H12 Unknown-125 1.44 
EXOB3_H01 Matrix metalloproteinase-13 1.44 
CA363935 BCL2/adenovirus E1B 19-kDa protein-interacting protein 2 1.44 
est01a10 Unknown-9 1.43 
KVkm2_H07 Unknown-226 1.43 
P_17 Nitric oxide synthase 2 (NOS2) 1.42 
utu02c12 Unknown-240 1.42 
HK0003_C07 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A0 1.42 
CA346979 MAPK/ERK kinase kinase 5-1 1.42 
CA384452 Heat shock protein HSP 90-alpha 1.42 
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CR_2 14-3-3 B2 1.42 
CA367029 Rho guanine nucleotide exchange factor 5 1.41 
est03c07 Ig kappa chain V-I region WEA 1.41 
CA354056 Nucleolysin TIA-1 1.41 
est03a04 Transposase-3 1.41 
EXOB4_H07 Beta-galactosidase-related protein 1.41 
CA384134 G1/S-specific cyclin D2 1.41 
CA357899 Death-associated protein kinase 3 1.40 
HK0003_B09 Complement factor H-2   1.40 
HK0001_F01 Complement factor H-1   1.40 
est03h05 Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 A-2 1.40 
utu01c08 Unknown-233 1.40 
KVkm2_F02 SAC2 suppressor of actin mutations 2-like 1.40 
CA357217 Ubiquitin ligase protein CHFR 1.40 
EXOB1_G05 Unknown-89 1.40 
P_49 HIF 1.39 
EXOB1_B07 PRPF39 protein   1.39 
CA353088 Cold-inducible RNA-binding protein-1 1.38 
est04b11 Galectin-9 (VHSV-induced protein)-1 1.38 
est04a05 Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 1 1.38 
HK0003_H12 Unknown-203 1.38 
CA357761 Galectin-3 1.37 
EST1-3A_F07 Echinoderm microtubule-associated protein-like 4 1.37 
P_54 VEGF4 1.37 
CA384555 B-cell-specific coactivator OBF-1 1.37 
est01g12 Megakaryocyte stimulating factor 1.36 
est03d06 Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 2 1.35 
est02h12 Unknown-33 1.35 
est03g05 Unknown-46 1.35 
HK0002_H09 Unknown-181 1.35 
EST1-3A_C08 Translin 1.35 
P_53 Aryl hydrocarbon receptor 1.35 
CA387854 Apoptosis inhibitor 5 1.35 
CA380121 Telomerase reverse transcriptase 1.34 
utu01g11 Actin, alpha skeletal 3 1.34 
CA369440 NAD(P)H menadione oxidoreductase 1, dioxin-inducible 1.34 
EXOB2_H02 Serine/arginine repetitive matrix 1 1.34 
HK0001_C08 Galectin-9 (VHSV-induced protein)-3 1.33 
CA380746 Agrin 1.33 
CA386899 Astrocytic phosphoprotein PEA-15 1.33 
KVkm2_C10 Mothers against decapentaplegic homolog 7 1.33 
est03e10 Putative inorganic polyphosphate/ATP-NAD kinase 1.33 
EXOB2_H11 Glucose-6-phosphatase 1.32 
utu04g06 Unknown-270 1.32 
EST1-3A_H08 Sp1 transcriptional activation factor 1.32 
CA366393 Mannan-binding lectin serine protease 2-1 1.32 
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CA358548 Polyadenylate-binding protein 4 1.32 
est04e06 Caspase recruitment domain protein 4 1.32 
est01f03 Deltex protein 1 1.31 
HK0003_F05 28S ribosomal protein S16, mitochondrial precursor 1.31 
EXOB2_E04 Unknown-97 1.31 
CA363983 Cell growth regulator with RING finger domain 1 1.31 
HK0003_A04 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 6-2 1.31 
EXOB3_F10 Nuclease sensitive element binding protein 1-2 1.30 
EXOB2_B06 Unknown-93 1.30 
HK0002_F03 Unknown-176 1.30 
CA378743 Fibronectin precursor 1.30 
EXOB4_D12 Hpa repeat-1 1.30 
EXOB4_C02 Unknown-127 1.30 
CA347565 Semaphorin sem2 1.29 
CA366892 Unc-112 related protein 2 1.29 
EXOB3_C10 G1/S-specific cyclin E1 1.29 
EXOB3_B08 Hypothetical-fish 5 1.28 
CA371052 Cyclin A2 1.28 
HK0001_B07 Ovarian fibroin-like substance-2 1.28 
est01c11 Succinate dehydrogenase [ubiquinone] mitochondrial 1.28 
CA375569 Serine/threonine-protein kinase Chk1 1.28 
HK0003_F02 Unknown-195 1.28 
EXOB2_H07 WD-repeat containing protein Ciao 1 1.28 
CA361232 Dual specificity protein phosphatase 5 1.28 
CA346925 Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 E 1.28 
KVkm2_E07 Unknown-223 1.28 
CA352454 Semaphorin 4D 1.28 
EXOB3_A07 Unknown-105 1.27 
CA387866 Arachidonate 5-lipoxygenase-2 1.27 
est03b11 Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 A-1 1.27 
CA385359 Serum amyloid P-component-2 1.27 
EXOB3_A05 WD-repeat containing protein Ciao 1 1.27 
HK0003_D08 Unknown-193 1.26 
CA373506 Selenoprotein P 1.26 
EXOB1_H01 Hypothetical-fish 42 1.26 
HKT0001_G11 Nucleoside diphosphate kinase 3 1.26 
EST1-3A_A01 Cytosolic nonspecific dipeptidase 1.26 
CR_7 14-3-3 G1 1.26 
EST1-3A_C04 Splicing factor, arginine/serine-rich 8 1.25 
HK0003_A10 Unknown-184 1.25 
EXOB2_B11 D-dopachrome tautomerase 1.25 
EXOB1_B09 Ribonucleoside-diphosphate reductase large subunit 1.25 
CA346849 Unc-13 homolog C  1.24 
CA361342 Orphan nuclear receptor NR4A2 1.24 
CA383564 Coatomer epsilon subunit 1   1.24 
EST1-3A_A07 Unknown-64 1.24 
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CA365208 C-C chemokine receptor type 6 1.23 
KVkm2_C04 Unknown-221 1.23 
HK0001_F04 Elongation factor 1-beta (EF-1-beta) 1.22 
EXOB4_A07 T-complex protein 1, gamma subunit 1.22 
CA371435 Vasopressin-activated calcium-mobilizing receptor 1.22 
HK0003_A11 Apolipoprotein A-I-1 1.20 
CA358266 T-cell, immune regulator 1, isoform a 1.20 
CA362134 T-cell leukemia virus enhancer factor 1.20 
est04a01 Unknown-50 1.20 
CA388006 MAPK/ERK kinase 6 1.19 
EST1-3A_D11 Unknown-71 1.19 
CA359048 Ran-binding protein 2 1.19 
CR_10 14-3-3 A1 1.19 
utu02g04 Glycogen phosphorylase-1 1.19 
EXOB1_E10 Unknown-87 1.19 
CA365100 Delta-6 fatty acid desaturase 1.18 
HK0001_F09 Unknown-157 1.17 
CA356454 Guanine nucleotide exchange factor 1.17 
HKT0001_D01 Unknown-205 1.16 
CA382570 Mitogen-activated protein kinase 13 1.16 
est04f03 Unknown-59 1.16 
EXOB2_D09 GWSC6486 1.16 
HK0001_E06 Transposase-2 1.15 
EST1-3A_E12 Hypothetical-fish 3 1.15 
HK0001_B10 Unknown-148 1.15 
CA375099 BCL2-associated athanogene 2 1.14 
EXOB2_F08 CDC10 protein homolog 1.14 
est04e07 Splicing factor, arginine/serine-rich 12-1 1.13 
CA351800 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 1.12 
est02c03 Hypothetical UPF0193 protein EVG1 1.11 
CA376350 Serum amyloid P-component-1 1.09 
CA373759 Lymphocyte antigen 75 1.08 
CA342145 RNA binding motif protein 4 -1.12 
utu02h08 Glutathione S-transferase P-2 -1.15 
est04e08 Malate dehydrogenase, cytoplasmic -1.16 
utu03h03 Nuclear RNA helicase -1.16 
Hete0002_E07 Phosphoenolpyruvate carboxykinase-Embryonic beta-type glo-

bin2 
-1.16 

est04d01 Nuclear antigen H731 -1.16 
est04a08 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2 -1.17 
est04f12 Hypothetical-fish 2 -1.18 
utu01a06 Unknown-229 -1.19 
EXOB4_F04 Unknown-129 -1.20 
CA370369 Heat shock protein cognate 40 -1.20 
CA364325 Peroxiredoxin 6 -1.20 
CA350741 Cdc45 -1.20 
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EXOB3_G03 60S acidic ribosomal protein P2 -1.20 
EXOB3_G09 Ornithine decarboxylase antizyme-2 -1.20 
CA349350 Serum/glucocorticoid-regulated kinase -1.21 
EXOB4_G02 Galectin-9 (VHSV-induced protein)-2 -1.21 
CA382425 B-cell translocation gene 1-2 -1.21 
est01b05 Ribonuclease Ok2 -1.22 
HK0002_E11 Calpain 2, large [catalytic] subunit precursor -1.22 
utu04b09 Complement factor H-3   -1.24 
CA349860 ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit -1.24 
utu01h05 Troponin T-2, fast skeletal muscle   -1.24 
CA345105 Aldehyde dehydrogenase 7 -1.24 
utu04d02 Beta enolase-5 -1.24 
P_46 ATPase 6  -1.24 
CA384637 60 kDa heat shock protein-1 -1.25 
est01g04 5-aminolevulinate synthase -1.25 
HK0003_H04 NADH-ubiquinone oxidoreductase 19 kDa subunit -1.26 
utu03g10 Cathepsin D   -1.26 
est02a08 Lipin 2 -1.27 
utu03c09 40S ribosomal protein S5 -1.27 
est03f09 NADH-ubiquinone oxidoreductase 49 kDa subunit, 

mitochondrial precursor 
-1.27 

est04d04 Unknown-57 -1.28 
CA373525 Cytochrome B-245 heavy chain-2 -1.28 
est01e09 Seryl-tRNA synthetase -1.29 
est01e05 Glutathione S-transferase, mitochondrial -1.29 
EXOB2_C10 Red cell acid phosphatase 1 -1.29 
HK0003_A12 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1-1 -1.29 
HK0003_C11 Tropomyosin alpha 3 chain-1 -1.29 
CA371001 Very-long-chain acyl-CoA synthetase -1.30 
est02e04 Membrane associated progesterone receptor component 2 -1.30 
utu02b04 Troponin C-2, skeletal muscle -1.30 
utu04c11 Collagen alpha 1(I) chain-2 -1.30 
CA380028 StAR-related lipid transfer protein 3 -1.30 
CA387513 Connective tissue growth factor -1.30 
EXOB4_B11 40S ribosomal protein S30 -1.31 
HK0001_D07 Unknown-153 -1.31 
EXOB1_F01 60S ribosomal protein L35a-1 -1.31 
EXOB4_F10 Transcobalamin I precursor -1.32 
CA350333 Ras activator RasGRP -1.32 
HK0002_B02 60S ribosomal protein L35a-2 -1.32 
EXOB1_E04 Ubiquitin-like protein SMT3A-1 -1.32 
est03h09 Unknown-49 -1.32 
EST1-3A_F08 Heat shock protein HSP 90-beta-2 -1.33 
EST1-3A_G07 COP9 signalosome complex subunit 6 -1.34 
utu01f03 Unknown-238 -1.34 
utu04b04 Hypothetical-fish 32 -1.35 
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est04a04 Midkine precursor -1.35 
HK0001_F05 Unknown-156 -1.35 
KVkm2_F06 60S ribosomal protein L32-1 -1.35 
est01g07 Proteasome activator complex subunit 2 -1.35 
EXOB3_E08 Unknown-116 -1.36 
EXOB1_D11 Dynein light chain 2, cytoplasmic -1.36 
EXOB2_E03 14-3-3B1  -1.36 
CA371363 Glucose-6-phosphate isomerase-1 -1.37 
HK0002_C07 60S ribosomal protein L17 -1.38 
CA388461 NF-kappaB inhibitor alpha-3 -1.39 
EXOB2_A09 60S ribosomal protein L5-2 -1.39 
utu03d10 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase-5 -1.39 
EXOB3_G04 Tyrosine-protein kinase HCK -1.39 
EXOB2_E01 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1-2 -1.39 
EXOB2_B04 Syntenin 1 -1.40 
CA368961 78 kDa glucose-regulated protein precursor -1.40 
est02e09 Ig heavy chain V-III region HIL -1.40 
CA368739 BCL2-associated athanogene 1 -1.40 
EXOB2_B01 Nuclease sensitive element binding protein 1-1 -1.41 
EXOB4_A11 Tubulin alpha-ubiquitous chain -1.41 
est02f06 Unknown-29 -1.42 
CA377672 Defender against cell death 1 -1.42 
est04f07 Transposase-5 -1.42 
est02d09 Basic leucine-zipper protein BZAP45-1 -1.43 
est01c06 ADP-ribosylation factor 4 -1.43 
EXOB2_D04 Xaa-Pro dipeptidase -1.43 
utu02a06 Collagen a3(I)-1 -1.43 
HKT0001_C09 Malate dehydrogenase, mitochondrial-1 -1.44 
CA345232 Similar to GTP-binding protein ragB -1.44 
HK0002_B10 B-cell receptor-associated protein BAP37-2 -1.44 
EXOB4_E11 Annexin IV -1.44 
est02a09 Gap junction alpha-3 protein -1.45 
CA371300 Acid ceramidase precursor -1.45 
est04f08 Telomerase-binding protein p23-1 -1.46 
CA381566 Programmed cell death protein 6 -1.46 
HKT0001_H06 60S ribosomal protein L18 -1.46 
KVkm2_D01 Vacuolar ATP synthase 16 kDa proteolipid subunit -1.46 
CR_5 14-3-3 E1 -1.47 
EXOB2_E10 Adenosine kinase 3 -1.47 
est01e02 Thymosin beta-4-1 -1.47 
est02c08 Nicotinamide riboside kinase 2 -1.48 
EXOB3_A11 Unknown-107 -1.48 
Hete0002_G11 Hypothetical-fish 23 -1.48 
EXOB4_F08 Glyoxylate reductase/hydroxypyruvate reductase -1.49 
EXOB3_C04 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase-1 -1.49 
utu03g04 Myosin heavy chain, cardiac muscle beta isoform -1.50 
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est02f12 Proteasome subunit beta type 9 precursor -1.50 
EXOB2_C01 Cofilin, muscle isoform -1.50 
HST0001_C07 Unknown-213 -1.50 
HKT0001_H07 60S ribosomal protein L37a -1.50 
EXOB4_B03 Ribosomal protein L36a-like-1 -1.50 
CA379787 Cyclin G1 -1.50 
EXOB1_C02 Unknown-83 -1.50 
EST1-3A_C11 Cdk inhibitor p21 binding protein -1.51 
CA359569 Voltage-dependent anion-selective channel protein 1 -1.51 
EXOB4_E04 Elongation factor 1-beta -1.51 
CA383795 Allograft inflammatory factor-1 -1.51 
ENH2_B05 60S ribosomal protein L13a-acute pahse protein -1.52 
EXOB1_H12 NADH dehydrogenase subunit 4 -1.53 
HK0003_G01 Creatine kinase, M-2 -1.54 
utu03h02 6-phosphofructokinase -1.54 
utu01c12 Heat shock cognate 71 kDa protein -1.54 
HKT0001_G12 Malate dehydrogenase, mitochondrial-2 -1.55 
EXOB3_C07 60S ribosomal protein L7a-2 -1.55 
EXOB3_G06 40S ribosomal protein S15-1 -1.56 
est04h11 Iodotyrosine dehalogenase protein -1.56 
HK0003_E07 Myosin light chain 2-1 -1.56 
EST1-3A_B03 Hypothetical-fish 44 -1.56 
CA347646 GrpE protein homolog 1, mitochondrial precursor -1.56 
F_122 ARP2/3 complex 21 kDa subunit   -1.57 
EXOB3_F08 60S ribosomal protein L10-1 -1.57 
utu02e04 ATP synthase coupling factor 6, mitochondrial precursor -1.58 
utu02g02 40S ribosomal protein S21 -1.58 
utu04f06 Myosin heavy chain, skeletal, adult 1-2 -1.60 
EST1-3A_A12 Unknown-65 -1.61 
P_47 cardiac peptide B -1.61 
EXOB1_C08 Eukaryotic initiation factor 4A-I -1.62 
est03b03 Cathepsin C-2 -1.62 
EXOB1_B04 Beta actin-1 -1.63 
KVkm2_A01 Unknown-219 -1.63 
EXOB4_G12 Unknown-131 -1.64 
EXOB4_F03 Cathepsin S   -1.65 
CA344428 Glutathione peroxidase 4 -1.65 
utu03b02 Ribosomal protein L6-2 -1.66 
ENH2_B12 Ribosomal protein L35-1 -1.68 
CA362691 N-myc downstream regulated protein-1 -1.69 
ENH2_B08 Splicing factor, arginine/serine-rich 3 -1.70 
utu02a10 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase-3 -1.73 
CA367764 Calmodulin-1 -1.73 
EXOB3_B01 Cathepsin C-3 -1.74 
EST1-3A_H07 Cytochrome b-1 -1.74 
ENH2_F10 ATP synthase lipid-binding protein -1.75 
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EXOB2_G12 Tolloid-like protein (nephrosin)-2 -1.75 
KVkm2_D08 60S ribosomal protein L18a -1.77 
EXOB3_H05 Glucose-6-phosphate isomerase-2 -1.77 
EXOB3_D10 Na/K ATPase alpha subunit-1 -1.77 
Hete0002_E10 40S ribosomal protein S8 -1.78 
CA370661 Barrier-to-autointegration factor -1.78 
utu02h04 40S ribosomal protein S6 -1.79 
HK0001_E10 Myosin regulatory light chain 2, ventricular/cardiac muscle 

