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RESUMEN

La importancia de los miARN en la regulacion postranscripcional de numerosos procesos
bioldgicos ha desencadenado la necesidad de desarrollar herramientas in silico para la
prediccion de aquellos transcritos que puedan estar controlados por los miARN. Este hecho ha
provocado el desarrollo de herramientas para el estudio de la implicacion de estos ARN en
diferentes procesos bioldgicos, componentes celulares y vias moleculares. Por ello, el objetivo
del presente trabajo fue realizar una comparativa entre diferentes tipos de analisis in silico para
la prediccién de ARNm diana (TargetScanFish, Diana Tools microT-CDS y miRmap) asi como
diferentes andlisis de enriquecimiento funcional (Panther y g:Profiler). Los miARN
seleccionados para la realizacion del estudio (miR-let-7d, miR-122, miR-141 y miR-200a)
fueron caracterizados en dos estudios previos llevados a cabo en dos especies de peces (Danio
rerio y Solea senegalensis) como marcadores de exito reproductivo y su posible relacion con el
estrés (miR-let-7d). Para la determinacion de los programas més fiables de prediccion y
enriquecimientos descritos, se correlacionaron los resultados obtenidos in silico con parametros
de calidad seminal obtenidos previamente en estos estudios y en bibliografia. EI empleo
combinado de los tres programas de prediccion de dianas y las dos herramientas de
enriquecimiento funcional arroj6 una mayor informacién en los estudios in silico
complementandose unas y otras técnicas y aportando una mayor correlacion con los estudios
previos in vitro obtenidos en el laboratorio.

Palabras clave: bioinformatica, Danio rerio, estrés, microARN, reproduccion, Solea
senegalensis.

Abstract

The importance of miRNAs in the post-transcriptional regulation of numerous biological
processes has triggered the need to develop in silico tools for the prediction of transcripts that
may be controlled by miRNAs. This fact has led to the development of tools to study the
involvement of these RNAs in different biological processes, cellular components and
molecular pathways. Therefore, the aim of the present work was to compare different types of
in silico analysis for target mMRNA prediction (TargetScanFish, Diana Tools microT-CDS and
miRmap) as well as different functional enrichment analyses (Panther and g:Profiler). The
miRNAs selected for the study (miR-let-7d, miR-122, miR-141 and miR-200a) were
characterised in two previous studies carried out in two fish species (Danio rerio and Solea
senegalensis) as markers of reproductive success and their possible relationship with stress
(miR-let-7d). To determine the most reliable prediction and enrichment programmes described,
the results obtained in silico were correlated with semen quality parameters obtained previously
in these studies and in the literature. The combined use of the three target prediction
programmes and the two functional enrichment tools yielded more information in in silico
studies, complementing each other and providing a better correlation with previous in vitro
studies obtained in the laboratory.

Key words: Bioinformatics, Danio rerio, microRNA, reproduction, stress, Solea
senegalensis.



Introduccion

Biogénesis y regulacion de los microARN
Desde que se descubrieran los acidos nucleicos en 1868 por Friedrich Mieschner (Miescher,

1869), y el aislamiento en particular del acido ribonucleico (ARN), se ha avanzado mucho en
los conocimientos de estas moléculas. Actualmente, se pueden distinguir entre ARN
codificantes: ARN mensajero (ARNm); y ARN no codificantes (ARNnNc): ARN interferentes
(ARNI), ARN ribosdmico (ARNr) o el ARN transferente (ARNt) (Hay Kim, 2014). A su vez
dentro de los ARNi se distingue entre los largos no codificantes (ARNInc) y cortos (ARNC).
Los ARNNc se agrupan en tres familias: ARN pequefio interferentes (SIRNA), ARN asociados
a Piwi (piRNA) y microARN (miARN) (Jonas y lzaurralde, 2015), estos ultimos descubiertos en
1993 (Lee et al., 1993).

Los miARN conforman la familia de ARNnc de mayor expresién, estan formados por entre 18
y 25 nucledtidos (Hay Kim, 2014) y su funcion es actuar como reguladores postranscripcionales
(Treiber etal., 2019). Se transcriben por la polimerasa Il y maduran por la accién de dos
ARNasas: Dorsha y Dicer (Pu et al., 2019), para finalmente formar complejo con una proteina
AGO (Argonauta) generando el complejo RISC (RNA-induced silencing complex) (Gebert y
MacRae, 2019). Los miARN son capaces de unirse a los elementos de respuesta a miARN
(ERM) enlas UTR 3’ (regiones no traducidas del extremo 3°) de los ARNm gracias a secuencias
complementarias llamadas “semilla de miARN”, o bien a las UTR 5’ activando su traduccion
(Sadakierska-Chudy, 2020). En este segundo caso, independientemente de AGO. Por lo general,
la capacidad de union al ARNm en las UTR 3’ provoca su silenciamiento por inhibicion de la
traduccion al favorecer la desadenilacion, regulando asi, aproximadamente el 60% de los genes

en mamiferos (Bizuayehu y Babiak, 2014; Ha y Kim, 2014).

Las secuencias de miARN se encuentran altamente conservadas a lo largo de la evolucion,
pudiéndose hablar de familias de miARN cuando comparten dianas, es decir, poseen la misma
semilla (Gulyaeva y Kushlinskiy, 2016). Por otro lado, se distribuyen por todo el genoma. A
veces se localizan en regiones intrénicas (aproximadamente la mitad de los miARN conocidos)
que se expresan junto al ARNm, o formando agrupaciones seriadas que se expresan en un Unico
ARN policistronico (clusters) (Vilimova y Pfeffer, 2023). En ambos casos existe una fuerte

regulacién que permite que solo lleguen a madurar aquellos miARN necesarios para la célula.

En estos clusters es comun encontrarse miARN de la misma familia, ya que aquellos que los

componen comparten funcion, cooperando en la regulacion del mismo conjunto de ARNm



(Vilimova Yy Pfeffer, 2023). No obstante, el pre-miARN sintetizado a partir de estos clusters sufre
modificaciones postranscripcionales que permiten que no todos los miARN terminen de
madurar en la misma proporcion, sino que se autorregulan para adaptar la expresion al

requerimiento fisiologico de la célula (O’Brien et al., 2018).

La sintesis de miARN se produce por una via candnica y varias no canonicas. La via canonica
comienza con la transcripcion de los pri-miARN por la polimerasa Il, de mas de 1 kpb. Se
procesan con el complejo microprocesador formado por las proteinas DGCR8 (DiGeorge
syndrome Critical Region 8) y Drosha. (O’Brien et al., 2018). DGCRS8 reconoce el motivo GGAC
metilado (Alarcén et al., 2015) mientras que Drosha corta en la base de la horquilla. De esta
manera se termina formado el pre-miARN de 60 pb con un tallo, un bucle y los extremos
desapareados (Figura 1), que se asocia a la exportina 5 (XPO5)/RanGTP para exportarse al

citoplasma (Hay Kim, 2014).
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Figura 1: Esquema del miARN y los cortes realizados en su maduracion (Jevsinek Skok et al., 2013)

Una vez en el citoplasma, la endonucleasa ARNasalll Dicer, junto con las proteinas TRBP (Tar
RNA binding protein) y PACT (Michlewski y Caceres, 2019), escinde el bucle dejando las dos
hebras del miARN maduro para formar un diplex (Hay Kim, 2014). Dado que Dicer genera
cortes imprecisos, habra numerosas variantes del miARN maduro provenientes del mismo pre-
miARN (Michlewski y Caceres, 2019). Finalmente, se rompera el diplex cargandose una Unica

hebra a la proteina AGO2 para formar el complejo RISC (O’Brien et al., 2018).

