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RESUMEN

La espermatogénesis es un proceso tremendamente complejo, e involucra la division

meidtica (durante la cual ocurren el apareamiento de los cromosomas homdlogos y
la recombinacion o crossing over) y la diferenciacion terminal hacia espermatozoides,
o espermiogeénesis. A nivel transcriptdomico, durante la espermatogénesis se expresan
el mayor numero de genes tejido-especificos de entre todos los tejidos y procesos
estudiados, el mayor numero de ARNs no codificantes largos (IncRNAs), y una de las
mas elevadas tasas de splicing alternativo. A pesar de los avances en las tecnologias
de secuenciacion masiva y anotacion gendémica, persiste una fraccion significativa del
transcriptoma espermatogénico que no ha sido caracterizada, lo que sugiere la
existencia de genes y transcriptos con funciones potencialmente relevantes en la

biologia reproductiva.

El presente trabajo se centrd en la anotacion de transcriptos y genes no anotados en
el testiculo del raton adulto, un modelo ampliamente utilizado para estudiar la
espermatogénesis. Se aplicaron enfoques bioinformaticos especificos para analizar
datos de RNA-seq provenientes de cuatro poblaciones celulares testiculares
representantes de etapas clave de la espermatogénesis en altisimo grado de pureza,
obtenidas por citometria de flujo. Los datos fueron combinados con datos proteémicos
para validar la expresiéon de proteinas derivadas de transcriptos no anotados.

A través del analisis se identificaron un total de 33.002 transcriptos no anotados, de
los cuales 13.471 correspondieron a INncRNAs no reportados; es posible que, al menos
una fraccion de ellos, posea funciones regulatorias durante la espermatogénesis. Por
otro lado, 2.794 transcriptos presentaron alto potencial codificante, lograndose
confirmar 1.949 mediante analisis protedmico. Entre éstos, encontramos 22 genes no
anotados que codifican 36 proteinas no reportadas previamente, asi como 1.913
variantes de splicing codificantes para “nuevas” isoformas proteicas.

Los estudios de RT-PCR e inmunohistoquimica permitieron validar
experimentalmente la expresion de variantes codificantes seleccionadas, como una
isoforma no reportada de MSH5, que es una proteina esencial para la reparacién de
roturas de doble hebra y recombinacion homologa durante la meiosis. La localizacion



citoplasmatica y patron de expresion sugieren para esta isoforma, una funcion

diferente de la de su contraparte canénica.

Un hallazgo importante es que las etapas de la profase meio6tica temprana son
particularmente ricas en transcriptos no anotados. Durante estas etapas tempranas,
tienen lugar eventos unicos y fundamentales de la meiosis como el alineamiento y
apareamiento de los cromosomas homodlogos, cuyos fundamentos moleculares aun
permanecen en gran parte desconocidos. La identificacion de esta gran cantidad de
transcriptos no anotados podria representar un paso significativo hacia el avance en
la comprension de estos procesos esenciales y de su regulacion, proveyendo una

fuente enorme de material para futuros estudios.

En conclusién, este estudio amplia el conocimiento del transcriptoma testicular,
identificando variantes de splicing y genes no anotados que podrian desempefiar
funciones criticas en la espermatogénesis. Estos hallazgos no solo contribuyen a una
mejor comprension de la biologia reproductiva, sino que también abren nuevas
perspectivas para investigar mecanismos subyacentes a la infertilidad masculina y

otros desdrdenes reproductivos.
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1.INTRODUCCION

1.1. Espermatogénesis:

La espermatogénesis, proceso esencial en las especies con reproduccién sexuada,
representa la formacion y maduracion integral de los espermatozoides, células
altamente diferenciadas y especializadas. Dicho proceso tiene lugar en los testiculos.
Durante este fendmeno biologico, las células germinales experimentan una
diferenciacion progresiva a partir de células precursoras, adquiriendo movilidad y la
capacidad para fecundar un évulo a medida que avanzan en su maduracién. Ademas
de su funcién primordial en la produccion de espermatozoides, la espermatogénesis
desempena un papel esencial en la sintesis de hormonas esteroides como la
testosterona, elementos fundamentales para el desarrollo y mantenimiento de las

caracteristicas sexuales secundarias en los individuos masculinos.

La espermatogénesis se inicia durante la pubertad y persiste a lo largo de toda la vida
del individuo. Es importante resaltar que, aunque implica la produccion continua de
espermatozoides hasta la edad adulta, en el hombre el desarrollo completo de un
espermatozoide requiere aproximadamente 74 dias ' y en el raton, unos 28 dias
(Figura 1). Este proceso, altamente regulado, esta influenciado por intrincados
mecanismos hormonales y celulares. Por ejemplo, la hormona foliculo estimulante
(FSH) es necesaria para el inicio de la espermatogénesis, mientras que la
testosterona desempefia un papel fundamental en el desarrollo y la funcién de los

espermatozoides 2.

El proceso de espermatogénesis implica divisiones mitoticas de las espermatogonias
(células precursoras de las células meidticas), diferenciacion de las espermatogonias
en espermatocitos, divisiones meidticas de los espermatocitos para producir
espermatidas, y diferenciacion de las espermatidas en espermatozoides .
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Figura 1. Espermatogénesis en el raton. Las etapas emblematicas se representan
sobre la linea de tiempo, y su momento de aparicion se expresa en dias posparto (dpp).
Células premeidticas (2C): espermatogonias A, intermedias (In), B y preleptoténicas
(PL). Profase meidtica | temprana (LZ): leptoteno (L), cigoteno (Z). Profase meidtica |
media/tardia: paquiteno (PS), diploteno (D). Espermatocitos Il: Il. Posmeiosis:

espermatidas redondas (RS), elongadas (ES), espermatozoides (spz) (Figura tomada y
modificada de Romeo et al., 2024).

Una compleja serie de eventos moleculares coordina la espermatogénesis, que
comprende la ejecucion sincronizada de tres programas de expresion génica,
correspondientes a los eventos mencionados mas arriba. El primero de estos
programas conduce a la proliferacion de células madre espermatogoniales, las cuales
se dividen varias veces mediante mitosis para dar lugar finalmente a los
espermatocitos primarios que ingresaran en meiosis (segundo programa de expresion
geénica). Finalmente, el tercer programa corresponde a la espermiogénesis, durante
la cual las espermatidas redondas, resultantes de la segunda division meidtica, se

diferencian en espermatozoides 34 (Figura1).

