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Resumen

Actualmente existe un creciente interés en diversificar el cultivo de peces y su
comercializacion. Es por esto que en la regidn sur atlantica espafolagran parte de los
esfuerzos y proyectos realizados se enfocan en nuevas especies de peces comerciales, entre
las que se incluye el lenguado senegalés. Hoy en dia se desarrollan numerosos proyectos de
investigacion con el objetivo de conseguir llevar a cabo la produccion de Solea senelgalensis,
la cual esta limitada dada la dificultad para conseguir la reproduccion de esta especie en
cautividad. Las especies como el lenguado senegalés junto al lenguado comun, el rodaballo o
el fletan muestran un gran interés en acuicultura debido a sus caracteristicas; presentando
un alto precio en mercado y acrecentando el interés en su cultivo. En la actualidad, teniendo
en cuenta que el cultivo del lenguado senegalés no se ha conseguido de forma integral y
dado que el control de su reproduccidn no es tan conocido como el de otras especies
cultivadas es de interés la realizacién de un estudio que permita ampliar los conocimientos
sobre la naturaleza de esta especie con el fin de aportar informacién que pueda contribuir al
desarrollo de la reproduccién y produccién de esta especie. El presente proyecto
bioinformatico pretende un estudio de Solea senegalensis desde un punto de vista genético
con el objetivo principal profundizar en la caracterizaciéon del genoma del lenguado
senegalés a través del estudio de datos obtenidos de genotecas BAC y de microRNAs, los
cuales toman parte en la regulacién de la expresion génica y cuyo estudio ayudaria a conocer
mejor los mecanismos que regulan determinados aspectos de interés como son el
crecimiento o la reproduccién, procesos fundamentales en acuicultura. Tras la creacién de
una base de datos para S. senegalensis y la realizacion de comparaciones entre grupos de
secuencias con herramientas Blast®, recurriendo a informacién sobre secuencias miRNA
maduras ya descritas, se obtuvo como resultado un total de 260 secuencias con similitud a
miRNAs identificados previamente en otras especies, llevando a cabo un estudio de la
relacion de estas secuencias con los miRNAs con los que presentaron homologia,

describiendo las posibles funciones de los mismos.
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Abstract

Currently there is a growing interest in diversifyingfish aquaculture and its
commercialization. As far as the Spanish Atlantic region is concerned, much of the effort and
projects are devoted to new species of commercial fishes, including Solea senegalensis.
Nowadays, research projects are being carried out with the aim of achieve the production of
senegalese sole, which is limited due to the difficulty of reproduction in captivity. Species
such as senegalese sole along with common sole, turbot or halibut show great interest in
aquaculture due to its characteristics, presenting a high price in the market and increasing
the interest in its cultivation. Nowadays, considering that the senegalese sole has not been
fully cultivated since the control of its reproduction is not as well known as that of other
cultivated species, it is of interest to carry out a study in order to increase the knowledge
about the nature of this species that can contribute to the development of its reproduction
and production. The present bioinformatic project aims to a study of Solea senegalensis
from a genetic point of view with the main objective to deepen the characterization of the
senegalese sole genome through the study of BAC and microRNAs libraries data, which take
part in the gene expression regulation and its study to better understand the mechanisms
that regulate the parameters of interest such as growth or reproduction, fundamental
processes in aquaculture. Following the creation of a S. Senegalensisdatabase and
comparisons between groups of sequences using Blast® tools, using information on mature
miRNA sequences already described, a total of 260 sequences with similarity to identified
miRNAs previously in other species were obtained, carrying out a study of the relation of
these sequences with miRNAs which homology was presented, describing their possible

functions.
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1. Introduccion
Contexto bioldgico y socio-econdmico de Solea senegalensis

1.1. Taxonomia

El lenguado senegalés (Solea senegalensis Kaup, 1858),también conocido como lenguado
del sur, es un pez plano de cuerpo ovalado y alargadocomun en las aguas del Mediterraneo y
el Atlantico Sur (Vega y otros, 2002). Se trata de un pez dseo de la clase de los teledsteos
(Figura 1) perteneciente al orden de los pleuronectiformes, dentro del cual corresponde al
género Solea de la familia Soleidae. La gran mayoria de especies pertenecientes a este orden
habitan en ambientes marinos aunque existen algunas especies de agua dulce (Arellano y

Sarasquete, 2006).

Reino: Animalia
Filo: Chordata
Subfilo: Vertebrata
Superclase: Osteichthyes
Infraclase: Teleostei
Superorden: Acanthoptervgii
Orden: Pleuronectirformes

Suborden: Pleuronectoidei

Familia: Soleidae

Género: Solea

Especie: Solea senegalensis

Figura 1. Taxonomia de Solea senegalensis

Los pleuronectiformes, también conocidos como peces planos, presentan simetria
bilateral unicamente en las primeras fases de vida;los adultos no presentan esta simetria ya
gue estas especies sufren una importante metamorfosis que resulta en la migracién de los
organos y uno de los ojos a uno de los flancos del cuerpo (Figura 2). Esta metamorfosis se
acompafia de una serie de drasticos cambios como la remodelacién del craneo, la boca y de

los orificios operculares asi como de las aletas. Se produce una pérdida de la pigmentacion



del flanco izquierdo (lado ciego), el cual queda orientado al bentos, mientras que la cara
ocular adquiere diferentes tonalidades de marrdn, lo que proporciona una gran capacidad
de mimetismo en fondos arenosos (Arellano y Sarasquete, 2006; Arjona y otros, 2008). Esta
serie de modificaciones supone un cambio tanto conductual como de los habitos de vida de

los individuos.

En el caso de Solea senegalensis, la metamorfosis se experimenta después de los
primeros 10-12 dias de vida; Tras este proceso de aproximadamente una semana de
duracion, el cuerpo permaneceligeramente redondeado en el flanco donde se localizan los
ojos (flanco derecho) y plano en el lado ciego (Rodriguez y Peleteiro, 2014). Los ojos,
pequefios y proximos, pueden sobresalir por encima de la superficie del cuerpo, lo que
permite a los individuos ver cuando estan enterrados en el sustrato (FAO, 2017). Esta
especie se caracteriza porque las membranas interradiales de la aleta pectoral del lado
ocular son de color negro, un caracter que lo diferencia del lenguado comun (Solea solea,
Linnaeus 1758) el cual presenta en dicha aleta una mancha negra en su mitad posterior

(Cafiavate, 2005).

Figura 2. Detalle en la aleta pectoral de un espécimen de Solea senegalensis. Fuente: FAO, 2017

1.2. Biologia de Solea senegalensis

El lenguado senegalés se trata de una especie marina bentdnica que, en el caso de los
individuos adultos, suele encontrarse a profundidades de entre 12 y 65 metros mientras que

los juveniles se mantienen en profundidades mas rasas y en estuarios (Desoutter, 1990).
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Habita generalmente en fondos arenosos o fangosos en zonas costeras y en lagos salobres.
Poseen pocos y rudimentarios dientes localizados en el lado ciego de la boca, en ambas
mandibulas. Presenta hdabitos nocturnos y se alimenta basicamente de invertebrados
bentdnicos, como larvas de poliquetos y moluscos bivalvos asi como de pequefios
crustdceoso incluso pequefios peces (Desoutter, 1990). Pueden alcanzar los 60 centimetros
de longitud en el Atlantico y 45 centimetros en el Mediterrdaneo asi como un peso de 3
kilogramos, siendo las hembras de mayor tamafio que los machos (Rodriguez y Peleteiro,

2014).

Dado que se trata de un pez euritermo y eurihalino, es frecuente su presencia en
estuarios y lagunas salobres que comunican con el mar (Imsland y otros, 2003). Su
distribucidén en el Atlantico abarca desde el Golfo de Vizcaya hasta las costas de Senegal
como limite sur y las Islas Canarias como limite occidental (Figura 3). En el Mediterraneo

Occidental su presencia es menos frecuente (Férnandez y Rodriguez, 2003).

Figura 3. Mapa de distribucién del lenguado senegalés. Fuente: Férnandez y Rodriguez, 2003

En cuanto a los aspectos reproductivos, cabe destacar que el lenguado senegalés es una
especie gonocorica que presenta fecundacion externa. Los individuos de diferente sexo no
presentan dimorfismo sexual aparente por lo que su sexado no es facil y puede ser necesario
el uso de sistemas de ecografia para la identificaciéon de ovarios o testiculos (Rodriguez y
Peleteiro, 2014). La diferencia entre sexos solo es evidente en las épocas de puesta, en las

cuales las hembras maduras muestran un notable desarrollo gonadal que permite



diferenciarlas externamente de los machos (Anguis y Cafiavate, 2005). El macho es mas
dificil de identificar dado que los testiculos generalmente son muy pequefios y, aunque
pueden ser fluyentes a lo largo de todo el afio, producen un escaso volumen de eyaculado

por lo que la madurez no es evidente como en el caso de la hembra.

La madurez se alcanza entre los dos y tres afios en el caso de los machos, y entre los tres y
cuatro en las hembras (Rodriguez, 1984), cuando los individuos han alcanzado un tamafio de
aproximadamente de 30 centimetrosde longitud (Rodriguez y Peleteiro, 2014). Las puestas,
influenciadas por la temperatura, en el medio natural se realizan durante los meses de
marzo a junio a temperaturas entre 15 y 22 2C (Anguis y Cafiavate, 2005). Los huevos de S.
senegalensis (Figura 4) poseen un tamafio de 1 milimetro de diametro aproximadamente
con numerosos aglomerados de glébulos lipidicos en el interior (Anguis y Canavate, 2005).
Son huevos pelagicos no adhesivos que no reciben cuidados parentales y de los que, pasadas
las 48 horas de la puesta, eclosionan larvas peldgicas de simetria bilateral y habitos diurnos.
Durante esta fase las larvas permanecen a lo largo de la columna de agua entre los 10 y 15
metros de profundidad hasta alcanzar una longitud en torno a 2-4 milimetros, después de
los 10-12 dias de vida. Es entonces cuandoestas larvas, en zonas cercanas a la costa,
experimentan el proceso de metamorfosis. Este proceso durard una semana al final de la
cual se habra producido el desplazamiento del ojo izquierdo al costado derecho y es
entonces cuando la larva, con una longitud entorno a 7,3 milimetros (Dinis y otros, 1999),
adquiere un comportamiento nocturno y benténico que conservara toda su vida(Rodriguez y

Peleteiro, 2014).

Figura 4. A la izquierda, espécimen hembra de Solea senegalensis en el centro IFAPA de El Torufio en el que
se aprecia el desarrollo gonadalFuente: Mafands, 2015. A la derecha, huevos maduros de Solea senegalensis.
Fuente: Anguis y Caflavate, 2005.



En el lenguado senegalés existe un proceso de cortejo relacionado con el desove en el
cual se pueden diferenciar tres etapas (Figura 5); inicialmente el macho descansa sobre la
hembra durante un determinado periodo de tiempo para a continuacion, en una segunda
fase, ambos nadar de forma acoplada hacia la superficie. En una tercera y ultima etapa, la
pareja mantiene los conductos genitales estrechamente unidos y se liberan los gametos
(Carazo y otros, 2016). La ausencia de un proceso de cortejo sexual podria ser la razéon del
fracaso del proceso reproductivo en cautividad (Duncan y otros, 2008) dada la importancia
de la proximidad de los gonoporos entre ambos sexos a la hora de la liberacién de los
gametos para que se lleve a cabo la fertilizacion de los ovocitos (Baynes y otros, 1994;
Carazo y otros, 2016). Superar el problema de la pérdida del instinto del cortejo por parte de
los machos es uno de los grandes retos que se plantean en la actualidad y existe gran interés
en saber a qué se debe esta dificultad asi como a la busqueda de alternativas como posibles
protocolos de fecundacion artificial (Rodriguez y Peleteiro, 2014). Es por esto que la
reproduccién del lenguado senegalés depende en gran medida de los stocks procedentes del
medio natural, los cuales realizan la puesta en cautividad sin ninguna dificultad (Anguis y

Cafiavate, 2005; Rodriguez y Peleteiro, 2014).

Fase 1 (1-2 horas) Fase 2 (10-15 minutos) Fasz 3 (1-3 minutos)
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Figura 5. Esquema representativo del proceso de cortejo y desove en Solea senegalensis.

Fuente: Carazo y otros, 2016.



En el ambito genético sobre S. senegalensis cabe sefialar la realizacidon por parte de
diversos autores de estudios tanto a nivel gendmico (Garcia y otros, 2013; Benzekri y otros,
2014) como a nivel citogenético y de identificacion de especies dentro del género Solea
(Manchado y otros, 2006; Cross y otros, 2006). En cuanto al estado de las poblaciones de S.
senegalensis en la naturaleza, cabe destacar que actualmente se carece de la informacion
necesaria para la evaluacion del estado de esta especie segun los criterios de la Unidn
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) y hoy en dia no hay medidas de
conservacion. La informacién sobre el estado, la estructura genética y conectividad entre
poblaciones naturales es esencial para comprender el potencial evolutivo, la salud y la
sostenibilidad de la especie pero actualmente este conocimiento es reducido. Dentro del
ambito genético caben destacar los trabajos de evaluacion y de analisis mediante el uso de
marcadores genéticos realizados por Diaz-Ferguson y otros (2007, 2012) sobre poblaciones
naturales en la costa sur atlantica espafiola, entre Lisboa y el Golfo de Cadiz. Estos estudios
determinaron diferencias entre las poblaciones de Lisboa con el resto de poblaciones (Diaz-
Ferguson y otros, 2007), sugiriendo la consideracion de tres grupos diferentes (Lisboa,
Portimao y el resto de poblaciones). En el estudio realizado por estos autores en 2012,
donde se analizaron dos poblaciones portuguesas y seis espainolas localizadas en el golfo de
Cadiz, se mostré una baja diferenciacion genética global y ausencia de una estructura
genética para el lenguado senegalés. Seria recomendable tener en cuenta estos aspectos a la

hora de establecer planes conservacion para la especie (Diaz-Ferguson y otros, 2007, 2012).

