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Regulación de la expresión génica

En eucariotas, la expresión génica se encuentra 

regulada en cualquiera de las etapas que llevan del 

DNA (gen) a la proteína

• Se modifica la estructura de la cromatina para 

iniciar la transcripción

• El inicio y los niveles de transcripción se regulan 

mediante factores de transcripción que se unen a 

elementos reguladoras en cis

• Splicing, (adición del cap 5’) y cola poli(A)

• Proceso del transporte al citoplasma

• Degradación del mRNA: mayor rango de vida 

media en eucariotas (en procariotas se degradan 

rápidamente)

• Regulación post-transcripcional (microRNAs)

• Se regula la iniciación de la traducción 

• Modificaciones postraduccionales pueden cambiar 

la conformación o llevar a la degradación



Biogénesis

Regulación postranscripcional

de la expresión génica

• Los microRNA se transcriben por 

general mediante Pol-II, pero no 

se traducen a proteína (genes no-

codificantes)

• El pre-microRNA tiene una 

estructura secundaria 

característica de ‘horquilla’ 

• Sufren varias pasos de 

maduración

• Regulan la expresión génica 

mediante la unión (junto a un 

complejo proteico llamado RISC) 

al 3’ UTR de un gen 



Como empezó todo…
Genética directa (Forward genetics)

Estudio de la transición L1-L2 en C. 
elegans
Pérdida de función de Lin-4: Retraso en el 
desarrollo
Pérdida de la función de lin-14: Expresión 
temprána de genes específicos de estadios 
L2, L3 y L4



Como empezó todo…



Tres principios principales:

1. Gen no-codificante con una longitud de 

22 nt

2. Regula la expresión génica mediante 

complementariedad de secuencia

3. Las dianas se ubican el la región 3’ UTR

Como todo empezó …Como empezó todo…



????

Como empezó todo…



Eran emisarios …

• Let-7 es altamente conservado 

entre C. elegans, D. 

melanogaster and H. sapiens

• Let-7 tiene dianas en la región 

3’UTR 



Early 2000 – the show begins

• microRNAs existen en casi 

todos los animales y plantas

• microRNAs son altamente 

conservados



Comparación con plantas

• Se desconoce microRNAs homólogos entre animales y plantas

• En plantas la maduración de la secuencia termina en el núcleo

• Los microRNAs de plantas se metilan en su extremo 3’ para protegerlos de 3’-5’ 

exonucleasas de la familia SND



Importancia de los microRNAs

Mas de 45,000 dianas conservadas de microRNAs en las partes 3’UTR de los 

genes codificantes

60% de los genes codificantes ha sido bajo selección negativa para mantener el 

apareamiento con algún microRNA

 La conservación de las dianas ya indica funciones importantes

 Los microRNAs estarán implicados en virtualmente todas las funciones 

moleculares en menor o mayor grado

 microRNAs especifico en mamíferos tienen menos dianas conservadas que 

microRNAs mas antiguas  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2612969/

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2612969/


Conservación and función

Mas de 45,000 dianas conservadas de microRNAs en las partes 3’UTR de los 
genes codificantes

Conservación del la diana, 

una secuencia 

complementaria a la del 

extremo 5’ del microRNA



Expresión temporal de lin-4

http://www.wormbook.org/chapters/www_microRNA/microRNAs.html

… small size and potential to be processed from hairpin precursors, but most 

were not expressed in a temporal manner. Because they were identified without 

the help of genetics, their functions were not known—

what was known is that they were small, and so they were called ‘‘microRNAs’’ 

(Lagos-Quintana

http://www.wormbook.org/chapters/www_microRNA/microRNAs.html


Genética inversa: fenotipos producidos por miRNAs

“Indeed, loss-of-function studies disrupting miRNA genes in mice have revealed diverse phenotypes, including 

defects in the development of the skeleton, teeth, brain, eyes, neurons, muscle, heart, lungs, kidneys, 

vasculature, liver, pancreas, intestine, skin, fat, breast, ovaries, testes, placenta, thymus, and each 

hematopoietic lineage, as well as cellular, physiological, and behavioral defects. Many of these 

developmental and physiological defects affect embryonic or postnatal viability or cause other severe 

conditions, such as epilepsy, deafness, retinal degeneration, infertility, immune disorders, or cancer. In 

addition, some miRNA- knockout strains have altered susceptibility to infections, and many have differential 

responses to mouse models of diseases or injuries.”