Cualquier desviacion de estos procesos puede desencadenar trastornos y, como
resultado, conducir a la infertilidad. La investigacién dedicada a la espermatogénesis
es esencial para comprender a fondo los complejos procesos de produccidon y
maduracion de los espermatozoides, desempefiando un papel fundamental en la
formulacion de nuevas estrategias terapéuticas dirigidas a abordar la problematica de
la infertilidad.



1.1.1. Complejidad celular

En el testiculo, se encuentra una amplia diversidad de tipos celulares. Por un lado, se
encuentran las células precursoras de los espermatozoides, que pasan por varios
estadios de maduracion hasta convertirse en espermatozoides maduros. Por otro,
existe una compleja interaccion con células circundantes que proporcionan soporte,

facilitando esta especializacion celular.

En los mamiferos, los tubulos seminiferos son la unidad funcional de los testiculos y
ocupan alrededor de dos tercios del volumen total del érgano. Estos tubulos estan
formados por una membrana basal, células de Sertoli (que proporcionan soporte
estructural y funcional) y células germinales en diversas etapas de maduracion °.
Rodeando los tubulos seminiferos se encuentran las células mioides peritubulares,
que brindan soporte al tubulo para facilitar el transporte de los espermatozoides en

desarrollo °.

En particular, las células de Sertoli son cruciales para el desarrollo exitoso de la
espermatogenésis, debido a que regulan variados procesos ©: poseen ramificaciones
citoplasmaticas que envuelven y protegen a las células germinales, actuando como
nodrizas y creando un microambiente en donde se puede desarrollar la
espermatogénesis, actuan como macrofagos eliminando los cuerpos residuales de
las espermatidas °, y forman la barrera hematotesticular, que cumple una funcién

clave en la protecciéon inmunoldgica de las células de la linea germinal ’.

Por otra parte, los tubulos seminiferos estan inmersos en un estroma que posee una
diversidad de tipos celulares somaticos diferentes, entre los que destacan las células
de Leydig. Los tipos celulares somaticos del testiculo, en conjunto, desempefian un
papel crucial en la regulacion paracrina y autécrina, asi como en la producciéon de
hormonas como la testosterona (producida por las células de Leydig), estrogenos,
factor 3 tipo insulina (/nsulin-like factor 3) y oxitocina, junto con la hormona
antimdilleriana, entre otras °. Un ejemplo de la regulaciéon endécrina de la
espermatogénesis es la estimulacion tanto por parte de la hormona foliculo
estimulante (FSH) como de la hormona luteinizante (LH), las cuales actuan a través
de la testosterona producida por las células de Leydig. Sin embargo, las células de la



linea germinal no poseen receptores ni para LH ni para testosterona. Tanto estas
sefales hormonales, como las de FSH en la vida adulta, son transmitidas mediante
las células de Sertoli y las células peritubulares, a través de la produccion de senales
especificas, lo que habla, a las claras, del importante dialogo cruzado existente entre
los distintos tipos celulares 8.

El entorno particular que se produce dentro de los tubulos seminiferos es tan complejo
que, al dia de hoy, no se ha logrado replicar con éxito °, lo cual imposibilita la
realizacion de estudios in vitro. Esto representa una importante limitacién para
efectuar estudios de expresion génica y funcionales sobre la espermatogénesis, ya

gue requiere que dichos estudios sean efectuados in vivo.

1.1.2. Mitosis en el marco de la espermatogénesis

La poblacién de espermatogonias en los mamiferos se origina a partir de las células
germinales conocidas como gonocitos. Estas células primero experimentan un
periodo de multiplicacion en la zona mas externa de los tubulos seminiferos y luego
migran hacia el interior a medida que se van diferenciando, donde se dividen para
formar, en el raton, espermatogonias de tipo A. Estas células van pasando por
estadios intermedios, hasta culminar en las de tipo B 9. Finalmente, las
espermatogonias de tipo B se transforman en espermatocitos pre-leptoténicos e

ingresan en el proceso de meiosis '°.

1.1.3. Meiosis

La meiosis es un proceso especializado de division celular que ocurre en las células
precursoras de las células germinales (ovocitos y espermatocitos). Este proceso es
crucial para la formacion de los gametos (6vulos y espermatozoides).

La meiosis consta de dos divisiones celulares consecutivas: meiosis | y meiosis |l.
Durante la meiosis |, las células germinales experimentan una divisién para dar lugar
a dos células hijas, cada una con la mitad de los cromosomas de la célula original.

Esta division, conocida como division reduccional, es necesaria para reducir el



numero de cromosomas en las células reproductoras y mantener la constancia del
numero cromosomico de generacion en generacion, disminuyendo el contenido de
ADN de 4C (numero cromosoémico 2N), a 2C (1N). El proceso de meiosis | se
encuentra subdividido en: profase |, la fase mas larga y compleja, subdividida en cinco
etapas, y en la cual profundizaremos mas adelante; metafase |, durante la que los
pares de cromosomas homologos unidos se alinean en la placa metafasica de la
célula y los microtubulos se unen a los centrémeros de cada cromosoma homologo,
estableciendo la orientacidn para la siguiente fase; anafase I, en la que los
cromosomas homologos (cada uno compuesto por dos cromatidas hermanas) se
separan y se mueven hacia polos opuestos de la célula, reduciéndose asi el numero
de cromosomas a la mitad y asegurando que cada célula hija reciba so6lo un
cromosoma de cada par homodlogo; telofase |, durante la cual los cromosomas
alcanzan los polos opuestos y finalmente la citocinesis, en la que el citoplasma se
divide, formandose dos células hijas haploides. Cada célula contiene un conjunto

Unico de cromosomas recombinados, aun en forma de cromatidas hermanas unidas.

En la meiosis Il, las células hijas se dividen nuevamente para producir en total cuatro
células hijas, cada una con la mitad de los cromosomas de la célula original. Cada
célula hija recibe una copia de cada cromosoma, reduciendo asi el contenido de ADN
a 1C en las espermatidas. Durante la fecundacion, al unirse el espermatozoide con el

ovocito, se restablece el nimero cromosémico de la especie '"'? (Figura 2).