1.3. Interés socio-econdmico y produccion.

En lo que respecta a la produccidn, actualmente existe un creciente interés en diversificar
el cultivo de peces y su comercializacion, por lo que en la regidn sur atlantica espafiola, en la
cual la especie mas extendida y de mayor interés econdmico es la dorada (Sparus aurata),
gran parte de los esfuerzos y proyectos realizados se enfocan en diferentes especies de
peces comerciales como la hurta (Pagrus auriga), el pargo (Pagrus pagrus) o la seriola
(Seriola dumerili) y entre las que se incluye el lenguado senegalés (Arellano y Sarasquete,
2006). Hoy en dia se desarrollan numerosos proyectos de investigacion con el objetivo de
conseguir llevar a cabo la produccién de S. senelgalensis, la cual ha estado limitada por las
incidencias con patologias oportunistas debidas al escaso conocimiento cientifico sobre la

fisiologia de esta especie, las bajas tasas de crecimiento por el descomocimiento en las



necesidades nutricionales y de acondicionamiento, ya resueltas con el uso de dietas
adecuadas y correctas densidades de cultivo, (Canavate, 2005) y principalmente por la

dificultad para conseguir la reproduccién en cautividad (Anguis y Cainavate, 2005).

Diversas especies de pleuronectiformes como el lenguado senegalés, el lenguado comun
(Solea solea), el rodaballo (Psetta mdxima) o el fletan (Hippoglossus hippoglosses) son de
gran interés para la acuicultura debido a sus caracteristicas. Su carne es blanca y magra, con
un sabor fino y sus espinas se retiran facilmente, siendo un aporte importante de selenio,
fosforo y yodo (Fundacidn Espafiola de la Nutricion, 2013). Es por estos aspectos que son
especies que presentan un alto precio en el mercado, de ahi el interés en su cultivo. La
mayoria del lenguado senegalés cultivado es consumido actualmente en los paises
productores (Tabla 1) y dada la demanda, aun con el aumento de la producciéon, podrian
mantenerse los precios en el mercado ya que se trata de una especie muy cotizada (Olmedo
y otros, 2005).

Tabla 1. Produccidn acuicola del lenguado senegalés en Europa de 2003 a 2015.
Fuentes: Ministerio de Agricultura y Pesca, Alimentacion y Medio Ambiente, 2015. FAO, 2015.

Pais 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

Espafia 52 75 60 80 60 55 180 204 110 194 440 805 582

Francia - - - - - - - 142 200 220 - 260 260
Portugal 4 4 11 9 8 13 14 14 50 100 154 - -
Italia - - - - - 19 14 14 10 - - - -
Islandia - - - - - - - - - - - - 290

Total 56 79 71 89 68 87 208 374 370 514 594 1065 842

Espana fue el primer pais productor de esta especie durante los primeros anosy su
produccién, localizada principalmente en Galicia, Andalucia y Canarias, ha ido aumentando
con el paso de los afios, superando en 2013 las 400 toneladas de produccion, llegando a un
maximo de 805 y convirtiéndose en el mayor productor en la Unién Europea (FAO, 2013).
Posteriormente el cultivo se extendid a Portugal, Italia y Francia, que actualmente es el
segundo pais productor tras Espafa. Italia, sin embargo, tras un periodo de produccién entre
los afios 2008 y 2011 abandond su produccidn. En el futuro se espera que la produccion siga

aumentando con su desarrollo en paises productores como Islandia y la preparacién de
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nuevas instalaciones previstas en Espafia (Arellano y Sarasquete, 2006; Rodriguez y

Peleteiro, 2014).

En lo que respecta a la pesqueria de esta especie, segun la FAO, su pesca se realiza dentro
de las zonas 27 (Atlantico Noreste), 34 (Atlantico Centro-Este) y 47 (Atlantico Sureste),

fundamentalmente con artes de trasmallo y arrastre de fondo (Figura 6).
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Figura 6. Zonas de pesca de Solea senegalensis. Fuente: FAO, 2017.

En cuanto a la pesca dentro de la regidon andaluza y segln los datos de captura
registrados (Tabla 2) se aprecia que, durante la ultima década, existe una tendencia
creciente de capturas en peso asi como del precio que esta especie alcanza en mercado.
Destaca una caida de los precios en el aifio 2013 seguida de nuevo por un aumento, siendo
su precio comparable en los Ultimos afios con el de especies como la dorada o la lubina, los
cualesse encuentran en torno a los 9 — 13 euros por kilo (IDAPES, 2015). En el ultimo afio se
aprecia un considerable aumento tanto de las capturas en peso como del precio de venta
alcanzado en lonja.

Tabla 2. Captura en peso del lenguado senegalés en Andalucia y precio medio de primera venta en lonja.

Fuente: IDAPES, 2015.

Aiio Peso (kg) Valor (euros) Precio medio (euros/kg)
2010 14.741,40 177.125 12,02
2011 14.701,58 186.818,15 12,71
2012 15.968,10 208.704,05 13,07
2013 16.600,40 174.096,31 10,49
2014 12.250,65 151.266,34 12,35
2015 13.490,11 173.538,61 12,86
2016 18.503,36 261.328,68 14,12




1.4. Estudio de microRNAs

Los microRNAs o miRNAs son pequeiias moléculas de ARN no codificantes, de entre 20 y
25 nucledtidos de longitud que intervienen en la regulacion de la expresion génica (Skok y
otros, 2013). Inicialmente descubiertos por Howard Robert Horvitz (Ferguson y otros
1987,Chang y Mendell, 2007) y descritos por primera vez por Lee y otros autores (2013),
estas moléculas presentan una secuencia complementaria a ARN mensajero que, en un
proceso postranscripcional, hibridan con estos uniéndose a determinadas regiones diana,
impidiendo su traduccién a proteinas en un proceso que se conoce como silenciamiento
génico y jugando un importante papel en la expresidn génica (Skok y otros, 2013; Paczynska
y otros, 2015). Los miRNAs se conservan en numerosas especies; se ha demostrado su
presencia en multitud de organismos tanto vegetales (Park y otros, 2002) como animales
(Campos y otros; 2014) poniéndose de manifiesto su conservacion (Shi y otros, 2012) y su
papel dentro de multitud de procesos fisioldgicos incluidos la diferenciacion de células
madre y procesos de hematopoyesis asi como de respuesta inmune. La mutacion de
proteinas involucradas en los procesos de biogénesis de miRNAs ha demostrado perjudicar
al desarrollo animal (Campos y otros; 2014), un aspecto que destaca la importancia de estas

moléculas.

Los miRNAs se transcriben a partir de genes del ADN contenido en el nucleo de las
células, pero estos no son traducidos a proteinas. La ARN Polimerasa Il origina un microRNA
primario, también conocido como pri-miRNA (Figura 7), que consta de dos cadenas
complementariasdonde una de ellas incluye el microRNA (Paczynska y otros, 2015) y que
hibridan entre si formando una estructura en forma de bucle también denominada en inglés
como hairpin o loop-structure. Esta estructura de doble cadena es reconocida por la proteina
DGCRS8la cual, asociada con la enzima DROSHA, cortan el pri-miRNA para originar un
microRNA precursor, el cual es transportado al citoplasma por la molécula EXPORTIN 5 a
través de los poros nucleares y donde se producira el silenciado génico (Huang vy otros,
2015). En el citoplasma, este precursor es reconocido por la enzima DICER la cual vuelve a
cortar la molécula de microRNA. Acto seguido, el complejo AGO2 interviene en la
separacion de las cadenas complementarias, las cuales son liberadas. Una vez que la cadena
se encuentra libre constituye lo que se conoce como microRNA maduro que junto a AGO2 y

una serie de proteinas complementarias forman el complejo RISC (RNA Induce Silencing
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Complex), que permitira llevar a cabo el silenciado génico (Park y otros, 2002; Paczynska y

otros, 2015).

El ARN mensajero de los genes diana sobre los que actua el complejo RISC es
complementario a la secuencia del microRNA, lo que permite la union entre ambas. Tras la
union, existen dos formas en las que el complejo RISC puede inactivar la expresion del gen:
Cortando el ARN mensajero, el cual serd eliminado posteriormente por la célula, o
simplemente inhibiendo la traduccion evitando la unién de las subunidades del ribosoma

(Huang y otros, 2015). En ambos casos se evitara que se produzca la traduccién de proteinas.

Stem Loop

|

Mature miRNA (-5p) Stem*

Seed region miRNA W I l
| .

1 . 7 \
Drosha cleavage site Dicer cleavage site

L J

| Pre-miRNA ]

Mature miRNA (-3p)

Pri-miRNA

Figura 7. Representacion de la estructura del microRNA. Fuente: Skok y otros, 2013

Teniendo en cuenta que un solo miRNA puede actuar sobre miles de ARN mensajeros
controlando asi multiples genes, del mismo modo que un gen puede estar controlado por
multiples miRNAs, varios estudios presentan la relacién de estas moléculas con la inhibicion
de la expresion génica e incluso se ha demostrado su intervencion en procesos fisioldgicos
como el desarrollo muscular (Campos y otros; 2013 y 2014), la respuesta inmunolégica (Shiy

otros, 2012) e incluso el desarrollo de canceres (Lu y otros; 2005).

En el caso del estudio genético de S. senegalensis, el trabajo realizado por Campos y otros
(2014) relaciona los cambios en la tasa de crecimiento durante la ontogenia con la
temperatura, siendo el crecimiento durante las fases embrionarias mayor a temperaturas de
entre 18 — 2129C que a temperaturas menores (152C). Esta diferencia viene acompafiada de

una diferenciacion en la expresidon de genes relacionados con el crecimiento muscular, la
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cual parece estar regulada por miRNAs, aunque su papel en los procesos de desarrollo y

crecimiento aun ha de ser investigado.

La relacién de los miRNAs con aspectos como el crecimiento o en la respuesta
inmunoldgica supone que estos adquieran un importante papel en cualquier estudio
genético en acuicultura al tratarse de aspectos esenciales para la produccién. El caso del
lenguado senegalés, el estudio de estas moléculas podria dar respuesta a los problemas

existentes que dificultan su cultivo.

1.5. Genoteca BAC de Solea senegalensis

Una genoteca consiste en una coleccion de fragmentos de ADN de longitud variable que,
en conjunto, contienen toda la informacién del genoma de una especie en forma de
fragmentos aleatorios. Existen diversos tipos dependiendo del material genético utilizado y
suponen una herramienta imprescindible para cualquier estudio dentro del campo de la
genética. Concretamente en este estudio se hizo uso de datos procedentes de una genoteca
BAC de S. senegalensis elaborada a partir de larvas y proporcionados por el drea de genética
dentro del departamento de Biomedicina, Biotecnologia y Salud Publica de la Universidad de

Cadiz.

Las genotecas BAC (Bacterial Artificial Chromosome), descritas inicialmente por Shizuya y
otros (1992), suponen un importante sistema de clonacion bacteriana derivado de plasmidos
de bacterias Escherichia coli para el estudio de genomas con capacidad de generar
fragmentos de entre 100 y 300 kilobases con un alto grado de estabilidad (Shizuka y otros,
1992). Dentro de su estructura (Figura 8), es posible diferenciar tres regiones principales: Un
origen de replicacion, un gen de resistencia a antibidtico y una region donde se realiza la
insercion del fragmento de ADN exdgeno y que recibe el nombre de polylinker. Estos
fragmentos de ADN se insertan en vectores sintéticos que se introducen en poblaciones
bacterianas en las que las bacterias replican el fragmento de ADN permitiendo que este se
pueda amplificar, aislar y manipular (Shizuya y otros, 1992). Este material genético generado
puede ser almacenado facilitando la creacion de genotecas BAC que presentan ventajas
respecto a otras debido a la disminucién del quimerismo y su facilidad a la hora de aislar

clones (Shizuka y otros, 1992; Amemiya y otros, 1999).

12



Gen de

) resistencia a
Origen de

SR J/ antibidticos
replicacion

Polylinker

Figura 8. Esquema representativo de la estructura de un BAC

1.6. Bases de datos genomicas

Las bases de datos gendmicas consisten en sistemas de almacenamiento que incluyen
secuencias de nucledtidos o proteinas, pudiendo también incluir informacion de las mismas.
Estas bases permiten acceder a secuencias de genes disponibles de cualquier especie de la
cual se encuentre informacion dentro de la base de datos. Destacan principalmente la base
estadounidense GenBank, la europea EMBL (European Molecular Biology Laboratory) y la
japonesa DDBJ (DNA DataBank oflJapan). Estas tres organizaciones intercambian datos entre
si y en su conjunto recogen los genomas de una gran cantidad de especies. La informacién es
de libre acceso y los datos almacenados estan disponibles para su descarga en formato
fasta, un tipo de formato de texto cominmente utilizado en informatica para la
representacion de secuencias de nucledtidos haciendo uso de cédigos de una unica letra y

permitiendo la adicion de informacion adicional sobre las secuencias.

Dada la naturaleza del presente estudio es de especial interés la base de datos miRBase,
una base de datos disponible en linea (www.mirbase.org) gestionada por el laboratorio
Griffiths-Jones en la Facultad de Ciencias de la Naturaleza en la Universidad de Manchester
con fondos del BBSRC (Biotechnology and Biological Sciences Research Council) que, del
mismo modo que las bases de datos gendmicas, recoge las secuencias de microRNA

publicadas y proporciona informacion sobre la localizacién y la secuencia de las mismas.
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2. Antecedentes y estado actual del tema

En la década de los 80, dada la abundancia de las capturas y a las ventajas de cultivo
frente a otras especies, se inicia en Espafia el cultivo del lenguado senegalés. Sin embargo,
destacan desde las fases tempranas los problemas encontrados para conseguir la
reproduccidn de esta especie en cautividad dada la existencia de persistentes patologias y a
la incapacidad de los machos de la F1 para aparearse, que tiene como consecuencia la
necesidad de un constante aporte de individuos salvajes para completar el ciclo y mantener
la produccion.Estos aspectos originan un creciente interés en la especie queha llevado a su
estudio desde diferentes puntos de vista, entre los que se incluye el estudio gendmico que
permita avanzar en el conocimiento del genoma de S. senegalensis y conocer los
mecanismos que regulan la expresion genética en la especie. A dia de hoy, junto a los
problemas del cortejo, destacan los problemas de disfuncion reproductiva asociados a la
produccién en cautividad como principal impedimento para la produccion. En el caso de las
hembras, el desove impredecible se acompafia de una baja calidad de los huevos; en los
machos disminuye la produccién de esperma asi como su calidad (Carazo y otros, 2008 vy

2009).