isoform   
-1.80 

HK0002_G02 Creatine kinase, sarcomeric mitochondrial precursor -1.82 
HK0003_A03 Thymosin beta-4-2 -1.84 
est02f08 Serine protease-like protein-1 -1.84 
est01d09 Selenoprotein T-1 -1.84 
EXOB1_E03 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 5 -1.85 
utu02b09 60S acidic ribosomal protein P0 -1.86 
utu04a06 Creatine kinase, M-3 -1.87 
ENH2_A03 60S ribosomal protein L15 -1.87 
EXOB4_C11 High affinity immunoglobulin gamma Fc receptor I precursor -1.88 
EXOB2_H01 Unknown-100 -1.89 
utu03e06 Parvalbumin alpha-3 -1.89 
EXOB2_A07 Unknown-91 -1.90 
HK0001_A12 40S ribosomal protein S2 -1.91 
EXOB3_B12 Unknown-109 -1.92 
EXOB1_A06 ADP,ATP carrier protein T2 -1.92 
utu03h09 Unknown-262 -1.93 
HK0002_G03 Histone H10 -1.93 
EXOB2_D05 Matrix metalloproteinase 9-2  -1.93 
est04f01 Polyposis locus protein 1 -1.95 
utu01e09 Embryonic alpha-type globin2+collagen alpha 2(1) -1.96 
EST1-3A_E06 60S ribosomal protein L5-1 -1.96 
HK0001_H03 60S ribosomal protein L26 -2.00 
utu03e08 Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2 -2.01 
est01b09 Tolloid-like 2 protein (nephrosin) -2.05 
EXOB2_C03 60S ribosomal protein L10-1 -2.08 
utu01g04 Cytochrome oxidase subunit III-2 -2.08 
ENH2_E05 40S ribosomal protein S29 -2.08 
CA362758 Cyclophilin-2 -2.09 
utu01g10 Keratin, type II cytoskeletal 8 -2.09 
KVkm2_A09 60S ribosomal protein L35 -2.10 
utu01h02 Cytochrome oxidase subunit III-3 -2.11 
EXOB2_G02 Profilin-1 -2.12 
utu02h11 Ribosomal protein L13 -2.13 
est04d09 60S ribosomal protein L37 -2.13 
utu01d01 60S acidic ribosomal protein P1 -2.13 
HK0001_H06 40S ribosomal protein S7 -2.14 
est02g07 Ig mu heavy chain disease protein -2.14 
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EXOB3_A08 Ribosomal protein L11   -2.15 
CA348284 CCAAT/enhancer binding protein beta -2.16 
est02f05 Cytochrome c oxidase subunit III-4 -2.18 
EXOB1_C04 40S ribosomal protein S14 (PRO2640) -2.18 
CA367787 Bax inhibitor-1 -2.20 
ENH2_H06 Unknown-5 -2.21 
est02g11 Cytochrome c oxidase subunit I-1 -2.21 
EXOB2_A01 MHC class II invariant chain-like protein 1 -2.22 
HK0002_D09 Prothymosin alpha -2.24 
Hete0002_G08 Ribosomal protein L35-3 -2.25 
est03g08 Cathepsin Z precursor -2.25 
utu02a12 Brain protein 44-like protein -2.28 
est04c07 Ferritin heavy chain-2 -2.29 
EXOB4_A08 Lysozyme g-3 -2.29 
EXOB4_H06 Alpha-globin 1-3 -2.30 
EXOB2_F12 60S ribosomal protein L7a-1 -2.30 
utu04h11 Myosin light chain 2-2 -2.32 
EST1-3A_G02 NADH dehydrogenase subunit 2 -2.32 
CA370329 Lysozyme C precursor -2.34 
HK0002_F05 Myosin heavy chain, skeletal, fetal   -2.36 
utu02b07 Cytochrome c oxidase subunit II -2.36 
EXOB4_F02 Ribosomal protein S12 -2.36 
HK0002_B01 60S ribosomal protein L8 -2.41 
EXOB1_H06 CC chemokine SCYA110-2 -2.42 
Hete0002_A06 40S ribosomal protein S11 -2.44 
EXOB2_B10 Hemoglobin beta chain -2.45 
est04c05 Ferritin heavy chain-1 -2.48 
EST1-3A_B08 Unknown-67 -2.53 
Hete0002_D05 Fatty acid-binding protein-2 -2.56 
EST1-3A_E09 Cold inducible RNA binding protein-2 -2.57 
EXOB4_C05 Galectin-1 -2.63 
est02h09 Nonhistone chromosomal protein HMG-17 -2.64 
EXOB4_F11 40S ribosomal protein S20 -2.70 
EXOB3_E04 60S ribosomal protein L14 -2.73 
est03a08 Cytochrome c-1 -2.84 
EXOB3_F09 MHC class I heavy chain-1 -2.87 
EXOB3_A09 Hyperosmotic glycine rich protein -2.90 
EXOB2_C05 Histone H2Ax -2.91 
EST1-3A_A09 Serine protease-like protein-2 -2.91 
est03c04 Matrix metalloproteinase-9 -2.92 
CA365039 CD63 -2.93 
EXOB3_A04 Unknown-104 -2.93 
HST0001_C04 Hemoglobin alpha chain -2.93 
Hete0002_B08 Eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 3 -2.93 
EXOB4_C10 Ubiquitin and ribosomal protein S27a-1 -2.94 
est03b12 Secretory granule proteoglycan core protein -2.97 
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EXOB4_H05 Unknown-133 -3.00 
ENH2_F03 Cathepsin K-1   -3.01 
utu04g04 Ribosomal protein L36a-like-2 -3.04 
est01e10 Tolloid-like protein (nephrosin)-1 -3.11 
HST0001_D04 Alpha-globin I-2 -3.11 
est04b10 Cytochrome P450 2K4-1 -3.17 
utu04g03 Alpha 2 type I collagen-2 -3.20 
utu01a03 40S ribosomal protein S3-1 -3.22 
HKT0001_H03 Microtubule-associated protein RP/EB -3.24 
utu04g05 40S ribosomal protein S9-3 -3.27 
EST1-3A_D03 60S ribosomal protein L23 -3.32 
EXOB1_H08 ADP,ATP carrier protein 3 -3.43 
EST1-3A_F05 Heat shock 70 kDa protein 1 -3.54 
EXOB1_A03 Metallothionein A -3.55 
EXOB2_G09 Cytochrome c oxidase subunit I-2 -3.55 
HST0001_C03 Plasminogen precursor-2 -3.56 
EXOB3_E01 Na/K ATPase alpha subunit-2 -3.76 
HK0001_D01 Ubiquitin -3.83 
HK0002_B07 Heat shock 70kDa protein 8 -4.24 
Hete0002_A07 Metallothionein-IL -4.50 
utu02a08 Ubiquitin and ribosomal protein S27a-2 -4.73 
est02a11 Ig kappa chain V-IV region B17-2 -4.84 
utu02c02 Myosin heavy chain, skeletal, adult 1-1 -4.97 
utu04f11 40S ribosomal protein S3-2 -6.00 
est03c10 Alanine-glyoxylate aminotransferase 2 -7.41 
est01c04 Unknown-11 -8.11 
HK0002_D07 Unknown-172 -8.74 
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Lista de genes expresados diferencialmente (p<0.01) en el riñón cefálico de truchas sometidas a la 
forma activa del virus IHN a las 72 horas de la infección. 
Se indican los valores de expresión sobre la expresión basal (FC, Fold Change). 
 

clon ID Nombre IHNV FC 
HST0001_D04 Alpha-globin I-2 15.48 
est02a11 Ig kappa chain V-IV region B17-2 10.06 
EXOB4_D02 Beta actin-2 9.60 
EXOB2_B10 Hemoglobin beta chain 9.58 
HK0003_A03 Thymosin beta-4-2 7.56 
est02f08 Serine protease-like protein-1 6.41 
est02h09 Nonhistone chromosomal protein HMG-17 6.00 
est03c04 Matrix metalloproteinase-9 5.91 
est01e06 Coronin-1B 5.51 
est02g07 Ig mu heavy chain disease protein 5.44 
EXOB4_H05 Unknown-133 5.24 
est01e02 Thymosin beta-4-1 5.17 
EXOB3_D02 Eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1 4.60 
EXOB2_A01 MHC class II invariant chain-like protein 1 4.44 
EXOB3_H01 Matrix metalloproteinase-13 4.34 
EXOB1_A05 Ribosomal protein L6-1 4.33 
EST1-3A_F05 Heat shock 70 kDa protein 1 4.27 
EXOB2_G02 Profilin-1 4.00 
HKT0001_H03 Microtubule-associated protein RP/EB 3.95 
CA370329 Lysozyme C precursor 3.91 
est01b09 Tolloid-like 2 protein (nephrosin) 3.84 
utu02a08 Ubiquitin and ribosomal protein S27a-2 3.84 
est02f04 Tubulin alpha-3 chain 3.83 
est04c05 Ferritin heavy chain-1 3.83 
EXOB3_A09 Hyperosmotic glycine rich protein 3.79 
EST1-3A_A09 Serine protease-like protein-2 3.75 
EXOB4_F11 40S ribosomal protein S20 3.73 
EXOB2_G12 Tolloid-like protein (nephrosin)-2 3.70 
est01c03 Histone H33-3 3.65 
utu04g05 40S ribosomal protein S9-3 3.58 
Hete0002_E10 40S ribosomal protein S8 3.48 
EST1-3A_D03 60S ribosomal protein L23 3.39 
EXOB1_H08 ADP,ATP carrier protein 3 3.35 
EXOB2_D05 Matrix metalloproteinase 9-2  3.20 
est04c07 Ferritin heavy chain-2 3.19 
EXOB3_B12 Unknown-109 3.09 
utu01a03 40S ribosomal protein S3-1 3.04 
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EXOB3_D08 Histone H33-2   3.01 
est01e10 Tolloid-like protein (nephrosin)-1 2.98 
ENH2_H06 Unknown-5 2.97 
EST1-3A_E06 60S ribosomal protein L5-1 2.97 
Hete0002_B08 Eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 3 2.96 
utu04g04 Ribosomal protein L36a-like-2 2.93 
HK0002_B01 60S ribosomal protein L8 2.89 
HST0001_C04 Hemoglobin alpha chain 2.87 
EXOB1_H06 CC chemokine SCYA110-2 2.84 
EST1-3A_B03 Hypothetical-fish 44 2.82 
utu03g02 Heat shock cognate 70 kDa 2.81 
CA371363 Glucose-6-phosphate isomerase-1 2.81 
EXOB4_F03 Cathepsin S   2.80 
est04b01 Similar to rRNA (Vangl2) 2.79 
est03b12 Secretory granule proteoglycan core protein 2.77 
CA358998 Cysteine-rich protein 1 2.75 
EXOB2_D06 NADH dehydrogenase subunit 5-1 2.74 
HK0002_B07 Heat shock 70kDa protein 8 2.70 
Hete0002_A06 40S ribosomal protein S11 2.70 
utu01d01 60S acidic ribosomal protein P1 2.70 
ENH2_A03 60S ribosomal protein L15 2.67 
CA362758 Cyclophilin-2 2.61 
HK0001_A12 40S ribosomal protein S2 2.54 
Hete0002_D05 Fatty acid-binding protein-2 2.52 
EXOB3_G05 Actin, cytoplasmic 2 2.52 
utu02h04 40S ribosomal protein S6 2.52 
utu04f11 40S ribosomal protein S3-2 2.51 
est04g12 Envelope protein 2.49 
EST1-3A_E09 Cold inducible RNA binding protein-2 2.42 
KVkm2_D08 60S ribosomal protein L18a 2.41 
EXOB4_D12 Hpa repeat-1 2.41 
EST1-3A_F10 14-3-3 B1-like 2.39 
CA373525 Cytochrome B-245 heavy chain-2 2.39 
KVkm2_G11 60S ribosomal protein L7 2.39 
KVkm2_A01 Unknown-219 2.38 
est03h05 Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 A-2 2.35 
KVkm2_F01 Unknown-224 2.35 
utu01g04 Cytochrome oxidase subunit III-2 2.33 
EST1-3A_F08 Heat shock protein HSP 90-beta-2 2.33 
EXOB3_C04 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase-1 2.27 
EXOB1_C04 40S ribosomal protein S14 (PRO2640) 2.25 
est03g08 Cathepsin Z precursor 2.24 
est01c04 Unknown-11 2.22 
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utu03c12 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase-4 2.20 
est03f08 Transaldolase 2.19 
utu02b08 High mobility group protein 2 2.19 
KVkm2_A09 60S ribosomal protein L35 2.11 
HK0001_H03 60S ribosomal protein L26 2.11 
est02a02 Fibrillarin 2.10 
KVkm2_G04 60S ribosomal protein L32-3 2.09 
est02f06 Unknown-29 2.09 
est02g11 Cytochrome c oxidase subunit I-1 2.08 
est04a08 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2 2.08 
EXOB4_F02 Ribosomal protein S12 2.04 
utu04g03 Alpha 2 type I collagen-2 2.02 
EXOB2_C01 Cofilin, muscle isoform 2.01 
EXOB2_H01 Unknown-100 1.98 
KVkm2_F06 60S ribosomal protein L32-1 1.98 
utu03b02 Ribosomal protein L6-2 1.97 
est04e05 Glutathione peroxidase-gastrointestinal 1.94 
EXOB3_E04 60S ribosomal protein L14 1.94 
EXOB1_A07 Unknown-79 1.93 
est04f07 Transposase-5 1.93 
EXOB3_D12 Unknown-113 1.91 
EXOB3_A08 Ribosomal protein L11   1.91 
utu03e05 Unknown-258 1.90 
EXOB4_C10 Ubiquitin and ribosomal protein S27a-1 1.90 
EXOB4_A11 Tubulin alpha-ubiquitous chain 1.89 
est04c01 ARP2/3 complex 34 kDa subunit 1.89 
EXOB2_A11 Tubulin alpha-1 chain 1.88 
EXOB4_C05 Galectin-1 1.87 
HK0002_D07 Unknown-172 1.87 
est02f09 Unknown-30 1.86 
KVkm2_E02 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase-2 1.86 
HK0001_H06 40S ribosomal protein S7 1.85 
est02b08 Peroxiredoxin 1-2 1.85 
EXOB2_G09 Cytochrome c oxidase subunit I-2 1.84 
utu02h11 Ribosomal protein L13 1.84 
utu02b09 60S acidic ribosomal protein P0 1.83 
EXOB3_H05 Glucose-6-phosphate isomerase-2 1.81 
ENH2_E05 40S ribosomal protein S29 1.81 
est04f01 Polyposis locus protein 1 1.81 
EXOB4_D05 Hypothetical-fish 19 1.80 
Hete0002_F02 Cytokeratin 19 1.80 
EXOB2_G10 Histone H33-1   1.78 
KVkm2_G01 60S ribosomal protein L32-2 1.78 
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EXOB2_C05 Histone H2Ax 1.77 
CA348284 CCAAT/enhancer binding protein beta 1.76 
EXOB2_B01 Nuclease sensitive element binding protein 1-1 1.75 
CA351800 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 1.75 
CA372345 High density lipoprotein-binding protein 1.74 
EXOB1_H05 Transposase-6 1.73 
EXOB3_E03 Unknown-114 1.72 
EXOB4_C11 High affinity immunoglobulin gamma Fc receptor I precursor 1.71 
EXOB1_B04 Beta actin-1 1.71 
HK0001_D01 Ubiquitin 1.68 
CA364941 Annexin A1-1 1.68 
Hete0002_E09 Transposase-56 1.67 
EXOB2_C03 60S ribosomal protein L10-1 1.66 
utu01h02 Cytochrome oxidase subunit III-3 1.64 
CA365039 CD63 1.64 
EXOB2_F12 60S ribosomal protein L7a-1 1.63 
utu01g10 Keratin, type II cytoskeletal 8 1.61 
CA345232 Similar to GTP-binding protein ragB 1.60 
Hete0002_G11 Hypothetical-fish 23 1.59 
CA368961 78 kDa glucose-regulated protein precursor 1.58 
est04d09 60S ribosomal protein L37 1.57 