En cuanto a las vias no candnicas de biogénesis de miARN, puede haber independencia de
Drosha/DGCR8 o de Dicer (Figura 2). En la via independiente de Drosha/DGCRS, el pre-
miARN generado es muy semejante a los sustratos de Dicer mientras que cuando se toma la via

independiente de Dicer es porque el producto de la actividad de Drosha/DGCR8 es una



horquilla tan pequefia que solo requiere de AGO2 para completar la maduracion (O’Brien et al.,
2018, Treiber et al., 2019).
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Figura 2: Esquema de las vias no candnicas de maduracion del miARN (Modificado de: Treiber et al., 2019).

El complejo RISC, ya generado en este punto, podrd modular la traducciéon de los ARNm

uniéndose a las dianas localizadas en los ERM (Sadakierska-Chudy, 2020).

Las regiones UTR 3’ tienen actividad fundamentalmente reguladora en la expresion y estabilidad del
ARNmM. Tienen médulos repetidos que adquieren estructuras secundarias para el acoplamiento a otros
ARN como miARN o proteinas de unién a ARN (RBP). Entre estos motivos se encuentran regiones
ricas en AU a las que se unen factores reguladores como TNF-f3 que desestabilizan el ARNm, o
elementos ricos en [(U/C)(C/U)CCCU] al que se unen factores como hidroxilasas de tirosina (Th)

que lo estabilizan en ambientes de hipoxia (Navarro et al., 2021).

En el caso de los ERM pueden verse protegidos de los miARN por unién de la proteina DNDL1 a
regiones ricas en U, y por la propia estructura tridimensional de la region UTR 3’ que dificulta la
accesibilidad. Sin embargo, si la secuencia semilla es lo suficientemente complementaria desenrollara
esa estructura secundaria de la region UTR 3’ e hibridara (Navarro etal., 2021). Si Se ajustan
perfectamente, la proteina AGO2 cortara el ARNm induciendo la degradacion y el silenciamiento; y
si no son del todo complementarias reclutaran a las proteinas GW182 y PABPC (polyA binding

protein cytoplasmic) que promoveran la desadenilacion (Sadakierska-Chudy, 2020).



Deadenylation

Figura 3: Complejo de la represion traduccional: los nimeros en los circulos blancos indican las interacciones
observadas: AGO2 unido a miARN (1); AGO2 unido a residuos de triptéfano (W) (2); PABPC unido a la proteina
GW182 (3); el regulador negativo de la transcripcion 9 (NOT9) y PAN3 unidos a residuos de W (interacciones 4
y 5, respectivamente); el complejo PAN2-PAN3 (interaccion 6); el dominio de unién a CAF40/NOT9 (CN9BD)
de NOT1 unido a NOT9 (interaccion 7); el dominio MIFAG de NOT1 unido a CAF1 (interaccion 8); el dominio
MIF4G de NOT1 unido a la proteina DEAD box 6 (DDX6) (9); DDX6 unido a EDC3 (10), EDC3 unido a un
motivo rico en leucina helicoidal (HLM) presente en la proteina DCP1 (11); y el complejo Dcpl-Dcp2 (12). La

estructura 5’cap se muestra como un circulo negro (Jonas y lzaurralde, 2015).
Técnicas in silico de prediccion de dianas de miARN

La capacidad de silenciamiento del ARNm mediante miARN se debe por tanto a tres aspectos
principalmente: la secuencia antisentido complementaria del miARN, las dianas localizadas en
la region UTR 3’ y a la conservacion de elementos que intervienen en la interaccion. Lo que
permite que pueda haber cientos de transcritos susceptibles de ser diana para un mismo miARN,
y procedentes de distintas rutas bioldgicas. En los Gltimos afios, con el desarrollo de la
computacion, se ha. podido realizar investigaciones sobre grandes volimenes de datos para
generar posteriores asociaciones, comparaciones, predicciones... a gran velocidad, lo que ha
permitido un auge de las técnicas dmicas. Con estos estudios, por ejemplo, se pueden predecir
los genes de una especie, asi como sus reguladores (genémica), interacciones (interactomica) y
funciones de los trascritos (transcriptomica). En definitiva, establecer sus funciones en las rutas

metabolicas (metabolomica) y en los efectos fenotipicos del organismo (fenomica).

Estas nuevas técnicas bioinformaticas, en el tema que nos ocupa, permite la identificacion y
localizacion de miARN, asi como sus transcritos diana y sus posibles interacciones. Y de la
misma manera, establecer los efectos que tienen en las rutas metabdlicas sobre las patologias

asociadas a sus desregulaciones. Este nuevo conocimiento abre puertas en el desarrollo de



distintas disciplinas biotecnoldgicas como son la ganaderia, agricultura o medicina de precision

utilizando dichos miARN como biomarcadores o posibles dianas de modificacion.

Para poder predecir las interacciones entre miARN se debe estudiar: la secuencia del miARN,
la secuencia del ARNm, la complementariedad de bases Wantson-Crick con la region semilla,
la energia libre que favorezca la interaccion, la complementariedad Watson-Crick dentro del
ARNmM tanto en la zona UTR 3° como en la UTR 5’ y la zona codificante, la conservacion de
interaccion entre especies, y otros elementos que intervengan en el contexto de la interaccién

(Riffo-Campos et al., 2016).

Los algoritmos que se utilizan para la prediccion de dianas requieren de grandes bases de
secuencias de miARN para que los resultados obtenidos sean robustos (Riffo-Campos et al.,
2016). En este sentido encontramos Rfam, la principal base de datos en la que se documentan
las secuencias los ARNNc (Griffiths-Jones, 2003) asi como otras bases de datos mas especificas
de miARN como miRBase (Griffiths-Jones, 2006) y TarBase (Griffiths-Jones, 2006). De esta
manera, se han descrito un total de 38.589 miARN en 4108 familias (Griffiths-Jones, 2003). Y
al igual que se actualizan estas bases de datos, también lo deben hacer las aplicaciones que usan
los algoritmos de prediccidn para no desfasarse, por ello, encontramos algunas mas actualizadas

como TargetScan 0 miRDB (Akhtar et al., 2019).