Aun siendo un tema de estudio reciente, los miRNAs adquieren un papel importante en
los estudios genéticos dado a que por su alto grado de conservacién es posible localizarlos
en el genoma de casi cualquier especie viendo asi su relacidon con genes de interés. Como se
comenta anteriormente, los miRNAs son pequefias secuencias de ARN que intervienen en la
regulacion de la expresién génica y cuyo estudio ayudaria a conocer mejor los mecanismos
relacionados con aspectos de interés como el crecimiento, la reproduccion o la respuesta
inmunolégica, procesos fundamentales en acuicultura. Seguin el registro disponible en la
base de datos miRBase, hasta ahora Unicamente se han identificado miRNAs en 9 especies
de peces: Cyprinus carpio, Danio rerio, Fugu rubripes, Hippoglossus hippoglossus, Ictalurus
punctatus, Oryzias latipes, Paralichthys olivaceus, Salmo salar y Tetraodon nigroviridis
(Huang y otros, 2015). Estos estudios se complementan con losestudios realizados que han
tratado los miRNAs y su posible relacion con aspectos como el crecimiento, como es el caso
de Campos y otros autores (2013 y 2014) comentado anteriormente, y que contribuyen a un
mayor conocimiento del genoma de esta especie. Otros estudios también han tratado la

relacion de los miRNAs conla maduracidn sexual en otras especies dentro del orden de los
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pleuronectiformes (Bizuayehu y otros, 2012) o incluso su posible relacién con el cancer y la

generacion de tumores (Fornari y otros, 2010).

3. Justificacion y objetivos

Teniendo en cuenta que el cultivo del lenguado senegalés no se ha conseguido de forma
integral y dado que el control de su reproducciéon no es tan conocido como el de otras
especies de interés comercial cultivadas dentro del territorio espafol como Sparus aurata
(Linnaeus, 1758), es de interés ampliar los conocimientos sobre la naturaleza del lenguado
senegalés con el fin de aportar informacién que pueda contribuir al desarrollo de la

reproduccidn y produccién de esta especie con gran potencial econdmico.

El proyecto que aqui se presenta busca contribuir al estudio de esta especie de interés en
acuicultura para alcanzar un mayor conocimiento de su genoma. En los ultimos afios se han
estudiado multiples aspectos de la biologia de S. senegalensis, incluidos los genéticos. Como
se ha comentado anteriormente, actualmente los miRNAs adquieren un papel importante
dado a que por su alto grado de conservacion es posible localizarlos en el genoma de casi
cualquier especie viendo asi su relacion con genes de gran interés en dicho dambito. Esto
hace posible conocer mejor los mecanismos que regulan determinados aspectos como son el
crecimiento, la reproduccidn o la respuesta inmunolégica, contribuyendo a la produccién de
animales sanos de alta calidad y seguridad para el consumidor. El presente proyecto
bioinformatico pretende un estudio de S. senegalensis desde un punto de vista genético con
el objetivo principal de profundizar en la caracterizacion del genoma del lenguado senegalés
a través del estudio de datos obtenidos de genotecas BAC y de microRNAs. Para la

consecucion de este objetivo principal se plantean una serie objetivos parciales:

e 1.Crear una base de datos a partir de secuencias de BACs de Solea senegalensis.

e 2. Rastrear las secuencias de microRNAs extraidas de una base de datos gendmica en
secuencias de BACs de S. senegalensis.

e 3. Analizar las estructuras secundarias de los microRNAs en BACs y compararlas con
las obtenidas en otros organismos ya descritos.

e 4. localizary describir microRNAs en los mismos BACs.
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4. Material y métodos

4.1. Base de datos de Solea senegalensis

Para el estudio de las secuencias de ADN de S. senegalensis, obtenidas mediante
secuenciacion a partir de una genoteca BAC y con el objetivo de identificar secuencias de
microRNAs,eltratamiento de estas secuencias se llevo a cabo con la herramienta de edicion
BioEditSequence Alignment Editor versién 7.2.5, un editor de secuencias de nucledtidos
(Hall, 1999) y BLAST' (Basic Local Alignment Search Tool) versidn 2.6.0, una aplicacién que
permite larealizacion de comparaciones de secuencias de nucledtidos o proteinas con bases
de datos gendmicas, calculando la significacion estadistica de las coincidencias permitiendo
inferir las relaciones funcionales y evolutivas entre las secuencias asi como ayudar a
identificar a los miembros de las familias de genes. Con BioEdit®, se concatenaron secuencias
de la genoteca BAC de S. senegalensis distribuidas en 8 lotes, dando lugar a un Unico archivo
en formato fasta, del mismo modo que se encuentran los datos disponibles en las bases de

datos gendmicas.

El material con el que se trabajé y con el que se llevaron a cabo los analisis consistiden
2.960 contigs de 77 BACs de S. senegalensis. Los contigs presentarén una longitud media de
4.126 nucleotidos de longitud, con un valor de desviacion tipica de 7.426.En total, el nimero
de nucledtidos que se manejé fue de 12.651.172, aunque teniendo en cuenta que algunos
de los BACs fueron enviados a secuenciar mas de una vez, omitiendo los BACs secuenciados
duplicados, quedarian un total de 11.348.681 nucleotidos. Entre los BACs secuenciados mas
de una vez se encuentran 05K05 en los lotes 1y 2, 10K23 en los lotes 3y 6, 11020 en los
lotes 3, 4 y 6, 16E16 en los lotes 3 y 5, 19J21 en los lotes 3 y 6, 21023 en los lotes 3y 5,
28F09 en los lotes 4 y 5 y por ultimo, 63A03 y 63A07 en los lotes 2 y 5. En el caso de estos
BACs duplicados finalmente se utilizaron Unicamente los ultimos resultados, de forma que
para el caso del BAC 05K05 presente en los lotes 1y 2, por ejemplo, unicamente se utilizé en

el lote 2.
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A las secuencias se le otorgd una nomenclaturaconveniente que permitiera su
identificacion, diferenciando dentro del mismo los siguientes campos, expuestos con el
siguiente ejemplo:

01 - 56H24 - 07 - 014
1 2 3 4

1. Numero del cromosoma; indicando “NA” en aquellos casos en los que se desconoce y
“99” si hay hibridacidn con varios cromosomas.

2. Coordenada del BAC secuenciado en las genotecas disponibles en el laboratorio;
indicando en primer lugar la placa, seguida de la coordenada dentro de esta placa.
Cabe destacar que algunos BACs fueron enviados a secuenciar mas de una vez.

3. Numero del lote en que se envid a secuenciar el BAC.

4. Numero de secuencia dentro de las obtenidas para el BAC en el lote determinado.

La creacion de este Unico archivo fastay su integracidon con la herramienta makeblastdb,
. .7 ® e, . . . .
dentro de la aplicacion BLAST , permitieron realizar las comparaciones de secuencias en

busca de homologias.
4.2. Obtencion de secuencias de microRNA

La base de datos miRBase recoge las secuencias de microRNA publicadas y proporciona
informacién sobre la localizacion y la secuencia de las mismas. Cada entrada dentro de la
base representa un fragmento de microRNA que origina la estructura hairpin; tanto las
secuencias hairpin como las secuenciasmaduras, las cuales hacen referencia a las secuencias
de microRNAs maduros, estan disponibles para su descarga en formato fasta. De esta forma,
es posible obtener datos de secuencias de miRNAs para la realizacion de analisis en busca de
homologias existentes entre las secuencias de S. senegalensis con secuencias ya descritas de
miRNAs disponibles en miRBase, donde se proporciona informacion de la especie o las

especies donde han sido descubiertas y se hace referencia a estudios y autores.

En el presente proyecto, se hizo uso de las secuencias madurasdisponibles en miRBase y
descargadas en marzo de 2017. Existen un total de 35.829 secuencias maduras, de las cuales

fueron utilizadas 23.572 después de un proceso de unificaciéon de secuencias, con FASTA
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Unique Sequencesversion 1.0. Esta herramienta, disponible dentro de la web del Centro
Nacional para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI; www.ncbi.nlm.nih.gov), permite la
unificacion de secuencias repetidas o que presentan gran similitud entre ellas, con el
objetivo de obtener secuencias Unicas y evitar resultados duplicados.Junto a estas, se
afladieron al analisis 48 secuencias maduras de miRNAs ya descritas previamente en S.

senegalensis por Campos y otros (2014).

4.3. Alineamiento de secuencias e identificacion de miRNAS

El programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) desarrollado porel National
Center for Biotechnology Informationpermitiocomparar secuencias en los BACs del lenguado
senegalés,contenidas en la base de datos creada, con las secuencias de mirRNAs maduros
obtenidas en miRBase.Dentro de las opciones ofrecidas por la aplicaciénblastn,dentro del
programa BLAST®, se diferencian 3 tipos de analisis: megablast, para comparaciones entre
secuencias muy similares en casos en los que existan, por ejemplo, errores de secuenciacion,
blastn, en aquellos casos de comparaciones entre especies, y blastn-short, optimizado para
secuencias de menos de 30 nucledtidos. Dadas las caracteristicas de los datos con los que se
trabajo en el presente ensayo, y teniendo en cuenta que la longitud de las secuencias
miRNAs maduras se encuentra en torno a 20 - 25 pares de bases, se trabajo con analisis tipo

blastn y blastn-short.

Para el analisis fue necesario tener en cuenta una serie de pardmetros dentro de los que
. ® . . .y
proporciona BLAST , estableciendo unos valores predeterminados que permitieran

garantizar la fiabilidad del analisis. Entre estos parametros destacan:

e-value: Parametro que describe el numero de emparejamientos aleatorios
esperados cuando se hace una busqueda en una base de un tamafio particular
(Blast.ncbi.nlm.nih.gov, 2017). A menor valor, mayor serd la similitud entre las
secuencias comparadas

frames: Orientacidn de la secuencia examinada y la secuencia de la base de datos.

gapopen: Indels (inserciones y/o delecciones).

mismatch: Emparejamientos incorrectos.

pident: Porcentaje minimo de identidad entre miRNA y secuencia en el BAC.
gcovhsp: Cobertura de la secuencia examinada por segmento.

glen: Longitud de la secuencia examinada.
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La eleccion de intervalos de valores para algunos de estos parametros permitio realizar un
filtrado desecuencias, obteniendo aquellos casos que mostrasen mayor fiabilidad.Se
tomaron como referencia los pardmetros descritos por Huang y otros (2015) con pequefias

modificaciones.Los intervalos establecidos fueron, segun el parametro:

e-value: Menor a 10°.

gapopen: Igual a 0. No se permitid la presencia de indels.

mismatch: Menor o igual a 4. Se permiti6 un maximo de 4 emparejamientos
incorrectos.

pident: Mayor o igual al 75%.

gcovhsp: Igual a 100. Seleccionando asi alineamientos donde el miRNA ha alineado

en toda su longitud.

Tras el andlisis, BLAST® permite obtener la posicidn de las secuencias miRNA potenciales
en el BAC donde se encuentrenhomologias, permitiendo asi aislar el miRNA y llevar a cabo
su extraccion mediante la aplicacién blastdbcmd, dentro de este mismo paquete
informatico.Para la utilizacion de esta aplicacion fue necesario especificar el comienzo y el
final de las secuencias seleccionadas tras el filtrado. En este caso, la extraccion realizada fue
mayor a la longitud de las secuencias seleccionadas, extrayéndose una regién adicional
entorno al sitio donde se encontrd similitud incluyendo 100 pares de bases en sentido 5'y
otras 100 en sentido 3'. Esto permitié no solo la obtencidn de las secuencias miRNA, sino
también el estudio de las estructuras secundarias de las mismas al obtener una regién mayor
a la longitud de las secuencias maduras, un aspecto necesario para el estudio de las

secuencias secundarias, posteriormente realizado.

4.4. Analisis de estructuras secundarias

Tras obtener secuencias con similitud a miRNAs conocidos, se estudié si formaban las
estructuras secundarias tipicas de estas moléculas, lo cual apoyaria que se trata de
secuencias activas. Se hizo uso de la aplicacién MIReNA versién 2.0,la cual consiste en una
herramienta que permite la identificacion de pre-miRNAs con alta sensibilidad y
especificidad detectando nuevos miRNAs por homologia de miRNAs conocidos y con la que

fue posible obtener el valor de la energia libre de las secuencias.MIReNA es un algoritmo de
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busqueda disefiado para la prediccion de miRNAs y que permite confirmar las secuencias
pre-miRNA (Carbone y Mathelier, 2010). Esta aplicacion calcula, dada una determinada
secuencia pre-miRNA, la energia libre minima de equilibrio de la estructura secundaria de
dicha secuencia, también llamada adjusted minimum folding energy (AMFE), como el
cociente (Ecuacidon 1) entre la denominada como minimum folding energy o “energia
minima de pliegue” y la longitud en nucleotidos (n) de la secuencia pre-miRNA, multiplicado

por 100 (Carbone y Mathelier, 2010).

MFE
AMFE = * 100

[ (n)

Ecuaciodn 1. Calculo de energia libre de equilibrio en MIReNA.

El indice de energia libre minima o minimun free energy index se calcula como el cociente
entre la energia libre minima de equilibrio y la composicion en porcentaje de guanina y

uracilo en la secuencia pre-miRNA (Ecuacién 2).

AMFE
G—U%

Ecuacién 2. Calculo del indice de energia libre en MIReNA.

La estructura secundaria adoptada por un pre-miRNA ha de satisfacer, segun las reglas
establecidas por MIReNA, 5 criterios comentados brevemente a continuacién (Carbone y

Mathelier, 2010):

1. Una secuencia madura no puede plegarse sobre si misma, es necesaria la
existencia de una secuencia pre-miRNA.

2. El cociente entre la longitud de la secuencia madura del miRNA vy la longitud de la
secuencia pre-miRNA (en nucleotidos), ha de encontrarse entre los valores 0,83 y
1,17 (Ecuacion 3).

3. El porcentaje de nucleotidos no coincidentes en la secuencia del pre-miRNA ha de
ser menor o igual al 26% de la longitud de la secuencia.

4. El valor de la energia libre de equilibrio o adjusted minimum folding energy a de

ser menor o igual a -32.

20



5. La secuencia pre-miRNA ha de tener un indice de energia libre minima menor a -
0,85, un criterio que permite diferenciar secuencias pre-miRNAs de secuencias de

ARN con alta especificad.

Con estos criterios, MIReNA permitio la identificacion de pre-miRNAs, obteniendo el valor

de energia libre y el estudio de las estructuras secundarias.

Posteriormente se hizo uso de la aplicaicon RNAfold. Dentro del paquete The ViennaRNA
Packageversion 2.3.5 (Lorenz y otros, 2011), RNAfold es wuna herramienta
quepermitepredecir estructuras de secuencias de ARN o de ADN de cadena simple mediante
la minimizacion de la energia libre de la estructura. El programa puede obtener la estructura
secundaria que tendria la secuencia, eligiendo entre las estructuras que presentan una
menor energia de liberacion (y con ella mayor estabilidad) y permitiendo confirmar si se
tratan de secuencias activas al presentar la estructura en forma de bucle, caracteristica de
los pre-miRNAs. Estos forman una estructura secundaria con un bucle al final en la cual el

"tallo" contiene la secuencia miRNA madura (Figuras 7 y 9).