Hete0002_E07 
Phosphoenolpyruvate carboxykinase-Embryonic beta-type glo-
bin2 1.55 

est04b10 Cytochrome P450 2K4-1 1.55 
est02f12 Proteasome subunit beta type 9 precursor 1.54 
EXOB2_B12 RING finger protein 103 1.54 
CA380028 StAR-related lipid transfer protein 3 1.53 
utu02a12 Brain protein 44-like protein 1.53 
CA383564 Coatomer epsilon subunit 1   1.53 
utu03d10 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase-5 1.53 
EST1-3A_D05 Unknown-70 1.52 
est03h08 Beta-hexosaminidase alpha chain precursor 1.52 
EXOB1_H12 NADH dehydrogenase subunit 4 1.51 
est03a11 ReO_6-1 1.50 
EXOB4_G09 Histone H14 1.49 
CA367764 Calmodulin-1 1.49 
EXOB3_C07 60S ribosomal protein L7a-2 1.49 
utu03g08 Unknown-259 1.47 
est01c08 14-3-3C2  1.47 
P_46 ATPase 6  1.47 
EXOB1_G12 Thioredoxin 1.46 
CA350741 Cdc45 1.46 
utu02b07 Cytochrome c oxidase subunit II 1.45 
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est01c06 ADP-ribosylation factor 4 1.45 
est02f05 Cytochrome c oxidase subunit III-4 1.45 
utu02c03 Protein phosphatase 2C gamma isoform 1.45 
CR_1 14-3-3 B1 1.44 
CA383222 G2/mitotic-specific cyclin B2 1.44 
utu01g11 Actin, alpha skeletal 3 1.42 
EST1-3A_B08 Unknown-67 1.41 
CA354559 CD2 antigen cytoplasmic tail-binding protein 2 1.40 
EXOB3_G04 Tyrosine-protein kinase HCK 1.40 
KVkm2_D01 Vacuolar ATP synthase 16 kDa proteolipid subunit 1.38 
EXOB2_C10 Red cell acid phosphatase 1 1.38 
EXOB1_E03 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 5 1.38 
EXOB1_E04 Ubiquitin-like protein SMT3A-1 1.38 
CA349380 LPS binding protein 1.37 
est04a04 Midkine precursor 1.37 
CA347646 GrpE protein homolog 1, mitochondrial precursor 1.36 
CA379787 Cyclin G1 1.36 
ENH2_B08 Splicing factor, arginine/serine-rich 3 1.36 
EXOB2_E03 14-3-3B1  1.35 
est03b11 Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 A-1 1.34 
EXOB2_B04 Syntenin 1 1.34 
F_122 ARP2/3 complex 21 kDa subunit   1.33 
est01g09 Synapse associated protein 1.33 
KVkm2_A12 Unknown-220 1.31 
CA367787 Bax inhibitor-1 1.30 
EXOB4_A08 Lysozyme g-3 1.29 
CA384637 60 kDa heat shock protein-1 1.29 
est03e10 Putative inorganic polyphosphate/ATP-NAD kinase 1.29 
utu01f04 Actin, alpha skeletal 2 1.29 
EXOB2_H12 Coatomer epsilon subunit 2 1.27 
utu04d02 Beta enolase-5 1.26 
CA354715 Membrane copper amine oxidase 1.25 
CA361101 Regulator of G-protein signaling 1-2 1.25 
CR_5 14-3-3 E1 1.25 
CA382570 Mitogen-activated protein kinase 13 1.24 
utu02e04 ATP synthase coupling factor 6, mitochondrial precursor 1.24 
EXOB2_E10 Adenosine kinase 3 1.24 
est01d09 Selenoprotein T-1 1.23 
EXOB2_D10 Unknown-96 1.22 
EXOB3_A11 Unknown-107 1.21 
est03c07 Ig kappa chain V-I region WEA 1.21 
HK0002_G02 Creatine kinase, sarcomeric mitochondrial precursor 1.20 
EST1-3A_F12 Transposase-59 1.20 
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EXOB2_E01 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1-2 1.19 
EST1-3A_G09 Unknown-75 1.18 
CA384587 Transcription factor Dp-1 1.13 
HK0003_A04 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 6-2 -1.13 
CA359761 PTB domain adaptor protein CED-6 -1.14 
HK0002_A12 NADH-ubiquinone oxidoreductase 15 kDa subunit -1.15 
CA357761 Galectin-3 -1.16 
EXOB3_D06 Unknown-112 -1.18 
est04h03 Unknown-62 -1.18 
HK0003_G10 Unknown-202 -1.21 
utu02d01 Unknown-241 -1.21 
CA359487 Protein phosphatase methylesterase 1 -1.22 
EXOB1_H02 Triosephosphate isomerase -1.22 
EXOB2_C07 Splicing factor, arginine/serine-rich 12-2 -1.22 
EXOB2_B05 Hypothetical-fish 27 -1.23 
EXOB2_H02 Serine/arginine repetitive matrix 1 -1.23 
HK0002_C04 Apolipoprotein E-2 -1.23 
CA351992 Growth arrest and DNA-damage-inducible protein alpha-2 -1.24 
HK0003_F05 28S ribosomal protein S16, mitochondrial precursor -1.25 
CA342691 Lanosterol synthase -1.25 
HK0001_D07 Unknown-153 -1.26 
CA359906 Cytochrome P450 4F3 -1.27 
CA363870 Thioredoxin-like protein 4A -1.27 
EST1-3A_D01 Tissue factor pathway inhibitor 2 precursor -1.27 
utu04a06 Creatine kinase, M-3 -1.27 
CA363944 Nuclear factor NF-kappa-B -1.28 
EXOB4_D09 Hypothetical-fish 7 -1.28 
HK0001_B04 TGF beta-inducible nuclear protein 1 -1.28 
HK0002_H01 Unknown-178 -1.28 
CA376709 Protein activator of the interferon-induced protein kinase -1.29 
HK0002_H04 Unknown-179 -1.29 
est04c06 Unknown-54 -1.31 

HK0001_A10 
Full-length cDNA clone CS0DC006YH13 of Neuroblastoma of 
Homo sapiens -1.31 

HK0002_C02 Chromosome-associated kinesin KIF4A -1.31 
EXOB1_F08 Unknown-88 -1.31 
EXOB3_E09 N-myc downstream regulated protein-2 -1.32 
EXOB1_D08 Ribosome biogenesis protein Nop10 -1.32 
EXOB2_F01 Proteasome subunit alpha type 6 -1.32 
CA380121 Telomerase reverse transcriptase -1.33 
HK0001_C01 Dermatan-4-sulfotransferase-1-2 -1.33 
HK0003_H10 Brain protein 44 -1.33 
HK0003_C12 Unknown-191 -1.34 
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EXOB1_G04 Splicing factor 3B subunit 1 -1.34 
HK0003_C10 Over-expressed breast tumor protein-like -1.35 
CA373506 Selenoprotein P -1.35 
HK0001_D10 Coagulation factor X precursor -1.35 
HST0001_C03 Plasminogen precursor-2 -1.35 
EXOB3_F04 Unknown-119 -1.35 
HK0003_A11 Apolipoprotein A-I-1 -1.35 
CA365505 Retinoblastoma-like protein 1 -1.36 
CA363645 Frizzled 8 precursor -1.37 
HK0001_C04 Unknown-150 -1.37 
EXOB2_A06 Nucleolar protein Nop56-2 -1.37 
EST1-3A_B09 Lysozyme g-2 -1.38 
HK0003_F10 Unknown-200 -1.38 
CA348539 Serine/threonine-protein kinase 17A -1.38 
utu02a06 Collagen a3(I)-1 -1.38 
CA385359 Serum amyloid P-component-2 -1.39 
utu03g11 Hypothetical-fish 12 -1.39 
HK0001_C06 Prostaglandin D synthase homolog -1.39 
EST1-3A_H06 Transcription factor jun-B-1 -1.39 
EST1-3A_A10 Septin 7 (CDC10 protein homolog) -1.39 
EXOB1_G05 Unknown-89 -1.39 
CR_8 14-3-3 G2 -1.40 
HK0001_D05 Ubiquitin-like protein SMT3A-2 -1.40 
EST1-3A_A01 Cytosolic nonspecific dipeptidase -1.40 
HK0003_G01 Creatine kinase, M-2 -1.40 
HK0001_C09 Unknown-151 -1.41 
EST1-3A_F07 Echinoderm microtubule-associated protein-like 4 -1.41 

CA359963 
Homocysteine-responsive endoplasmic reticulum-resident ubiq-
uitin-like domain member 1 protein -1.42 

CA352381 Protein kinase C, alpha type -1.42 
HK0001_G05 Hypothetical-fish 26 -1.43 
EXOB3_C03 Unknown-110 -1.43 
HK0003_E04 Hypothetical-fish 10 -1.43 
utu04g06 Unknown-270 -1.44 
EST1-3A_H12 Hypothetical-fish 39 -1.44 
CA368411 Phosphatidylethanolamine N-methyltransferase, isoform 1 -1.44 
utu03e11 Troponin I, slow skeletal muscle -1.45 
HK0003_B08 Unknown-186 -1.46 
HK0001_B10 Unknown-148 -1.48 
EXOB4_C02 Unknown-127 -1.48 
HK0001_F09 Unknown-157 -1.48 
HK0003_D08 Unknown-193 -1.48 
EXOB3_G08 Fatty acid-binding protein-1 -1.49 
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EXOB1_F01 60S ribosomal protein L35a-1 -1.49 
EST1-3A_C04 Splicing factor, arginine/serine-rich 8 -1.49 
EXOB4_G02 Galectin-9 (VHSV-induced protein)-2 -1.49 
HK0001_F03 HIRA-interacting protein 5 -1.49 
CA343473 C3a anaphylatoxin chemotactic receptor -1.50 
utu01b01 Unknown-230 -1.50 
est01f09 High-mobility group protein 2-like 1 -1.50 
utu03d06 Retinoic acid receptor responder 3-2 -1.51 
EXOB2_A02 Nucleoside diphosphate kinase, mitochondrial precursor -1.51 
CA375106 Protein-tyrosine sulfotransferase 1 -1.51 
est02f02 Unknown-28 -1.52 
ENH2_D07 Ribosomal protein L35-2 -1.52 
KVkm2_E07 Unknown-223 -1.53 
utu02c12 Unknown-240 -1.54 
EXOB2_A10 Unknown-92 -1.54 
CA364325 Peroxiredoxin 6 -1.54 
HK0003_E01 Plasminogen precursor-1 -1.54 
utu01d08 Bromodomain adjacent to zinc finger domain 2B -1.55 
est01c11 Succinate dehydrogenase [ubiquinone] mitochondrial -1.55 
EXOB3_G02 Organic anion transporter -1.56 
utu01b08 Unknown-231 -1.56 
HK0003_H12 Unknown-203 -1.56 
CA352454 Semaphorin 4D -1.57 
HK0001_E07 Unknown-155 -1.57 
CA357899 Death-associated protein kinase 3 -1.60 
utu02c02 Myosin heavy chain, skeletal, adult 1-1 -1.61 
HK0001_G11 Unknown-161 -1.61 
CA387146 Mannosidase alpha -1.61 
CA366564 Huntingtin -1.62 
CA373295 Apoptosis response zinc finger protein -1.63 
HK0003_F02 Unknown-195 -1.64 
HK0001_G12 Quinone oxidoreductase -1.64 
EST1-3A_F09 Unknown-73 -1.65 
EXOB4_B01 Transferrin -1.65 
utu04e07 60S ribosomal protein L39 -1.66 
CA386899 Astrocytic phosphoprotein PEA-15 -1.66 
CA376117 CD231 -1.66 
CA381440 Double-stranded RNA-specific adenosine deaminase -1.67 
HK0002_B08 Unknown-166 -1.67 
HK0001_F02 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase -1.67 
HK0001_H05 Angiotensin I converting enzyme -1.68 
HK0001_C02 Unknown-149 -1.68 
est01a10 Unknown-9 -1.68 
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est01e08 Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial precursor -1.70 
CA363723 Cyclin C -1.71 
CA354833 Anti-silencing function 1B -1.71 
est02b12 Dermatan-4-sulfotransferase-1-1 -1.72 
CR_11 DNA fragmentation factor alpha subunit -1.72 
HK0002_C06 Unknown-169 -1.73 
HK0001_D09 Cytochrome P450 2F1 -1.73 
EXOB1_A01 Unknown-78 -1.76 
EXOB1_F10 Suppressor of SWI4 1 homolog -1.76 
utu03f06 Chromosome segregation 1-like protein -1.76 
P_8 Glutathione reductase, mitochondrial-1  -1.77 
P_9 Glutathione S-transferase P   -1.78 
HK0002_A04 Unknown-164 -1.79 
CA349577 Tyrosine-protein kinase FRK -1.79 
CA378736 Tyrosine-protein kinase BTK -1.80 
EST1-3A_H10 Cytohesin binding protein HE -1.80 
HK0001_C12 Unknown-152 -1.82 
est03g09 UDP-glucose 4-epimerase -1.83 
EXOB3_F07 Unknown-120 -1.83 
EXOB3_F11 Ubiquitin-conjugating enzyme E2-18 kDa  -1.84 
est04b11 Galectin-9 (VHSV-induced protein)-1 -1.85 
HKT0001_A11 Hypothetical-fish 11 -1.85 
P_17 Nitric oxide synthase 2 (NOS2) -1.86 
EXOB2_D01 Proteasome subunit alpha type 3 -1.90 
HK0003_C07 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A0 -1.92 
CA346979 MAPK/ERK kinase kinase 5-1 -1.92 
HK0003_E07 Myosin light chain 2-1 -1.93 
EXOB4_D10 Prosaposin -1.93 
EXOB3_G09 Ornithine decarboxylase antizyme-2 -1.95 
CA342227 Protein tyrosine kinase 2 beta -1.96 
CA342760 47 kDa heat shock protein-2 -1.99 
CA358548 Polyadenylate-binding protein 4 -2.04 
HST0001_F09 Alpha-1-microglobulin\/bikunin-2 -2.06 
EXOB4_A10 Unknown-126 -2.07 
KVkm2_F02 SAC2 suppressor of actin mutations 2-like -2.10 
CA363935 BCL2/adenovirus E1B 19-kDa protein-interacting protein 2 -2.10 
EST1-3A_E07 Unknown-72 -2.10 
P_3 Epididymal secretory glutathione peroxidase   -2.10 
HK0003_D02 Unknown-192 -2.25 
utu04f03 NB thymosin beta -2.27 
P_10 Aryl hydrocarbon receptor  -2.32 
CA363978 Inhibitor of kappaB kinase gamma -2.36 
HK0002_D04 Unknown-171 -2.39 
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CA366403 Heat shock 27 kDa protein-1 -2.43 
EXOB4_E08 Cytochrome c oxidase subunit VIIa-related -2.47 
HK0001_E11 Hypothetical-fish 43 -2.47 
CA355893 DnaJ homolog subfamily B member 2 -2.50 
CA363762 Cell death activator CIDE-B -2.53 
Hete0002_C06 Hypothetical protein FLJ46057 -2.55 
HK0003_A02 Cation-transporting ATPase -2.55 
P_7 Peptide methionine sulfoxide reductase   -2.58 
EXOB3_H07 Hypothetical-fish 6 -2.58 
EXOB3_A06 Programmed cell death 10 -2.60 
HK0002_C03 Unknown-168 -2.72 
HK0002_H06 Unknown-180 -2.86 
CA342204 TNF receptor associated factor 3 -2.89 
EXOB3_G01 Unknown-122 -2.98 
EXOB1_F02 Transcription regulator protein BACH1 -2.99 
KVkm2_H11 Unknown-228 -3.01 
EXOB3_F09 MHC class I heavy chain-1 -3.02 
HK0003_G05 Unknown-201 -3.04 
CA351392 Guanine nucleotide exchange factor DBS -3.13 
P_4 Myeloperoxidase  -3.19 
est01a07 Unknown-7 -3.44 
est03e08 Hypothetical-fish 36 -3.60 
CA366489 Multidrug resistance protein 3-1 -3.78 
CA378435 Protein phosphatase 2C delta isoform -3.87 
CA357173 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 2-2 -3.93 
P_19 glucocorticoid receptor (GCR) -4.24 
CA358107 Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1 -4.25 
EXOB4_B09 Macrophage receptor MARCO -4.42 
EXOB1_B02 Hypothetical-fish 34 -4.48 
HK0002_G04 Fructose-bisphosphate aldolase A -4.80 
CA384134 G1/S-specific cyclin D2 -4.93 
EST1-3A_H03 Unknown-76 -5.18 
est03f04 F-box/WD-repeat protein 11 -5.28 
CA368716 Membrane-bound transcription factor site 2 protease -5.31 
CA384029 Chromobox protein homolog 4 -5.47 
EXOB3_A01 Unknown-103 -5.54 
EXOB4_H01 Unknown-132 -5.99 
EST1-3A_H05 Adenosine deaminase 3 -6.23 
EXOB1_B03 Unknown-81 -6.29 
HK0001_H12 Unknown-162 -6.44 
HK0002_H10 Unknown-182 -6.59 
est04c02 Unknown-53 -6.62 
EXOB4_E09 Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase -6.63 
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est02b02 PEST-containing nuclear protein -6.85 
est04f10 Hypothetical-fish 1 -7.01 
EST1-3A_G03 Unknown-74 -7.55 
CA378361 Ubiquitin ligase SIAH1 -7.82 
EXOB2_G11 Stanniocalcin-1 -9.69 
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Lista de genes expresados diferencialmente (p<0.01) en el riñón cefálico de truchas expuestas a LPS 
durante 24 horas. 
Se indican los valores de expresión sobre la expresión basal (FC, Fold Change). 
 