Dentro de la meiosis, se produce un proceso conocido como entrecruzamiento o
“crossing-over”, que implica el intercambio de segmentos de cromosomas homologos
durante la meiosis |. Este proceso es responsable de la variabilidad genética en la
progenie, permitiendo que los individuos de una especie se diferencien

genéticamente entre si 3.
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Figura 2. Etapas de la meiosis |. La meiosis | se divide en las siguientes fases: profase I:
Fase mas larga, subdividida en cinco etapas (leptoteno, cigoteno, paquiteno, diploteno,
diacinesis); metafase |: Los cromosomas homodlogos unidos se alinean en la placa
metafasica de la célula; anafase I: Los cromosomas homologos se separan y se mueven
hacia polos opuestos de la célula; telofase | y citocinesis: Los cromosomas alcanzan los

pO|OS opuestos, Yy el Citoplasma se divide (Figura tomada de https://www.elgencurioso.com/diccionario/profase-
i).

1.1.4. Profase de la Meiosis |

La profase | asume una importancia particular en esta investigacion, y por ese motivo
sera abordada en detalle. Un componente crucial que define a la profase | es el
complejo sinaptonémico (CS), una macroestructura proteica que facilita el
alineamiento entre cromosomas homodlogos. Esta estructura se compone de dos
elementos laterales (ELs), un elemento central (EC) y filamentos transversos que
conectan los ELs con el EC, otorgando al CS una apariencia escaleriforme distintiva

14-16_La profase |, notablemente extensa, se caracteriza por eventos cruciales y se



subdivide en etapas distintas: leptoteno, cigoteno, paquiteno, diploteno y diacinesis,
cada una marcada por acontecimientos significativos en el proceso de la meiosis
(Figura 2).

Durante la etapa de leptoteno los cromosomas experimentan una condensacion,
manifestandose como filamentos delgados y alargados. En este periodo cada
cromosoma consiste en dos cromatidas hermanas, réplicas idénticas del ADN
previamente duplicado durante la interfase. Se forma la estructura de los elementos
axiales (EAs), que posteriormente daran origen a los ELs del CS. Ademas, los
telédmeros se vinculan a la envoltura nuclear '” y se desplazan sobre ella, adoptando
una disposicidn caracteristica denominada "bouquet" '®. Este arreglo posiblemente

facilite la aproximacion de los cromosomas homélogos.

En el estadio de cigoteno comienza el proceso crucial de apareamiento de los
cromosomas homologos, donde se observa la coexistencia de EAs con segmentos
ya ensamblados del CS '°. La formacién adecuada del CS es imprescindible para una
segregacion apropiada de los cromosomas homologos durante la anafase | 0.
Durante las fases de leptoteno/cigoteno, los nédulos tempranos de recombinacion,
marcadores que indican los sitios relacionados con el intercambio de hebras 2'??, se

hacen visibles.

El término paquiteno, de origen griego, que significa "hilos gruesos", se refiere a los
cromosomas homologos apareados que, tras su duplicacion, forman tétradas. En este
estadio, los CSs se encuentran completamente ensamblados de un extremo
cromosémico al otro, permitiendo la ocurrencia de la recombinacién
(entrecruzamiento) entre cromosomas homologos ''. A medida que la profase avanza
hacia el paquiteno, los nédulos de recombinacién tardia, menos numerosos que los
nodulos tempranos, se hacen evidentes, sefalando los sitios donde realmente ocurre

la recombinacion genética 2122,

En la etapa de diploteno, coincidente con el desensamblaje del CS, los cromosomas
homologos permanecen conectados soélo por los quiasmas, que representan vestigios

de los puntos de recombinacion 112122 Por Ultimo, la diacinesis representa la



migracion de los cromosomas hacia la periferia del nucleo, la desaparicion de los
quiasmas, la formacion del huso y la disolucion de la envoltura nuclear (Figura 2).

El apareamiento y la recombinacién de los cromosomas homologos son
fundamentales para garantizar la correcta segregacion de los cromosomas a las
células hijas 23. Por otra parte, en la meiosis existen puntos de control, conocidos
como “checkpoints”, que supervisan todo el proceso, siendo uno de los mas
importantes el punto de control de la salida del paquiteno. Las alteraciones en el
apareamiento o la recombinacién de los cromosomas homologos activan este punto
de control, lo que provoca un arresto meidtico que puede resultar en patologias,
incluyendo infertilidad 242°,

Es importante sehalar que la duraciéon de cada una de las distintas etapas de la
profase es muy diferente. En tanto el leptoteno y el cigoteno son etapas muy breves,
el paquiteno abarca la mayor parte de la profase meio6tica, y esto es asi en todas las
especies estudiadas. Por ejemplo, en el raton, en tanto el leptoteno y cigoteno duran,
en conjunto, poco mas de un dia, el paquiteno tiene una duracion aproximada de 7

dias (ver Figura 1).

1.1.5. Espermiogénesis

La espermiogénesis, que prosigue a la meiosis, es un proceso que culmina en la
formacion de espermatozoides. Los espermatozoides son células muy pequefias y
unicas, compuestas por una cabeza que contiene el material genético en su nucleo,
y una cola que les proporciona la capacidad de moverse. Los espermatozoides, una
vez producidos, son almacenados en el epididimo, en donde maduran, hasta su

eyaculacién 2627,

Una vez iniciada la espermiogénesis, se producen cambios citologicos profundos que
transforman paulatinamente a las células resultantes de la meiosis |l (espermatidas
redondas) en espermatozoides. Destacan la apariciéon de un flagelo, cambios en la
composicion proteica y la ultraestructura de las mitocondrias, que terminan
congregandose alrededor de la pieza media del flagelo 28, asi como la modificacion y
reubicacién del aparato de Golgi para formar el acrosoma ° (Figura 3A), y el descarte



de gran parte del citoplasma, que es fagocitado por las células de Sertoli 6. Ademas,
el nucleo experimenta una enorme reduccion de tamafio y su remodelacidén hacia una
estructura condensada caracteristica de los espermatozoides. Esta gran reduccion
del tamafo nuclear es posible gracias a una enorme compactacion de la cromatina,
lo que favorece la hidrodinamica y protege al material genético durante el viaje que
emprenden los espermatozoides en busca del 6vulo, pero es incompatible con la

transcripcion 2°.
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Figura 3. Proceso de espermiogénesis. Este proceso incluye varios cambios
morfoldgicos y estructurales fundamentales. A) Cambios estructurales: Formaciéon del
acrosoma; condensacion del nucleo; desarrollo del flagelo; eliminacion del citoplasma;
maduracion final. Al completarse la formacion del acrosoma, la condensacion nuclear y el
desarrollo del flagelo, el espermatozoide maduro presenta una estructura adaptada para la

movilidad y la fertilizacidbn (Imagen tomada de https:/gravida.com/blog/como-se-forman-los-

espermatozoides/). B) Remodelacion de la cromatina: A medida que las células germinales
masculinas se diferencian desde células madre germinales hasta espermatozoides
maduros, experimentan una transformacién drastica en la estructura de su cromatina. Se
observan cambios en las histonas, que se acetilan aumentando la expresion de genes que
seran usados en etapas posteriores. A continuacion, se da una sustitucion gradual de
histonas por proteinas de transicion (en amarillo) que ayudan en la condensacion de la
cromatina. Finalmente, en las etapas mas avanzadas, las histonas y proteinas de transicion
son reemplazadas casi completamente por protaminas (en rojo), lo que permite un

empaquetamiento mucho mas denso de la cromatina en los espermatozoides maduros.