Uno de los aspectos méas importantes que tienen en cuenta estos algoritmos es la semilla del
miARN. La secuencia de entre 6 y 8 nucle6tidos localizada en el extremo 5’ complementaria
que determina principalmente las posibles regiones UTR 3’ diana (Riffo-Campos et al., 2016).
Asi pues, igual que se encuentran polimorfismos en genes codificantes y que pueden generar
mutaciones en las proteinas finales, también se encuentran polimorfismos en los genes de los
miARN. Estas mutaciones que provocan variaciones de secuencia del miARN maduro termina
dirigiéndolos a distintas dianas, e incluso, pudiéndose confundir con otros miARN (Hrovatin y
Kunej, 2018).

En este sentido, por un lado, podemos clasificar los miARN en familias (Hay Kim, 2014) y por
otro, segun la longitud y posicion de esa semilla: 6mer (posiciones 2 a7 0 3 a 8), 7mer-m8 (posiciones
2 a 8), Tmer-Al (posiciones 1 a 7) y 8mer (posiciones 1 a 8) (Akhtar et al., 2019). Ademas de la
propia semilla, cuando no es complementaria totalmente, los nucleétidos de las posiciones 13
a 16 también pueden facilitar la union del miARN al UTR 3’, ademéas de tener un papel
importante en la estabilidad y, por consiguiente, en el silenciamiento del ARNm (Riffo-Campos

et al., 2016).



Otro aspecto importante a tener en cuenta en la prediccion de dianas para miARN es la
termodindmica involucrada en el acoplamiento de las secuencias. Cuanto menor sea la energia
libre, mayor estabilidad tendra la unién entre ambos ARN y, por ello, mayor sera la probabilidad
de que se de dicha interaccion (Riffo-Campos et al., 2016). Sin embargo, es dificil de utilizar
como umbrales de corte para predecir las dianas, aunque algunos programas como MicroTar
(Thadani y Tammi, 2006) lo utilizan como primer filtro (Akhtar et al., 2019). Algunos algoritmos
usan también la termodindmica para determinar la accesibilidad de los ERM, de hecho, es
esencial que sean accesibles. Es habitual que se puedan producir interacciones en funcion de la
secuencia pero que en la realidad no se produzcan por la imposibilidad estérica (Fang etal.,

2022).

Entre las herramientas bioinforméaticas mas usadas en prediccion in silico de dianas de miARN
se pueden destacar TargetScan, miRanda y DIANA Tools microT. A continuacién, se muestra

una tabla con la comparacién de parametros y su significado que emplea cada una de ellas:

Tabla 1: Comparacién de predictores de dianas de microARN (Riffo-Campos et al., 2016)

Herramienta Parametro Rango de Significado
valores
Los sitios de coincidencia en la region semilla (nucledtidos 2 a 8
8mer > 7mer , . . S
Tipo de sitio > 7mer-Al > desde el extremo 5’ del miARN que tienen un emparejamiento
6mer perfecto WC con el 3' UTR), desde el mas estricto hasta el menos
estricto.
La suma de la contribucién de 14 caracteristicas para cada uno de
Puntuacion del Contexto++ | Dela-1 los cuatro tipos de sitio, cuanto mas negativo sea el puntaje,
mayor sera la represion.
Porcentaje de putuacion del . . Porcentaje de sitios para el miARN con un contexto++score
Deial00—1i
Contexto++ menos favorable.
Puntacion ponderada del Dela—1 Los puntajes con un valor negativo mas bajo indican una mayor
contexto++ prediccion de represion.
- C(i-1) + (1 — - iy - .
Puntuacién ponderada 2CSi)(AIRI- Este puntaje estima la represion total esperada de multiples sitios
TargetScan || acumulada del contexto++ c(i-1)) del mismo miARN, para cada objetivo mRNA predicho.
8mer: 1.8;
Puntacion de la longitud de | 7mer-m8: 2.8; | Este puntaje es la suma de las longitudes de ramas filogenéticas
la rama 7mer-Al: 3.6; entre especies que contienen un sitio coincidente.
6mer: NA
PuNtuacion PCT entre 0y 1 Cuanto mayor sea el puntaje, mayor sera la conservacion y se
espera una mayor desestabilizacion del mARN.
Valor=1— Para cada miARN, este parametro incluye los objetivos
Adregado PCT ((1-PcT) conservados del 3’ UTR con mdltiples sitios que se perdieron en
greg sitel x (1 — la anotacion del 3' UTR humano, pero que estaban presentes en
PCT) site2 las anotaciones de raton.
Sitios conservados >0 Numero de sitios conservados identificados.
Este puntaje es una estimacion del efecto del miARN en el nivel
miRanda Puntuacion mirSVR <0 de expresion del mMRNA. Cuanto mas negativo sea el puntaje,
mayor serd el efecto.




Puntuacion de las De0al Esto mide la conservacion de las posiciones de nucleétidos en
posiciones conservadas multiples vertebrados.
PuNtuacion miTG De0al Este es un puntaje general para la interaccion predicha, cuanto
mas cercano a 1, mayor es la confianza.
También predicho Rojo, azul y Esto se compara con otras herramientas; miRanda en rojo,
P verde TargetScan en azul y TarBase en verde.
Region UTR3, CDS Region del ARNm donde ocurre la interaccion.
6mer; 7mer;
Sitio de unién 8mer; 9mer; Los sitios coincidentes entre el miARN y el ARNm.
DIANA miRNA bugle
Tools Puntuacion DeOal Es el puntaje de contribucion del sitio en el puntaje miTG.
Conservacion 0 NUmero de especies en las que la interaccion predicha esta
- conservada.
Relacion sefial a ruido Este puntaje es una medida de la relacion "sefial a ruido”, lo que
(SNR) >0 permite la identificacion del puntaje miTG de cada interaccion sin
ruido de fondo.
Precision De0al Este puntaje es un indicador de la tasa de falsos positivos en una
interaccion miTG.

Finalmente, con la necesidad de manejar grandes cantidades de genes, se han establecido
distintos sistemas de etiquetado por términos que los puedan jerarquizar en hiperénimos-
hipénimos. Estos términos, llamados ontologias 0 anotaciones, se recopilan en bases de datos
como Gene Ontology (GO), la mas utilizada en la comunidad cientifica. Este programa
bioinformatico describe las ontologias de los genes en su funcion molecular, posicién celular y
proceso bioldgico en que participan (Ashburner et al., 2000). El uso de estas bases de datos
consiste en enriquecer en términos para determinar, en este caso, las funciones, posiciones y
procesos mas comunes del conjunto de genes analizados. Con este propdsito se recurre a
algoritmos como el que ofrece Panther, en donde ademés se acumulan relaciones filogenéticas
(Thomas et al., 2022). Otro programa, g:Profiler, ofrece un enriquecimiento funcional también
de las rutas metabodlicas adjuntas en la base de datos KEGG y Wiki-Pathways, asi como
predicciones de dianas de miARN proporcionadas por miRTarBase (Raudvere et al., 2019).