clon ID Nombre LPS FC 
est03d11 Unknown-42 8.42 
est04b01 Similar to rRNA (Vangl2) 4.54 
EXOB1_H05 Transposase-6 3.16 
EXOB2_D06 NADH dehydrogenase subunit 5-1 2.76 
est02g07 Ig mu heavy chain disease protein 2.73 
est02a11 Ig kappa chain V-IV region B17-2 2.71 
EST1-3A_G09 Unknown-75 2.32 
CA383564 Coatomer epsilon subunit 1   2.25 
est04e04 MHC class 1b antigen 2.24 
EST1-3A_F12 Transposase-59 2.12 
HK0002_D09 Prothymosin alpha 2.03 
est02e09 Ig heavy chain V-III region HIL 2.00 
EXOB4_D12 Hpa repeat-1 1.99 
HK0003_E06 DnaJ homolog subfamily C member 9 1.96 
HK0003_E08 Unknown-194 1.90 
est04g12 Envelope protein 1.90 
HK0002_H08 TATA-binding protein associated factor 2N 1.79 
CA387665 Cytochrome P450 2J2 1.79 
est01h01 Unknown-19 1.76 
est03b11 Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 A-1 1.68 
utu04d10 Unknown-268 1.65 
HK0003_F03 Unknown-196 1.64 
EXOB4_E01 Transposase-58 1.62 
P_4 Myeloperoxidase  1.55 
EXOB1_A07 Unknown-79 1.55 
P_53 Aryl hydrocarbon receptor 1.53 
EXOB3_H10 Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 1 1.50 
est04c10 Unknown-56 1.47 
EXOB2_E02 TAF1 RNA polymerase II, TATA box binding protein 1.44 
est03a01 Methyl-CpG binding protein 3b 1.39 
CA373890 Heat shock protein HSP 90-beta-1 1.39 
utu03d08 Reverse transcriptase -1.40 
EXOB3_C04 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase-1 -1.72 
EXOB2_B10 Hemoglobin beta chain -1.86 
utu03c12 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase-4 -1.99 
EXOB2_A01 MHC class II invariant chain-like protein 1 -2.02 
CA364941 Annexin A1-1 -2.08 
CA363438 Interferon-induced protein 44-3 -2.14 
EXOB2_D07 Ependymin related protein-1 -2.28 
HST0001_C04 Hemoglobin alpha chain -2.42 
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EST1-3A_D08 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase-6 -2.49 
EXOB1_H06 CC chemokine SCYA110-2 -2.55 
EST1-3A_H06 Transcription factor jun-B-1 -2.89 
est03f08 Transaldolase -2.91 
EXOB2_H01 Unknown-100 -2.91 
est02f08 Serine protease-like protein-1 -2.97 
EST1-3A_A09 Serine protease-like protein-2 -3.96 
CA371363 Glucose-6-phosphate isomerase-1 -4.35 
HST0001_D08 Beta-globin -4.46 
est04e05 Glutathione peroxidase-gastrointestinal -4.54 
est01c04 Unknown-11 -6.17 
EXOB2_D05 Matrix metalloproteinase 9-2  -6.63 
est01e10 Tolloid-like protein (nephrosin)-1 -6.69 
CA348284 CCAAT/enhancer binding protein beta -7.36 
est03c04 Matrix metalloproteinase-9 -7.44 
EXOB2_G12 Tolloid-like protein (nephrosin)-2 -9.26 
EST1-3A_B03 Hypothetical-fish 44 -14.01 
EXOB3_H01 Matrix metalloproteinase-13 -17.18 
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Lista de genes expresados diferencialmente (p<0.01) en el riñón cefálico de truchas expuestas a LPS 
durante 72 horas. 
Se indican los valores de expresión sobre la expresión basal (FC, Fold Change). 
 

clon ID Nombre LPS FC 
est03d11 Unknown-42 3.81 
est03e02 Hypothetical-fish 15 3.39 
est04e04 MHC class 1b antigen 3.17 
EXOB2_H06 High affinity immunoglobulin epsilon receptor alpha  2.73 
CA387837 Nucleolar protein NAP57 2.27 
EXOB4_C11 High affinity immunoglobulin gamma Fc receptor I precursor 2.15 
ENH2_F09 Beta-2-microglobulin-1 1.99 
EXOB2_A09 60S ribosomal protein L5-2 1.80 
HST0001_C05 Cell division control protein 42 homolog 1.72 
EXOB3_F09 MHC class I heavy chain-1 1.71 
est01g04 5-aminolevulinate synthase 1.58 
CA371001 Very-long-chain acyl-CoA synthetase 1.48 
CA384637 60 kDa heat shock protein-1 1.47 
CA383222 G2/mitotic-specific cyclin B2 1.42 
CA359569 Voltage-dependent anion-selective channel protein 1 1.21 
utu01g04 Cytochrome oxidase subunit III-2 -1.36 
est01a03 Unknown-6 -1.57 
utu01g11 Actin, alpha skeletal 3 -1.64 
CA371363 Glucose-6-phosphate isomerase-1 -1.68 
utu03e05 Unknown-258 -1.75 
CA364941 Annexin A1-1 -1.78 
EXOB4_D02 Beta actin-2 -1.83 
EXOB4_D05 Hypothetical-fish 19 -1.86 
CA353121 GRB2-related adaptor protein 2 -1.89 
CR_5 14-3-3 E1 -1.90 
est04c10 Unknown-56 -2.04 
CA367764 Calmodulin-1 -2.13 
est03c04 Matrix metalloproteinase-9 -2.21 
HKT0001_E07 Actin, alpha skeletal 1 -2.28 
est01f03 Deltex protein 1 -2.37 
est01e02 Thymosin beta-4-1 -2.73 
EXOB3_G05 Actin, cytoplasmic 2 -2.78 
EST1-3A_D08 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase-6 -3.14 
EST1-3A_B03 Hypothetical-fish 44 -3.16 
CA348284 CCAAT/enhancer binding protein beta -3.22 
CA374193 Chemokine receptor CXCR4 -3.71 
utu04f08 Actin, alpha skeletal 5 -3.81 
KVkm2_F01 Unknown-224 -4.21 
est01f01 DNA-binding protein inhibitor ID-1 -4.64 
est02f08 Serine protease-like protein-1 -4.64 
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EST1-3A_A09 Serine protease-like protein-2 -5.52 
EXOB3_H01 Matrix metalloproteinase-13 -5.88 
EXOB2_H01 Unknown-100 -12.08 
est01e10 Tolloid-like protein (nephrosin)-1 -12.97 
EXOB2_G12 Tolloid-like protein (nephrosin)-2 -13.47 
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Lista de genes expresados diferencialmente (p<0.01) en el hígado de truchas expuestas a LPS 
durante 24 horas. 
Se indican los valores de expresión sobre la expresión basal (FC, Fold Change). 
 

clon ID Nombre 
LPS 
FC 

EXOB4_D02 Beta actin-2 1.95 
HK0001_G11 Unknown-161 1.92 
CA381199 94 kDa glucose-regulated protein 1.65 
ENH2_B05 60S ribosomal protein L13a-acute pahse protein 1.64 
EST1-3A_F08 Heat shock protein HSP 90-beta-2 1.58 
Hete0002_B08 Eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 3 1.54 
ENH2_C10 Collagen alpha 1(VIII) chain precursor 1.53 
HST0001_D04 Alpha-globin I-2 1.53 
CA370329 Lysozyme C precursor 1.52 
HK0003_B09 Complement factor H-2   1.43 
EST1-3A_B08 Unknown-67 1.43 
EXOB3_C12 NADH-ubiquinone oxidoreductase 20 kDa subunit, mitochondrial 

precursor 
1.40 

Hete0002_H06 Ribosomal protein S2 1.39 
EXOB2_B10 Hemoglobin beta chain 1.36 
CA366403 Heat shock 27 kDa protein-1 1.32 
est01b05 Ribonuclease Ok2 1.31 
est04b01 Similar to rRNA (Vangl2) 1.31 
utu02e12 Periostin precursor 1.31 
EXOB3_A08 Ribosomal protein L11   1.30 
est04c05 Ferritin heavy chain-1 1.30 
utu04g04 Ribosomal protein L36a-like-2 1.30 
CA384134 G1/S-specific cyclin D2 1.29 
EXOB4_F02 Ribosomal protein S12 1.27 
MOGE_17 1.27 
utu01d07 Unknown-236 1.25 
utu03g02 Heat shock cognate 70 kDa 1.25 
HK0002_H10 Unknown-182 1.24 
EXOB1_C02 Unknown-83 1.23 
HK0002_C07 60S ribosomal protein L17 1.23 
utu04g05 40S ribosomal protein S9-3 1.22 
HK0003_H04 NADH-ubiquinone oxidoreductase 19 kDa subunit 1.19 
est04c02 Unknown-53 1.19 
HK0003_H02 Cathepsin L2   1.18 
EST1-3A_C06 Hypothetical-fish 38 1.18 
HK0001_D07 Unknown-153 1.17 
CA366892 Unc-112 related protein 2 1.16 
EXOB3_E10 Unknown-117 1.12 
HK0003_G05 Unknown-201 1.10 
utu01e12 Zinc finger protein 228 -1.14 
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HK0002_H04 Unknown-179 -1.14 
utu04e11 Hyaluronan and proteoglycan link protein 2 precursor -1.14 
est01g08 Unknown-17 -1.16 
EXOB3_C04 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase-1 -1.16 
EXOB1_C08 Eukaryotic initiation factor 4A-I -1.18 
EXOB2_E01 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1-2 -1.18 
EXOB3_H05 Glucose-6-phosphate isomerase-2 -1.18 
CA376574 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 1 -1.19 
utu01d02 Unknown-235 -1.19 
ENH2_H06 Unknown-5 -1.19 
EXOB3_H12 Unknown-125 -1.20 
est03d11 Unknown-42 -1.20 
HK0003_F09 Unknown-199 -1.20 
HK0001_D12 Estrogen-responsive B box protein -1.25 
Hete0002_D09 Bromodomain protein CELTIX1 -1.30 
ENH2_G12 Serum albumin precursor -1.33 
EST1-3A_H10 Cytohesin binding protein HE -1.35 
HK0003_F02 Unknown-195 -1.35 
KVkm2_H10 Unknown-227 -1.35 
Hete0002_G08 Ribosomal protein L35-3 -1.37 
ENH2_D07 Ribosomal protein L35-2 -1.39 
utu01f03 Unknown-238 -1.40 
Hete0002_D07 Unknown-141 -1.40 
CA382259 Complement receptor 1-2 -1.41 
HK0001_F01 Complement factor H-1   -1.43 
Hete0002_F10 Unknown-144 -1.44 
EXOB2_A02 Nucleoside diphosphate kinase, mitochondrial precursor -1.46 
utu04b09 Complement factor H-3   -1.46 
ENH2_H01 Beta-2-microglobulin-2 -1.47 
CA373506 Selenoprotein P -1.48 
ENH2_F09 Beta-2-microglobulin-1 -1.50 
CA376350 Serum amyloid P-component-1 -1.56 
est03c10 Alanine-glyoxylate aminotransferase 2 -1.63 
HK0002_D07 Unknown-172 -1.69 
EXOB3_A02 Alpha-1-microglobulin\/bikunin-1 -1.72 
ENH2_F04 Unknown-4 -1.77 
Hete0002_D05 Fatty acid-binding protein-2 -1.92 
HK0003_A11 Apolipoprotein A-I-1 -1.94 
CA346849 Unc-13 homolog C  -1.94 
CA348325 BAG-family molecular chaperone regulator-4 -2.11 
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Lista de genes expresados diferencialmente (p<0.01) en el hígado de truchas expuestas a LPS 
durante 72 horas. 
Se indican los valores de expresión sobre la expresión basal (FC, Fold Change). 
 