Figura 9. Estructura en forma de “horquilla” generada en RNAfold.

4.5. Estudio de la distribucion de secuencias

Para conocer la distribucién de las secuencias identificadas estas se clasificaron haciendo
uso de la nomenclatura utilizada, agrupando las secuencias en cromosomas y BACs,
permitiendo conocer el nimero de secuencias identificadas en cada categoria. Para estudiar
si habia diferencias significativas en cuanto al nimero de miRNAs entre cromosomas se

utilizé una prueba X*> de bondad de ajuste realizada con Excel.Se hizo uso de los datos
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observados, y con el objetivo de obtener los valores esperados, se asumié igual frecuencia
de miRNAs para todos los cromosomas, una vez ponderado por el tamafio de los mismos.
Esta frecuencia esperada se obtuvo como la divisién del nimero total de miRNAs entre la
suma del tamafo de las secuencias obtenidas para todos los cromosomas.Para obtener los
valores esperados se multiplicé esa frecuencia por el tamafo total de secuencia obtenido de
cada cromosoma. Dado que no todas las frecuencias esperadas eran mayores que 5, para
evitar reducir la exactitud de los resultados se agruparon los cromosomas con menor

frecuencia en la categoria “otros”.

5. Resultados y discusion

Se realizaron un total de 560.248 comparaciones, aunque tras la realizacién de una serie
de filtrados adecuados estableciendo una serie de valores convenientes que garantizaran la
fiabilidad del analisis y el estudio de las estructuras secundarias, se descartaron gran parte
de las comparaciones selecciondandose como resultado final un total de 408 secuencias. Para
una presentacion mas simplificada de los resultados, estas secuencias se agruparon segun su
similitud dando lugar como resultado definitivo 260 secuencias de S. senegalensis similares a
miRNAs maduros previamente descritos de los cuales 12 fueron en peces. Estos resultados
se presentan en los Anexos 1 y 2, detallados a continuacion. Junto a las secuencias
identificadas, en estos anexos se muestran los nombres otorgados a dichas secuencias, el
miRNA con el que se presenta homologia, el extremo de la cadena mas préoximo a la
secuencia (3’ 0 5’), el nimero de desemparejamientos (mismatch), la cadena (Pos; positiva o
Neg; negativa), la longitud en pares de bases del precursor, el porcentaje de la composicion
de adenina y uracilo con respecto al promotor de la secuencia madura asi como la energia
libre de la estructura secundaria. Se incluyen en la columna final miRNAs similares,
mapeados aproximadamente en la misma posicion y que podrian asociarse a las secuencias
maduras identificadas en S. senegalensis dada su similitud y sus caracteristicas. Estas
secuencias presentan un e-valor bajo y un nimero reducido de desemparejamientos, sin
embargo, con el objetivo de obtener una perspectiva simplificada de los resultados, se
presentan asociados a la secuencia principal la cual presentaba los valores mas bajos de

estos parametros.
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El primer indicio de la multitud de miRNAs diferentes existentes comenzd con la
realizacion de estudios de secuenciacidén en pequefios mamiferos y otro tipo de organismos
como moscas o gusanos (Lagos-Quintana y otros, 2001). Actualmente se han identificado
cientos de estas secuencias en diferentes organismos y la dificultad de su estudio se debe a
que la expresion de algunos miRNAs puede limitarse no solo a un tipo celular sino a una
etapa determinada del ciclo de vida del organismo estudiado, dificultando la deteccién de
estos (Houbaviyy otros, 2003). A continuacion, se trata la posible relacion de las secuencias
obtenidas como resultado de los analisis realizados en este ensayo con miRNAs ya descritos
en estudios previos por parte de otros autores, realizando una recopilacién bibliografica de

las posibles funciones de estas secuencias.

5.1. MiRNAs descritos en peces

Entre las secuencias resultantes, se presentan 12 casos con similitud a miRNAs ya
descritos en peces (Anexo 1), donde los miRNAs hhi-miR-728 y ipu-miR-7562 se presentan
dos veces, siendo por tanto 10 los miRNAs referenciados: ccr-miR-135c¢, ccr-miR-153b, ccr-
miR-460-3p, ccr-miR-460-5p, dre-miR-153b-5, dre-miR-457b-3p, hhi-miR-430b, hhi-miR-728,
ipu-miR-7562 y ssa-miR-430a-5p. Cada miRNA presenta en su nombre un prefijo que hace
referencia a la especie en la que fue identificado. A continuacién se detalla la informacion

acerca de estas secuencias haciendo referencia a sus correspondientes estudios.

Los miRNAs ccr-miR-135c, ccr-miR-153b, ccr-miR-460-3p y ccr-miR-460-5p fueron
identificados en la carpa comun o europea (Cyprinus carpio) en un estudio de identificacion
de miRNAs y su relacion con el desarrollo esquelético-muscular realizado por Yan y otros
(2012). En el pez zebra (Danio rerio), los miRNAs dre-miR-153b-5p y dre-miR-457b-3p han
sido descritos por Chen y otros (2005), los cuales estudian su relaciéon con el desarrollo
embrionario de esta especie, concretamente en el periodo de blastula. Los miRNAs hhi-miR-
430b y hhi-miR-728 fueron identificados en el fletdn (Hippoglossus hippoglossus) en el
estudio realizado por Bizuayehu y otros (2012 y 2013) donde se mostrd su expresidn durante
el desarrollo temprano de los individuos asi como en el desarrollo sexual. El miRNA ipu-miR-
7562 fue identificado en el pez gato americano (/ctalurus punctatus) junto a otros miRNAs
(ipu-miR-129b, ipu-miR-7553,...) estudiados por Xu y otros (2013) los cuales presentaron

expresion en muestras de tejido de cerebro, corazén, musculo e higado. La expresidon
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multiple en estos tejidos podria indicar que estos estén asociados con funciones
fundamentales como el metabolismo (Xu y otros, 2013). Por ultimo, en el salmén comun o
del Atlantico (Salmo salar) se identificé el miRNA ssa-miR-430a-5p, en el estudio realizado
por Andreassen y otros (2012) expresado en muestras de tejido hepatico, aunque sin

identificar su funcion.

5.2. MiRNAs descritos en otras especies

De las secuencias identificadas, 248 no mostraron similitud con miRNA descritos en
peces. Dado el elevado numero de resultados obtenidos, se calculd la frecuencia de
aparicidon de estas secuencias con respecto al nimero de secuencias totales, las cuales se
presentan en la Tabla 3, con el objetivo de tratar en este ensayo aquellos miRNAs con los

que de forma mas frecuente se ha presentado similitud.

Tabla 3. Frecuencia de aparicion de los miRNAs maduros (N=260). Secuencias con frecuencia igual a uno

agrupados en la categoria otros.

miRNA homélogo n n/N
dme-miR-4979-3p 58 0,223
mmu-miR-466a-5p 20 0,077
mmu-miR-467g 13 0,05
mmu-miR-467e-3p 11 0,042
mmu-miR-466h-3p 8 0,031
mmu-miR-669n 8 0,031
rno-miR-466b-2-3p 7 0,027
efu-miR-8915 6 0,023
mmu-miR-466p-5p 6 0,023
bta-miR-669 5 0,019
gma-miR1533 5 0,019
rno-miR-466b-3p 5 0,019
dme-miR-9388-5p 4 0,015
hsa-miR-3960 4 0,015
miR-467g 4 0,015
mmu-miR-669f-5p 4 0,015
cin-miR-4194-3p 3 0,012
mmu-miR-3082-5p 3 0,012
hhi-miR-728 2 0,008
hsa-miR-620 2 0,008
ipu-miR-7562 2 0,008
miR-5112 2 0,008
mmu-miR-466f 2 0,008
mmu-miR-467c-3p 2 0,008
mmu-miR-669b-3p 2 0,008
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mmu-miR-669d-5p 2 0,008
rno-miR-3584-5p 2 0,008
Otros* 68 0,272

*: aca-let-7e-3p, aca-miR-153-5p, ath-miR169a-3p, ath-miR414, ath-miR854a, bbe-miR-4857-3p, bdi-miR530a, bfl-miR-4875a-5p, bmo-miR-
2807b, bta-miR-2293, bta-miR-2917, bta-miR-568, bta-miR-6522, ccr-miR-135c, ccr-miR-153b, ccr-miR-460-3p, ccr-miR-460-5p, cel-miR-
253-5p, cfa-miR-1840, cin-miR-3598-3p, chi-miR-1814, dme-miR-4968-3p, dme-miR-9388-3p, dre-miR-153b-5p, dre-miR-457b-3p, dsi-miR-
2580, eca-miR-8995, efu-let-7f, efu-miR-9318a, gga-let-7j-3p, gga-miR-1617, gga-miR-1648-5p, gga-miR-2127, gga-miR-7462-5p, gga-miR-
7466-3p, hhi-miR-430b, hsa-miR-1322, hsa-miR-1976, hsa-miR-4270, hsa-miR-4293, hsa-miR-4303, hsa-miR-4507, hsa-miR-548v, hsa-miR-
6089, hsa-miR-8079, lja-miR7535, mdo-miR-7399-5p, mdo-miR-885, mmu-miR-1895, mmu-miR-2137, mmu-miR-297a-5p, mmu-miR-3077-
3p, mmu-miR-466b-5p, mmu-miR-466d-3p, mmu-miR-466d-5p, mmu-miR-466f-5p, mmu-miR-467h, mmu-miR-669I-3p, oan-miR-1346,
oan-miR-218-3p, ppy-miR-1322, prd-let-7-5p, prd-miR-7966a-3p, rgl-miR7797b, sbi-miR5386, sly-miR5303, ssa-miR-430a-5p, stu-miR7997a.

El miRNA dme-miR-4979-3p, el cual presenta la mayor frecuencia de aparicién, se
identifico en el estudio realizado en la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster) realizado
por Berezikov y otros (2011) y cuya expresion se dio, aunque con poca frecuencia y junto a
otros miRNAs, en las muestras analizadas en diferentes etapas desde estados larvarios a
individuos adultos. El segundo miRNA mas frecuente, dme-miR-9388-5p, se identificé en

esta especie por Mohammed y otros (2013) aunque sin determinar su funcion.

Los miRNAs mmu-miR-466a-5p, mmu-miR-467g, mmu-miR-467e-3p, mmu-miR-466h-3p,
mmu-miR-669n, mmu-miR-466p-5p, mmu-miR-669f-5p, mmu-miR-3082-5p, mmu-miR-466f,
mmu-miR-467c-3p, mmu-miR-669b-3p y mmu-miR-669d-5p, presentados por frecuencia de
aparicion, fueron identificados en el ratdon comun (Mus musculus). El miRNA mmu-miR-466a-
5p fue identificado en el estudio realizado por Zuoren y otros (2005) donde se analizaron
muestras de tejido testicular tanto en individuos de entre 15 y 20 dias como en adultos y
donde tuvo lugar la expresion del mismo, sugiriendo su presencia tanto en células
germinales como en células somaticas (Zouren y otros, 2005). Por otro lado, los miRNAs
mmu-miR-466f y mmu-miR-467gfueron identificados por Calabrese y otros (2007) en
muestras de tejido ovarico. Nuevamente en un estudio de la especie, realizado por Chiang y
otro autores (2010) donde se trataron tejidos de cerebro, ovario y testiculo, se identifico la
expresion de los miRNAs mmu-miR-466p-5p, mmu-miR-467e-3p, mmu-miR-467c-3p, mmu-
miR-669f-5p, mmu-miR-3082-5p, mmu-miR-669d-5p y mmu-miR-669b-3p, siendo este
ultimo identificado anteriormente por Mineno y otros (2006) en su estudio realizado en
embriones de raton. El miRNA mmu-miR-466h-3p fue también identificado en este caso en

tejido cerebral en el estudio realizado por Landgraf y otros (2007). Kuchenbauer y otros

25



(2008) identificaron el miRNA mmu-miR-669n en su estudio donde se traté médula dsea de

esta especie aunque no fue validado experimentalmente.

En la rata parda (Rattus norvegicus) fueron identificados los miRNAs rno-miR-466b-2-3p,
rno-miR-466b-3p y rno-miR-3584-5p; en los dos primeros casos en el estudio realizado por
Landgraf y otros (2007) estos miRNAs se identificaron, al igual que en el caso del ratén, en
muestras tratadas de tejido cerebral, aunque no se relaciond su presencia con ninguna
funcidn. Por otro lado, en el caso de rno-miR-3584-5p, Linsen y otros (2010) identificaron la
presencia de este miRNA nuevamente en tejido cerebral aunque tampoco se especificd su
posible funcidn. Posteriormente en el estudio realizado por Lu y otros (2015) se identifico y
sugirid su posible relacién con los mecanismos de accion de anestesia general en el sistema
nervioso central en mamiferos(Luy otros, 2015), aungue aln no se conoce con certeza su

funcion en el cerebro.

El miRNA efu-miR-8915 identificado en el murciélago moreno(Eptesicus fuscus) por Platt y
otros (2014) en un estudio donde se traté el genoma de esta especie junto al del perro y el
caballo, aunque no se determind experimentalmente su posible funcién. Del mismo modo,
en el caso de la vaca (Bos taurus), en un estudio del ovario bovino por parte de Hossain y
otros (2009) el miRNA bta-miR-669 fue identificado, nuevamente sin determinar su posible
funcién. Ocurre lo mismo en el caso de gma-miR1533, identificado por Subramanian y otros

(2008) en su estudio realizado en brotes de soja (Glycine max).