Los miARN espermaticos y su relacion con el éxito reproductivo

Son muchos los factores que determinan el éxito en los programas de reproduccién de peces
(genética, alimentacion, salud, estrés, edad, poblacion, calidad ambiental...). Durante mucho
tiempo se pensaba que los principales factores de fertilidad dependian Unicamente de las
hembras (Oehninger et al., 1995), sin embargo, se sabe que el papel del macho es igualmente
protagonista. La capacidad de fertilizacion va a depender tanto la cantidad como la calidad
seminal, es decir: el volumen, concentracion, movilidad, pH, estabilidad del ADN o la

composicion molecular (Kowalski y Cejko, 2019). En esta composicion se debe resaltar que los



espermatozoides contienen vesiculas con miARN que modularan tanto la viabilidad celular,
motilidad espermatica y el desarrollo embrionario. Esto ultimo sugiere que la descendencia
heredard cambios epigenéticos originados en los parentales (Ding etal., 2022). Asi pues, se
desecha por completo la idea de que los miARN en el espermatozoide son remanentes de su
maduracion sin ninguna funcion celular en la fecundacion o en el desarrollo. Este hecho ha
provocado que el contenido de ARN codificantes y no codificantes en el citoplasma se
considere como un indicador de la calidad del esperma (Hua et al., 2019), y en particular, algunos
miARN conservados evolutivamente se han relacionado con el éxito reproductivo (Fernandez

et al., 2019).

En otras palabras, se han asociado efectos fenotipicos a cambios en el ARN aportado por el
espermatozoide, a pesar de que la diferencia de tamafos entre ambas células pueda infravalorar
el contenido citoplasmico espermatico. Efectos como la oligoastenozoospermia también
observada en hombres y que estd implicada en la disminucién de la calidad del esperma a nivel

global (Pantos et al., 2021).

MIARN seleccionados en el estudio y su relacion con la calidad seminal y el

estres

Teniendo en cuenta que es muy habitual el uso de secuencias conservadas en la evolucion para
establecer é&rboles filogenéticos con algoritmos informéaticos, se obtienen relaciones
filogenéticas en las que se observa el mantenimiento, en este caso, de los miARN entre especies.
De esta manera, su conservacion, sobre todo la region semillay extremo 3°, indica que mantiene
sus mismos ARNm diana y, por tanto, que conserva las rutas y funciones bioldgicas sobre las
que actian. Ademas, facilita la extrapolacion de los resultados entre especies (Riffo-Campos
etal., 2016). Se han empleado dos estudios publicados previamente por nuestro grupo para
investigar in silico la implicacion de algunos microARN espermaticos caracterizados como
marcadores en el éxito reproductivo de dos especies de peces (Danio rerio y Solea

senegalensis).
Estudio previo llevado a cabo en el modelo del pez cebra (Danio rerio)

El pez cebra o Danio rerio (Hamilton-Buchanan, 1822) es un pez tropical de agua dulce de
unos 40 mm de longitud, posee un color claro y listado anteroposteriormente. Desovan cada
dos o tres dias y pueden producir cientos de huevas que, si se fertilizan, a los tres o cuatro meses
alcanzan la madurez, y, ademas, durante el desarrollo embrionario los tejidos son trasparentes

lo que facilitan su estudio (Spence et al., 2007). Estas caracteristicas hacen que se pueda criar y



manipular facilmente en laboratorio, lo que ha permitido establecer en el pez cebra un modelo
animal de estudio de diversas patologias (Roth et al., 2021; llie et al., 2022; Yi et al., 2022), asi como
estudios genéticos y de toxicologia ambiental (Silva Brito et al., 2022). Ademas, el papel del pez
cebra como modelo en estudios reproductivos es indiscutible (Abraham et al., 2009; Bassi et al.,

2016; Hoo et al., 2016; Samaee et al., 2019).

Especificamente, en el estudio previo sobre el que se realiza este TFG, tenia como objetivo
explorar las consecuencias de la baja calidad espermatica sobre el éxito reproductivo y el
desarrollo de la progenie, utilizando el pez cebra como modelo. Los reproductores buenos y
malos de pez cebra se establecieron atendiendo a los analisis de calidad de esperma basados en
motilidad, concentracion y volumen seminal. Se registr6 una huella molecular espermética
alterada en cuanto a la expresion de ciertos miARN en los malos reproductores de pez cebra
(miR-122, miR-141 y miR-200a). Como se esperaba, se obtuvieron también diferencias
significativas en las tasas de fertilizacion y de malformacion de las progenies al fecundar con
muestras de esperma de alta y baja calidad. Ademas, se encontré un perfil miARN alterado en
las progenies que provenientes de malos reproductores, tal y como se observd en la
sobreexpresion de miR-141 y miR -122 en embriones de 24 hpf. Esto indicd que los miARN
actian también como vehiculos transmisores de las alteraciones sufridas por los progenitores.
Como consecuencia, se observo que alguno de los genes diana regulados por estos miARN,
como dmrtl, involucrado en la diferenciacion sexual, sufrieron una disminucion de la
expresion. Estos resultados indicaron que la fertilizacion con muestras de alta calidad de
esperma se vuelve relevante desde una nueva perspectiva: evitar alteraciones moleculares en la
progenie que puedan permanecer enmascaradas y, por lo tanto, producir consecuencias

inesperadas en ella (Riesco et al., 2019a).

Estudio previo llevado a cabo en una especie de interés comercial (Solea

senegalensis)

El lenguado senegalés o Solea senegalensis (Kaup, 1858) es un pez teledsteo plano que puede
alcanzar los 60 cm y 3 kg y habita a profundidades de hasta 100 m desde la costa del Golfo de
Vizcaya hasta Senegal y el mediterraneo occidental (Rodriguez Villanueva y Fernandez Souto,
2003). Su cultivo consiguid un fuerte interés a principios de los 2000 para diversificar la oferta
hacia nuevas especies, y viendo una buena aceptacion por el pablico y facilidad de promocién
del cultivo en las costas espafiolas (Vega et al., 2002), se ha observado un aumento del interés
por la industria piscicola y por la comunidad cientifica, encontrando un mayor numero de

publicaciones centradas esta especie (Cerezo et al., 2022). Sin embargo, el lenguado senegalés
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es una especie de alto valor comercial que presenta una disfuncion reproductiva en los machos
nacidos y criados en cautividad (F1) que dificulta su cultivo sostenible. Los machos F1 son
incapaces de tener descendencia viable y se cree que esto se debe a dos problemas principales:
i) una mala calidad espermatica y ii) la ausencia del comportamiento de cortejo en los machos
de lenguado nacidos en cautividad (Fatsini et al., 2020). Ambos problemas se han correlacionado
con el estrés producido por la domesticacion, ya que, en los lenguados salvajes con el paso del
tiempo, también disminuye su capacidad reproductiva (Duarte etal., 2018). Por ello en el
segundo estudio objeto de analisis en este TFG, se evalud la calidad espermatica de los machos
nacidos en el medio natural y de machos F1. Se realizaron analisis espermaticos tradicionales,
encontrdndose solo diferencias significativas en la velocidad curvilinea (VCL) y ninguna
diferencia significativa en la viabilidad y la motilidad total. No se observaron diferencias en la
metilacién espermatica global en los espermatozoides entre los dos grupos (machos F1 y
machos nacidos en libertad). Sin embargo, en este estudio previo se registrd6 una firma
molecular espermatica diferente entre los peces salvajes y los nacidos en cautividad,
concretamente miR-let7-d y miR-200a-5p. Ambos miARN se han correlacionado con la
espermatogénesis y ademas el miR-let-7d con las preferencias sexuales, lo que podria ser
crucial en la determinacion de la calidad seminal y en la ausencia de cortejo que presentan estos
individuos nacidos en cautividad. Los resultados de este estudio sugirieron que una firma de
miARN espermatica alterada en los machos F1 podria ser un posible modo de transmision de
la disfuncion reproductiva a la progenie (Cabrita et al., 2011; Riesco, et al., 2019b; Fatsini et al.,
2020).