Como parte de la remodelacion nuclear, hacia el final de la espermiogénesis se
genera un reemplazo secuencial de las histonas que empaquetan el ADN gendémico,
primero por proteinas de transicion y luego por protaminas, proteinas exclusivas de
la espermiogénesis 303! (Figura 3B). De esta forma, el ADN es empaquetado en una
estructura superenrollada llamada toroide, aumentando su proteccion y generando,
como consecuencia, el silenciamiento de la transcripcion 53. Debido a este
silenciamiento, se requiere una transcripcion temprana de ARNs cuyos productos
seran necesarios en las espermatidas elongadas y espermatozoides, que deben
producirse y almacenarse antes de su uso, lo que, a su vez, conlleva un complejo
sistema de regulacion traduccional. Un ejemplo de ello son las propias protaminas:
en los ratones, los ARNm de las protaminas se sintetizan al menos siete dias antes
de su traduccion y se almacenan en mRNPs (ribunucleoproteinas de unién a ARNm);
la regulacion precisa de su traduccion, mediada por proteinas especificas, es clave,
ya que alteraciones en el momento de la traduccion de las protaminas suelen producir
esterilidad 332, Un mecanismo importante de regulacion traduccional en estas
células, entre otros, se ha relacionado con la regulacion de la longitud de la cola
poli(A) de ciertos ARNm 30, Asimismo, se ha sugerido que el cuerpo cromatoide
("chromatoid body"), un granulo distintivo de las espermatidas 3334, desempefia un
papel crucial en la regulacion del ARN en las etapas posmeidticas y en la
determinacién de la fertilidad masculina 34-3¢, ya que el mismo alberga proteinas de
union a ARN o implicadas en vias de procesamiento del mismo, junto con ARNm y
ARNs regulatorios como piRNAs, miRNAs 33 y ARNs no codificantes largos

(IncRNAs), aunque estos ultimos aln han sido escasamente caracterizados ¥.

1.2. ARNs no codificantes, y procesamiento alternativo

1.2.1. Generalidades del ARN no codificante

Alrededor de dos tercios del genoma humano experimentan una transcripcion
generalizada, mientras que solo aproximadamente el 2% se traduce en proteinas .
Los transcriptos que no resultan en la sintesis de proteinas son denominados ARNs
no codificantes (“noncoding RNAs": ncRNAs), los cuales pueden clasificarse en ARNs



no codificantes cortos (“small noncoding RNAs”: sncRNAs) y ARNs no codificantes
largos (“long noncoding RNAS”: IncRNAs). Entre los sncRNAs se encuentran los que
interactuan con la proteina Piwi (piRNAs), que en los mamiferos estan expresados
casi exclusivamente en la linea germinal masculina 3, y los micro ARNs (miRNAs)
que, si bien se expresan en diversos tejidos, desempefian un papel importante

durante la espermatogénesis °.

Dado que los sncRNAs en la espermatogénesis han sido bastante estudiados, los
mismos no se abordaron en este trabajo, razén por la cual no profundizaremos en su
descripcion. Por el contrario, si nos dedicamos a la caracterizacién de los INcRNAs,

de los cuales el conocimiento es aun bastante mas escaso.

1.2.2. ARNs no codificantes largos (IncRNAs)

Los IncRNAs han recibido menos atencion que los sncRNAs en la investigacion, y
sélo en los ultimos afios han empezado a ser estudiados mas a fondo debido a la
creciente comprension de su relevancia funcional. Por oposicion a sncRNAs, los
IncRNAs se definen como aquellos ARNs no codificantes con una longitud superior a
200 pares de bases (pb). Este limite de 200 pb surgi6 debido a consideraciones
experimentales, ya que los protocolos iniciales de purificacién y secuenciacion de
ARN excluian a los ARNs no codificantes pequerios, lo que llevo a categorizar como
IncRNAs a aquellos ARNs no codificantes con una longitud mayor 40-43,

Sin embargo, la premisa de que los INncRNAs no generan proteinas funcionales se ha
cuestionado recientemente. Estudios de ribosome-profiling han demostrado que
algunos IncRNAs tienen potencial para ser traducidos, y se ha observado la presencia
de ribosomas asociados a ellos 4445, Se estima que aproximadamente el 40% de los
IncRNAs en las células humanas podria codificar péptidos de mas de 10 aminoacidos
(aa), y alrededor de un tercio de los INcRNAs en células madre espermatogénicas de
raton podria contener al menos un marco abierto de lectura (ORF) 4446 Por lo tanto,
los INcRNAs también se han definido como moléculas con un potencial codificante
menor a 100 aa “647. Se ha demostrado que algunos de estos pequefios péptidos
tienen funciones especificas: por ejemplo, el péptido DWORF en ratones contrarresta
los efectos de los inhibidores de la ATPasa Ca2+ del reticulo sarcoplasmico (SERCA),



mientras que el péptido Spar regula negativamente la actividad de la proteina diana
de la rapamicina mTORC1 #*. Por lo tanto, algunos investigadores sugieren
considerar a los ncRNAs como aquellos transcriptos que es "poco probable" que
codifiquen proteinas funcionales 4648, Ademas, un mismo ARN puede contener o
generar un transcripto codificante de proteinas y uno no codificante, lo que afiade otra
capa de complejidad a la definicion 4°.