Se presentan dos casos de miRNAs estudiados previamente en seres humanos, hsa-miR-
3960 y hsa-miR-620, mostrando este ultimo una menor frecuencia de aparicién. Respecto al
estudio de miRNAs en el ser humano, cabe destacar que existen disponibles en miRBase
2588 secuencias maduras, de las cuales unicamente 296 han sido verificadas
experimentalmente. Teniendo en cuenta que en 2006 el nimero de secuencias maduras
presentes era de 321, siendo 234 de ellas verificadas (Cumminsy otros, 2006), se pone en
manifiesto la dificultad de demostrar experimentalmente la funciéon de estas secuencias
dado el elevado numero existente y a que su expresion puede estar limitada a un
determinado tipo celular o periodo de vida. En el estudio realizado por Hu y otros (2011) se
identifico el miRNA hsa-miR-3960, el cual desempefia un papel regulador en la

diferenciacién osteoblastica y mantiene relacién con el miRNA miR-2861 (Hu y otros, 2011)
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descrito anteriormente por Li y otros (2009). Estos autores sugieren la intervencion de este
miRNA en los procesos de diferenciacidén osteoblastica y formacién ésea (Li y otros, 2009; Hu
y otros, 2011). En este estudio realizado en osteoblastos en M. musculus por Li y otros
(2009) se identificé que el miRNA miR-2861 juega un papel regulador en la diferenciacion
osteoblastica reprimiendo la expresién de la histona deacetilasa 5 (HDACS), implicada en la
regulaciéon de la transcripcion (Li y otros, 2009). Es importante destacar que se encontré que
miR-2861 se conserva en seres humanos, y una mutacién homocigdtica en el premiRNA pre-
miR-2861 que bloquea la expresion de miR-2861 es causante de osteoporosis en
adolescentes. Del mismo modo, la no expresion de este miRNA en el caso de ratén tiene
como consecuencia la inhibicion de la formacidn ésea asi como la disminucion de la masa
Osea (Li y otros, 2009). Agrupado en el mismo loci se encuentra hsa-miR-3960, identificado
en el ser humano y en el ratéon (Hu y otros, 2011), el cual también interviene en la
diferenciaciéon osteobldstica manteniendo una relacién de retroalimentacién con miR-2861
(Hu y otros, 2011). Por ultimo, en un estudio realizado sobre el cancer colorrectal por
Cummins y otros (2006), donde se trataron muestras de mucosa coldnica, se identificé hsa-
miR-620 como un posible nuevo miRNA, aunque no se especificd su posible funcion

(Cumminsy otros, 2006).

El miRNAmIiR-467g, comentado anterior mente (Calabresey otros, 2007), junto a miR-
5112, descrito como un posible nuevo miRNA por Spierings y otros (2011), fueron ambos
identificados en el ratdnaunque se presentan por separado estos dos casos dado a que se
tratan de secuencias identificadas en el estudio realizado por Campos y otros (2014)
afiadidas anteriormente a las secuencias maduras analizadas, identificadas en dicho ensayo
en el lenguado senegalés junto a otros 48 secuencias de miRNAs maduros que nunca antes
habian sido descritos en peces. En este estudio se identificd6 miR-467g, con un bajo nimero
de lecturas durante el desorrollo mientras que miR-5112 presentd variaciones de expresion
durante el mismo. Teniendo en cuenta los estudios previos realizados en ratén donde se
sugiere la relacion de estos miRNAs con el crecimiento muscular y éseo (Calabresey otros,
2007), es posible que juegen un papel en el desarrollo de S. senegalensis(Campos y otros,

2014).

Por utimo, entre los miRNAs que presentaron menor frecuencia se incluyencin-miR-4194-

3p y ipu-miR-7562, este ultimo ya descrito en el apartado anterior en el pez gato mientras
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gue cin-miR-4194-3p se identificé en el urocordado Ciona intestinalis. En el estudio realizado
por Hendrix y otros (2010) se llevd a cabo una identificacion de secuencias miRNAs
secuenciando el genoma de esta especie, tratando huevos no fertilizados asi como
individuos adultos, considerando asi diferentes etapas de desarrollo y donde se sugirié cin-

miR-4194-3p como posible miRNA aunque no fue verificado experimentalmente.

En la categoria “Otros” se recogen aquellas secuencias con similitud a miRNAs que
presentardn una baja frecuencia de aparicidn. Estos miRNAs han sido identificados tanto en
especies de mamiferos y peces, incluyendo algunas de las descritas previamente, como en
aves (gga-miR-1648-5p, Gallus gallus), reptiles (aca-let-7e-3p, Anolis carolinensis), insectos

(bmo-miR-2807b, Bombyx mori) y plantas (ath-miR169a-3p, Arabidopsis thaliana).

5.3. Estructuras secundarias

Las estructuras secundarias de las secuencias identificadas se generaron, como ya se ha
comentado anteriormente, con RNAfold. Para confirmar si se tratan de secuencias activas se
comprobd manualmente que las estructuras resultantes presentaban la ya mencionada
estructura caracteristica de los pre-miRNAs, diferenciando en ellas un bucle final asi como

Ill

identificando la secuencia madura en el “tallo” de la estructura (Figura 9). Dada la cantidad
de secuencias obtenidas, los resultados presentados se limitan a las secuencias
anteriormente presentadas en el Anexo 1, es decir, aquellas con homologia de miRNAs

descritos previamente en peces, las cuales se presentan en el Anexo 3.

CACAGCGCAUACAAUGUGGAUG

NN

Figura 9. Estructura generada en RNAfold en la que se identificé la secuencia 01-48P07-07-005 con similitud
al miRNAccr-miR-460-3p y el bucle caracteristico de un pre-miRNA.

28



5.4. Distribucion de las secuencias

A continuacidén se presenta la distribucidn resultante de las secuencias identificadas con
similitud a miRNAs segun la distribucién en cromosomas (Figura 10) y BACs (Tabla 4). Cabe
sefalar que los cromosomas 5 y 14 presentan un valor de 0 dado que, de los BACs
estudiados hasta ahora, ninguno corresponde a dichos cromosomas. Debido al elevado
numero de categorias en el caso de los BACs esta informacion se presenta en forma de tabla
ordenados segun su frecuencia. Adicionalmente se incluye en el Anexo 4 la longitud en

nucledtidos por cromosoma y BAC.

Figura 10. Distribucidn del niumero de secuencias identificadas con similitud a miRNAs en cromosomas. Se
representa la frecuencia absoluta por cromosoma, denominando como “NA” los casos correspondientes a BAC
cuyo cromosoma es desconocido y “99” para BAC que hibridan con varios cromosomas.
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Tabla 4. Distribucidon del numero de secuencias identificadas con similitud a miRNAs en cromosomas. Se
representa la frecuencia absoluta por BAC.

BAC N BAC N BAC N BAC N
30H22 14 36E03 6 01C02 3 36J02 2
0000 11 08007 5 04D15 3 38N10 2
46C05 9 12K16 5 o6P22 3 48K07 2
05K05 8 30J04 5 13F02 3 56H24 2
63A03 8 35D17 5 19)21 3 16E16 1
15119 8 50K03 5 20D18 3 03C15 1
31Co1 8 08A23 4 21023 3 04M14 1
63A07 7 10L10 4 32B08 3 19H19 1
29D04 7 12D22 4 46P22 3 31F01 1
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46B02 7 12K06 4 11020 2 36H02 1
52G10 7 31001 4 09B02 2 36M02 1
71N11 7 53D20 4 09Jo4 2 4E10 1
09NO08 6 48P07 4 12N15 2 52C17 1
12D24 6 48P07 4 13F04 2 52E 07 1
31NO1 6 10K23 3 31B01 2

En en el caso de los cromosomas, han sido 1, 2, 4 y 21 los que han presentado mayor
numero de secuencias con similitud a miRNAs, presentando valores préximos a la categoria
“99” (Hibridacién entre cromosomas) y por debajo de de “NA” (Cromosoma desconocido).
En cuanto a los BACs, han sido 30H22, 0000 y 46C05 los que muestran el mayor numero de
secuencias, siendo 0000 el resultado de secuenciar un conjunto de BACs. Los BACs 05K05,
63A03, 15119 y 31C01 son los siguientes en encabezar la lista. De cara a los resultados, se
observa que las secuencias identificadas en los cromosomas 1, 2 y 4 presentan similitud a
miRNAs cuya funcion, sugerida en la bibliografia comentada anteriormente, esta relacionada
con el desarrollo y el crecimiento como es el caso de los miRNAs descritos en la carpa
europea y su relacion con el desarrollo esquelético-muscular (Yan y otros, 2012) o en el caso
del ratén nuevamente con relacién en el crecimiento muscular y éseo (Calabresey otros,
2007). Cabe destacar que una gran parte de las secuencias identificadas en el cromosoma 1
se encuentran dentro del BAC 05K05, uno de los BACs que se encuentra entre los que

encabezan la lista.

En el BAC 30H22, donde se encuentra el mayor nimero de secuencias identificadas, se
han encontrado homologias con varios de los miRNAs mencionados previamente y que
presentardn las mayores frecuencias de aparicion (Tabla 3), como dme-miR-4979-3p, mmu-
miR-669n, mmu-miR-466h-3p, rno-miR-466b-3p o rno-miR-466b-3p entre ellos. La mayor
parte de las secuencias con similitud a estos miRNAs, identificados en muestras de tejido
cerebral (Landgraf y otros, 2007) y estudios de desarrollo larvario (Berezikov y otros, 2011),
se encuentran localizan en el cromosoma 21 aunque de momento se desconoce la funcién

de estos.

Por otro lado, en el cromosoma 6, presentando una frecuencia menor, se han identificado
secuencias con similitud a miRNAs identficados en etapas tempranas de los individuos y

aspectos sexuales, como es el caso del estudio por Mineno y otros (2006) realizado en
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embriones de ratén o el fletan en el estudio realizado por (Bizuayehu y otros, 2012 y 2013)
donde se mostré su expresion durante el desarrollo temprano de los individuos asi como en
el desarrollo sexual. Teniendo en cuenta estos aspectos, seria de interés la realizacidon de
estudios de expresion en individuos jovenes de S. senegalensis que permitieran identificar la

expresion de estas secuencias en muestras de tejido muscular, dseo o gonadal.

Tras el célculo del estadistico X (Tabla 5) el andlisis de la frecuencia de miRNAs entre
cromosomas mostré diferencias significativas (X2 = 39,95, gl =12, p-valor=7,3 - 10'5), lo que
indicaria que la distribucion de los miRNAs no es aleatoria. En futuros estudios seria de
interés estudiar si los miRNAs identificados se ubican cerca de su gen diana. De forma

adicional, se presenta en el anexo 5 la relacion de BACs y el gen de interés a buscar.

Tabla 5. Frecuencias observadas y esperadas por cromosoma.

Frecuencia Frecuencia

Cromosoma observada esperada
1 26 37.8
2 22 20.9
4 23 24.0
6 6 8.5
9 3 5.3
10 8 5.5
13 7 54
16 7 8.6
17 13 6.9
19 14 7.4
20 1 7.5
21 22 9.9
Otros* 20 24.5

* Cromosomas 3,5,7,8, 11,12, 14, 15y 18.
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6. Conclusiones

El objetivo del presente estudio ha sido identificar secuencias de microRNA potenciales,
analizando una base de datos creada para S. senegalensis, buscando en la misma secuencias
con similitud a miRNAs maduros identificadaos en otras especies, estudiando

posteriormente su estructura secundaria para confirmar su posible funcionalidad.

Dados los resultados, se puede concluir:

e Se analizaron 2.960 contigs de 71 BACs, repartidos en 8 lotes. Un total de 12.651.172
nucledtidos.

e Se hizo uso de las secuencias maduras disponibles en miRBase, manejando un total de
23.572 secuencias.

e Se realizd un total de 560.248 comparaciones, obteniendo como resultado final 260
secuencias con similitud a miRNAs maduros, 12 de los cuales han sido previamente
identificados en peces.

e las secuencias identificadas presentan la estructura secundaria tipica de las secuencias
pre-miRNA, un aspecto que apoya su posible funcionalidad.

e En un futuro seria de interés la realizacion de estudios de expresion, con el objetivo de

identificar los miRNAs aqui presentados.
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Anexo 1. Secuencias de Solea senegalensis con similitud a miRNAs maduros descritos previamente en peces*.

N iRNA E i iRNA
Secuencia madura predicha Clul 10 d.e mi , Extremo Mismatch Cadena LP A+U n.ergla r:nl . y
la secuencia homodlogo libre similares
CCUGCAUUGUACACACUGUGCG 01-48P07-07-005 ccr-miR-460-5p 5' Pos. 60 55,0 -22,5 ola-miR-460-5p
CACAGCGCAUACAAUGUGGAUG 01-48P07-07-005 ccr-miR-460-3p 3 Pos. 61 54,1 -22,5 aca-miR-460a-3p
0an-miR-460-3p
ola-miR-460-3p
CACACACACUCACACACACACA 02-04D15-06-001 ipu-miR-7562 3 Pos. 131 45,8 -78,3
UUGCAUAGUCACAAARAAUGAGC 04-12D24-04-001 ccr-miR-153b 3' Neg. 91 58,2 -39,5 cfa-miR-153
efu-miR-153
oha-miR-153-3p
GUCAUUUUUGUGGUUUGCAGCU 04-12D24-04-001 dre-miR-153b-5p 5' Neg. 91 58,2 -39,5 aca-miR-153-5p
mdo-miR-153-1-5p
0an-miR-153-1-5p
spu-miR-153-5p
AUACUAAGUACACUACGUUUA 06-10K23-03-004 hhi-miR-728 3 Neg. 80 56,3 -36,2
AUACUAAGUACACUACGUUUA 06-10K23-06-002 hhi-miR-728 3 Pos. 80 56,3 -36,2
UAUGGCUUUCUGCUCCGCUGUGA 16-09N08-05-001 ccr-miR-135¢ 5' Pos. 61 47,5 -28,4 cin-miR-135-5p
dre-miR-135c¢
CACACACACUCUCUCACACACA 19-31C01-06-008 ipu-miR-7562 3' Pos. 134 48,5 -50,8
UCCUGUAUUGCUGUUCCGGUGU na-00000-01-685 dre-miR-457b-3p 3' Pos. 62 43,5 -26,8
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UACCCUAACUUUAGCAUUGACU

na-09B02-02-015

ssa-miR-430a-5p

5|

Pos.

60

61,7

-20,0

UAAGUGCUUCUCUUUGGGGUUG

na-09B02-02-015

hhi-miR-430b

3|

Pos.

78

55,1

-28,3

*Los miRNAs presentados han sido previamente descritos por otros autores en las especies Cyprinus carpio, Danio rerio, Hippoglossus hippoglossus, Ictalurus punctatus y Salmo

salar.

Abreviaturas: LP — longitud del precursor (nt), Energia Libre — Energia libre minima de la estructura secundaria, A+U — Porcentaje de adenina y uracilo en la longitud de la

secuencia del precursor del miRNA maduro.