• El knockout de 69 de 88 miRNA en 

Drosophila muestran fenotipos severos

• En ratones, se observa fenotipos para 20 

de los miRNAs mas conservados

• En cuando mas conservado, mas 

probable de producir un fenotipo



microRNAs y función

• Conservación de miRNAs y dianas

• Muchos miRNAs producen fenotipos en estudios de knock-down

How are these functions carried out, how can we 

classify or define them?

microRNAs desempeñan funciones 

importantes en muchos procesos biológicos



Importancia de los microRNAs

• Las células progenitoras 

neuroectodérmicas expresan miR-

124 cuando se diferencian en 

neuronas

• Los genes se expresan durante esa 

transición tienden a no tener 

dianas para este microRNA

Este microRNA estabiliza la 

transición eliminado los 

transcritos ‘erróneos’

• miR-1 es específico de musculo

• La isoforma especifica de musculo de la 

tropomisoina-1 no tiene dianas para miR-1

• Otras isoformas, que no deben estar en el 

musculo, si que tienen dianas



Target recognition
https://www.cell.com/cell/fullt

ext/S0092-8674(05)01272-9

Conferring robustness 

to gene expression

‘Fine-tuning’ gene 

expression in complex 

networks

Both ‘ways’ imply negative 

regulation of gene expression 

through sequence 

complementarity 

https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(05)01272-9


microRNAs y cáncer

Mutaciones en los microRNAs o dianas pueden 

afectar la función – observable en muchos tipos de 

cáncer



microRNAs y cáncer



How are the targets recognized?

• AGO are key proteins
• AGO2 has catalytic activity
• 5′ base of the guide RNA with a 

preference for U or A binding

• AGO2-deficient mice are 

embryonic lethal



¿Como detectan sus dianas?

El microRNA reconoce su diana mediante la complementariedad de 

secuencia
• En plantas la complementariedad suele ser casi ‘perfecta’

• En animales, las primeras 8 bases se llaman seed (semilla) y son especialmente 

importante para reconocer la diana  

Complementariedad (casi) perfecta induce la digestión endonucleolítica



¿Como detectan sus dianas?

Complementariedad parcial en plantas 

 Represión de la traducción



Predicción de las dianas

Modelos termodinámicos para calcular estructuras secundarias

http://what-when-how.com/molecular-biology/rna-structure-molecular-biology/

Duplex

Regiones de hebra sencilla

horquilla

Energía libre de Gibbs

Se define el cambio de la energía libre de un 

proceso químico  (como el plegamiento de una 

molécula de RNA)

Tendencia de biomoléculas en solución 

acuosa es la de minimizar la energía libre 

del sistema

http://what-when-how.com/molecular-biology/rna-structure-molecular-biology/


Predicción de las dianas

5’-AGCCTGGAATAAATATGCTGCTT-3’

|||     |     ||||||| 

3’-GCGGUUAUAAA-UGCACGACGAU 5’

Hibrido entre hsa-miR-16 (abajo) & NM_004178 (arriba) - Posición 249-269 en la 3’ UTR

Región semilla (seed)

Complementariedad perfecta entre 

la posición 2-8 en 5’ del microRNA

Los híbridos (dúplexes) se calculan mediante modelos termodinámicos – minimum free energy

algorithm

 La predicción de dianas de microRNA se basa fuertemente en la presencia de la región 

semilla 

 La región semilla es muy pequeña  predicción no es muy especifica  señal 

filogenética

 Otras propiedades importantes: energía libre, numero de desemparejamientos, numero de 

bucles, “accesibilidad” de la estructura secundaria efectos combinatorios la interacción entre 

varias dianas en la misma 3’ UTR



Verificación experimental de las dianas

• Inducir enlaces covalentes 

entre RNA y proteínas

• Inmunoprecipitación con 

anticuerpo específico frente 

a la proteína de interés

• Purificar el RNA

• Generación de librería de 

cDNA

• Secuenciación & análisis 

bioinformático



Detección de genes de microRNA

CC          A         TC   T G  A A 

CATTGGCATA ACCCGTAGA  CGA CTTGTG TG   G  

|||||||||| |||||||||  ||| |||||| ||    T 

GTGACTGTGT TGGGTATCT  GCT GAACAC GC   G 

GT          C         TC   C      - CAG

Predicción basada en las propiedades de la estructura secundaria
• Minimum Free Energy

