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2. Materials and Methods 
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2.1 Functional genomics 
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2.1.1 Gene expression analysis using RNA-seq 
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2.1.2 Measuring chromatin accessibility with ATAC-seq to find 
putative regulators of expression  
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2.1.3 Metagenomic evaluation of bacterial populations with 16S 
ribosomal RNA gene sequencing 
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2.2 Functional proteomics 
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2.2.1 Label-free quantitative (LFQ) proteomics  
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2.2.2 Chitin affinity chromatography 
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2.2.3 Characterization of chitinase activity 
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3. Results in brief 

3.1 Paper I 
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3.1.1 Atlantic salmon chitin metabolism genes are mainly expressed 
in the gastrointestinal tract 
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3.1.2 Distinct regulation of chitin metabolism genes indicates 
functional diversification 
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3.2 Paper II 
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3.2.1 Dietary chitin slightly affected the expression of chitin 
metabolism genes and microbiota 
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3.2.2 Dietary chitin caused downregulation of hexosamine pathway 
genes 
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3.3 Paper III 
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3.3.1 Chitinase proteins are highly abundant in the stomach mucosa 
of Atlantic salmon 
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3.3.2 Atlantic salmon stomach chitinases efficiently degrade chitin  
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4. Discussion 

4.1 Increased gene family size and functional divergence 
of chitinase and CHS genes 
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5. Conclusions 
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Gene family expansion and functional 
diversification of chitinase and chitin synthase 
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Materials and methods 

Phylogenetic analysis 
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Tissue expression profiles 
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Gene expression in pyloric caeca of Atlantic salmon spanning the 
transition from endogenous to exogenous feeding 
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Chromatin accessibility in pyloric caeca 
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Transcription factor motif enrichment 
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Results  

Phylogenetic analysis of chitinase protein sequences 
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Tissue-specific regulatory divergence of chitinase genes in the 
gastrointestinal tract 
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Chitin synthase genes are mainly expressed in pyloric caeca and 
midgut of teleost fish 
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Gene regulation of chitinases and chitin synthases in pyloric caeca 
of Atlantic salmon 
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The effect of dietary chitin on Atlantic salmon 
(Salmo salar) chitinase activity, gene expression, 

and microbial composition 
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$�������%� >;#;� >;#;� E#=�

F������%���� E#?� E#?� E#?�

4	���%�����������	��� C#D� C#D� C#D�

��������� �%��
� ��%���	� �%�� %�	����

���%� <#<� <#<� 32.4 
��	�������%%������� <#<� 4.7 <#<�

-�%����� B#C� B#C� B#C�

7��%�����%�	���� <#=� <#=� <#=�

$������%� =<#C� =<#C� D#=�

.�����L���	�%���3��	�� <#B� <#B� <#B�

Proximate composition (%) � � �

'��� E#=@� C#@E� D#>C�

!�����	�� D#E=� D#BC� ?#@=�

������ =E#D?� =E#D?� =E#;B�

7	�����	����� ����D#;B"� ?D#E� ?D#E� ?@#>D�

7������ 0 6.11 6.35* 
7�%%�%���� D#==� <� <�

* �����������	�3�����������	�������������%%�������	��%�������%��%���������������������%K�
������ N"�]����*�	���'�$� N"�*�'��4� N"�����	������%���������!�	����. et al�� ;<=B"� !�	���
et al.�;<=B"�
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RNA-sequencing 
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Gene expression 
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Differential expression analysis 
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Gene enrichment analysis�
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Chitinase activity test 
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Illumina sequencing of the 16S rRNA gene 
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Results 

Impact of dietary chitin on chitinase activity and expression 
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Figure 1.�7����������������� ����L����	����"��������������*������%�	�������������������
����� ]>"��������	�%&���	�������%%&�����%��%�	���������?*!�*-%��'�>#�7	������%��%���	�����
��%������ �	��� ��������  =� u�� ��	� 	������"� ��� ��%�	��� ������  =<� u�� ��	� 	������"� ����
��������������;<<�u!�?*!�*-%��'�>���	�><�����������;C�\7���!��%����8�������	&��2�D#�=�����
�������������=�t��%����?*!����	������	������#�������%����������	�����������	��%�������r�
��#�
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'���	���� ��� �����7��� ��%��� ��%�	�+����)� ��������  -7$T<<<;>>>@B#=H� 	�%�����

=<<"&�'�%�������%�����������	�=<���������*%�
��������	��������%�����%����	�%����
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������ �	��� �����%�����%����	�%����
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Figure 2.�'"�-����3�	������ %���%�� %��; �4!�Y�="������������*&�����������*����72�������
�����	�����������3�	������%���%������%%�������������������������%�	�����������	��������������
���	�%������ ]?���	������������]>���	���%�	��������"#��"�-����3�	������%���%�� %��; �4!�
Y�="���������������������������������������������� ]?���	����	�%�����%��%�	���&�]B���	�
��	�������%%"#�7"�-����3�	������%���%�� %��; �4!�Y�="����������������72�����������%�	���
������ ]>���	����	�%�����%��%�	���&�]B���	���	�������%%"#�4%�������������������*�3�����������
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Gene enrichment analysis 
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Table 2.�����-9���	������(5--���������������	���%����� ��"�������	���%����� ���"�
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The gastric mucosa of Atlantic salmon (Salmo 
salar) is abundant in highly active chitinases 
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Chitinase abundance correlate with gene expression levels 

����%*�	���)����������� �$U"��	�������������������������	��������	�%������������

����	����������������	�������������'�%�������%�����%%����������	����������������

����#���	�
��%�&�7���#>&�7���#?&����7���#@���	������������������������	��������

���� ����	��� �������  $���	�� ;H� ����%�����	�� ���%�� ="#� F�� ���
� ��������� ���

���%������ +�'*��)� ����� ���	����� �	��� '�%����� ��%��� �������� �������

 '		��53�	���&� 5*!�'�*=<BE?"� �������	���� ���� ��		�%������������ ���� 	�%������

�����������������;<����	��������������	������������������3�	������%���%���������

�������������	��������	�����#���������	�����		�%����� v"������������	�%������

����������	������ %��; �$U���������Y�=""���������3�	������%���%�� %��; �4!�Y�

="&� ���	�� �4!� ������ ��	� �	���	����� ��	� ��%%��"� ���� <#DC�  �*��%��� ]� <#<<=?"&�

��������� �� ��������� ��		�%����� ������� ���� �3�	������ %���%�� ��� �	�����



 

D�

 

������������������	��������������	������ $���	��;"#�5������������	�����������

���������%���3�	�������	���	�������� �����������������	������ �� ������������

��%����� ���� ��	��� ����������  7���#>&� 7���#?&� ��� 7���#@"&� ���� 4����*'*%�
��

�	�������&������-$�*�������	����*%�
�&������������	��������������	H��������&����

��%����H�����*����%����#�������%%��	�����������������������%��%��������%�����	�����%��

;#��

�

�
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Purification and characterization of Atlantic salmon stomach 
chitinases 
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Activity towards insoluble chitin  
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The activity of Atlantic salmon stomach chitinases and ChiB from 
Serratia marcescens on α-chitin-containing organisms 

�������%������� ����������������	��������%���	�A�� ���%��%��Q*�������	�������������

����������� ������	� ���� �A����� ��	�� ��%�� ��� �	��
� ���� P*�����*��������

�	������������%���������������������'�%�������%���������������%%��	�����	����

����	��&�����
���	����%��
���%���	��%�������#�������� �����������������������������

���	�����������%�������3�&�������%%*���	����	�A�������������	����������%������	����



 

=<�
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Confirmation of chitinase proteins with mass spectrometry 
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Chitinase assays with fluorogenic substrates 
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pH and stability assay  

4�	������ ����������A�����	����������������	�  �%�
"�������3��������Q*������ ��

���	��	�������%��������������%%����������	���%�����K�;<��!��%����*27�� �2�;����

>"&�;<��!���������������� �2�?����B"&�;<��!������������������ �2�D"&�������%��

���%� �����	���������<#;�u!� ��������"����=<���L���  Q*�����"#����� 	��������

��3��	�����	�� ������������=?� \7� ����5�����	�� ���	����3�	����=<<<�	������

����%�����	����
������	�<#B&�=&�>&�D����;?����	�������������������%��	������	������

Q*������ ��	���%��� ��� ���	���� ����� ���� 	�������  <#?B� u�� ������� ��%��	&� !�	�
�

!�%%���	�"#� ��� ��/���� ���� ����%��� ��	� ��	������	����� ��� ��� ���������� �A����&�

2;�9?�������������������%������	��������;<��!���������%�	���#�'%%�	����������	��

	�����	��%������#���������	���������	����%�A������24�7� ������%��"#�

 

Chitinase assay with α-chitin, shrimp shells, crab shells and black 
soldier fly pupae skin 
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High-performance liquid chromatography (HPLC)  
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Availability of data 
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