Anexo 2. Secuencias de Solea senegalensis con similitud a miRNAs maduros descritos previamente en otras especies

Secuencia madura predicha I:(:::z:zen(:iea h:‘r:zll\?go Extremo Mismatch Cadena LP A+U Erlmizl;gel’a sTr;?ll:rAess
ACGUGUGUGUGUGCGUGCAUGU 01-01C02-04-001 mmu-miR-466f 5' Pos. 71 47,9 -31,5
AUAUAUGUAUAUGUAUAUAUAU 01-01C02-04-001 dme-miR-4979-3p 3' Neg. 66 90,9 -27,8
AUAAAAAUAAUAAUAAUGA 01-01C02-04-001 gma-miR1533 3 Pos. 67 94,0 -21,6
CUUUUCACACACACACACCAACA 01-05K05-01-001 cel-miR-253-5p 3 Pos. 108 57,4 -38,9
AUAUAUGUAUAUGUAUAUAUAU 01-05K05-01-001 dme-miR-4979-3p 5' Pos. 93 89,2 -32,1
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UAUACAUAUAUACACAUAUAU 01-05K05-01-001 miR-467g 3 Neg. 68 85,3 -24,4
AUAUAUACACACACAAAUAUAC 01-05K05-01-003 rno-miR-466b-3p 3 Neg. 74 81,1 -28,8
UAUAUAUACACACACAAAUAU 01-05K05-01-003 mmu-miR-467g 3 Neg. 73 82,2 -28,3 miR-467g *
AUACAUGUGUGUGUAUAUAUAU 01-05K05-01-003 dme-miR-4979-3p 5' Neg. 73 82,2 -28,3
UAUAUAUACACACACAUGUAU 01-05K05-01-003 mmu-miR-467g 3 Pos. 84 82,1 -35,8
CGGACGGCCAGCUGCAGGUGGCG 01-05K05-01-184 efu-miR-8915 3 Neg. 80 32,5 -38,9
UAUACAUAUAUACACAUAUAU 01-05K05-02-002 miR-467g 3 Neg. 68 85,3 -24,4
AUAUAUGUAUAUGUAUAUAUAU 01-05K05-02-002 dme-miR-4979-3p 5' Neg. 93 89,2 -32,1
AUACAUGUGUGUGUAUAUAUAU 01-05K05-02-006 dme-miR-4979-3p 5' Pos. 73 82,2 -28,3
UAUAUAUACACACACAUGUAU 01-05K05-02-006 mmu-miR-467g 3 Neg. 84 82,1 -35,8 miR-467g *
UAUAUAUACACACACAAAUAU 01-05K05-02-006 mmu-miR-467g 3 Pos. 73 82,2 -28,3
CUGAUCCCUGCUUCUUCGCAG 01-05K05-02-162 mmu-miR-3077-3p 5' Neg. 60 45,0 -23,4
GGUGAUAUUCCUGUUGACCUG 01-05K05-02-180 eca-miR-8995 3 Neg. 62 51,6 -23,4
CGGACGGCCAGCUGCAGGUGGCG 01-05K05-02-317 efu-miR-8915 3 Pos. 80 32,5 -38,9
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UAUGUGUGUGUGUAUAUAUAUA 01-10L10-03-001 mmu-miR-466a-5p 5' Neg. 63 87,3 -27,0
AUGUAUGUGUGUAUGUAUAUGU 01-10L10-03-001 mmu-miR-297a-5p 5' Neg. 186 84,4 -99,0 mmu-miR-297b-5p
mmu-miR-297c-5p
AUACAUAUAUAUGUAUAUAUAU 01-10L10-03-001 dme-miR-4979-3p 5' Pos. 60 91,7 -24,7
AUAUAUAUGUAUGUAUAUAUAU 01-10L10-03-001 dme-miR-4979-3p 5' Neg. 60 91,7 -28,3
CGGACGGCCAGCUGCAGGUGGCG 01-12D22-02-001 efu-miR-8915 3 Neg. 81 32,1 -40,2
CGGACGGCCAGCUGCAGGUGGCG 01-12D22-02-001 efu-miR-8915 3 Neg. 81 32,1 -40,2
CGGACGGCCAGCUGCAGGUGGCG 01-12D22-02-002 efu-miR-8915 3 Neg. 81 33,3 -40,2
CGGACGGCCAGCUGCAGGUGGCG 01-12D22-02-002 efu-miR-8915 3 Pos. 81 32,1 -40,2
CAUAUACAUACAUAUAUAUAUAU 01-48P07-07-003 mmu-miR-669b-3p 5' Pos. 61 91,8 -20,7 mmu-miR-467e-3p
mmu-miR-669I-3p
UAUGUGUGUGUGUGUGUAUAUA 01-48P07-07-005 mmu-miR-466a-5p 5' Pos. 65 83,1 -31,3
UAUGUGUGUGUAUAUAUAUAUA 01-52C17-07-001 mmu-miR-466a-5p 5' Pos. 71 85,9 -24,6 mmu-miR-466p-5p
UAUGUGUGUGUGUAUAUAUAUA 01-56H24-07-001 mmu-miR-466a-5p 3' Neg. 97 88,7 -48,7
AUUUGUGUGUGUAUAUAUGU 01-56H24-07-006 mmu-miR-669n 5' Neg. 83 90,4 -36,2
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CCUCUUCUCCUCCUUGCUGU 02-04D15-06-001 hsa-miR-1976 5' Neg. 119 50,4 -43,7
GAGGAGAAGAGGGAGGAGGAG 02-04D15-06-001 ath-miR854a 3 Pos. 127 49,6 -45,8
AUUUGUGUGUGUGUGUGUGU 02-06P22-04-006 mmu-miR-669n 3 Pos. 183 48,1 -70,2
UACACACACACACACACAC 02-06P22-04-009 mmu-miR-466h-3p 5' Neg. 95 51,6 -51,4
AUACACACACACACAUACACA 02-06P22-04-017 rno-miR-466b-2-3p 5' Neg. 117 57,3 -40,9
UCACGUGACGGGAAUCGGCG 02-46C05-07-001 cfa-miR-1840 5' Neg. 153 42,5 -61,7
UAUAUAUAUACACACAUAUAU 02-46C05-07-002 mmu-miR-467g 3 Neg. 97 88,7 -38,8 miR-467g *
AUAUAUGUGUGUAUAUAUAU 02-46C05-07-002 dme-miR-4979-3p 5' Pos. 60 86,7 -27,3
UAUAUAUAUACACACAUAUAU 02-46C05-07-002 mmu-miR-467g 5' Pos. 60 86,7 -27,3
AUAUAUGUGUGUAUAUAUAU 02-46C05-07-002 dme-miR-4979-3p 3 Neg. 87 89,7 -35,5 miR-467g *
AUAGAUAUGUAUGUAUAUAUAU 02-46C05-07-003 dme-miR-4979-3p 5' Neg. 92 73,9 -29,5
AUAUACAUACAUAUAUGUAUAU 02-46C05-07-003 mmu-miR-467e-3p 5' Pos. 151 88,1 -71,8
AUAUAUGUAUGUGUAUAUAUAU 02-46C05-07-003 dme-miR-4979-3p 3 Neg. 71 94,4 -33,4 miR-467g *
AUGCUGCGGGGACUCUUCAAA 02-46C05-07-005 stu-miR7997a 5' Neg. 111 44,1 -44,0
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AUAUACAUACACACGCGUGUAU 02-52G10-07-001 mmu-miR-467e-3p 5' Pos. 78 75,6 -33,2 mmu-miR-669I-3p
mmu-miR-467g