• Number of  bindings

• Loop Length

• Number of  bulges, bulbs

• Compositional features (G+C content, dinucleotide frequencies)

In the human genome exist approx. 11 million hairpin structures

 High rate of false positive predictions



Detección de genes de microRNA
Salida del programa CID-miRNA:

Con los parámetros por defecto, el programa predice 42 genes de microRNA en una 

secuencia de aprox. 100 kb

La secuenciación masiva brinda nuevas posibilidades a la predicción de microRNAs 

ya que reduce drásticamente el número de candidatos (secuencias transcritas) 



Secuenciación masiva & genes de microRNAs

Source:
http://en.wikipedia.org/wiki/MicroRNA

_Sequencing

• Extracción del RNA total

• Ligar adaptadores

• Seleccionar por longitud

• Generar una librería de cDNA

• Secuenciar 

• Análisis bioinformático

http://en.wikipedia.org/wiki/MicroRNA_Sequencing


Análisis bioinformático

El punto de partida
Las secuencias de las lecturas en formato fastq

Cada lectura está representada por 4 líneas

@SRR037876 GSM522374_1:1:148:931:861

TAGTTCTACAGTCCGACGATCTCGTATGCCGTCTTC

+

BB@+?0:4@B@-@/A<3A7@-=@<1=@87=?<==9#

Secuencia de la 

lectura

Calidad de la lectura

La longitud de las lecturas depende del número de ciclos en las secuenciación, 

frecuentemente entre  36 y 50 nucleótidos



Flujo del trabajo 

1) Control de calidad
• Eliminar lecturas con baja calidad

Muy importante para la detección de variación de secuencia

 Potencialmente importante en la detección de isomiRs

2) Detectar y eliminar el adaptador 
• Se secuencia parte del adaptador si la molécula es mas corta que la lecturas 

(número de ciclos) 

• El adaptador no alinea frente al genoma

• Hay que eliminarlo para poder mapear la lectura y detectar isomiRs

3) Colapsar las lecturas
• Unir lecturas únicas en una entrada única que consiste en 

• Secuencia & conteo (read count) (las veces una secuencia fue observada en 
un experimento)

4) Alinear las lecturas únicas frente a una referencia



Detectar el adaptador

@SRR518946.15 DA19881:1:30F8JAAXX:8:1:8:919 length=50

TAGCTTATCAGACTGATGTTGACTCGTATGCCGTCTTCTGCTTGTGTGTT

+SRR518946.15 DA19881:1:30F8JAAXX:8:1:8:919 length=50

BBBB<BBBABCABBABB@@B>@?=B@7:@6A?=8>B>7?###########

Align the adapter sequence to the read

3' RNA Adapter

5' P-UCGUAUGCCGUCUUCUGCUUGU

Parameters:

• Minimum length of detected adapter sequence (10 nt)

• Number of allowed mismatches

@SRR518946.15 DA19881:1:30F8JAAXX:8:1:8:919 length=50

TAGCTTATCAGACTGATGTTGACTCGTATGCCGTCTTCTGCTTGTGTGTT

+SRR518946.15 DA19881:1:30F8JAAXX:8:1:8:919 length=50

BBBB<BBBABCABBABB@@B>@?=B@7:@6A?=8>B>7?###########

Mature microRNAs are around 21 nt long --- in the example below, the reads are 50 nt

long

(part of) the adapter is sequenced as well



Detectar el adaptador

@

TAAGTGGGAGGCCCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTGTAAAAAAAAAAAATA

+ 

BCA6<>>BBAB?AC@AABACBAB?'>A:A>?@A@################

@ 

TGAGGTAGTAGATTGTATAGTTTCGTATGCCGTCTTCTGCTTGATTATGT

+ 

BC@2ABCC?BBA?=BABB??ABB@B@=A@?@B?AB;##############

@ 

TCGTATGCCGTCTTCTGCTTGAAAAAAAAAAAATAATTTTTTTTTTTTTT

+ 

B@;>?BBB?3?BBBB@9@A?0<AA##########################

@ 

TTCAAGTAATCCAGGATAGGCTTCGTATGCCGTCTTCTGCTTTAATTTTT

+ 

>CBCBBA?@@CBB@?BA@7:?A7=>8/:7<>=29################

@ 

TAATACTGCCTGGTAATGATGACTCGTATGCCGTCTTCTGCTTGTTGTGG

+ 

BCCCCCBCCCCCC?>ACCCBCCBAB>>@@BBAB=;;?=B@##########

@ 

TGAGGTAGTAGATTGTATAGTTTCGTATGCCGTCTTCTGCTTGATTTTTT

+ 

BCAAA?BC:6<AABA>@:98=B:AA@A9>>@;??################

@ 

TAGCTTATCAGACTGATGTTGACTCGTATGCCGTCTTCTGCTTGTGTGTT

+ 

BBBB<BBBABCABBABB@@B>@?=B@7:@6A?=8>B>7?###########



Detectar el adaptador

@ 

TAAGTGGGAGGCCC

+ 

BCA6<>>BBAB?AC

@ 

TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT

+ 

BC@2ABCC?BBA?=BABB??AB

@ 

+ 

@ 

TTCAAGTAATCCAGGATAGGCTTCGTATGCCGTCTTCTGCTTTAATTTTT

+ 

>CBCBBA?@@CBB@?BA@7:?A7=>8/:7<>=29################

@ 

TAATACTGCCTGGTAATGATGAC

+ 

BCCCCCBCCCCCC?>ACCCBCCB

@ 

TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT

+ 

BCAAA?BC:6<AABA>@:98=B

@ 

TAGCTTATCAGACTGATGTTGAC

+ 

BBBB<BBBABCABBABB@@B>@?

14 nt

22 nt

0 nt

Not trimmed (50 nt)

22 nt

22 nt

23 nt



Colapsar las lecturas

TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT

+ 

BC@2ABCC?BBA?=BABB??AB

@ 

TAATACTGCCTGGTAATGATGAC

+ 

BCCCCCBCCCCCC?>ACCCBCCB

@ 

TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT

+ 

BCAAA?BC:6<AABA>@:98=B

@ 

TAGCTTATCAGACTGATGTTGAC

+ 

BBBB<BBBABCABBABB@@B>@?

Read sequence Read Count

TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 2

TAATACTGCCTGGTAATGATGAC 1

TAGCTTATCAGACTGATGTTGAC 1

Convert adapter trimmed fastq file into read/count format

 Collapse “redundant reads” into unique reads & read count

Identical 

sequences



Ficheros de entrada

>1999420#1462

TGAGATGAAGCACTGTAGAAAA

>443945#1281

GGGAGCATCTCTCGGTCTATGCTGT

>633088#562

TAGATGAAGCACTGTAGCTCTT

>255762#230

GCATTGGTGGTAGAATTCTCGCC

>516042#97

TCAGATGAAGCACTGTAGCTCTT

>1582566#86

TAGATGAATCACTGTAGCTC

>1462753#79

TGGAATTATGGAAAATGACAGATGGC

>625879#40

GTTAAGATATCCCGGACGAGCCC

>517214#8

TCCTTTGGTATAGTGGTGAGTATCCC

>626077#2

TGACTTTGACCTGAGAGAAGAAGGC

TGAGATGAAGCACTGTAGAAAA 1462

GGGAGCATCTCTCGGTCTATGCTGT 1281

TAGATGAAGCACTGTAGCTCTT 562

GCATTGGTGGTAGAATTCTCGCC 230

TCAGATGAAGCACTGTAGCTCTT 97

TAGATGAATCACTGTAGCTC 86

TGGAATTATGGAAAATGACAGATGGC 79

GTTAAGATATCCCGGACGAGCCC 40

TCCTTTGGTATAGTGGTGAGTATCCC 8

TGACTTTGACCTGAGAGAAGAAGGC 2

Fasta: Read/count



Asignar lecturas

>1999420#1462

TGAGATGAAGCACTGTAGAAAA

>443945#1281

GGGAGCATCTCTCGGTCTATGCTGT

>633088#562

TAGATGAAGCACTGTAGCTCTT

>255762#230

GCATTGGTGGTAGAATTCTCGCC

>516042#97

TCAGATGAAGCACTGTAGCTCTT

>1582566#86

TAGATGAATCACTGTAGCTC

From which RNAs are these 

reads derived?