clon ID Nombre LPS FC 
EXOB2_G09 Cytochrome c oxidase subunit I-2 3.25 
ENH2_B05 60S ribosomal protein L13a-acute pahse protein 3.04 
Hete0002_D05 Fatty acid-binding protein-2 3.02 
est02g11 Cytochrome c oxidase subunit I-1 2.82 
CA348325 BAG-family molecular chaperone regulator-4 2.05 
CA346849 Unc-13 homolog C  2.01 
HK0003_B09 Complement factor H-2   1.87 
CA384134 G1/S-specific cyclin D2 1.77 
est03c10 Alanine-glyoxylate aminotransferase 2 1.71 
est02f08 Serine protease-like protein-1 1.64 
HK0003_A11 Apolipoprotein A-I-1 1.59 
KVkm2_A01 Unknown-219 1.49 
EXOB3_B01 Cathepsin C-3 -1.47 
EXOB1_B09 Ribonucleoside-diphosphate reductase large subunit -1.52 
EXOB1_F08 Unknown-88 -1.55 
EXOB1_A03 Metallothionein A -1.58 
EST1-3A_F07 Echinoderm microtubule-associated protein-like 4 -1.67 
EST1-3A_E07 Unknown-72 -1.77 
EST1-3A_H06 Transcription factor jun-B-1 -2.08 
HK0001_G11 Unknown-161 -2.44 
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Lista de genes expresados diferencialmente (p<0.01) en las bránquias de doradas alimenatdas con 
una dieta inmunoestimulante rica en vitamians antioxidantes (C y E) y extractos de levadura durnate 
cuatro semanas. 
Se indican los valores de expresión sobre la expresión basal (FC, Fold Change). 
 

clon ID Nombre Dieta IS FC 
HKT0001_B03 Alpha 2 type I collagen-1 4.64 
CA343143 NF-kappaB inhibitor alpha-1 4.40 
est03b03 Cathepsin C-2 4.02 
utu01e09 Embryonic alpha-type globin2+collagen alpha 2(1) 3.47 
utu02a06 Collagen a3(I)-1 3.01 
utu02b11 Collagen a3(I)-2 2.68 
EXOB2_B10 Hemoglobin beta chain 2.68 
HST0001_D04 Alpha-globin I-2 2.48 
EXOB4_F03 Cathepsin S   2.47 
est04b04 Cytokeratin 8 2.20 
CA385697 X-box binding protein 1 2.08 
utu01g10 Keratin, type II cytoskeletal 8 2.05 
HK0003_A03 Thymosin beta-4-2 2.04 
EST1-3A_D03 60S ribosomal protein L23 2.01 
utu02a08 Ubiquitin and ribosomal protein S27a-2 2.00 
utu03h10 Tropomyosin alpha 3 chain-3 1.90 
CA379977 MHC class II alpha chain  1.89 
EXOB1_A05 Ribosomal protein L6-1 1.86 
EXOB1_H08 ADP,ATP carrier protein 3 1.86 
utu02b07 Cytochrome c oxidase subunit II 1.85 
CA349364 Cathepsin K-2 1.84 
CA373890 Heat shock protein HSP 90-beta-1 1.80 
CA360060 T-complex protein 1, subunit 3  1.76 
CA351949 CD45   1.75 
CA379787 Cyclin G1 1.74 
Hete0002_F02 Cytokeratin 19 1.74 
Hete0002_E07 Phosphoenolpyruvate carboxykinase-Embryonic beta-type 

globin2 
1.73 

CA384559 B-cell receptor CD22-2   1.73 
CA353365 Heat shock 70kD protein 9B-1 1.72 
EXOB2_F12 60S ribosomal protein L7a-1 1.70 
CA356384 Toll-like receptor 20a  1.68 
HK0003_G01 Creatine kinase, M-2 1.67 
HK0001_D01 Ubiquitin 1.62 
CA362419 Complement component C6  1.62 
est04b12 Leucine-rich repeats and calponin domain containing 4 1.61 
utu03e08 Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2 1.60 
EXOB4_D09 Hypothetical-fish 7 1.59 
ENH2_E05 40S ribosomal protein S29 1.58 
CA374472 X-linked interleukin-1 receptor accessory 2     1.58 
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EXOB1_A06 ADP,ATP carrier protein T2 1.58 
EXOB3_D02 Eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1 1.56 
est02a11 Ig kappa chain V-IV region B17-2 1.55 
HK0001_H06 40S ribosomal protein S7 1.55 
EXOB4_C10 Ubiquitin and ribosomal protein S27a-1 1.55 
CA346979 MAPK/ERK kinase kinase 5-1 1.54 
HK0002_B01 60S ribosomal protein L8 1.54 
est01e06 Coronin-1B 1.53 
Hete0002_D05 Fatty acid-binding protein-2 1.51 
utu01h02 Cytochrome oxidase subunit III-3 1.50 
utu01b12 40S ribosomal protein S9-1 1.50 
est02f05 Cytochrome c oxidase subunit III-4 1.49 
est01e02 Thymosin beta-4-1 1.49 
utu01g04 Cytochrome oxidase subunit III-2 1.49 
KVkm2_F01 Unknown-224 1.49 
HK0003_C11 Tropomyosin alpha 3 chain-1 1.48 
Hete0002_F10 Unknown-144 1.48 
utu02e02 Tropomyosin alpha 3 chain-2 1.48 
EXOB3_G05 Actin, cytoplasmic 2 1.47 
EXOB3_F08 60S ribosomal protein L10-1 1.47 
utu01a03 40S ribosomal protein S3-1 1.47 
CA386553 Dedicator of cytokinesis protein 2 1.45 
utu01f03 Unknown-238 1.45 
EST1-3A_F08 Heat shock protein HSP 90-beta-2 1.44 
EST1-3A_E06 60S ribosomal protein L5-1 1.44 
HST0001_D08 Beta-globin 1.44 
HK0001_A12 40S ribosomal protein S2 1.44 
utu03a06 Elongation factor 1-alpha 2 1.44 
Hete0002_G11 Hypothetical-fish 23 1.43 
CA371809 Suppressor of initiator codon mutations, related sequence 1 

(Translation factor 
1.43 

EXOB3_E04 60S ribosomal protein L14 1.42 
CA365571 Lysyl oxidase homolog 2   1.41 
EXOB2_G04 Selenide water dikinase 2-1 1.41 
EXOB4_F11 40S ribosomal protein S20 1.41 
utu04h11 Myosin light chain 2-2 1.41 
KVkm2_G04 60S ribosomal protein L32-3 1.40 
Hete0002_B08 Eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 3 1.40 
Hete0002_E10 40S ribosomal protein S8 1.40 
utu02b09 60S acidic ribosomal protein P0 1.40 
CA384463 B-cell translocation gene 1-1 1.40 
CA342145 RNA binding motif protein 4 1.39 
utu04g04 Ribosomal protein L36a-like-2 1.39 
est04d09 60S ribosomal protein L37 1.39 
est04c07 Ferritin heavy chain-2 1.38 
HKT0001_H07 60S ribosomal protein L37a 1.38 
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EXOB4_D02 Beta actin-2 1.37 
EST1-3A_H03 Unknown-76 1.36 
HK0002_H10 Unknown-182 1.36 
Hete0002_G08 Ribosomal protein L35-3 1.36 
utu04f08 Actin, alpha skeletal 5 1.36 
EST1-3A_F05 Heat shock 70 kDa protein 1 1.36 
utu03b02 Ribosomal protein L6-2 1.36 
CA359321 Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate-dependent Rac ex-

changer 1 protein  
1.35 

EST1-3A_H05 Adenosine deaminase 3 1.35 
Hete0002_H06 Ribosomal protein S2 1.35 
KVkm2_G01 60S ribosomal protein L32-2 1.35 
CA359892 Transposase-8 1.35 
EXOB3_A08 Ribosomal protein L11   1.35 
Hete0002_A06 40S ribosomal protein S11 1.34 
CA384513 MAPK/ERK kinase kinase kinase 4-2 1.33 
CA359569 Voltage-dependent anion-selective channel protein 1 1.33 
HK0001_H03 60S ribosomal protein L26 1.32 
KVkm2_F06 60S ribosomal protein L32-1 1.32 
utu03c09 40S ribosomal protein S5 1.32 
CA360163 Tyrosine-protein kinase SYK 1.31 
utu01g11 Actin, alpha skeletal 3 1.31 
KVkm2_A09 60S ribosomal protein L35 1.31 
utu02h11 Ribosomal protein L13 1.30 
CA366800 Transposase-45 1.30 
EXOB3_B12 Unknown-109 1.30 
utu02g02 40S ribosomal protein S21 1.29 
CA350956 Interferon regulatory factor 1-1 1.29 
KVkm2_G09 Guanine nucleotide-binding protein beta subunit 2-like 1 1.29 
CA356429 NACHT-, LRR- and PYD-containing protein 2  1.28 
HK0002_B02 60S ribosomal protein L35a-2 1.28 
EXOB2_A09 60S ribosomal protein L5-2 1.28 
ENH2_D02 Receptor for activated C kinase 1.28 
HK0002_B07 Heat shock 70kDa protein 8 1.28 
utu04g05 40S ribosomal protein S9-3 1.27 
CA376758 Mitogen-activated protein kinase 6  1.27 
EXOB3_E01 Na/K ATPase alpha subunit-2 1.27 
utu01f04 Actin, alpha skeletal 2 1.26 
CA368189 MAPK/ERK kinase kinase 6 1.25 
EXOB1_C02 Unknown-83 1.24 
CA347646 GrpE protein homolog 1, mitochondrial precursor 1.24 
EXOB4_E04 Elongation factor 1-beta 1.24 
CA366558 Steroid hormone receptor ERR2  1.23 
CA382275 Egl nine homolog 2  1.23 
HST0001_E03 Cyclophilin-3 1.22 
EXOB2_B01 Nuclease sensitive element binding protein 1-1 1.21 
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EXOB4_F02 Ribosomal protein S12 1.21 
est04c10 Unknown-56 1.20 
Hete0002_E03 60S ribosomal protein L36 1.20 
utu02c02 Myosin heavy chain, skeletal, adult 1-1 1.20 
est04c02 Unknown-53 1.19 
CA369467 5-lipoxygenase activating protein  1.18 
utu04d10 Unknown-268 1.18 
utu04d04 Actin, alpha skeletal 4 1.18 
CA378361 Ubiquitin ligase SIAH1 1.17 
ENH2_B12 Ribosomal protein L35-1 1.15 
EXOB3_G03 60S acidic ribosomal protein P2 1.15 
CA357261 Cathepsin F 1.15 
utu02h04 40S ribosomal protein S6 1.15 
CA381199 94 kDa glucose-regulated protein 1.14 
EXOB4_B09 Macrophage receptor MARCO 1.13 
EXOB4_H05 Unknown-133 1.13 
HK0002_C07 60S ribosomal protein L17 1.12 
EXOB3_A01 Unknown-103 1.12 
CA382694 MHC class II regulatory factor RFX1  1.12 
CA366403 Heat shock 27 kDa protein-1 1.10 
EXOB4_B03 Ribosomal protein L36a-like-1 1.07 
HK0002_G11 Myristoylated alanine-rich protein kinase C substrate -1.08 
HK0001_G12 Quinone oxidoreductase -1.10 
EXOB3_H12 Unknown-125 -1.11 
ENH2_D07 Ribosomal protein L35-2 -1.11 
utu01b05 Gamma crystallin B-1 -1.12 
EXOB2_C04 Transposase-60 -1.13 
HK0003_G05 Unknown-201 -1.14 
EXOB3_F10 Nuclease sensitive element binding protein 1-2 -1.14 
HK0002_B06 Troponin T-3, fast skeletal muscle   -1.14 
HK0003_A04 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 6-2 -1.14 
CA368283 MAPK/ERK kinase kinase 1-2 -1.16 
HK0003_G10 Unknown-202 -1.17 
EXOB3_D10 Na/K ATPase alpha subunit-1 -1.18 
CA359170 Metallothionein B  -1.18 
EXOB2_E04 Unknown-97 -1.18 
HK0003_F07 Unknown-198 -1.18 
EXOB4_F05 Rab GDP dissociation inhibitor beta -1.18 
EXOB2_A04 Hypothetical-fish 4 -1.18 
utu01c03 Unknown-232 -1.19 
CA385071 Sodium/bile acid cotransporter -1.19 
HK0002_F05 Myosin heavy chain, skeletal, fetal   -1.19 
CA376813 CC chemokine SCYA110-1 -1.20 
EXOB1_H11 Hypothetical-fish 18 -1.20 
CA361151 Annexin A1-2 -1.20 
CA355245 Hypoxia-inducible factor 1 alpha-2 -1.21 
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est02c06 Heat shock protein 75 kDa-2 -1.21 
CA354801 MAPK/ERK kinase kinase 1-1 -1.21 
EXOB4_H07 Beta-galactosidase-related protein -1.21 
utu01d06 Deoxyribonuclease gamma precursor -1.22 
utu01c08 Unknown-233 -1.22 
est02h09 Nonhistone chromosomal protein HMG-17 -1.23 
HK0003_H12 Unknown-203 -1.23 
EXOB2_B05 Hypothetical-fish 27 -1.23 
CA348743 Sphingosine 1-phosphate receptor Edg-3 -1.23 
EXOB2_E01 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1-2 -1.23 
est01e08 Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial precursor -1.23 
HK0002_G10 T-cell receptor alpha chain V region HPB-MLT precursor 