AUUUGUGUGUGUGUGUGUGU 02-52G10-07-001 mmu-miR-669n 3 Pos. 74 55,4 -33,6
UACACACACACACACACAC 02-52G10-07-001 mmu-miR-466h-3p 5' Neg. 81 53,1 -42,8
AUUCACACACACACACACACAC 02-52G10-07-001 rno-miR-466b-3p 3 Neg. 113 47,8 -63,6
AUUCACACACACACACACACAC 02-52G10-07-001 rno-miR-466b-3p 5' Pos. 127 58,3 -54,9
UACACACACACACACACAC 02-52G10-07-005 mmu-miR-466h-3p 3 Neg. 129 49,6 -55,0
AUAAUAAUAAUAAUAAUGA 02-52G10-07-005 gma-miR1533 3' Pos. 75 90,7 -24,1
AUAUACAUACAUAUACAUACAU 03-09J04-03-001 mmu-miR-467e-3p 3 Neg. 89 86,5 -30,1 mmu-miR-669I-3p
AUUUGUGUGUGUGUGUGUGU 03-09J04-03-002 mmu-miR-669n 3 Pos. 83 60,2 -37,9
AUAUAUGUACUGUAUAUAUAU 04-03C15-05-001 dme-miR-4979-3p 3 Pos. 60 90,0 -21,8
AUAUACAUACAUAGAUAUACA 04-08A23-03-001 rno-miR-466b-2-3p 5' Pos. 119 85,7 -47,2 mmu-miR-467d-3p
UAUGUGUGUGUAUAUAUAUAU 04-08A23-03-002 mmu-miR-466p-5p 3 Neg. 69 79,7 -27,1
GUAUAUAUGUACGUACAUACAUG 04-08A23-03-002 dme-miR-9388-5p 3 Neg. 60 75,0 -23,3
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UGAUGUGUGUGUAUAUGUAUAU 04-08A23-03-002 mmu-miR-466b-5p 5' Neg. 83 75,9 -32,7
CAACCUCAUUUCUGAGGAUCUGG 04-12D24-04-001 gga-miR-7462-5p 5' Pos. 113 55,8 -36,2
UUCUGAGCUGAGGCCAG 04-12D24-04-001 hsa-miR-4303 5' Pos. 77 40,3 -33,9
UCAUUUUUGUGACUAUGCAACU 04-12D24-04-001 aca-miR-153-5p 5' Pos. 60 58,3 -20,8 mdo-miR-153-1-5p
spu-miR-153-5p
ssa-miR-153b-5p
CAGCUGUUUCAACUACGGACAA 04-12D24-04-002 bmo-miR-2807b 3' Neg. 66 54,5 -27,3
UAGACACACACGCACACACAG 04-12N15-04-002 mmu-miR-466d-3p 5' Pos. 84 48,8 -29,8
UGUAUUUGCACCUGUACUUAC 04-12N15-04-009 bdi-miR530a 5' Pos. 74 55,4 -26,1 0sa-miR530-5p
GGCAAGUUGUCAAUGACUAC 04-36H02-06-001 ath-miR169a-3p 5' Pos. 83 54,2 -27,5
UGUACGUACAUACAUAUAUAUGU 04-36J02-06-002 dme-miR-9388-3p 3 Neg. 93 80,6 -30,1
UCAUCAUCAUCAUCAUCAUCA 04-36J02-06-002 ath-miR414 5' Neg. 211 59,7 -73,5
AUAUAUGUAUAUGUAUAUAUAU 04-46B02-07-001 dme-miR-4979-3p 3 Neg. 115 91,3 -63,0
AUAUAUGUAUAUGUAUAUAUAU 04-46B02-07-001 dme-miR-4979-3p 5' Pos. 88 92,0 -33,2
AUAUAUGUAUAUGUAUAUAUAU 04-46B02-07-001 dme-miR-4979-3p 3 Neg. 75 93,3 -35,3
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UAUGUGUGUGUAUAUGUAUAU 04-46B02-07-001 mmu-miR-466p-5p 3 Neg. 116 82,8 53,6 miR-467g *
AGGCAUGGUGGUGUAGUGGUUA 04-46B02-07-002 mdo-miR-885 3 Neg. 191 69,1 -61,8
GAGAGAGUGUGUGUGUGUGUGU 04-46B02-07-003 mmu-miR-3082-5p 5' Neg. 76 59,2 -25,5
AUAUAUGUAUGUGUAUAUAUAU 04-46B02-07-005 dme-miR-4979-3p 3 Neg. 70 90,0 -34,2
AUAUAUGUAUAUGUAUAUAUAU 06-10K23-06-002 dme-miR-4979-3p 5' Pos. 131 93,1 -68,0
AUAUAUGUAUAUGUAUAUAUAU 06-10K23-06-002 dme-miR-4979-3p 5' Pos. 69 94,2 -32,1
UGAGGUGCCUUUUUUACGUGUA 06-20D18-04-002 prd-miR-7966a-3p 5' Neg. 132 50,0 -46,2
AGUUGUGUGUGUGUGUGUGUGUGU 06-20D18-04-003 mmu-miR-669f-5p 5' Neg. 145 44,8 -56,3 mmu-miR-669I-5p
AGUUUGUGUGCAUGUGUGUGUGU 06-20D18-04-003 mmu-miR-669f-5p 5' Neg. 99 54,5 -31,9 mmu-miR-669I-5p
UACACACACACACACACAC 07-19H19-04-001 mmu-miR-466h-3p 3 Pos. 60 50,0 -26,0
AUACAUAUAUAUGUAUAUAUAU 09-32B08-04-002 dme-miR-4979-3p 3 Neg. 108 92,6 -46,1
AUAUACAUACAUAUACAUAUAU 09-32B08-04-002 mmu-miR-467e-3p 3 Neg. 108 92,6 -46,1 mmu-miR-669I-3p
miR-467g *
UACACACACACACACACAC 09-32B08-04-005 mmu-miR-466h-3p 3 Pos. 60 51,7 -26,2
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CCUCCGACGAGGACGAGGAAGA 10-15119-03-001 mmu-miR-1895 3 Neg. 89 33,7 -54,5
GGGAGGCGUCCAGGAGGC 10-15119-03-002 rno-miR-3584-5p 3 Pos. 85 36,5 -38,5
UAUGUGUGUGUAUACAUAUAUAUA 10-15119-03-003 mmu-miR-466a-5p 5' Pos. 62 82,3 -23,0
UAUAUAUAUACACACAUAUAU 10-15119-03-003 mmu-miR-467g 5' Pos. 62 82,3 -23,0
AUAUAUGUGUGUAUAUAUAU 10-15119-03-003 dme-miR-4979-3p 5' Neg. 60 83,3 -20,3 miR-467g *
CUGGUCUGGGCUGGGCUGGG 10-15119-03-004 hsa-miR-4507 5' Pos. 125 49,6 -47,6
AUAUACAUACAUACAUAUAUAC 10-15119-03-005 mmu-miR-467c-3p 3 Pos. 60 83,3 -26,9 mmu-miR-669d-2-3p
AUAUAUGUAUAUGUAUAUAUAU 10-15119-03-006 dme-miR-4979-3p 5' Pos. 62 90,3 -26,7
AUACAUAUAUAUGUAUAUAUAU 11-04E10-06-002 dme-miR-4979-3p 5' Neg. 68 88,2 -31,4
AUACAUAUAUGUGUAUAUAUAU 11-31F01-06-001 dme-miR-4979-3p 3 Pos. 65 89,2 -24,8
AUAUACAUACAUAUAUAUAUAC 12-13F02-06-002 mmu-miR-467c-3p 3 Neg. 96 89,6 -43,8 mmu-miR-669d-2-3p
AUAUAUAUGUAUGUAUAUAUAU 12-13F02-06-002 dme-miR-4979-3p 5' Pos. 93 90,3 -46,0
AUACAUAUGUGUGUAUAUAUAU 12-13F02-06-002 dme-miR-4979-3p 3 Neg. 78 89,7 -28,4
AUAUAUAUGUAUGUAUAUAUAU 12-35D17-07-001 dme-miR-4979-3p 3 Neg. 77 92,2 -35,5
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AUAUAUAUGUAUGUAUAUAUAU 12-35D17-07-001 dme-miR-4979-3p 5' Neg. 79 92,4 -38,4
CGGGGAGGGAGGGAGGGAGGG 12-35D17-07-001 gga-miR-2127 3 Pos. 100 37,0 -53,3
CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGA 12-35D17-07-001 dme-miR-4968-3p 3 Pos. 111 40,5 -45,9
UGUGGGUGUGUGUGUGUGUGUG 12-35D17-07-004 bta-miR-669 3 Neg. 108 49,1 -38,5
AUAUAUGUGUGUGUAUAUAUAU 13-29D04-03-001 dme-miR-4979-3p 5' Pos. 65 92,3 -29,3 mmu-miR-466a-5p
mmu-miR-466p-5p
AUAUAUGUGUGUGUAUAUAUAU 13-29D04-03-001 dme-miR-4979-3p 5' Pos. 70 92,9 -32,8 mmu-miR-466p-5p
UAUGUGUGUGUGUAUAUAUAUA 13-29D04-03-002 mmu-miR-466a-5p 3 Neg. 102 85,3 -52,3
UAUAUAUAUACACACAUAUAU 13-29D04-03-002 mmu-miR-467g 5' Pos. 71 85,9 -26,9 miR-467g *
AUAUAUGUGUGUAUAUAUAU 13-29D04-03-002 dme-miR-4979-3p 3 Neg. 71 85,9 -34,5
CAUAUACAUAUAUACAUAUGUA 13-29D04-03-003 mdo-miR-7399-5p 5' Neg. 118 92,4 -45,6
CAGCCUGACAGGACCAG 13-29D04-03-004 hsa-miR-4293 5' Neg. 95 44,2 -39,5
AUUUGUGUGUGUGUGUGUGU 15-36E03-06-001 mmu-miR-669n 3 Neg. 148 55,4 -51,2
UAUGUGUGUGUGUGUGUAUAUA 15-36E03-06-005 mmu-miR-466a-5p 5' Pos. 100 88,0 -46,5
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AUAUAUGUGUAUGUAUAUAUAU 15-36E03-06-005 dme-miR-4979-3p 3 Neg. 84 94,0 -40,6
UAUAUAUACAUACACAUAUAU 15-36E03-06-005 miR-467g 5' Neg. 87 88,5 -38,1
AUAUACAUACACAUAUAUAUAU 15-36E03-06-005 mmu-miR-467e-3p 5' Pos. 84 90,5 -28,5 mmu-miR-669I-3p
mmu-miR-467g
UUUGUUUUCAUUUUACAUUUUUC 15-36E03-06-006 rgl-miR7797b 5' Pos. 114 50,9 -45,9
GUAUGUAUGUAUAUAUGUAUAUG 16-09N08-05-002 dme-miR-9388-5p 3 Neg. 93 82,8 -42,3
AUAUACAUACAUACAAAUACA 16-09N08-05-002 rno-miR-466b-2-3p 5' Pos. 165 78,2 -52,9 mmu-miR-669I-3p
UAUGUGUGUGUAUGUAUAUA 16-09N08-05-002 mmu-miR-466a-5p 5' Neg. 93 82,8 -42,3
AUAUACAUACACACACAUAUAU 16-09N08-05-002 mmu-miR-467e-3p 5' Pos. 86 73,3 -36,8 mmu-miR-669I-3p
mmu-miR-467g
UAUACAUACACACACAUAUAU 16-09N08-05-002 miR-467g 5' Neg. 86 73,3 -36,8
AGCUCAGUUACUUUUUAACCA 16-52E07-07-001 hsa-miR-548v 3 Pos. 63 58,7 -20,2
AUGACUGACAUGCACU 17-31N01-06-001 bta-miR-2917 5' Pos. 99 41,4 -50,2
GAUGCUGCUGCUGCUGCU 17-31N01-06-001 ppy-miR-1322 5' Pos. 114 38,6 -52,1
GUAUUGAUUGGGUUUGUU 17-31N01-06-002 chi-miR-1814 5' Neg. 122 52,5 -44,7
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UUUACCUGUAGAGGAGGAGGAG 17-31N01-06-003 gga-miR-7466-3p 5' Pos. 61 50,8 -21,9
UAUACACACACACAUAUAU 17-31N01-06-003 mmu-miR-467g 3! Neg. 94 78,7 -32,6 miR-467g *
AUGUACAUACACACACACAUAU 17-31N01-06-003 mmu-miR-467e-3p 3 Pos. 94 78,7 30,4 mmu-miR-6691-3p
GGAGGAGGAGGAGGCGGGGG 17-63A07-02-002 hsa-miR-3960 5' Neg. 118 39,0 -56,8
UAUACAUACACAUAUAUAUAU 17-63A07-02-003 mmu-miR-467g 3 Neg. 124 87,9 -49,9 miR-467g *
CAUAUACAUACACAUAUAUAUAU 17-63A07-02-003 mmu-miR-669b-3p 3 Neg. 124 87,9 -49,9 mmu-miR-467e-3p
mmu-miR-669I-3p
AUAUACAUACAUAAAUAUAUAU 17-63A07-05-002 mmu-miR-467e-3p 5' Pos. 90 94,4 -37,5 mmu-miR-669I-3p
AUAUAUGUAUAUGUAUAUAUAU 17-63A07-05-002 dme-miR-4979-3p 5' Pos. 99 94,9 -46,9
GGAGGAGGAGGAGGCGGGGG 17-63A07-05-002 hsa-miR-3960 5' Neg. 118 39,0 -56,8
AUACAUAUAUAUGUAUAUAUAU 17-63A07-05-002 dme-miR-4979-3p 3 Neg. 68 91,2 -31,9
AUAUAUAUGUAUGUAUAUAUAU 17-63A07-05-002 dme-miR-4979-3p 5' Pos. 65 92,3 -27,6
AUACAUAUAUAUGUAUAUAUAU 17-63A07-05-002 dme-miR-4979-3p 3 Neg. 63 92,1 -27,8
AUACAUAUAUAUGUAUAUAUAU 17-63A07-05-002 dme-miR-4979-3p 3 Pos. 60 91,7 -28,8
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ACGUGUGUGUGUAUGUGCAUGU 18-36M02-06-001 mmu-miR-466f 5' Pos. 125 52,8 -41,0
GUAUGUAUGUAUAUAUGUAUAUG 19-12K06-05-001 dme-miR-9388-5p 3 Neg. 93 82,8 -42,3
AUAUACAUACAUACAARAUACA 19-12K06-05-001 rno-miR-466b-2-3p 5' Pos. 165 78,2 -52,9 mmu-miR-669I-3p
UAUGUGUGUGUAUGUAUAUA 19-12K06-05-001 mmu-miR-466a-5p 5' Neg. 93 82,8 -42,3
AUAUACAUACACACACAUAUAU 19-12K06-05-001 mmu-miR-467e-3p 5' Pos. 86 73,3 -36,8 mmu-miR-669I-3p
mmu-miR-467g
UAUGUGUGUGUAUAUAUAUAUA 19-13F04-05-001 mmu-miR-466a-5p 3 Neg. 65 80,0 -23,4 mmu-miR-466p-5p
AUAUAUGUAUAUGUAUAUAUAU 19-13F04-05-002 dme-miR-4979-3p 5' Neg. 62 93,5 -27,7
AUAAUAAUAAUAAUAAUGA 19-31C01-06-001 gma-miR1533 3 Pos. 70 95,7 -25,8
AUAAUAAUAAUAAUAAUGA 19-31C01-06-001 gma-miR1533 3 Neg. 94 96,8 -30,8
AUAUACAUACACAUAUAUACA 19-31C01-06-001 rno-miR-466b-2-3p 3 Neg. 96 84,4 -41,7 mmu-miR-297a-3p
mmu-miR-467g
UACGUGUGUGUGUGUGUGCGUG 19-31C01-06-003 mmu-miR-466f-5p 5' Neg. 96 50,0 -47,0
AUAAUAAUAAUAAUAAUGA 19-31C01-06-003 gma-miR1533 3 Pos. 63 98,4 -21,4
GACAGAUAGUGUGUGUGUGUGUGU 19-31C01-06-004 mmu-miR-3082-5p 5' Neg. 92 54,3 -32,4
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CGUCUUUGUGUGUAUGUUACAG 19-31C01-06-008 dsi-miR-2580 5' Pos. 121 51,2 -43,8
AUUUGUGUGUGUGUGUGU 20-04M14-02-002 mmu-miR-669n 5' Pos. 131 55,0 -45,7
AUUUGUGUGUGUGUGUGUGU 21-30H22-04-001 mmu-miR-669n 3' Pos. 116 74,1 -37,2
UACGCACACACACACACAC 21-30H22-04-001 mmu-miR-466h-3p 3' Pos. 97 53,6 -33,3
AUACACACACACACACACACAC 21-30H22-04-001 rno-miR-466b-3p 3 Neg. 71 64,8 52,7 mmu-miR-466h-3p
rno-miR-466b-3p
AUAUAUAUAUGUAUACACAC 21-30H22-04-001 bta-miR-568 3' Pos. 66 66,7 -45,9
AUACACACACACACACACACAC 21-30H22-04-001 rno-miR-466b-3p 3 Pos. 64 67,2 -48,2 mmu-miR-466h-3p
AUAUAUAUGUAUGUAUAUAUAU 21-30H22-04-002 dme-miR-4979-3p 5' Neg. 60 93,3 -26,5
AUAUAUAUGUAUGUAUAUAUAU 21-30H22-04-002 dme-miR-4979-3p 5' Neg. 85 91,8 -43,6
AUAUACAUACAUAUAUAUACA 21-30H22-04-002 rno-miR-466b-2-3p 3 Pos. 84 90,5 -26,9
AUAUAUAUGUAUGUAUAUAUAU 21-30H22-04-002 dme-miR-4979-3p 5' Neg. 65 92,3 -31,2
AUAUACAUACAUAUAUAUACA 21-30H22-04-002 rno-miR-466b-2-3p 3 Pos. 75 92,0 -24,7
UACACACACACACACACAC 21-30H22-04-004 mmu-miR-466h-3p 3 Pos. 126 47,6 -76,6
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CGGCUCGGCUCAGCUCGGCUC 21-30H22-04-004 gga-miR-1648-5p 5' Neg. 78 48,7 -34,3
AUAUAUGUAUAUGUAUAUAUAU 21-30H22-04-004 dme-miR-4979-3p 3 Pos. 63 93,7 -21,3
AUAGAUAUAGAUAUAGAUAU 21-30H22-04-004 hsa-miR-620 5' Neg. 98 90,8 -39,8
GGCGGCGGCGGCUGCGGLCGG 21-63A03-02-001 hsa-miR-3960 3 Pos. 133 27,1 -69,6
AUGCAGAGCAUCCAUCGUGC 21-63A03-02-002 cin-miR-3598-3p 3 Pos. 169 49,1 -60,4
UAUGUGUGUGUAUAUGUAUAU 21-63A03-02-009 mmu-miR-466p-5p 3 Neg. 70 82,9 -25,9 miR-467g *
UAUGUGUGUGUAUAUACAUA 21-63A03-02-009 mmu-miR-466a-5p 3 Pos. 62 80,6 -20,1
ACAUGUAUGUACAUGUAUAUGU 21-63A03-02-076 mmu-miR-669d-5p 5' Pos. 69 78,3 -32,7
AUAUAUAUACGUGUAUAUAUAU 21-63A03-05-001 dme-miR-4979-3p 3 Neg. 110 91,8 -46,0
UAUGUGUGUGUAUAUACAUA 21-63A03-05-005 mmu-miR-466a-5p 3 Neg. 62 80,6 -20,1 miR-467g *
UAUGUGUGUGUAUAUGUAUAU 21-63A03-05-005 mmu-miR-466p-5p 3 Pos. 70 82,9 -25,9
ACAUGUAUGUACAUGUAUAUGU 21-63A03-05-012 mmu-miR-669d-5p 5' Pos. 69 78,3 -32,7
UAUGUGUGUGUAUAUGUAUAUA 21-63A03-05-013 mmu-miR-466a-5p 5' Neg. 64 81,3 -24,2 mmu-miR-466p-5p