Muchas caracteristicas de los INcRNAs son consistentes en todos los vertebrados en
los que se han estudiado hasta ahora: suelen ser relativamente cortos (en
comparacion con los ARNm), con un bajo numero de exones (aunque estos exones
suelen ser mas largos que los de los ARNm), tener una baja conservacion de
secuencia, ser poco abundantes, y mostrar una expresion altamente restringida en el
espacio y el tiempo 454850-55_Se cree que su bajo contenido de GC puede contribuir,
en parte, a sus niveles generalmente menores de expresion en comparacion con los
ARNm %6, Ademas, los IncRNAs suelen experimentar procesamiento alternativo por
corte y empalme (splicing), aunque este proceso parece ser menos eficiente que en
los ARNm 4857 En términos de patrones de expresion, la gran mayoria de los IncRNAs
exhibe una expresion especifica de tejido, con un gran numero de ellos siendo

especificos del testiculo, como veremos mas adelante 50.58.59,

Un tipo particular de IncRNAs en el genoma de los mamiferos proviene de elementos
repetidos como los retrotransposones, que constituyen entre el 30% y el 50% del
genoma. Estos elementos muestran actividad transcripcional, exhiben especificidad
tisular, y estan asociados a transcriptos codificantes de proteinas. Esto sugiere que
podrian estar involucrados en la regulacion de la expresién génica, ya sea como
reguladores en cis, o como precursores de sncRNAs de doble hebra 406061 Por
ejemplo, se ha demostrado que, en el humano y el raton, los elementos transponibles
LINE1 son esenciales para inducir la condensacion de la cromatina, y se ha
identificado el ARN LINE1 como un IncRNA (“/ncRNA-like”) que participa en la
renovacion de las células madre embrionarias y en el desarrollo preimplantatorio del
embrion 6182 Por otro lado, los pseudogenes también pueden actuar como IncRNAs

al ser transcriptos .



Como hemos mencionado, los IncRNAs funcionales no muestran una alta
conservacion de secuencia primaria, lo que sugiere que evolucionan mas
rapidamente que los ARNs codificantes para proteinas, que estan, en general, mas
altamente conservados a lo largo de la evolucién de los vertebrados 4863, Por ejemplo,
soblo el 72% de los IncRNAs intergénicos humanos se expresan también en los monos
macacos, en comparacion con un nivel de conservacion del 98% en todos los
primates para los genes codificantes de proteinas 4. Es notable que, en un trabajo,
se encontré que un grupo de IncRNAs conservados, expresados en células madre
embrionarias humanas, se procesaba de manera diferente que sus homdlogos en
ratones, lo que resulta en una localizacién subcelular y una funcién diferentes en
ambas especies. Dentro de este grupo, se identificaron 122 IncRNAs con secuencia
conservada y 229 con posiciéon conservada (sinténicos) entre ambas especies de
mamiferos, que eran principalmente retenidos en el nucleo en ratones, pero

procesados y exportados preferentemente al citoplasma en humanos 3.

Debido a su baja conservacion en secuencia y bajos niveles de expresion, se cree
que los IncRNAs pueden actuar en forma colectiva, o, incluso, que el simple evento
de su transcripcidn podria tener un efecto funcional. Por ejemplo, en el ratén, el
IncRNA Airn actua como antisentido al promotor del receptor de insulina Igf2r y su
transcripcion es crucial para el silenciamiento del receptor, mas alla de la funcién del
propio transcripto 4886, De todos modos, a pesar de la falta de presiones de seleccion
en su secuencia primaria, los INcRNAs pueden estar sujetos a restricciones en la
estructura génica, los promotores y los patrones de splicing ¢”. Ademas, aunque los
IncRNAs tienden a no conservar toda su secuencia genética, es posible encontrar
fragmentos cortos con secuencia conservada, especialmente en el extremo 5' 436168,
Asimismo, algunos IncRNAs pueden contener elementos conservados como sitios de

unidn a factores de transcripcioén, motivos de splicing y sefiales de localizacién nuclear
57,61,69

Con respecto a su modo de accion, los IncRNAs tienen la capacidad de unirse a
acidos nucleicos, interactuar directamente con proteinas, o facilitar la unién de
proteinas a sus objetivos en el ADN o ARN. A diferencia de los sncRNAs, los IncRNAs
pueden plegarse y formar estructuras secundarias que faciliten estas interacciones

ARN-proteinas o ARN-ADN 4870, En términos generales, pueden actuar de diversas



formas: como competidores/inhibidores, activadores/reclutadores, precursores o
potenciadores “4°5%71. Como competidores, pueden unirse a proteinas de unién al
ADN vy evitar su accion, o pueden evitar la union de miRNAs a ARNm, evitando su
degradacion posterior (ejemplos: Xist, PANDA, RMST). Como activadores, pueden
reclutar modificadores de la cromatina y activarlos (como es el caso de HOTAIR o
Evf2). Como precursores, pueden generar SncRNAs a través de su procesamiento
por ARNasas (por ejemplo, H19, HongrES2). Como potenciadores, pueden
interactuar en el contacto promotor-potenciador e inhibir la transcripcion de genes
codificantes 4°7'. Ademas, los promotores de IncRNAs también pueden actuar como
potenciadores de genes cercanos 2.

1.2.3. Splicing alternativo

El procesamiento (“splicing”) alternativo contribuye de manera significativa a la
complejidad de los transcriptomas en los organismos eucariotas multicelulares. Esta
complejidad se refleja principalmente a nivel de las proteinas, y desempefia un papel
fundamental en la fisiologia y patologia de estos organismos. Esta idea no sélo se
basa en analisis gendmicos completos, sino también en estudios detallados que han
revelado que las modificaciones globales y especificas en el splicing regulan una
amplia gama de procesos, incluida la diferenciacion celular especifica de tejidos y

especies 3.

El splicing alternativo del ARN es un mecanismo que permite la produccion de
diferentes variantes de proteinas a partir de un solo gen. Este proceso ocurre cuando
distintas combinaciones de exones son unidas durante el procesamiento del ARNm,
generando asi diversas isoformas del ARN 74.

Los ARNs y polipéptidos generados a partir de un solo gen mediante splicing
alternativo suelen mostrar similitudes, pero no son idénticos, presentando regiones
conservadas y divergentes que resultan en variaciones sutiles o radicales, tanto a
nivel de ARNm como de proteinas 73. Es importante destacar que el proceso de
splicing no se limita a los genes que codifican ARNm, sino que también ocurre en

ARNSs no codificantes. Ademas, en el caso de los ARNm, el primer AUG, que es el



primer codon de un marco de lectura abierto traducible, no siempre coincide con el
inicio del primer exdén, pudiendo estar ubicado mas adelante dentro del primer o
incluso del segundo exon. Esta situacion también se aplica a codones de inicio
distintos de AUG, los cuales han demostrado ser mas frecuentes de lo esperado 3.
Estos hallazgos subrayan la complejidad del proceso de splicing, y sugieren que la
afirmacion simplificada de que los exones codifican proteinas y los intrones no, es

demasiado generalizada.