(Fragment) 
-1.24 

EXOB3_E10 Unknown-117 -1.24 
HK0002_D02 Unknown-170 -1.24 
HK0001_C01 Dermatan-4-sulfotransferase-1-2 -1.24 
HK0001_G11 Unknown-161 -1.24 
HK0003_B05 FLJ14655 -1.25 
HK0003_E08 Unknown-194 -1.25 
EXOB3_D06 Unknown-112 -1.25 
HK0002_C06 Unknown-169 -1.25 
est03b11 Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 A-1 -1.25 
EXOB4_H08 Alanine-glyoxylate aminotransferase 1 -1.25 
HK0003_F09 Unknown-199 -1.26 
CA359784 Heat shock protein 4 -1.27 
CA346821 Transposase-11 -1.27 
EXOB2_F01 Proteasome subunit alpha type 6 -1.27 
CA372428 Leukotriene B4 receptor 1  -1.27 
EXOB3_H08 Unknown-124 -1.28 
CA358882 DeltaB -1.28 
CA388407 DnaJ homolog subfamily A member 2 -1.28 
HK0003_E06 DnaJ homolog subfamily C member 9 -1.28 
est02b12 Dermatan-4-sulfotransferase-1-1 -1.28 
CA379612 NF-kappaB inhibitor alpha-2 -1.28 
EXOB1_D10 Unknown-85 -1.28 
HK0003_A12 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1-1 -1.28 
HK0003_B01 Unknown-185 -1.29 
CA377504 Cold autoinflammatory syndrome 1 protein  -1.29 
HK0003_E07 Myosin light chain 2-1 -1.29 
HK0003_C10 Over-expressed breast tumor protein-like -1.29 
CA374603 IL-8 receptor -1.30 
utu01d11 Unknown-237 -1.30 
HK0001_D12 Estrogen-responsive B box protein -1.30 
CA352451 Transposase-21 -1.30 
CA365505 Retinoblastoma-like protein 1 -1.30 
CA386271 Telomerase-binding protein p23-2 -1.30 
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CA363822 Heat shock factor 2-2 -1.30 
HK0003_D10 Hypothetical-fish 9 -1.30 
CA384501 MAP kinase kinase 4 -1.30 
HK0002_A12 NADH-ubiquinone oxidoreductase 15 kDa subunit -1.30 
CA349338 Unknown-275 -1.31 
HK0001_F10 Unknown-158 -1.31 
est04c06 Unknown-54 -1.31 
EXOB1_D03 5'-3' exoribonuclease 2 -1.31 
HK0003_C08 Parvalbumin alpha-2 -1.31 
EXOB3_F12 Unknown-121 -1.31 
CA383795 Allograft inflammatory factor-1 -1.31 
HK0001_D10 Coagulation factor X precursor -1.31 
CA350804 Unknown-277 -1.32 
EXOB3_A04 Unknown-104 -1.32 
HK0002_H05 Trans-2-enoyl-CoA reductase -1.32 
est03g09 UDP-glucose 4-epimerase -1.32 
HK0003_E04 Hypothetical-fish 10 -1.33 
CA366512 Alcohol dehydrogenase [NADP+]  -1.33 
CA385699 Aflatoxin B1 aldehyde reductase member 2  -1.33 
HK0001_F11 PNAS-106 -1.33 
HK0002_F01 Unknown-175 -1.33 
HK0001_F09 Unknown-157 -1.33 
CA341823 Superoxide dismutase [Cu-Zn] extracellular  -1.33 
HK0002_E09 Unknown-174 -1.34 
EXOB2_G01 Leukocyte cell-derived chemotaxin 2 -1.34 
HK0001_C09 Unknown-151 -1.34 
CA347342 Transposase-14 -1.34 
EXOB4_E01 Transposase-58 -1.34 
EXOB1_B12 All-trans-13,14-dihydroretinol saturase -1.34 
CA363676 Complement factor B/C2-B -1.34 
EXOB3_F04 Unknown-119 -1.35 
HK0001_F02 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase -1.35 
EXOB2_H02 Serine/arginine repetitive matrix 1 -1.35 
HK0003_C03 Unknown-189 -1.35 
HK0001_E07 Unknown-155 -1.36 
HK0002_B09 Transgelin -1.36 
CA383545 ReO_6-5 -1.36 
HK0001_F01 Complement factor H-1   -1.37 
HK0001_B10 Unknown-148 -1.37 
CA344428 Glutathione peroxidase 4 -1.37 
utu01b01 Unknown-230 -1.37 
utu02h05 Unknown-247 -1.37 
HK0001_D09 Cytochrome P450 2F1 -1.37 
CA382454 Heat-shock protein beta-3  -1.37 
HKT0001_H05 Cytochrome b-3 -1.37 
est03d06 Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 2 -1.38 
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HK0003_C07 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A0 -1.38 
CA367619 Programmed cell death protein 8, mitochondrial precursor -1.38 
utu02b08 High mobility group protein 2 -1.38 
HK0002_C04 Apolipoprotein E-2 -1.39 
HK0002_C03 Unknown-168 -1.39 
CA355055 Reversion-inducing cysteine-rich protein with Kazal motifs   -1.39 
CA358347 Transposase-31 -1.39 
CA357761 Galectin-3 -1.40 
utu01e12 Zinc finger protein 228 -1.40 
CA385359 Serum amyloid P-component-2 -1.40 
HK0002_C02 Chromosome-associated kinesin KIF4A -1.40 
utu04e11 Hyaluronan and proteoglycan link protein 2 precursor -1.41 
CA376213 TNF receptor associated factor 1  -1.41 
EXOB2_D07 Ependymin related protein-1 -1.41 
CA379928 ReO_6-4 -1.42 
HK0002_F03 Unknown-176 -1.42 
KVkm2_D03 Nuclear protein 1 -1.42 
HK0001_A03 Unknown-145 -1.42 
CA364325 Peroxiredoxin 6 -1.43 
HK0001_C02 Unknown-149 -1.43 
CA384134 G1/S-specific cyclin D2 -1.44 
HK0002_D09 Prothymosin alpha -1.44 
CA344707 Cyclophilin-1 -1.44 
CA368739 BCL2-associated athanogene 1 -1.45 
EXOB4_H04 Fructose-1,6-bisphosphatase isozyme 2 -1.45 
est01e10 Tolloid-like protein (nephrosin)-1 -1.45 
CA353031 MAPK7 interacing protein -1.45 
est01c08 14-3-3C2  -1.45 
HK0002_D04 Unknown-171 -1.46 
CA370333 Melanoma derived growth regulatory protein   -1.46 
utu04h04 Thioredoxin-like protein p19 precursor -1.46 
CA358968 Complement component C3-3-2 -1.46 
CA371052 Cyclin A2 -1.47 
EXOB4_A11 Tubulin alpha-ubiquitous chain -1.48 
CA360960 Cytochrome P450 1A1  -1.48 
EXOB3_A03 SEC13-related protein -1.49 
HK0003_B09 Complement factor H-2   -1.49 
CA361754 Glutathione S-transferase theta 1 -1.49 
est02f04 Tubulin alpha-3 chain -1.49 
HK0003_F05 28S ribosomal protein S16, mitochondrial precursor -1.51 
est01g07 Proteasome activator complex subunit 2 -1.51 
est04c01 ARP2/3 complex 34 kDa subunit -1.53 
HK0003_E01 Plasminogen precursor-1 -1.56 
CA376574 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 1 -1.57 
utu01d07 Unknown-236 -1.58 
CA376422 Interferon-induced protein 44-2 -1.59 
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CA386899 Astrocytic phosphoprotein PEA-15 -1.59 
CA352876 MAPK/ERK kinase kinase 5-2 -1.59 
EXOB2_D01 Proteasome subunit alpha type 3 -1.59 
CA356055 Transposase -63 -1.62 
HK0001_C12 Unknown-152 -1.63 
HK0002_D07 Unknown-172 -1.63 
CA363935 BCL2/adenovirus E1B 19-kDa protein-interacting protein 2 -1.64 
HK0002_E04 39S ribosomal protein L45, mitochondrial precursor -1.66 
EXOB2_A11 Tubulin alpha-1 chain -1.74 
CA361535 CC chemokine SCYA106 -1.79 
HK0003_D06 Mitochondrial ribosomal protein L1 -1.89 
HK0001_C05 Eukaryotic translation initiation factor 5 -2.37 
est03e03 Poly(RC) binding protein 2 -2.82 
est03d11 Unknown-42 -3.59 
HK0003_A11 Apolipoprotein A-I-1 -3.82 
est04b01 Similar to rRNA (Vangl2) -4.65 
utu04c06 Cytokeratin 17-3 -4.93 
EST1-3A_C12 Coronin-1C -5.24 
EXOB1_C06 Nucleolar protein Nop56-1 -6.61 
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Lista de genes expresados diferencialmente (p<0.01) en el riñón cefálico de doradas alimenatdas 
con una dieta inmunoestimulante rica en vitamians antioxidantes (C y E) y extractos de levadura 
durnate cuatro semanas. 
Se indican los valores de expresión sobre la expresión basal (FC, Fold Change). 
 

clon ID Nombre Dieta IS FC 
utu04h11 Myosin light chain 2-2 6.06 
est01g04 5-aminolevulinate synthase 5.71 
HK0001_E10 Myosin regulatory light chain 2, ventricular/cardiac muscle 

isoform   
5.50 

EXOB2_B10 Hemoglobin beta chain 5.45 
utu03g04 Myosin heavy chain, cardiac muscle beta isoform 4.71 
est04c05 Ferritin heavy chain-1 4.31 
utu04f06 Myosin heavy chain, skeletal, adult 1-2 4.27 
CA343700 CXC chemokine receptor transcript variant B 4.10 
Hete0002_C10 Creatine kinase, M-1 4.02 
CA346488 p53-like transcription factor 3.98 
CA360089 Transposase-33 3.98 
utu01h05 Troponin T-2, fast skeletal muscle   3.90 
utu02c02 Myosin heavy chain, skeletal, adult 1-1 3.88 
est04c07 Ferritin heavy chain-2 3.85 
utu04a06 Creatine kinase, M-3 3.53 
utu03b03 Beta enolase-2 3.41 
Hete0002_E07 Phosphoenolpyruvate carboxykinase-Embryonic beta-type 

globin2 
3.35 

CA379787 Cyclin G1 3.28 
est02e09 Ig heavy chain V-III region HIL 3.10 
HST0001_C04 Hemoglobin alpha chain 3.08 
HK0003_G01 Creatine kinase, M-2 3.00 
HST0001_C02 Alpha-globin I-1 2.86 
CA365876 Aminolevulinate, delta-, synthetase 1-2 2.86 
est03d10 Unknown-41 2.81 
ENH2_H06 Unknown-5 2.74 
CA373890 Heat shock protein HSP 90-beta-1 2.63 
ENH2_B05 60S ribosomal protein L13a-acute pahse protein 2.62 
EXOB1_A05 Ribosomal protein L6-1 2.60 
est02c08 Nicotinamide riboside kinase 2 2.58 
EXOB2_B11 D-dopachrome tautomerase 2.52 
HST0001_D04 Alpha-globin I-2 2.40 
CA376549 ADAMTS-3   2.37 
est04c08 Unknown-55 2.33 
CA387524 Bone morphogenetic protein 1   2.21 
HST0001_D08 Beta-globin 2.19 
utu01g10 Keratin, type II cytoskeletal 8 2.19 
CA381045 Aminolevulinate, delta-, synthetase 1-2 2.17 



 234 

Hete0002_C07 Unknown-139 2.12 
utu01a03 40S ribosomal protein S3-1 2.10 
CA375569 Serine/threonine-protein kinase Chk1 2.08 
CA375106 Protein-tyrosine sulfotransferase 1 2.08 
HKT0001_B03 Alpha 2 type I collagen-1 2.08 
est02b08 Peroxiredoxin 1-2 2.06 
CA342430 Ig kappa chain V-III region VG   2.02 
EXOB1_A06 ADP,ATP carrier protein T2 2.00 
EST1-3A_F05 Heat shock 70 kDa protein 1 1.98 
utu01e09 Embryonic alpha-type globin2+collagen alpha 2(1) 1.96 
est04b04 Cytokeratin 8 1.96 
utu04f01 40S ribosomal protein S9-2 1.95 
CA348053 Ferritin H-3 1.93 
CA385697 X-box binding protein 1 1.92 
EXOB3_F08 60S ribosomal protein L10-1 1.92 
est01f12 DNA-directed RNA polymerase II 23 kDa polypeptide 1.90 
EXOB3_B12 Unknown-109 1.89 
HK0001_H06 40S ribosomal protein S7 1.87 
CA384463 B-cell translocation gene 1-1 1.86 
est02a11 Ig kappa chain V-IV region B17-2 1.85 
CA388409 Peroxiredoxin 4  1.85 
utu02a08 Ubiquitin and ribosomal protein S27a-2 1.83 
Hete0002_B08 Eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 3 1.83 
KVkm2_F01 Unknown-224 1.83 
EXOB4_G09 Histone H14 1.83 
HK0002_B07 Heat shock 70kDa protein 8 1.82 
HKT0001_A11 Hypothetical-fish 11 1.81 
EXOB4_H06 Alpha-globin 1-3 1.79 
utu03a12 Unknown-249 1.78 
CA374472 X-linked interleukin-1 receptor accessory 2     1.78 
CA379977 MHC class II alpha chain  1.78 
EXOB4_E12 Annexin 5 1.77 
ENH2_D02 Receptor for activated C kinase 1.77 
Hete0002_A06 40S ribosomal protein S11 1.77 
CA342145 RNA binding motif protein 4 1.77 
utu02a06 Collagen a3(I)-1 1.77 
utu03a06 Elongation factor 1-alpha 2 1.76 
EXOB4_H05 Unknown-133 1.75 
EST1-3A_D03 60S ribosomal protein L23 1.75 
EST1-3A_F08 Heat shock protein HSP 90-beta-2 1.75 
EXOB1_H08 ADP,ATP carrier protein 3 1.75 
CA385829 Lysozyme g-1  1.75 
CA342311 Tyrosine-protein kinase ZAP-70  1.74 
HK0002_B01 60S ribosomal protein L8 1.74 
EXOB3_A08 Ribosomal protein L11   1.73 
CA371809 Suppressor of initiator codon mutations, related sequence 1 1.73 
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CA381199 94 kDa glucose-regulated protein 1.72 
EXOB2_F12 60S ribosomal protein L7a-1 1.72 
EXOB4_C10 Ubiquitin and ribosomal protein S27a-1 1.72 
CA358548 Polyadenylate-binding protein 4 1.71 
CA384513 MAPK/ERK kinase kinase kinase 4-2 1.70 
est02g11 Cytochrome c oxidase subunit I-1 1.70 
CA363852 Double stranded RNA adenosine deaminase RED2  1.68 
Hete0002_G08 Ribosomal protein L35-3 1.67 
CA359321 Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate-dependent Rac ex-