miR-467g *
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UAUACAUAUACACACACAUAUAU 21-63A03-05-013 mmu-miR-467g 5' Pos. 76 82,9 -35,8
UAUACACACACACACAUAUAU 21-63A03-05-013 mmu-miR-467g 5' Neg. 64 81,3 -24,2 miR-467g *
GGCGGCGGCGGCUGCGGLCGG 21-63A03-05-017 hsa-miR-3960 3 Pos. 133 27,1 -69,6
UAGCUCAGUGGUAGAG 99-08007-04-001 miR-5112 5' Pos. 83 49,4 -29,0
UGUGGGUGUGUGUGUGUGUGUG 99-08007-04-001 bta-miR-669 5' Pos. 61 54,1 -26,0
AUAUAUGUAUAUGUAUAUAUAU 99-08007-04-003 dme-miR-4979-3p 3 Pos. 66 93,9 -30,2
AUAUAUAUGUAUGUAUAUAUAU 99-08007-04-003 dme-miR-4979-3p 3 Pos. 80 92,5 -38,7
AUAUAUGUAUAUGUAUAUAUAU 99-08007-04-003 dme-miR-4979-3p 3 Pos. 136 91,9 -70,8
CAGUAAUGAUCUCUGCUGGC 99-16E16-03-008 hsa-miR-8079 5' Pos. 85 56,5 -28,6
AUAGAUAUAGAUAUAGAUAU 99-16E16-05-002 hsa-miR-620 3 Pos. 114 90,4 -39,6
AUAUGACUAUUUAUUUUGUGCU 99-19J21-03-026 bfl-miR-4875a-5p 3 Pos. 71 56,3 -26,8
UCGGAGGUGUUUGUGUACCUGU 99-19J21-03-029 bta-miR-6522 3 Pos. 64 51,6 -25,8
AAACAGGCUCUGUCAAGCA 99-19J21-03-050 oan-miR-218-3p 5' Neg. 85 57,6 -27,6
AUAUACAUACAUAUAUAUAUAU 99-21023-05-001 mmu-miR-467e-3p 3 Neg. 92 96,7 -33,3 mmu-miR-669I-3p
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AUAUAUAUGUAUGUAUAUAUAU 99-21023-05-001 dme-miR-4979-3p 5' Pos. 91 96,7 -44,7
AUAUAUGUGUGUAUAUAUAU 99-21023-05-001 dme-miR-4979-3p 5' Pos. 69 88,4 -32,1
AGUUGUGUGUGUGUGUGUGUGUGU 99-30J04-03-003 mmu-miR-669f-5p 3' Pos. 64 53,1 22,7 mmu-miR-6691-5p
GGGAGGCGUCCAGGAGGC 99-30J04-03-004 rno-miR-3584-5p 3 Pos. 66 36,4 -37,1
AUACAUAUAUAUGUAUAUAUAU 99-30J04-03-004 dme-miR-4979-3p 5' Pos. 122 92,6 -58,8
AUAUAUGUAUAUGUAUAUAUAU 99-30J04-03-004 dme-miR-4979-3p 5' Pos. 67 95,5 -31,0
UAUGUGUGUGUAUAUAUAUAUA 99-30J04-03-005 mmu-miR-466a-5p 5' Neg. 85 89,4 -38,3 mmu-miR-466p-5p
UUUUUAGGGUUCGAGCAAC 99-48K07-07-002 sly-miR5303 5' Pos. 61 63,9 -21,5
UCAGGGAGUCAACGGAGCGC 99-48K07-07-004 hsa-miR-4270 5' Pos. 61 49,2 -21,7
AUAUAUAUGUAUGUAUAUAUAU na-00000-01-005 dme-miR-4979-3p 3' Neg. 60 96,7 -22,7
GUGGGUUGGGGGGGGGGG na-00000-01-005 oan-miR-1346 5' Neg. 129 36,4 -61,1
UAUGUGUGUGUAUAUAUAUAUA na-00000-01-013 mmu-miR-466a-5p 5' Pos. 70 91,4 -32,8 mmu-miR-466p-5p
UGUGUGUGCGUGUGUGUACAUG na-00000-01-016 mmu-miR-466d-5p 5' Neg. 67 53,7 -34,1
AUAAGUGUGUGUGUGUGUGUGU na-00000-01-016 mmu-miR-467h 3 Pos. 113 50,4 -42,7
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UAUGUGUGUGUAUGUGUGCAU na-00000-01-017 mmu-miR-466p-5p 5' Pos. 129 46,5 -48,0
UAUGUGUGUGUAUAUAUAUAUA na-00000-01-060 mmu-miR-466a-5p 5' Pos. 60 83,3 29,2 mmu-miR-466p-5p
UAUGUGUGUGUAUAGUAUAUA na-00000-01-090 mmu-miR-466a-5p 5' Pos. 153 92,2 -65,8
GGGAAAGAGGUGGGUGUGGU na-00000-01-314 lja-miR7535 5' Pos. 114 61,4 -36,7
AUUUGUGUGUGUGUGUGUGU na-00000-01-880 mmu-miR-669n 3 Neg. 67 53,7 -26,2
UGUGCAUGUGUGCAUGUGUGUG na-11020-03-001 bta-miR-669 5' Neg. 119 55,5 -44,4
UGGUUUAUAUGUGUGUGG na-11020-03-001 cin-miR-4194-3p 5' Pos. 179 53,6 -57,5
UGUGCAUGUGUGCAUGUGUGUG na-11020-04-001 bta-miR-669 5' Neg. 119 55,5 -44,4
UGGUUUAUAUGUGUGUGG na-11020-04-001 cin-miR-4194-3p 5' Pos. 179 53,6 -57,5
UGUGCAUGUGUGCAUGUGUGUG na-11020-06-001 bta-miR-669 5' Neg. 119 55,5 -44,4
UGGUUUAUAUGUGUGUGG na-11020-06-001 cin-miR-4194-3p 5' Pos. 179 53,6 -57,5
UAUACAUACACACACAUAUAU na-12K16-02-001 mmu-miR-467g 5' Neg. 86 73,3 -36,8 miR-467g *
AUAUACAUACACACACAUAUAU na-12K16-02-001 mmu-miR-467e-3p 5' Neg. 86 73,3 -36,8 mmu-miR-669I-3p
UAUGUGUGUGUAUGUAUAUA na-12K16-02-001 mmu-miR-466a-5p 5' Pos. 93 82,8 -42,3
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AUAUACAUACAUACAAAUACAU na-12K16-02-001 mmu-miR-669I-3p 5' Neg. 165 78,2 -52,9 rno-miR-466b-2-3p
GUAUGUAUGUAUAUAUGUAUAUG na-12K16-02-001 dme-miR-9388-5p 3 Pos. 93 82,8 -42,3
UGGGUCAGACGGGGCGUCUCAG na-31B01-07-001 bbe-miR-4857-3p 3 Neg. 87 25,3 -50,5
GCUGGCGGGAGCCCCGGGGAG na-31B01-07-001 mmu-miR-2137 5' Pos. 139 33,8 -68,2
GACAUGAGUGUGUGUGUGUGUGU na-31001-06-001 mmu-miR-3082-5p 3 Pos. 133 52,6 -50,9
AUAUAUGUAUGUGUAUAUAUAU na-31001-06-002 dme-miR-4979-3p 3' Pos. 84 89,3 -39,3 miR-467g *
AUAUAUGUGUAUGUAUAUAUAU na-31001-06-002 dme-miR-4979-3p 3 Neg. 67 86,6 -31,2 miR-467g *
UAUGUGUGUGUAUAUAUAUAUA na-31001-06-002 mmu-miR-466a-5p 5' Pos. 61 88,5 -27,3 mmu-miR-466p-5p
AGAGGCAGUAGAUACUGUUUU na-38N10-08-005 gga-miR-1617 3 Pos. 79 60,8 -25,6

UAGCUCAGUGGUAGAG na-38N10-08-007 miR-5112 3 Pos. 82 45,1 -31,7
UAUGUGUGUGUAUAUAUACAU na-46P22-08-011 mmu-miR-466p-5p 3 Neg. 60 80,0 -19,3
UGAUUUUGUUGUUGUUGGAUU na-46P22-08-013 bta-miR-2293 5' Pos. 60 60,0 -20,6
AGUUGUGUGUGUGUGUGUGUGUGU na-46P22-08-027 mmu-miR-669f-5p 5' Neg. 87 47,1 -39,8 mmu-miR-669I-5p
UGUGGCCUGUGUGUGUGUCC na-50K03-08-001 efu-miR-9318a 5' Pos. 72 50,0 -27,2
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CUAUACAGUCUAUUACCUUCCU

na-50K03-08-014

gga-let-7j-3p

Pos.

85

57,6

-40,9

oha-let-7a-3-3p

UGAGGUAGUAGAUUGAAUAGUUGUG

na-50K03-08-014

efu-let-7f

5|

Pos.

71

59,2

-27,2

aca-let-7a-5p
aca-let-7c¢-5p
aca-let-7e-5p
aca-let-7f-5p
aca-let-7g
ame-let-7
ccr-let-7g
cfa-let-7j
gga-let-7g-5p
ggo-let-7c
ggo-let-7f hsa-miR-1827
Iva-let-7-5p
mmu-miR-1961
mse-let-7a
ola-let-7e
ola-let-7g
pma-let-7b-5p
pma-let-7c
pma-let-7d
ssa-let-7f-5p
ssa-let-7j-5p
xtr-let-7b

xtr-let-7e
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UAACUAUGCAAUCUACUGUCUUUC

na-50K03-08-014

aca-let-7e-3p

Pos.

72

58,3

-27,2

aca-let-7a-3p
aca-let-7f-1-3p
bta-let-7a-3p
chi-let-7a-3p
hsa-let-7f-2-3p
ssa-let-7a-3-3p

UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUUU

na-50K03-08-014

prd-let-7-5p

Pos.

85

57,6

-40,9

aca-let-7a-5p
aca-let-7c¢c-5p
aca-let-7e-5p
aca-let-7f-5p
aae-let-7
aca-let-7g
ame-let-7
bta-let-7b
bta-let-7e
ccr-let-7g
cfa-let-7e
cin-let-7b-5p
csa-let-7c
gga-let-7g-5p
ggo-let-7c
ggo-let-7f
Iva-let-7-5p
mse-let-7a

ola-let-7e
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ola-let-7g
pma-let-7b-5p
pma-let-7c
pma-let-7d
ssa-let-7f-5p
ssa-let-7j-5p
xtr-let-7b

xtr-let-7e

CGUCGCUGUCGUUCGCUCUG na-53D20-08-001 sbi-miR5386 5' Neg. 97 26,8 -50,6
AUAUAUGUGUGUAUAUAUAU na-53D20-08-001 dme-miR-4979-3p 5' Pos. 112 87,5 -46,7
GGGGGCUGUGGUGGGGCGGGGGGG na-53D20-08-005 hsa-miR-6089 3 Pos. 114 31,6 -58,5
AUAUAUGUAUAUGUAUAUAUAU na-53D20-08-005 dme-miR-4979-3p 3 Neg. 86 95,3 -40,1
AUAUAUGUAUAUGUAUAUAUAU na-71N11-08-002 dme-miR-4979-3p 3 Pos. 62 88,7 -23,0
UACACACACACACACACAC na-71N11-08-013 mmu-miR-466h-3p 5' Neg. 136 51,5 -80,6
UAUGUGUGUGUGUAUAUAUAUA na-71N11-08-033 mmu-miR-466a-5p 5' Pos. 68 76,5 -23,1
AUACAUAUAUAUGUAUAUAUAU na-71N11-08-034 dme-miR-4979-3p 3' Pos. 67 74,6 -22,9
AUACAUAUAUAUGUAUAUAUAU na-71N11-08-034 dme-miR-4979-3p 5' Pos. 60 86,7 -27,1
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GAUGAUGCUGCUGCUGCUG na-71N11-08-045 hsa-miR-1322 5' 1 PoS. 101 40,6 -43,4 ppy-miR-1322

AUAUAUGUGUGUGUAUAUAUAU na-71N11-08-048 dme-miR-4979-3p 3' 3 Pos. 105 85,7 -37,2

* Secuencias con similitud a miRNAs maduros descritos por Campos y otros autores (2014) en Solea senegalensis.

Abreviaturas: LP — longitud del precursor (nt), Energia Libre — Energia libre minima de la estructura secundaria, A+U — Porcentaje de adenina y uracilo en la longitud de la
secuencia del precursor del miRNA maduro.
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Anexo 3. Estructuras secundariasgeneradas con RNAfold de las secuencias identificadas con

similitud a miRNAs previamente descritos en peces.

Secuencia 01-48P07-07-005, con similitud a ccr-miR-460-5p.

Secuencia 01-48P07-07-005, con similitud a ccr-miR-460-3p.

Secuencia 02-04D15-06-001, con similitud a ipu-miR-7562.

Secuencia 04-12D24-04-001, con similitud a ccr-miR-153b y dre-miR-153b-5p.
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Secuencias06-10K23-03-004 y 06-10K23-06-002,con similitud a hhi-miR-728.

Secuencia 16-09N08-05-001, con similitud a ccr-miR-135c.

Secuencia 19-31C01-06-008, con similitud a ipu-miR-7562.

Secuencia na-00000-01-685, con similitud a dre-miR-457b-3p.

Secuencia na-09B02-02-015, con similitud a ssa-miR-430a-5p yhhi-miR-430b.
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Anexo 4. Longitud en nucleétidos de cromosomas y BACs secuenciados.

Cromosoma Longitud Cromosoma Longitud

1 1398343 13 198050
2 772879 14 0
3 139953 15 106719
4 887310 16 317315
5 0 17 253483
6 312908 18 77992
7 180593 19 275289
8 143889 20 275860
9 196621 21 367032
10 203659 929 879305
11 120960 na 3410464
12 135028
BAC Longitud BAC Longitud
00000 1827524 30P17 84700
01C02 44432 31A01 75031
02K18 63981 31A02 68858
03C15 78966 31B01 10108
03N10 54814 31C01 166654
04D15 73048 31F01 50345
04E10 70615 31NO1 69460
04F12 65621 31001 49077
04M14 275860 32B08 196621
05K05 575396 35D17 112174
06P22 273797 36D03 63491
07H22 109792 36E03 41098
08A23 100687 36H02 65994
08007 175561 36H03 63473
09B02 24620 36103 33278
09J04 139953 36J02 56196
09N08 50351 36K01 29618
10K23 92591 36M02 77992
10L10 65053 38F24 55286
11020 89778 38N10 202923
12D22 45979 39F02 77120
12D24 183408 46B02 175688
12K06 19946 46C05 190621
12K16 17928 46P22 86895
12N15 162898 48K07 180050

13B02 64647 48P07 246624



BAC

10L10
16E16
05K05
48P07
48K07
56H24
12D22
36D03
01C02
52C17
13G01
04D15
06P22
19321

52G10
46C05
36103

21023
36K01
09J04

46B02
12N15
30]04

08A23
36102

03C15

13F02
13F04
13G01
15119

16E16
19H19
19J21

20D18
21023
28F09
29D04
30H22
30J04

22854
88689
14876
203659
43095
70801
54085
220317
53932
24474
198050
190017
372582

50K03
52C17
52E07
52G10
53D20
55B12
56H24
60P19
60P24
63A03
63A07
71N11

226224
185957
182264
172517
91167

44536

156535
174674
55628

177015
184023
169060

Anexo 5. Relacion de BACs con genes diana

Gen de interés

calr
dmrt2
h3

agpl
dmrtl
aqpl10
h4
andénimo
anonimo
sox17
anonimo
hmgb2 y vtc
nos3
sox9a
irf5
andénimo
anénimo
dmrt4
anonimo
andénimo
sox21
vasa
tir8
mstn
anonimo
andénimo

BAC

20D18
07H22
19H19
08007
31A01
31A02
32B08
15119

04E10
31F01

30]04

35D17
13F02

29D04
08007
21023
19321

04F12

16E16
36E03
30P17

52E07
O09NO8
31NO1
63A07
36M02

Gen de interés

aqp3
fsh
cypl9ala
SOX6
anénimo
andénimo
sox3
andénimo
anonimo
anénimo
tir8
sox9
anénimo
tir3
Sox6
dmrt4
sox9a
anénimo
dmrt2
anénimo
anonimo
gapdh
sema’a
andénimo
anoénimo
andénimo
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36H03
12D24
36H02
48K07
16E16
10K23

anonimo
casq 2a
anonimo
dmrtil
dmrt2
anénimo

12K06
13F04
31C01
04M14
63A03
30H22

mx
anénimo
trim16
trhr3
anénimo
amh

66