Objetivos

Los objetivos de este Trabajo Fin de Grado (TFG) se centran en llevar a cabo diversos analisis
in silico para predecir las dianas de ciertos miARN (dre-miR-let-7d-5p, dre-miR-122-5p, dre-
miR-141-3p y dre-miR-200a-5p). Ademas, este trabajo tiene como objetivo comparar
diferentes algoritmos para el andlisis in silico de las diferentes rutas y procesos bioldgicos en
los que estan involucrados los ARNm dianas. Finalmente, nos centraremos en la relacion de los
estudios in silico de los miARNs seleccionados con dos estudios previos sobre la calidad
seminal en dos especies de peces (D. rerio y S. senegalensis) publicados por el grupo de
investigacion donde se ha llevado a cabo este TFG (Riesco et al., 2019 ay b).
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Por lo tanto, los objetivos especificos son:

1. Realizar un anélisis comparativo de prediccion de dianas de los miARN relacionados
con la calidad seminal previamente publicados por el grupo de investigacion en dos
especies de peces (pez cebra y lenguado) empleando los programas: TargetScanFish,
Diana Tools microT-CDS y miRmap.

2. Caracterizar in silico los procesos y vias de sefializacion reguladas por los transcritos
diana de los miIARN previamente descritos empleando diferentes bases de datos:
Panther y g:Profiler.

3. Determinar cual de los programas para el analisis in silico aporta una mayor informacion
en el andlisis de los genes diana y vias de sefializacion relacionados con los miARN
seleccionados y las funciones previamente descritas.

4. Reflexionar sobre los resultados obtenidos en los objetivos 1 y 2 y correlacionar los
resultados obtenidos con la implicacion en la respuesta al estrés y la calidad seminal en

peces descrita en los estudios previos.

Procedimiento

La complejidad que resulta al crear los baremos para la evaluacion de los parametros y variables
antes citadas ha causado el disefio de numerosos algoritmos de prediccion de dianas de miARN
(Lukasik et al., 2016). Esta dificultad, ademas, provoca que los algoritmos presenten una alta tasa
de falsos positivos (Disner et al., 2021) y para poder solventarlos se recurre al establecimiento de
umbrales y a la comparacion de predicciones de distintos softwares ademas de un proceso de

validacion ineludiblemente experimental (Riolo et al., 2020).

Para la busqueda de las posibles interacciones de los miR-122-5p, miR-200a-5p, miR-141-3p
y let-7d (tabla 2) con los ARNm, se han utilizado los programas TargetScanFish 6.2 (Ulitsky
et al., 2012), Diana microT-CDS 5.0 (Paraskevopoulou et al., 2013) y miRmap (Vejnary Zdobnov,
2012). Tanto TargetScan como Diana microT se utilizan muy frecuentemente en estudios in
silico (Disner et al., 2021), mientras que miRmap no ha alcanzado la misma popularidad a pesar

de tener unas predicciones mas sensibles y especificas (Quillet et al., 2020).

En este estudio se ha utilizado una combinacion de los tres algoritmos para predecir posibles
dianas. aceptando como tales aquellas que hubieran aparecido en al menos dos y pasaran un
filtro. En el caso de TargetScan se decidi6 mantener aquellos genes que tuvieran un

context+score < -0,2, para Diana microT se mantuvo el umbral de defecto (> 0,7) (Disner et al.,
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2021) Yy en miRmap se decidid6 mantener un corte de score > 80%. Estos umbrales se
establecieron en funcién de investigaciones previas realizadas en las que se comprobo6 su
aceptabilidad (Desjardin etal., 2014; Liu etal., 2019; Disner etal., 2021). A continuacion, se
realizaron las comparaciones de las listas de genes hasta obtener las dianas con las que se

realizaron los sucesivos ensayos in silico de enriquecimiento. El procedimiento se muestra en

S ERERAYENCE
sefializacién
Correlacion con calidad
espermatica y estrés

el esquema de la figura 4.

TargetScan
Fish

Prediccion in silico
de dianas de miARN

Panther G:Profiler

DianaMicro
Tools-CDS

Enriquecimiento
de términos

Figura4: Esquema del procedimiento seguido en este trabajo

Tabla 2: Secuencias de las semillas de los miARN analizados en este TFG

miARN Secuencia de semilla

let-7d UGAGGUAGUUGGUUGUAUGGUU

miR-122-5p UGGAGUGUGACAAUGGUGUUU

miR-141-3p UAACACUGUCUGGUAACGAUGC

miR-200a-5p CAUCUUACCGGACAGUGCUGGA
Resultados

Las dianas predichas se reparten por todo el genoma con un mayor porcentaje visto en el
cromosoma 3 (5,7%) y uno menor en el cromosoma 25 (2,5%) habiendo una media de 46,8 genes
diana por cromosoma. Ademas, se comprobd que la inmensa mayoria de los genes contiene

informacion disponible, lo que facilitara su estudio.

No todos los transcritos que se propusieron estar controlados para cada miARN fueron comunes en
las tres aplicaciones, de hecho, tal como se ve en la figura 5, solo un pequefio porcentaje de genes del
total coincidio para cada uno de los cuatro miARN. Por ello, se ha decidido mantener en el
enriquecimiento funcional aquellos transcritos que al menos aparecieran en dos de las tres
aplicaciones. De esta manera vemos que para let-7d se encontraron 196 ARNm, para miR-122 se
estimaron 377 ARNm, 751 ARNm para miR-141 y 66 ARNm para miR-200a. En particular, miR-

200a solo se pudo encontrar en Diana microT porgue pertenece a la misma familia que miR-141, lo
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que significa que provienen del mismo pre-miARN. Sin embargo, mientras que el miR-141 procede
del extremo 3p, el miR-200a analizado proviene del extremo 5p y por tanto son distintas tanto la
semilla como la propia regulacion a la que se ve sometido, lo que demuestra al tener una menor

expresion en comparacion (Desvignes et al., 2022).