Map reads to a set of   known small 

RNA sequences

Map to the genome & genome 

annotations

1 2

Assign reads to a reference library



Asignar lecturas

>1999420#12682
TGAGGTAGTAGGTTGTGTGGTT
>633088#5692
TGAGATGAAGCACTGTAGCTC 
>255762#2630
TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTT
>516042#1297
TCAGATGAAGCACTGTAGCTCTT
>443945#181
TGAGGTAGTAGGTTGTGTGGT 
>1582566#86
TGAGGTAGTAGGTTGTATAGT
>1462753#79
TGGAATTATGGAAAATGACAGATGGC
>625879#40
GTTAAGATATCCCGGACGAGCCC
>517214#8
TACCCTGTAGAACCGAATTTGTG
>626077#2
TGACTTTGACCTGAGAGAAGAAGGC

>hsa-let-7b-5p
TGAGGTAGTAGGTTGTGTGGTT

> hsa-miR-143-3p
TGAGATGAAGCACTGTAGCTC

> hsa-let-7a-5p
TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTT

> hsa-miR-509-3p
TGATTGGTACGTCTGTGGGTAG

> hsa-miR-10b-5p
TACCCTGTAGAACCGAATTTGTG

Input: read/count Sequence library (miRBase)
Alignment

Bowtie, Blast, etc

1



Asignar lecturas

>1999420#12682  read count
TGAGGTAGTAGGTTGTGTGGTT
>633088#5692
TGAGATGAAGCACTGTAGCTC 
>255762#2630
TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTT
>516042#1297
TCAGATGAAGCACTGTAGCTCTT
>443945#181
TGAGGTAGTAGGTTGTGTGGT 
>1582566#86
TGAGGTAGTAGGTTGTATAGT
>1462753#79
TGGAATTATGGAAAATGACAGATGGC
>625879#40
GTTAAGATATCCCGGACGAGCCC
>517214#8
TACCCTGTAGAACCGAATTTGTG
>626077#2
TGACTTTGACCTGAGAGAAGAAGGC

>hsa-let-7b-5p
TGAGGTAGTAGGTTGTGTGGTT

> hsa-miR-143-3p
TGAGATGAAGCACTGTAGCTC

> hsa-let-7a-5p
TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTT

> hsa-miR-509-3p
TGATTGGTACGTCTGTGGGTAG

> hsa-miR-10b-5p
TACCCTGTAGAACCGAATTTGTG

Input: read/count Sequence library (miRBase)
Alignment

Bowtie, Blast, etc

Name Read Count

hsa-let-7b-5p 12863

hsa-miR-143-3p 5692

hsa-let-7a-5p 2716

hsa-miR-10b-5p 8

Sum the read count of 

all mapped reads

1



Detectar nuevos microRNAs

AACCCGTAGATCCGATCTTGTGA

AACCCGTAGATCCGATCTTGTG

AACCCGTAGATCCGATCTTGT

CC          A TC T G  A A

CATTGGCATA ACCCGTAGA CGA CTTGTG TG   G  

|||||||||| |||||||||  ||| |||||| ||    T 

GTGACTGTGT TGGGTATCT GCT GAACAC GC   G 

GT          C TC C - CAG

TGTCTGGGTATCTTCGCTCGAAC

AGTCTGGGTATCTTCGCTCGAAC

GTCTGGGTATCTTCGCTCGAAC

Dicer
Drosha

• Drosha/Dicer (DCL in plants) processing patterns can be detected

• Both mature microRNAs (both arms) are represented in the sample?

• 5’ end of  the mature microRNA shows less fluctuation

• Virtually all reads are organized in one or two clusters