El proceso de splicing de los pre-ARNm transcritos por la ARN polimerasa Il (Pol II)
en los eucariotas es llevado a cabo por el espliceosoma, un complejo que se
ensambla a lo largo de cada intron del pre-ARNm utilizando pequefas
ribonucleoproteinas nucleares y un conjunto de proteinas auxiliares. Los
componentes del espliceosoma reconocen y se unen a secuencias CoOnsenso
ubicadas en los extremos &'y 3' de cada intron (el sitio de empalme 5' y el sitio de
empalme 3') y catalizan dos reacciones de transesterificacion consecutivas, que
resultan en la eliminacion del intrén y la union covalente de los exones adyacentes
(Figura 4A). Los sitios de empalme considerados "fuertes" (es decir, aquellos que se
asemejan mas a la secuencia consenso) son reconocidos de manera mas eficiente
por los componentes del empalme, lo que generalmente los coloca en posicién de
liderazgo en el proceso de splicing *7°. Cuando un sitio de empalme es considerado
"débil" o subdptimo, es comun que ocurra un splicing alternativo, donde el sitio débil
se utiliza parcialmente en las reacciones de eliminacion de intrones y union de
exones, lo que resulta en la generacion de diferentes proporciones de variantes del

ARNmM maduro.

La eleccion de los sitios de empalme no sélo esta determinada por sus secuencias
intrinsecas, ya sean optimas o suboptimas, que actuan en cis, sino también por la
influencia de proteinas que actuan en frans, conocidas como factores de empalme.
Estos factores reconocen y se unen a secuencias especificas presentes en exones o
intrones, conocidas como potenciadores y silenciadores de empalme exodnicos y
potenciadores y silenciadores de empalme intrénicos. Adicionalmente, el splicing
alternativo no solo esta regulado por la interaccion de estos factores de empalme en

trans con secuencias reguladoras en cis presentes en el pre-ARNm, sino que también



esta vinculado a la transcripcion por parte de la Pol Il. De hecho, los factores de

empalme son reclutados de manera co-transcripcional en el pre- ARNm 7375,

Muchas proteinas reguladoras de union al ARN funcionan de manera especifica para
células, tejidos o condiciones particulares, y tienen la capacidad de coordinar la
regulacién de "redes" funcionalmente coherentes de exones e intrones 7677, Por lo
tanto, nuestra comprension de los repertorios de variantes de splicing detectadas, asi
como de otras formas de variacion en la transcripcion en diversas condiciones
celulares, y en el contexto de la fisiologia normal y de la enfermedad, sigue

aumentando de manera significativa 8.

El gen CALCA ofrece un excelente ejemplo de como el splicing alternativo y la
poliadenilacion alternativa pueden dar lugar a la expresion diferencial de proteinas a
partir de un solo gen. Este gen de vertebrados se expresa en las neuronas del
hipotalamo y en las células parafoliculares, también conocidas como células C, de la
glandula tiroides, y codifica dos proteinas distintas: la calcitonina y el péptido 1
relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP1). A través de una combinacion de
splicing alternativo y procesos de escision y poliadenilacién alternativos, se producen
dos variantes de ARNm: una para CGRP1 en las neuronas, y otra para calcitonina en
las células C de la tiroides. A pesar de que ambos ARNm comparten segmentos de
secuencia codificante, generan dos proteinas maduras, con secuencias de
aminoacidos completamente diferentes. Por lo tanto, aunque comparten el mismo
gen, calcitonina y CGRP1 son proteinas distintas en términos de secuencia de
aminoacidos, estructura y funcion. Esto justifica por qué la proteina neuronal se ha
denominado "péptido relacionado con el gen de la calcitonina" en lugar de "péptido

relacionado con la calcitonina" 73.

Existen varios mecanismos que pueden dar lugar a las variantes de splicing del ARN.
Algunos ejemplos incluyen (Figura 4B):

a. Exclusion o salto (“skipping”) de exones: Este mecanismo implica la
eliminacién de un exon especifico durante el proceso de splicing, dando lugar

a una variante de transcripto en la que el exén no esta presente 747°,



b. Exones mutuamente excluyentes: En este mecanismo, dos exones son
alternativos y excluyentes, es decir, so6lo uno de los dos es incluido en el
transcripto final, pero nunca ambos simultaneamente 747°,

c. Uso alternativo de sitios de inicio y/o finalizacion de splicing: En este caso, el
uso de un sitio de splicing alternativo en el extremo 5' o 3’ del exdn, acorta o
alarga la regién del exon incluida en el transcripto final 798,

d. Retencidn de intron: Un intron que normalmente seria eliminado se retiene en
el transcripto final, generando una variante que incluye esta secuencia

intrénica 7°.

En todos los casos mencionados, el resultado puede ser la produccion de proteinas
diferentes. Estas variantes de splicing pueden ocasionar diferencias en la estructura,
funcién y nivel de expresion de las proteinas resultantes, y pueden desempenar un
papel crucial en la variabilidad fenotipica y en la patogénesis de enfermedades
genéticas 8'. Mas aun: la regulacion del splicing alternativo es tan relevante como la
regulacion de la transcripcién en la configuracion de los fenotipos y la fisiologia

celular, al menos en los organismos eucariotas multicelulares 3.

Alternative Splicing Events

A 5" splice site or 3" splice site or B

‘donor’ Branchsite  ‘acceptor’ .
Skipped exon (SE)

Pre-mRNA NGt 203 ————— ynyuray—(),, , 2 ERN

\;l//l Alternative 5’ splice
site (A5SS)

[ a

2o Alternative 3’ splice

fivis

1 site (A3SS)
E:
Mutually exclusive
l exons (MXE)
a ag
e \ g Retained intron (RI)
pliced exons (NN

Intron
lariat

|- Constitutive exon [ZA ] Alternatively spliced exon

Figura 4. Proceso y eventos de splicing alternativo. A) Representacion esquematica de la
reaccion de corte y empalme (splicing). La reaccion ocurre en dos pasos, mostrando un
segmento de pre-ARNm etiquetado con las secuencias consenso del sitio de corte y empalme
"donador” (sitio de corte 5'), "aceptor" (sitio de corte 3'), y del sitio de ramificacion (Figura tomada
y modificada de Marasco & Komblihtt, 2023). B) Esquema de los eventos de splicing alternativo. Se

representan los principales tipos de eventos de splicing alternativo. Skipped exon (SE):



exclusion o salto de exén; Alternative 5' splice site (A5SS): utilizacion de un sitio de splicing
alternativo en el extremo 5' del exén; Alternative 3' splice site (A3SS): uso de un sitio de
splicing alternativo en el extremo 3' del ex6n; Mutually exclusive exons (MXE): exones
mutuamente excluyentes; Retained intron (RI): retencion de intrén. Los exones constitutivos
se muestran en negro, mientras que los exones o intrones sujetos a splicing alternativo se

indican en blanco con lineas diagonales (Imagen tomada de https://maseq-mats.sourceforge.io/).