Figura 5: Diagramas de Venn de los anélisis in silico obtenidos en TargetScan (Circulos rojos), DIANA micro T
(circulos verdes) y miRmap (circulos azules) en cada microARN



Posibles dianas comunes para
distintos miARN

dre-let-7a-3p

dre-miR-141-3p
dre-miR-122-5p

dre-miR-200a-5p

Figura 7: Diagrama explicativo de las presuntas dianas de los microARN comunes por pares

Tras comprobar los posibles ARNm controlados por cada uno de los miARN de estudio, se
compararon entre si obteniendo varios ARNm comunes a parejas de miARN pudiendo suponer

que regularan vias comunes (Figura 7).

A continuacion, se realizé un andlisis de enriquecimiento funcional de los términos anotados

en Gene Ontology con los motores Panther y gProfiler.
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En la Figura 7 se compararon los términos enriquecidos en Procesos Bioldgicos o «Biological
Process» de GO que arrojaron los algoritmos de Panther y g:Profiler. Realmente este segundo
programa ofrecié muchos mas resultados por lo que se han seleccionado los mas importantes.
En particular se puede destacar la relacion de miR-let-7d con la regulacion de la expresion
génica mediada por miARN vy las rutas de sefializacion de ERBB (Epidermal Growth Factor
Receptor) y EGF (Epidermal Growth Factor), muy importantes en la espermatogénesis. Por su
parte, miR-122 estd muy relacionado con la biosintesis de fosfolipidos y metabolismo de
fosfocreatina, mientras que miR-141 aparece en la regulaciéon del citoesqueleto, anclaje a
sustrato y diferenciacion celular y miR-200a también en fosfolipidos, sintesis de carnitina,

sefializacion y regulacion de ARNNc.

En la siguiente Figura 8 se muestra el analisis de enriquecimiento de GO comparando
nuevamente los resultados procedentes de Panther y g:Profiler. En este caso los términos
corresponden a la seccién de Funcion Molecular o «Molecular Function» en el que se aporta
informacidn de las funciones a nivel molecular que tienen los productos de los ARNm dianas
de los miARN. Nuevamente g:Profiler aportd mas resultados, por ello, solo se muestran una
seleccion de ellos. Se puede ver que en primer lugar el resultado de los posibles genes regulados
por miR-let-7d tuvo una alta relacion con la regulacién de miARN, bien por las proteinas de
que establecen la union entre miARN-ARN, o en la propia sintesis de los miARN. En segundo
lugar, miR-122 tiene relacién con la regulacion de transferencia de ATP y el Gltimo miARN
con términos enriquecidos en funcion molecular es miR-141, que regula proteinas de union a

proteinas y nucleotidos.
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Procesos biologicos

u Regulacion postrascripcional de expresion génica

u Regulacion de procesos metabolicos de amidas
Regulacion de traduccion

& Silenciamiento génico mediado por RNA

H Procesamiento miRNA

H Procesamiento pre-miRNA

H Procesos de biosintesis de fosfocreatina
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= Procesos de organismos pluricelulares
B Desarrollo de organismos pluricelulares
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H Desarrollo de estructuras anatomicas

- Desarrollo de sistemas

“ Desarrollo del sistema circulatorio

B Procesos celulares

B Transporte de proteinas de Golgi a membrana
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dre-let-7d

dre-miR-122-5p

dre-miR-141-3p

dre-miR-200a-5p

m Regulacion de ruta de sefializacion receptores de EGF

H Regulacion de procesos metabolicos primarios
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B Procesado de siARN reguladores

= Procesado de ncARN reguladores

= Procesado de miARN

u Regulacion de expresion génica

H Ruta de senalizacion del receptor de factor de
crecimiento epitelial
® Trascripeion viral

= Procesos metabdlicos de fosfocreatina

& Procesos metabdlicos de fosfagenos

B Procesos de biosintesis de organofosfatos

= Regulacion de ensamblado del autofagosoma
H Procsos metabolicos de la fructosa

u Actividad GTPasa

® Organizacion cromatinica

B Desarrollo de células endoteliales

H Procesos metabolicos de glicosaminoglicanos

B Morfogénsis del sistema esquelético

H Desarrollo de estructuras anatomicas
H Diferenciacion celular
u Desarrollo de tejidos
Procesos metabolicos de compuestos con
fosforo .
= Procesos basados en microtubulos
= Desarrollo de sistema nervioso
m Adhesion a matriz celular
H Transporte de proteinas de Golgi a
membrana
H Procesos de biosintesis de carnitina
B Procesos metabolicos de ARNt
B Procesos de biosintesis de fosfatidilinositol

H Procesos de biosintesis de glicerofosfolipidos

= Regulacion de las rutas de sefializacion de
recepror de factores neurotropicos derivados de
rebro .,
= Fotmacion de la placa neural

 Metilacion de histona H3-K79

u Procesos metabdlicos de ncARN

g:Profiler

Figura 7: Cuadros comparativos de enriquecimientos funcionales en Procesos Biologicos para cada microARN
usando Panther (fondo azul) y g:Profiler (fondo rosa).
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Funciones moleculares
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Figura 8: Cuadros comparativos de enriquecimientos funcionales en Funcion Molecular para cada microARN
usando Panther (fondo azul) y g:Profiler (fondo rosa).
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Figura 9: Cuadros comparativos de enriquecimientos funcionales en Componentes Celulares para cada microARN
usando Panther (fondo azul) y g:Profiler (fondo rosa).

En la figura 9 se recogen los enriquecimientos ontologicos de componentes celulares, o
«Cellular Component», pudiéndose comparar los aportados por el algoritmo Panther y
g:Profiler. Los transcritos regulados por miR-let-7d se agruparon entorno a los cuerpos P,
organulos membranosos Yy, en general, a la localizacion de los ARNm en donde ejercera las
funciones ya comentadas. miR-122 regula proteinas localizadas en vesiculas y membranas
mientras que miR-141 regula proteinas del citoesqueleto, anclaje a membrana y adhesion a
sustrato. Al igual que en la funcién molecular, miR-200a no aportd términos enriquecidos en

componentes celulares.
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Entrando en términos mas importantes de la funcion biologica, se destacaron en conjunto una
regulacion sobre el desarrollo de tejidos desde un control sobre los receptores, biosintesis de
lipidos, diferenciacion celular, y una regulaciéon sobre los propios miARN. Lo que sugiere
pensar que estan relacionados también con el propio crecimiento embrionario. Con relacion a
los receptores, encontramos algunos términos como: GO:0007173, GO:0045742; en referencia
a la sintesis de lipidos, los términos mas representados son: GO:0006603, GO:0006599,
G0:0046474 y GO:0006661 vistos en el miR-122 en los que se puede comprobar que realmente
los posibles productos génicos guardan una estrecha relacion con la sefializacion por fosfatidil
inositol, que también regula miR-200a, asi como la sintesis de lipidos de membrana. La
diferenciacion celular a nivel del citoesqueleto estd mas caracterizada por el miR-141 con
términos como G0O:007160, GO:0031589, GO:0016043 0 GO:0031581. Por ultimo, vemos una
gran regulacién postranscripcional desde algunos miARN tal y como se recogen en los términos
G0:0035196, GO:0051252, GO:0070918 (let-7d), GO:0034660, GO:0070920 y GO:1903798
(miR-200a) y todos los miARN guardan relacion con p53.