changer 1 protein  
1.64 

est02f05 Cytochrome c oxidase subunit III-4 1.64 
Hete0002_E10 40S ribosomal protein S8 1.64 
utu03b02 Ribosomal protein L6-2 1.63 
EXOB2_A09 60S ribosomal protein L5-2 1.63 
CA380028 StAR-related lipid transfer protein 3 1.63 
CA346979 MAPK/ERK kinase kinase 5-1 1.62 
EXOB3_D02 Eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1 1.62 
EXOB4_D09 Hypothetical-fish 7 1.61 
HK0001_A12 40S ribosomal protein S2 1.60 
Hete0002_H06 Ribosomal protein S2 1.60 
EXOB3_G05 Actin, cytoplasmic 2 1.59 
EXOB1_E08 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 6-1 1.59 
EXOB2_G04 Selenide water dikinase 2-1 1.57 
est04f07 Transposase-5 1.57 
EXOB3_E04 60S ribosomal protein L14 1.57 
utu01f03 Unknown-238 1.57 
CA348209 Transposase-16 1.57 
CA362419 Complement component C6  1.56 
utu01b12 40S ribosomal protein S9-1 1.55 
ENH2_E05 40S ribosomal protein S29 1.54 
HST0001_B05 Tumor differentially expressed protein 1 1.54 
HK0003_A03 Thymosin beta-4-2 1.52 
utu04d05 Unknown-267 1.52 
HK0002_B02 60S ribosomal protein L35a-2 1.51 
KVkm2_G04 60S ribosomal protein L32-3 1.51 
EXOB2_F08 CDC10 protein homolog 1.51 
CA360163 Tyrosine-protein kinase SYK 1.49 
CA356429 NACHT-, LRR- and PYD-containing protein 2  1.48 
est04c10 Unknown-56 1.48 
utu01g04 Cytochrome oxidase subunit III-2 1.47 
HK0003_A02 Cation-transporting ATPase 1.47 
CA384059 Proliferating cell nuclear antigen 1.47 
Hete0002_D05 Fatty acid-binding protein-2 1.47 
est02f04 Tubulin alpha-3 chain 1.46 
HK0001_H03 60S ribosomal protein L26 1.46 
utu02b07 Cytochrome c oxidase subunit II 1.46 
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CA366800 Transposase-45 1.45 
CA383827 Zinc finger DHHC domain containing protein 13  1.43 
CA373770 Procathepsin L-2 1.43 
CA357109 Tumour necrosis factor receptor 1.43 
KVkm2_G01 60S ribosomal protein L32-2 1.43 
CA356384 Toll-like receptor 20a  1.43 
utu02h11 Ribosomal protein L13 1.42 
CA359569 Voltage-dependent anion-selective channel protein 1 1.40 
utu02b09 60S acidic ribosomal protein P0 1.40 
CA347646 GrpE protein homolog 1, mitochondrial precursor 1.39 
KVkm2_G09 Guanine nucleotide-binding protein beta subunit 2-like 1 1.39 
CA368189 MAPK/ERK kinase kinase 6 1.39 
KVkm2_F06 60S ribosomal protein L32-1 1.39 
EXOB4_F11 40S ribosomal protein S20 1.38 
utu03g02 Heat shock cognate 70 kDa 1.38 
CA360060 T-complex protein 1, subunit 3  1.38 
EST1-3A_E06 60S ribosomal protein L5-1 1.36 
EXOB4_F02 Ribosomal protein S12 1.36 
EXOB2_B01 Nuclease sensitive element binding protein 1-1 1.36 
KVkm2_A09 60S ribosomal protein L35 1.36 
Hete0002_F10 Unknown-144 1.35 
CA359344 Transposase-32 1.35 
est04d09 60S ribosomal protein L37 1.35 
utu01d01 60S acidic ribosomal protein P1 1.34 
CA377140 Complement component C8 beta chain  1.34 
utu04d10 Unknown-268 1.34 
EXOB3_C07 60S ribosomal protein L7a-2 1.33 
utu03b06 Unknown-250 1.33 
CA343485 C-Fos protein 1.32 
est01e02 Thymosin beta-4-1 1.32 
utu04f08 Actin, alpha skeletal 5 1.32 
utu01g11 Actin, alpha skeletal 3 1.31 
Hete0002_F02 Cytokeratin 19 1.31 
EXOB2_G09 Cytochrome c oxidase subunit I-2 1.29 
est02h03 Alpha-2,8-sialyltransferase 8F 1.29 
CA386553 Dedicator of cytokinesis protein 2 1.29 
CA350711 B-cell lymphoma/leukemia 11A  1.29 
utu04e07 60S ribosomal protein L39 1.28 
CA359892 Transposase-8 1.28 
Hete0002_E03 60S ribosomal protein L36 1.27 
CA345232 Similar to GTP-binding protein ragB 1.26 
CA366558 Steroid hormone receptor ERR2  1.25 
HK0001_D01 Ubiquitin 1.24 
utu03c09 40S ribosomal protein S5 1.24 
EXOB2_C03 60S ribosomal protein L10-1 1.23 
KVkm2_G11 60S ribosomal protein L7 1.23 
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utu02g02 40S ribosomal protein S21 1.23 
HKT0001_H07 60S ribosomal protein L37a 1.22 
CA366403 Heat shock 27 kDa protein-1 1.22 
EXOB4_A11 Tubulin alpha-ubiquitous chain 1.22 
EXOB4_B11 40S ribosomal protein S30 1.22 
Hete0002_C05 Calmodulin-2 1.21 
est03h05 Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 A-2 1.21 
utu02h04 40S ribosomal protein S6 1.19 
CA376758 Mitogen-activated protein kinase 6  1.18 
HK0002_H10 Unknown-182 1.18 
utu01f04 Actin, alpha skeletal 2 1.17 
ENH2_B12 Ribosomal protein L35-1 1.17 
EXOB3_G03 60S acidic ribosomal protein P2 1.15 
utu04d04 Actin, alpha skeletal 4 1.15 
utu01h02 Cytochrome oxidase subunit III-3 1.12 
HK0002_C07 60S ribosomal protein L17 1.12 
utu04g04 Ribosomal protein L36a-like-2 1.11 
CA385871 Jagged2 1.09 
CA381721 Fibroblast growth factor receptor 2 -1.08 
HK0001_G12 Quinone oxidoreductase -1.10 
HK0001_H05 Angiotensin I converting enzyme -1.11 
est04c02 Unknown-53 -1.11 
HK0001_A04 MIR-interacting saposin-like protein precursor -1.12 
EXOB1_F01 60S ribosomal protein L35a-1 -1.12 
utu01b05 Gamma crystallin B-1 -1.15 
CA344428 Glutathione peroxidase 4 -1.15 
EXOB1_A03 Metallothionein A -1.16 
EXOB2_G10 Histone H33-1   -1.16 
EXOB4_B09 Macrophage receptor MARCO -1.16 
HK0001_A05 Unknown-146 -1.17 
CA368283 MAPK/ERK kinase kinase 1-2 -1.18 
CA381226 ATF-like basic leucine zipper transcriptional factor B-ATF  -1.19 
CA384501 MAP kinase kinase 4 -1.19 
EXOB2_E01 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1-2 -1.20 
CA359784 Heat shock protein 4 -1.21 
HK0003_A10 Unknown-184 -1.22 
HKT0001_A08 Antifreeze protein LS-12 -1.22 
HK0001_C04 Unknown-150 -1.22 
utu01c03 Unknown-232 -1.22 
HK0002_F05 Myosin heavy chain, skeletal, fetal   -1.22 
CA350038 Transposase-18 -1.23 
CA376813 CC chemokine SCYA110-1 -1.23 
HK0002_D02 Unknown-170 -1.23 
est02b02 PEST-containing nuclear protein -1.23 
utu01h01 Unknown-239 -1.23 
HK0002_B06 Troponin T-3, fast skeletal muscle   -1.23 
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HK0002_H09 Unknown-181 -1.23 
HK0001_A10 Full-length cDNA clone CS0DC006YH13 of Neuroblastoma 

of Homo sapiens 
-1.24 

HK0003_F09 Unknown-199 -1.24 
EXOB3_H05 Glucose-6-phosphate isomerase-2 -1.25 
EXOB3_D10 Na/K ATPase alpha subunit-1 -1.25 
CA362758 Cyclophilin-2 -1.25 
HK0003_G05 Unknown-201 -1.25 
CA344745 B-cell receptor CD22-1   -1.25 
HK0002_G11 Myristoylated alanine-rich protein kinase C substrate -1.25 
HK0003_G10 Unknown-202 -1.26 
CA359170 Metallothionein B  -1.26 
CA369467 5-lipoxygenase activating protein  -1.26 
CA385699 Aflatoxin B1 aldehyde reductase member 2  -1.27 
utu01d07 Unknown-236 -1.27 
HK0001_D05 Ubiquitin-like protein SMT3A-2 -1.27 
EXOB3_H12 Unknown-125 -1.27 
CA349627 Hypoxia-inducible factor 1 alpha-1 -1.28 
CA388407 DnaJ homolog subfamily A member 2 -1.28 
EXOB2_A10 Unknown-92 -1.28 
HK0002_H08 TATA-binding protein associated factor 2N -1.28 
EXOB2_A04 Hypothetical-fish 4 -1.28 
HK0002_H05 Trans-2-enoyl-CoA reductase -1.28 
EXOB3_E06 Unknown-115 -1.29 
CA358968 Complement component C3-3-2 -1.29 
HK0003_A04 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 6-2 -1.29 
HK0001_G11 Unknown-161 -1.29 
EXOB3_G08 Fatty acid-binding protein-1 -1.30 
HK0002_H04 Unknown-179 -1.30 
EXOB2_F03 Nuclear cap binding protein subunit 2 -1.30 
EXOB3_B01 Cathepsin C-3 -1.30 
utu01b08 Unknown-231 -1.31 
est02h09 Nonhistone chromosomal protein HMG-17 -1.31 
EST1-3A_A09 Serine protease-like protein-2 -1.31 
EXOB3_D06 Unknown-112 -1.31 
CA355245 Hypoxia-inducible factor 1 alpha-2 -1.31 
HK0003_D01 Troponin C-1, skeletal muscle -1.31 
HK0003_E07 Myosin light chain 2-1 -1.32 
HK0003_C10 Over-expressed breast tumor protein-like -1.32 
CA363676 Complement factor B/C2-B -1.32 
HK0002_G10 T-cell receptor alpha chain V region HPB-MLT precursor 

(Fragment) 
-1.32 

EXOB2_E04 Unknown-97 -1.32 
HK0003_H02 Cathepsin L2   -1.33 
EXOB3_E10 Unknown-117 -1.33 
HK0003_B09 Complement factor H-2   -1.33 
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EXOB1_B02 Hypothetical-fish 34 -1.33 
CA347342 Transposase-14 -1.33 
HK0003_A12 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1-1 -1.33 
CA358882 DeltaB -1.34 
HK0003_F10 Unknown-200 -1.34 
EXOB3_C03 Unknown-110 -1.34 
HK0003_B05 FLJ14655 -1.34 
est02b12 Dermatan-4-sulfotransferase-1-1 -1.34 
CA366512 Alcohol dehydrogenase [NADP+]  -1.35 
HK0002_G04 Fructose-bisphosphate aldolase A -1.35 
EXOB3_B02 Hyperosmotic protein 21 -1.35 
HK0002_G06 Unknown-177 -1.35 
CA361151 Annexin A1-2 -1.35 
HK0003_H12 Unknown-203 -1.35 
EXOB3_F10 Nuclease sensitive element binding protein 1-2 -1.36 
EXOB1_H11 Hypothetical-fish 18 -1.36 
EXOB3_D08 Histone H33-2   -1.36 
HK0002_A12 NADH-ubiquinone oxidoreductase 15 kDa subunit -1.37 
utu01d11 Unknown-237 -1.37 
est02c06 Heat shock protein 75 kDa-2 -1.37 
HK0002_B04 Phospholemman precursor -1.37 
EXOB3_A03 SEC13-related protein -1.37 
CA383094 Regulator of G-protein signaling 1-1  -1.37 
CA355516 Transposase-26 -1.38 
HK0003_B03 Cytochrome c-2 -1.38 
HK0001_F10 Unknown-158 -1.38 
HK0001_F11 PNAS-106 -1.38 
CA353031 MAPK7 interacing protein -1.39 
CA365505 Retinoblastoma-like protein 1 -1.39 
CA355799 MHC class I heavy chain-like -1.39 
CA370691 Cytochrome P450 27  -1.39 
EXOB3_C12 NADH-ubiquinone oxidoreductase 20 kDa subunit, 

mitochondrial precursor 
-1.39 

CA350804 Unknown-277 -1.39 
est01e10 Tolloid-like protein (nephrosin)-1 -1.40 
HK0001_A11 Fumarate hydratase, mitochondrial precursor -1.40 
EXOB1_H09 ATP synthase beta chain-1 -1.40 
EXOB3_H02 Unknown-123 -1.40 
CA382454 Heat-shock protein beta-3  -1.40 
EXOB4_H04 Fructose-1,6-bisphosphatase isozyme 2 -1.40 
CA346821 Transposase-11 -1.40 
EXOB2_C04 Transposase-60 -1.41 
CA355055 Reversion-inducing cysteine-rich protein with Kazal motifs   -1.41 
HK0001_F03 HIRA-interacting protein 5 -1.41 
utu01d06 Deoxyribonuclease gamma precursor -1.42 
CA370333 Melanoma derived growth regulatory protein   -1.42 
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EXOB2_A05 14 kDa phosphohistidine phosphatase -1.42 
CA383545 ReO_6-5 -1.42 
EXOB3_H08 Unknown-124 -1.42 
utu01b01 Unknown-230 -1.42 
CA364325 Peroxiredoxin 6 -1.42 
HK0001_C06 Prostaglandin D synthase homolog -1.42 
CA379928 ReO_6-4 -1.43 
HK0003_F07 Unknown-198 -1.43 
CA376422 Interferon-induced protein 44-2 -1.43 
CA363822 Heat shock factor 2-2 -1.44 
CA386271 Telomerase-binding protein p23-2 -1.44 
est02f02 Unknown-28 -1.44 
utu01d02 Unknown-235 -1.44 
HK0003_C08 Parvalbumin alpha-2 -1.44 
EXOB3_A04 Unknown-104 -1.45 
HK0001_C09 Unknown-151 -1.45 
utu01c08 Unknown-233 -1.45 
CA374135 CCL4 -1.45 
EXOB3_A01 Unknown-103 -1.45 
EXOB2_G01 Leukocyte cell-derived chemotaxin 2 -1.46 
EXOB1_E09 Transposase-57 -1.46 
EXOB2_B05 Hypothetical-fish 27 -1.46 
CA371052 Cyclin A2 -1.46 
EXOB2_D01 Proteasome subunit alpha type 3 -1.46 
HK0001_D12 Estrogen-responsive B box protein -1.47 
HK0001_A03 Unknown-145 -1.47 
CA373607 Matrix metalloproteinase-2 -1.47 
EXOB3_F11 Ubiquitin-conjugating enzyme E2-18 kDa  -1.47 
est03g09 UDP-glucose 4-epimerase -1.47 
utu04e11 Hyaluronan and proteoglycan link protein 2 precursor -1.47 
CA349338 Unknown-275 -1.47 
HK0003_C07 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A0 -1.48 
CA383564 Coatomer epsilon subunit 1   -1.48 
HK0001_D09 Cytochrome P450 2F1 -1.48 
EST1-3A_G02 NADH dehydrogenase subunit 2 -1.48 
utu02h05 Unknown-247 -1.48 
HK0003_E08 Unknown-194 -1.49 
HK0003_C02 Collagen alpha 1(I) chain-1 -1.49 
CA367619 Programmed cell death protein 8, mitochondrial precursor -1.49 
HK0003_E04 Hypothetical-fish 10 -1.49 
CA341823 Superoxide dismutase [Cu-Zn] extracellular  -1.49 
HK0002_F03 Unknown-176 -1.50 
EXOB2_D07 Ependymin related protein-1 -1.50 
HK0001_F09 Unknown-157 -1.50 
HK0002_C04 Apolipoprotein E-2 -1.51 
CA380426 Cytokine inducible SH2-containing protein 5  -1.51 
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HK0003_B01 Unknown-185 -1.51 
CA344707 Cyclophilin-1 -1.51 
HK0003_F05 28S ribosomal protein S16, mitochondrial precursor -1.51 
HK0002_D09 Prothymosin alpha -1.52 
EXOB4_H07 Beta-galactosidase-related protein -1.52 
EXOB4_E01 Transposase-58 -1.52 
HK0002_C03 Unknown-168 -1.52 
EXOB1_D10 Unknown-85 -1.52 
est04c06 Unknown-54 -1.53 
CA379612 NF-kappaB inhibitor alpha-2 -1.53 
HK0001_C01 Dermatan-4-sulfotransferase-1-2 -1.53 
CA361535 CC chemokine SCYA106 -1.54 
EXOB2_H02 Serine/arginine repetitive matrix 1 -1.54 
est01g07 Proteasome activator complex subunit 2 -1.54 
EXOB2_D06 NADH dehydrogenase subunit 5-1 -1.54 
HK0003_D10 Hypothetical-fish 9 -1.54 
CA366489 Multidrug resistance protein 3-1 -1.54 
EXOB1_D03 5'-3' exoribonuclease 2 -1.54 
HKT0001_H05 Cytochrome b-3 -1.55 
CA377504 Cold autoinflammatory syndrome 1 protein  -1.55 
HK0001_E07 Unknown-155 -1.55 
EXOB4_H08 Alanine-glyoxylate aminotransferase 1 -1.55 
EXOB2_F01 Proteasome subunit alpha type 6 -1.56 
EXOB1_B12 All-trans-13,14-dihydroretinol saturase -1.56 
CA372428 Leukotriene B4 receptor 1  -1.56 
CA368739 BCL2-associated athanogene 1 -1.56 
CA358347 Transposase-31 -1.57 
KVkm2_D03 Nuclear protein 1 -1.57 
CA352451 Transposase-21 -1.57 
CA376574 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 1 -1.58 
CA357761 Galectin-3 -1.59 
HK0002_F01 Unknown-175 -1.59 
ENH2_F09 Beta-2-microglobulin-1 -1.59 
CA361754 Glutathione S-transferase theta 1 -1.60 
HK0001_D10 Coagulation factor X precursor -1.60 
EXOB1_E12 Serine protease-like protein-3 -1.61 
HK0001_F01 Complement factor H-1   -1.61 
CA386899 Astrocytic phosphoprotein PEA-15 -1.61 
EXOB3_F04 Unknown-119 -1.61 
EXOB1_B09 Ribonucleoside-diphosphate reductase large subunit -1.61 
CA376213 TNF receptor associated factor 1  -1.62 
HK0001_F02 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase -1.62 
HK0002_D07 Unknown-172 -1.63 
CA372952 Survival of motor neuron-related splicing factor 30 -1.64 
HK0003_C03 Unknown-189 -1.64 
HK0003_E01 Plasminogen precursor-1 -1.64 
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est01c03 Histone H33-3 -1.64 
CA380457 Aminopeptidase N -1.64 
HK0002_C02 Chromosome-associated kinesin KIF4A -1.66 
CA374603 IL-8 receptor -1.66 
HK0002_E04 39S ribosomal protein L45, mitochondrial precursor -1.66 
CA370435 Caspase 2 -1.66 
HK0003_E06 DnaJ homolog subfamily C member 9 -1.67 
CA359643 Derlin-1  -1.68 
est03d06 Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 2 -1.69 
CA373295 Apoptosis response zinc finger protein -1.70 
utu01e12 Zinc finger protein 228 -1.70 
CA363935 BCL2/adenovirus E1B 19-kDa protein-interacting protein 2 -1.71 
HK0002_E09 Unknown-174 -1.72 
HK0002_D04 Unknown-171 -1.72 
EXOB3_F05 Proteasome subunit alpha type 7-1 -1.75 
HK0001_E06 Transposase-2 -1.76 
HK0003_D06 Mitochondrial ribosomal protein L1 -1.77 
EST1-3A_E12 Hypothetical-fish 3 -1.77 
EXOB1_F02 Transcription regulator protein BACH1 -1.78 
EXOB3_G02 Organic anion transporter -1.79 
CA356055 Transposase -63 -1.83 
EXOB3_F12 Unknown-121 -1.84 
CA341859 Nuclear factor kappa-B, subunit 1 -1.86 
HK0003_D08 Unknown-193 -1.86 
utu03f12 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 14 -1.87 
EXOB1_F10 Suppressor of SWI4 1 homolog -1.93 
EXOB1_C12 Hypothetical-fish 31 -1.97 
EXOB1_F11 CD9 -1.99 
CA344100 Galectin like 1 -2.03 
CA368203 Transposase-55 -2.13 
EXOB1_B03 Unknown-81 -2.21 
EXOB1_D11 Dynein light chain 2, cytoplasmic -2.24 
EXOB1_A07 Unknown-79 -2.29 
EST1-3A_C12 Coronin-1C -2.33 
CA373506 Selenoprotein P -2.36 
est03e03 Poly(RC) binding protein 2 -2.64 
HK0003_A11 Apolipoprotein A-I-1 -2.75 
CA355527 Adenosine kinase 2 -2.75 
est03e05 Hypothetical protein LOC122618 -3.20 
est03d11 Unknown-42 -3.28 
EST1-3A_B03 Hypothetical-fish 44 -4.34 
utu04c03 60S ribosomal protein L4 -8.99 
est04b01 Similar to rRNA (Vangl2) -9.97 
utu04g09 Unknown-271 -14.72 
CA377768 Phospholipase D1 -26.64 
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RT-qPCR de genes selectos 
 