1.3. Estudios de expresion génica de la espermatogénesis

de los mamiferos

Los estudios moleculares de la espermatogénesis suelen combinar diversas técnicas
para obtener una comprension completa de los procesos celulares y moleculares que
regulan el desarrollo de los espermatozoides, asi como para identificar posibles

alteraciones asociadas con la infertilidad.

Uno de los enfoques comunes en estos estudios es el analisis de la expresion génica,
para identificar los cambios asociados con la maduracién de los espermatozoides y
problemas relacionados con la espermatogénesis. Varios laboratorios han llevado a
cabo estudios masivos de expresion génica durante la espermatogénesis de los
mamiferos, inicialmente mediante el uso de microarreglos -8y, en la Gltima década,
empleando métodos de secuenciacion masiva 588721 | os modelos mas empleados

han sido ratén y humano °'.

Ademas de los mecanismos de expresion génica y procesamiento postranscripcional,
los factores epigenéticos juegan un papel crucial en la espermatogénesis. Aunque no
nos ocuparemos de ellos, es importante mencionarlos, aunque sea muy brevemente,
debido a su relevancia y a la complejidad que afiaden al estudio de este proceso. Un
evento esencial en la espermatogénesis es la reprogramacion epigenética, que
incluye una desmetilacion generalizada del ADN, seguida por un proceso de
metilacion de novo. Esta reprogramacion ocurre tanto durante el desarrollo de las
gonadas como en la espermatogénesis, estableciendo un patron de hipometilacion
del ADN en la linea germinal masculina 4!. Se ha demostrado que alteraciones en



estos procesos epigenéticos, como la hipermetilacion del ADN en ciertas secuencias,
pueden estar relacionadas con una calidad deficiente de los espermatozoides y
problemas de fertilidad °2. Sin embargo, la relacién exacta entre la metilacion del ADN
y la fertilidad sigue siendo un tema de discusién °. Ademas, dado que algunas
modificaciones epigenéticas pueden heredarse, ha surgido preocupacion sobre la
posible relacidon entre las técnicas de reproduccidon asistida y ciertas patologias
asociadas a la impronta genémica, como los sindromes de Prader-Willi, Beckwith-

Wiedemann y Angelman °.

1.3.1. Metodologias de purificacion de células espermatogénicas para

estudios de expresion génica

A pesar de los avances en el cultivo de células de la linea germinal masculina, hasta
la fecha lo maximo que se ha logrado es producir células parecidas a espermatidas
funcionales capaces de fecundar un 6vulo en un estudio . Sin embargo, estas
células no poseen todas las caracteristicas de las espermatidas, y no pueden
diferenciarse en espermatozoides 9% asi como tampoco presentan puntos
caracteristicos de control de la espermatogénesis . Estas limitaciones subrayan la
necesidad de trabajar con el organismo entero para comprender completamente el

proceso.

A la actual incapacidad para cultivar eficazmente las células que componen la linea
germinal masculina y reproducir de manera fiable los procesos bioldgicos, lo que
obliga a trabajar in vivo, se aflade la complejidad de la coexistencia en el testiculo de
los mamiferos de mas de 30 tipos celulares diferentes, incluyendo células somaticas
y germinales. Esta heterogeneidad celular se ve acentuada por la disparidad en la
representacion de los distintos tipos celulares, con algunos, como las
espermatogonias o las células en profase meiotica temprana, teniendo una presencia
mucho menor en comparacién con otras, como los espermatocitos paquiténicos y las
espermatidas %. Esta disparidad plantea desafios significativos para el aislamiento y
estudio de cada tipo celular de manera individual.

Con el fin de evaluar fluctuaciones en los niveles de expresion génica a lo largo de la
espermatogénesis, asi como de identificar genes de expresion especifica de las



distintas etapas mencionadas mas arriba, algunos de los estudios han comparado
ARNs totales del testiculo de individuos prepuberales de distintas edades 88797 |o
que se basa en atribuir los transcriptos encontrados en una edad y no en otra, a los
distintos tipos celulares que van apareciendo a medida que progresa la primera onda
espermatogénica. Sin embargo, esta aproximacién no permite discriminar con
exactitud qué tipo celular es el que esta expresando un determinado transcripto.
Ademas, fracasa en la identificacion de transcriptos pertenecientes a los tipos
celulares pobremente representados como los de profase meidtica temprana, que
quedan diluidos frente a los de los tipos celulares mas abundantes 8. Adicionalmente,
esta estrategia no toma en consideracion las complejas interacciones celulares dentro
del testiculo (por ejemplo, entre células de linea germinal y células de Sertoli), a
consecuencia de las cuales ciertos tipos celulares pueden cambiar sus patrones de
expresion al entrar en contacto con los nuevos tipos celulares que van apareciendo
99,100 Como un intento de superar estas limitaciones, algunos estudios han combinado
el uso de testiculos enteros de individuos de edades crecientes con un abordaje
computacional de deconvolucion, con el objetivo de convertir los perfiles de expresion
temporal en perfiles de expresion especificos de tipo celular 810" aunque, por
supuesto, el nivel de confiabilidad de los resultados es limitado.