Por otro lado vemos una gran importancia del control de los receptores por hormonas como la insulina
(KEGG:04910 enriquecido en let-7d, miR-122 y miR-141), EGF (G0:0038127 y GO:0043183), asi
como una fuerte regulacion del uso de la energia con varias posibles proteinas relacionadas con el
metabolismos del ATP (G0:0005524, GO:0016887 por miR-122 y miR-141), del GTP (GO:0005096,
G0:0043087, REAC:R-DRE-194315 por miR-122 y miR-141) y la fosfocreatina (GO:0004111), y los
propios metabolitos del catabolismo como la fructosa (GO:0003873) o la carnitina (GO:0045329). Y es
de destacar, que también se han encontrado los términos GO:0008354 y GO:0019953, sobre la

migracion de las células germinales y la reproduccion sexual en el miARN miR-141.

Discusion

La basqueda de posibles dianas para los miARN de este estudio (dre-let-7d-5p, dre-miR-122-5p, dre-
miR-141-3p y dre-miR-200a-5p) realizada con los tres programas ha permitido obtener un gran
numero de dianas posibles, sin embargo, son poco coincidentes entre ellos tal y como se puede ver en
la figura 5. Solo un 0,4% de las dianas que proponen los tres algoritmos para let-7d son comunes entre
ellos, mientras que para miR-122 y miR-141 asciende a un 5,9% y 7,5%, respectivamente. Sin
embargo, comparando por parejas los programas, se vio que hay una prediccion mas parecida entre
miRmap y TargetScan: entorno al 21-26% de predicciones comunes.

Respecto al uso de programas de prediccion de dianas de miARN se puede concluir que

TargetScan y Diana microT son buenas herramientas para una primera aproximacion por las
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diferencias de sus parametros (Tabla 1). Pueden aportar de una forma, aunque menos precisa
ya que ambos programas tienen pocos elementos comunes, el entorno de funciones, procesos y
localizaciones en que intervengan los miARN. Por otro lado, miRmap es una herramienta muy

interesante para validar los resultados obtenidos.

Tras conseguir los posibles transcritos regulados por estos miARN se establecio el
enriquecimiento de los términos que conforman la base de GO utilizando dos programas.
Ambos dieron resultados parecidos, aunque se vio que Panther es més estricto y menos
redundante que g:Profiler. Esto se puede comprobar en las figuras 7, 8 y 9. Si bien hubo mayor
enriquecimiento en procesos y funciones mas generales como la diferenciacion celular,
formacion de érganos o maduracion del sistema nervioso que, a simple vista, podrian asociar
estos mMiARN maés a una regulacion de la maduracién del embrion, muchos de estos genes se
expresan igualmente en los tejidos de las gonadas masculinas, indicando su participacion en la
correcta maduracion del espermatozoide. No obstante, apenas se encontrd enriquecimiento
especifico en términos relacionados con la reproduccion o con maduracion de las células
germinales (Figura 8). Y en general, no se vio en ningin caso que los valores de
enriquecimiento fueran altos por esta diversidad de términos. Ademaés de los enriquecimientos
ya mencionados, también se pueden observar términos muy relacionados con los lipidos de
membranay transporte vesicular y en el metabolismo del ATP, o en general de la energia celular

(figuras 7, 8 y 9). Aspectos fundamentales en la motilidad espermatica.

A continuacién, se analizaran los posibles transcritos regulados por cada uno de los miARN,
cuya expresion se ha observado tanto en el desarrollo embrionario como en adultos (Desvignes
et al., 2022).

Empezando por miR-122, con 1482 posibles dianas, es un miARN ya estudiado en otras
ocasiones como es en enfermedades hepaticas (Thakral y Ghoshal, 2015, Long et al., 2019), o
incluso en la propia calidad seminal humana donde se ha correlacionado una disminucién de su
expresion con patologias como la astenozoospermia (Rahbar et al., 2020; Joshi et al., 2022). En el
analisis que aqui se presenta se recogen proteinas fundamentalmente relacionadas con el
movimiento de vesiculas intracelulares y funciones de produccion de energia propias de la
mitocondria (Figura 9). Precisamente, ya que la mitocondria es un organulo fundamental para
proporcionar la energia empleada en el movimiento del flagelo, cabria esperar que una
desregulacion de las proteinas implicadas en estas rutas, a raiz de la baja expresion del miR-
122, pueda causar baja movilidad y concentracion de espermatozoides. Justamente, la

astenozoospermia humana manifiesta la misma desregulacion de miARN con las mismas
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deficiencias de calidad seminal, por lo que se podria extrapolar al caso de peces cebray a su

vez, a lenguados (Mokanszki et al., 2020a).

Muchas de las posibles dianas estan relacionadas con estas funciones y ya se ha investigado su
relacion con dicha patologia. Entre ellas se puede destacar una sobreexpresion de PDRG1, un
activador de p53, que actta promoviendo la apoptosis de las espermatidas causando esa baja
cantidad de espermatozoides (Rahbar et al., 2020). Otra de las proteinas que regula miR-122 es
DUSP (dual specificity phosphatase). Su funcion en las células germinales esperméticas es inhibir
la division y proliferacion inhibiendo las rutas de MAPK (mitogen-activated protein kinases). En
aumento a raiz de la baja regulacion que aporta un menor nivel de miR-122 promueve alcanzar el
estado de senescencia provocando una menor viabilidad y, por ende, una menor concentracion
espermatica (Chan et al., 2017). La misma baja expresion de miR-122 se presentaba en machos
malos reproductores de peces cebra, con la misma disminucién de movilidad y de concentracion
espermética (Riesco et al., 2019a) lo que sugiere que ambas rutas estén estrechamente relacionadas
con la baja calidad espermética a un nivel muy basal de la maduracién del espermatozoide.

Para el miR-141, se obtuvo un total de 3109 posibles dianas, y se analizaron 751. Realmente para los
estudios de ontologias se tuvo que reducir por medio de un analisis en String para retirar aquellas proteinas
que no aportaban informacion relevante a la red por estar desunidas y vinculadas a funciones dispares que
impedian enriquecer términos. Se determind que es un MIARN muy relacionado con la diferenciacion
celular como en la maduracion del espermatozoide. En este sentido se ha podido estudiar su
sobreexpresion en astenozoospermia (Abu-Halima et al., 2013; Wu et al., 2013; Mokénszki et al., 2020b).
Algunas proteinas reguladas por miR-141 son TDRD5 y CXCL12. La primera es una proteina muy
conservada que permite la elongacion de la espermétida, el control de receptores cannabinoides (CB) y
actua como factor en la union del ARNm a miARN (Deng et al., 2022). El segundo, por su parte, es una
quimiocina encargada de dirigir a las espermétidas a la localizacion en la que se almacenaran y terminaran

de madurar en espermatozoides. (Yang et al., 2012; Deng et al., 2022).