 
 
 
 
RT PCR cuantitativa 
Se diseñaron cebadores específicos para amplificar fragmentos de 194-305 pares de bases. Para el 
procesamiento del ARN se utilizó la DNAsa RNAsa-free (Promega) y para la síntesis de ADNc la 
transcriptasa inversa Superscript III (Invitrogen) cebada con oligo(dT). Los análisis se llevaron a 
cabo utilizando el paquete de reactivos Dynamo SYBR Green (Finnzymes) en el sistema de 
análisis ABI Prism 7700 (Amersham-Pharmacia). Para la cuantificación de la expresión de ARNm 
mediante Real Time PCR (RT-qPCR), se diluyó el ADN, a razón de 1:50 para el ADN diana y a 
razón de 1:100 para el 18S, y se utilizó como plantilla para los cebadores Fw (forward) y Rv 
(reverse). En cada pocillo se incluyeron  10 μl de iQ™ SYBR Green Supermix (Bio-Rad), 500 nM 
de cebadores Fw y Rv y 5 μl de ADN en un volumen final de 20 μl por pocillo. Se incluyeron 
controles sin ADNc y con ARN. Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo en un sistema 
MyiQ thermocycler (BioRad) siguiendo un protocolo general de desnaturalización inicial durante 
5 min a 95 ºC, seguido de 40 ciclos de desnaturalización de 10 s a 95 ºC y 30 s a 60 ºC, seguidos de 
un ciclo de fusión de 81 ciclos (de 55 ºC a 95 ºC). Todas las muestras se procesaron por triplicado 
y se midió la fluorescencia al final de cada fase de extensión. Para el cálculo de los niveles de 
expresión relativa para cada gen se utilizó una variaicón del método ΔCT en la que se empleó 
ungen de referencia. Los valores de Ct (umbral de ciclo) para cada muestra se expresaron como el 
grado de diferencia calculado en relación a los controles no sujetos a tratamientos experimentales y 
normalizados para cada gen en función de los obtenidos para el 18S. 

En las gráficas que siguen se muestran los resultados de la comparación de los niveles de expresión 
obtenidos mediante análisis de micromatriz y RT-qPCR de algunos de los genes que, utilizando 
aquella metodología, mostraron una expresión diferencial significativa. Dados los problemas de 
semejanza habituales en la comparación de los resultados en una y otra metodologías (véanse 
[331-335] y la discusión en el capítulo 6 Análisis exploratorio del transcriptoma de la dorada 
(Sparus aurata) mediante la plataforma de micromatriz de ADNc SFA 2.0) y con la finalidad de 
abarcar un número razonable de genes, se optó por escoger los genes a validar en función no sólo 
de la consistencia de su expresión diferencial (estableciéndose el valor de corte para la significación 
en p<0.05 ó p<0.01), sino también de la intensidad de la misma (utilizando valores de regulación 
al alza o a la baja cercanos o superiores a 1.5FC como criterio mínimo) y de la función fisiológica 
descrita para cada uno. 
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Comparación de la expresión genética mediante micromatriz y RT PCR cuantitativa para genes 
selectos en el riñón cefálico de truchas infectadas con IHNV. 
Se indican los cebadores utilizados para evaluar cada gen en diferentes puntos muestrales, así como el logaritmo en base 2 
de los valores de la relación de la expresión genética entre los tratamientos experimentales obtenida para cada gen en la RT 
PCR cuantitativa (verde) y la plataforma de micromatriz (naranja), así como el valor de intensidad de cambio (FC) para 
cada transcrito (azul). 

(CA362758)  Cyclophilin-2 
24h -2.09 -2.09 -3.90 Fwd (5’-3’): CTTCATCTGCACTGCTAACA 
   Rev (5’-3’): TAAGGGAGGGGTAGAAGGAA 
(CA370329) Lysozyme C precursor 
24h -2.34 -2.34 -5.00 Fwd (5’-3’): ATGGATGGCTACGCTGGAAAC 
   Rev (5’-3’): AACACCACACGCTTGGCACAAC 
(CA383795) Allograft inflammatory factor-1 
24h -1.51 1.51 -3.59 Fwd (5’-3’): GCAAGGAGGGAAAGCATTTGG 
   Rev (5’-3’): AACAGAACGTGTCTCGTGCAGC 
(EXOB2 A01) MHC class II invariant chain-like protein 1 
24h -2.33 -2.22 -6.89 Fwd (5’-3’): TTGAGAGAACTTGGACGC 
   Rev (5’-3’): TGGTGCCCTGGATGACTTTG 
(EXOB3 E09) N-myc downstream regulated protein-2 
24h -1.02 -1.69 -2.68 Fwd (5’-3’): CTTCATCTGCACTGCTAACA 
   Rev (5’-3’): TAAGGGAGGGGTAGAAGGAA 
(HK0002_B10) B-cell receptor-associated protein BAP37-2 
24h -1.44 -1.44 -3.95 Fwd (5’-3’): TTGCTGGTGCTGGGAATAGG 
   Rev (5’-3’): TCACTGGGGTAGAAACCTGTCG IH
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Comparación de la expresión genética mediante micromatriz y RT PCR cuantitativa para genes 
selectos en el riñón cefálico de truchas expuestas a LPS. 
Se indican los cebadores utilizados para evaluar cada gen en diferentes puntos muestrales, así como el logaritmo en base 2 
de los valores de la relación de la expresión genética entre los tratamientos experimentales obtenida para cada gen en la RT 
PCR cuantitativa (verde) y la plataforma de micromatriz (naranja), así como el valor de intensidad de cambio (FC) para 
cada transcrito (azul). 

(EXOB2 A01) MHC class II invariant chain-like protein 1 
24h -1.02 -2.02 -1.00 Fwd (5’-3’): TTGAGAGAACTTGGACGC 
   Rev (5’-3’): TGGTGCCCTGGATGACTTTG 
(EXOB3 E09) N-myc downstream regulated protein-2 
24h --0.57 -1.48 -0.60 Fwd (5’-3’): CTTCATCTGCACTGCTAACA 
   Rev (5’-3’): TAAGGGAGGGGTAGAAGGAA 
(est04e04) MHC class 1b antigen 
24h 1.16 2.24 1.09 Fwd (5’-3’): ATGCCAGACAGGTCCATTTC 
   Rev (5’-3’): GCACAGAAGCGTTTCAATCA 
(est02g07) Ig mu heavy chain disease protein 
24h -1.45 2.73 -0.05 Fwd (5’-3’): TGCGTGTTTGAGAACAAAGC 
   Rev: ATGACATCGCACACAAGCTC 
(HST0001_D08) Beta-globin 
24h --2.16 -4.46 -0.45 Fwd (5’-3’): GAGGCAGCTCCACCAGTAAC 
   Rev (5’-3’): ATTTCAGGGTGTTGGCTGAC 
(EXOB3_H01) Matrix metalloproteinase-13 
24h --4.10 -17.18 -0.04 Fwd (5’-3’): GCTGAGGTGGACAACTCCAT 
   Rev (5’-3’): AGCTGAAGCTGAAGGACTCG 
(est04e04) MHC class 1b antigen 
72h 1.67 3.17 0.72 Fwd (5’-3’): ATGCCAGACAGGTCCATTTC 
   Rev (5’-3’): GCACAGAAGCGTTTCAATCA 
(est02f08) Serine protease like protein-1 
72h -2.21 -4.64 0.26 Fwd (5’-3’): ACCAAAAACATGCTGTGTGC 
   Rev (5’-3’): CCCTCCATTTGAAGTGATCC 
(EXOB3_H01) Matrix metalloproteinase-13 
72h -2.56 -5.88 -1.71 Fwd (5’-3’): GCTGAGGTGGACAACTCCAT 
   Rev (5’-3’): AGCTGAAGCTGAAGGACTCG 
(EXOB2_G12) Tolloid-like protein (nephrosin)-2 
72h -3.75 -13.47 -0.04 Fwd (5’-3’): CCAACAGCATTGAGGAGGAT 
   Rev (5’-3’): AGGACTTCTGCCACTTGCAT LP
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Comparación de la expresión genética mediante micromatriz y RT PCR cuantitativa para genes 
selectos en el hígado de truchas expuestas a LPS. 
Se indican los cebadores utilizados para evaluar cada gen en diferentes puntos muestrales, así como el logaritmo en base 2 
de los valores de la relación de la expresión genética entre los tratamientos experimentales obtenida para cada gen en la RT 
PCR cuantitativa (verde) y la plataforma de micromatriz (naranja), así como el valor de intensidad de cambio (FC) para 
cada transcrito (azul). 
 

(EST1-3A_F08)  Heat shock protein HSP 90-beta-2 
24h 0.66 1.58 -0.27 Fwd (5’-3’): CACAATGGGCTACATGATGG 
   Rev (5’-3’): CCTGTAGATGCGGTTGGAGT 
(HK0003_B09) Complement factor H-2   
24h 0.52 1.43 1.07 Fwd (5’-3’): CACTGTGGACGAAGAGCTGA 
   Rev (5’-3’): ATTGGCAATGAGGCAAGTTC 
(CA370329) Lysozyme C precursor 
24  0.61 1.52 -0.13 Fwd (5’-3’): ATGGATGGCTACGCTGGAAAC 
   Rev (5’-3’): AACACCACACGCTTGGCACAAC 
(HK0003_A11) Apolipoprotein A-I-1 
24h -0.96 -1.94 -0.82 Fwd (5’-3’): GCGCAGACACTAACGCACTA 
   Rev (5’-3’): TGAAGCACACGGCTATCTTG 
(est02f08) Serine protease like protein-1 
72h 0.72 1.64 -0.25 Fwd (5’-3’): ACCAAAAACATGCTGTGTGC 
   Rev (5’-3’): CCCTCCATTTGAAGTGATCC 
(HK0003_B09) Complement factor H-2 
72h 0.90 1.87 0.85 Fwd (5’-3’): TTGAGAGAACTTGGACGC 
   Rev (5’-3’): TGGTGCCCTGGATGACTTTG 
(EXOB2_G09) Cytochrome c oxidase subunit I-2 
72h 1.70 3.25 -0.73 Fwd (5’-3’): GCGGGTACTGGATGAACAGT 
   Rev (5’-3’): TGAGAGATGGCTGGAGGTTT 
(EST1-3A_C12) Coronin-1C 
72h -0.60 -1.51 -2.09 Fwd (5’-3’): AGTGGTGCGAGCGAGTAAGT 
   Rev (5’-3’): GACAGGTCCCGTATGACCAC LP
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Comparación de la expresión genética mediante micromatriz y RT PCR cuantitativa para genes 
selectos en las branquias y el riñón cefálico de doradas alimentadas durante cuatro semanas con 
una dieta inmunoestimulante. 
Se indican los cebadores utilizados para evaluar cada gen en diferentes puntos muestrales, así como el logaritmo en base 2 
de los valores de la relación de la expresión genética entre los tratamientos experimentales obtenida para cada gen en la RT 
PCR cuantitativa (verde) y la plataforma de micromatriz (naranja), así como el valor de intensidad de cambio (FC) para 
cada transcrito (azul). 
 

(HST0001_D04) Alpha-globin I-2 
B 1.31 2.48 1.00 Fwd (5’-3’): TCTGTCCAGCCTCAGCGAAC 
   Rev (5’-3’): CATGGCAATGACCAGCATGA 
(HK0003_A11) Apolipoprotein A-I-1 
B -1.93 -3.82 -2.00 Fwd (5’-3’): AACGATTACCGCACCCTGCT 
   Rev (5’-3’): TCTCCTCCACGTTGGCTTGA 
(CA359170) Metallothionein B 
B -0.24 -1.18 -0.26 Fwd (5’-3’): CCTGCACATGCACAAACTGC 
   Rev (5’-3’): TGTCGCACGTCTTCCCTTTG 
(est02f04) Tubulin alpha-3 chain 
B 0.58 -1.49 0.92 Fwd (5’-3’): CCTTGAACGTGGACCTGACG 
   Rev (5’-3’): TCGAAGCAGGCATTGGTGAT 
(CA379977) MHC class II alpha chain 
B 0.92 1.89 2.18 Fwd (5’-3’): TCCTGGACCAAGAACGGACA 
 B  Rev (5’-3’): CCTGGTCAGTGGCTCCTTCA 
    
(HST0001_D04) Alpha-globin I-2 
RC 1.26 2.40 2.68 Fwd (5’-3’): TCTGTCCAGCCTCAGCGAAC 
   Rev (5’-3’): CATGGCAATGACCAGCATGA 
(HK0003_A11) Apolipoprotein A-I-1 
RC -1.46 -2.75 -1.01 Fwd (5’-3’): AACGATTACCGCACCCTGCT 
   Rev (5’-3’): TCTCCTCCACGTTGGCTTGA 
(Hete0002_D05) Fatty acid-binding protein 
RC -0.37 -1.30 -1-74 Fwd (5’-3’): TCGGCAAGGAGGCTGAAATC 
   Rev (5’-3’): GTGGCAGAACTTGCCGGTCT 
(CA359170) Metallothionein B 
RC -0.34 -1.26 1.51 Fwd (5’-3’): CCTGCACATGCACAAACTGC 
   Rev (5’-3’): TGTCGCACGTCTTCCCTTTG 
(est02f04) Tubulin alpha-3 chain 
RC 0.55 1.46 2.62 Fwd (5’-3’): CCTTGAACGTGGACCTGACG 
   Rev (5’-3’): TCGAAGCAGGCATTGGTGAT 
(CA379977) MHC class II alpha chain 
RC 0.83 1.78 2.49 Fwd (5’-3’): TCCTGGACCAAGAACGGACA 
   Rev (5’-3’): CCTGGTCAGTGGCTCCTTCA 
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