Otros transcritos diana para miR-141 codifican para CB1 y TGFp. CBI1 es una proteina importante en la
condensacion de la cromatina del espermatozoide durante su desarrollo en el epididimo. La mantiene
desacetilada consiguiendo el méximo grado de condensacién y, al mismo tiempo, provoca que el
espermatozoide sea una célula transcripcionalmente inactiva (Chioccarelli etal., 2020). La mayor
expresion de miR-141 disminuye la cantidad de CB1 por lo que no se podra condensar correctamente la
cromatina provocando espermatozoides no viables. Lo mismo sucede con TFGP, que se encarga de
promover la tolerancia del espermatozoide en el epididimo por parte del sistema inmune. Una menor

expresion de TGFp, por el contrario, induce un proceso inflamatorio (Voisin et al., 2020). Esto explicaria
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la disminucion de la calidad espermatica y concentracion vistos en estudios previos donde comparabamos
buenos y malos reproductores y veiamos que los malos reproductores que presentaban una mala calidad
seminal en términos de motilidad, volumen y concentracion, también presentaban una mayor expresion

del miR-141, corroborando su relacion con la capacidad reproductiva (Riesco et al., 2019a).

En el caso del tercer miARN estudiado, miR-200a-5p, se detectaron 66 posibles transcritos diana.
Por tener un nivel de expresién muy bajo se ha estudiado poco en contraposicion con el anterior.
Ambos pertenecen a la misma familia de miARN, pero al tener semillas distintas apenas
comparten dianas. El anélisis de enriquecimiento funcional mostré que los posibles transcritos
estaban mas relacionadas con los procesos de remodelacién de la cromatina (Figura 8). Ademas,
existe el mismo miR-200 en dos cromosomas, el 6 y el 23, siendo en este ultimo en el que se
localiza concretamente el miR-200a, regulado por p53 a través de la ruta de crecimiento

inducido por insulina (Xiong et al., 2018).

Este miARN regula las vias de GH/IGF y de la necrosis en respuesta al estrés oxidativo (Xiong
etal., 2018; Yang etal., 2018). Estos hallazgos explicarian los resultados previos obtenidos en
nuestro grupo de investigacion donde se observo un aumento de expresion de miR-200a-5p tanto
en los malos reproductores de pez cebra como en los lenguados nacidos en cautividad cuando se
comparaban con los salvajes. Por ello se correlaciona el incremento de expresion de este miARN
con la disminucion de algunos parametros de calidad del espermatozoide (concentracion, volumen,
motilidad total, velocidad curvilinea, velocidad rectilinea) en ambas especies de peces (Riesco et al.,
2019b). De hecho, en peces cebra KO para miR-200a aumentd significativamente la movilidad del
espermatozoide (Xiong et al., 2018). Por otro lado, también esta relacionado con el crecimiento de
axones neuronales (Fu etal., 2022). Esto sugiere que durante los procesos metabdlicos que
desencadena el estrés derivado de la domesticacion, miR-200a se desregule y afecte a la liberacion

de dopamina. En concreto, a través de la proteina Th (Riesco et al., 2019b).

Finalmente se estudid el miR-let-7d, que present6 196 posibles transcritos diana. Segun el analisis es un
miARN que regula proteinas receptoras y de la cascada de sefializacion. En estudios previos se ha visto
funcién en linfocitos T, o en la enfermedad de Graves, pero, al igual que el miARN previo, no esta muy
estudiado (Okoye etal., 2014; Cao etal., 2021). Respecto a la espermatogénesis, miR-let-7d se ha
identificado en algunos ensayos, 0 a otros miembros de la misma familia let, que se sobreexpresaban en
astenozoospermia (Curry et al., 2011). Algunos de los posibles transcritos que regula controlan el ciclo
celular como un cofactor de p53, que facilita la profase meidtica. Su ausencia, mediada por el
silenciamiento postranscripcional, impide que se lleve a cabo la fase de paquiteno, por lo que no llega a

madurar ningin espermatozoide (Xu et al., 2022). Otros, como fosfodiesterasas GTPasas expresada solo
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durante las fases de maduracion del esperma (Campolo et al., 2023). Esto podria explicar la deficiencia
de la calidad del esperma en cuanto a algunos parametros cinéticos observado entre aquellos animales

criados en cautividad y aquellos nacidos en estado salvaje (Riesco et al., 2019b).

Ademaés de los efectos directos que tiene sobre la espermatogénesis, el miR-let-7d esta muy
relacionado con los niveles de estrés a los que se puede encontrar sometido el animal, junto con
miR-200a. Varios estudios han observado una alteracion de este miARN en procesos de ansiedad
0 depresion que se ha podido correlacionar con un aumento en la expresion del receptor de la
dopamina D3 en la glandula pituitaria (Bahi y Dreyer, 2018; Amini et al., 2023). Estos hallazgos
correlacionan con los resultados obtenidos en lenguado, ya que también se encontrd una
alteracion de alguna de las proteinas de la via dopaminérgica (Th) en el cerebro de los individuos
nacidos en cautividad y sometidos a las condiciones de estrés derivadas del proceso de
domesticacion (Fatsini et al., 2020). Ademas, en individuos se observo también una desregulacion
del miR-let-7d y de miR-200a en el espermatozoide, pudiendo ser en la célula espermatica el

vehiculo de transmision de la disfuncion reproductiva a la progenie (Riesco et al., 2019b).

Conclusiones

1. El empleo combinado de diferentes programas que emplean distintos algoritmos para la prediccién de
los ARNm diana de cada microARN (TargetScan y Diana microT) con un programa predictor que
contemple mas parametros para realizar su validacion (miRmap) ofreci6 los mejores resultados en
cuanto a prediccion genes regulados por estos miARN.

2. Los programas de enriquecimiento ontolégico que comparten base de datos arrojaron resultados muy
parecidos, si bien los umbrales de significacion pueden ser distintos permitiendo que algunos sean mas
estrictos que otros. En este trabajo se comprobd que Panther determind términos mas generales que
g:Profiler, permitiendo este Gltimo precisar méas aspectos concretos de las rutas o funciones.

3. Tras la realizacion y comparacion de los andlisis realizados in silico, se determind que los miARN
objeto de este estudio regulan el movimiento de vesiculas, la transduccidn de sefiales y el metabolismo
energético. Estos procesos son de vital importancia en funciones muy importantes como la motilidad
del espermatozoide y se podrian correlacionar con la alteracion los de los parametros de calidad
seminal observados in vitro y publicados previamente.

4. Ademas, la implicacion de los miR estudiados en la regulacion de los ARNm encargados de modular
los niveles de maduracién del espermatozoide podria correlacionarse con las diferentes alteraciones
en la calidad seminal observadas en los malos reproductores en el pez cebray en los lenguados nacidos

en cautividad y sometidos a las condiciones estresantes del proceso de domesticacion.
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