A fin de poder realizar estudios moleculares en poblaciones celulares testiculares
especificas, otros abordajes se han basado en el desarrollo de diversos métodos de
purificacion celular a lo largo del tiempo. Uno de estos métodos es el proceso de
sedimentacion conocido como "STA-PUT", que implica la disociacién celular
mediante enzimas seguida de una sedimentacion basada en el tamafio celular en un
gradiente de seroalbumina bovina (BSA) '°2. Por ejemplo, Bao y colaboradores
utilizaron el método STA-PUT para obtener poblaciones celulares a partir de
testiculos de ratones de diferentes edades, seguido de un analisis de microarreglos

de secuencias de IncRNAs 193,

Un método alternativo de purificacidn celular, la elutriacidn, se lleva a cabo en un rotor
de centrifuga especial, con camara Unica lateral '%4. Es similar al STA-PUT, en el
sentido de que también se basa en la separacion de particulas segun su velocidad de
sedimentacion. En la investigacion de Soumillon y sus colegas %8, se empled la

elutriacion para obtener fracciones de espermatocitos paquiténicos y espermatidas



redondas de ratdn, con una pureza estimada del 70% y el 90%, respectivamente. La
elutriacion logra separaciones equivalentes a las obtenidas con el método STA-PUT
en menos tiempo y con un rendiemiento de mayor nimero de células '%4. Sin
embargo, en ambos procedimientos las poblaciones aisladas consisten
principalmente en células paquiténicas y espermatidas redondas (por ejemplo, no se
puede obtener células en profase meidtica temprana), y con un enriquecimiento

moderado 95,

Mas recientemente, ha surgido una metodologia innovadora para la purificacion de
células mediante citometria de flujo, que ha ganado prominencia como la tecnologia
predominante en la obtencién de fracciones de células testiculares enriquecidas o
completamente puras, con niveles de pureza superiores al 95% 9. Este enfoque, en
el cual nuestro grupo ha tenido un rol protagénico, ha revolucionado la obtencién de
poblaciones celulares en diversas etapas de la espermatogénesis, incluyendo las
etapas mas tempranas de la meiosis, es decir, el leptoteno y el cigoteno 1°51%7, La
separacion e identificacion de estas poblaciones celulares se basa en una variedad
de parametros como el tamafo y la morfologia celular, la complejidad interna, el
contenido de ADN (2C, 4C o C), y la compactacién de la cromatina. Para la marcacion
del ADN se utilizan tinciones con colorantes fluorescentes, siendo el Hoechst 33342
el mas comun, a pesar de su desventaja de requerir una excitacién en una longitud
de onda del ultravioleta, lo que plantea preocupaciones sobre posibles dafios en los

acidos nucleicos 18,

En nuestro laboratorio, se ha desarrollado un método innovador para la separacion
de células en diversos estadios de la espermatogénesis de roedores utilizando
citometria de flujo, con un nivel de pureza excepcionalmente alto. Este enfoque
comienza con una disgregacion mecanica del tejido testicular, eliminando la
necesidad de usar enzimas y contribuyendo a la preservacion de las macromoléculas.
Luego, las células en suspension se tifien con el colorante vital Viybrant DyeCycle
Green (VDG), el cual se excita en el espectro visible, evitando asi la exposicion a la
luz ultravioleta. Finalmente, las poblaciones celulares se separan y clasifican
mediante citometria de flujo, logrando niveles de pureza que alcanzan un 98-99%
108,109 Este método ha surgido como un logro significativo en nuestro grupo de trabajo



9 permitiéndonos llevar a cabo investigaciones precisas en el campo molecular de

la espermatogénesis.

1.3.2. Analisis transcriptomicos de la espermatogénesis

El desarrollo de las actuales tecnologias “dmicas” de alto rendimiento ha llevado al
reconocimiento de la gran complejidad del espermatozoide, que transporta miles de
ARNSs y proteinas 3.

La complejidad a nivel celular en el tejido testicular se refleja igualmente en su perfil
transcripcional. De hecho, se ha comprobado que los testiculos destacan por su
inmensa diversidad y complejidad transcriptomica, en comparacion con otros tejidos:
Expresan la mayor cantidad de genes tejido-especificos %' junto con una
abrumadora abundancia de INcRNAs 50.51:58.59.64.112113 ' Ademas, albergan una variada

gama de sncRNAs, como piRNAs y miRNAs 114119,

A pesar de las limitaciones metodologicas sehaladas mas arriba, los estudios
transcriptomicos han significado un importante aporte que contribuyé a revelar al
testiculo de los mamiferos como un sistema sumamente interesante para los analisis

de expresion génica diferencial:

o

Es el tejido con mayor numero de genes expresados en forma exclusiva, y en

forma diferencial, de todos los tejidos estudiados 58110.111.120.121 (Figura 5A).

b. Posee una cantidad abrumadora de proteinas de union a ARN %2,

c. Como hemos mencionado, alberga una variada gama de sncRNAs, como
piRNAs y miRNAs 419 De hecho, (en los mamiferos) los piRNAs se

expresan de forma casi exclusiva en el testiculo °.

d. La abundancia de IncRNAs es enorme en comparacion con otros tejidos
50,51,59.64,112,113 En ese sentido, seguln los estudios de RNAseq, el numero
predicho de IncRNAs para diferentes especies de vertebrados seria mucho
mayor en el testiculo que en cualquier otro érgano o tejido %8 (ver Figura 5A).



e. La expresion génica es regulada en gran proporcion a nivel postranscripcional,
habiéndose desarrollado en el testiculo algunos mecanismos originales de

regulacion postranscripcional como los mencionados mas arriba, entre otros
123

f. Posee la mayor tasa de procesamiento alternativo y cantidad de isoformas
tejido-especificas (Figura 5B) de entre todos los tejidos estudiados, en conjunto

con el cerebro 121124-126 ' 3] menos en ratén y en humano.
De manera interesante, se ha observado que la complejidad del transcriptoma
testicular en el ratdon se origina principalmente en los espermatocitos primarios, y en

particular, en las espermatidas redondas 8.

1.3.3. IncRNASs en la espermatogénesis

Durante la espermatogénesis se ha observado la existencia de IncRNAs altamente
representados, especificos de cada etapa (87), de los cuales se conoce muy poco o
nada de su funcionalidad, si bien se piensa que buena parte de los mismos estaria

involucrada en funciones regulatorias 7.

Como se ha muestra en la Figura 5A, un estudio realizado por Soumillon y
colaboradores %8 analiz6 el transcriptoma de multiples érganos en diversas especies
de mamiferos y aves, revelando que el testiculo es el 6rgano con la transcripcion mas
extensa del genoma. Este analisis mostro que el testiculo expresa una cantidad
significativamente mayor de IncRNAs en comparacion con otros tejidos y érganos,
destacando que los espermatocitos y las espermatidas son los tipos celulares con
mayor expresion de estos ARN no codificantes 2. Se ha confirmado que, durante el
desarrollo del testiculo, en roedores, los patrones de expresion de IncRNAs se
conservan evolutivamente, sobre todo en regiones promotoras, lo que sugiere una

importancia funcional clave para estas moléculas en la reproduccién 92127,
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Figura 5. El testiculo es el tejido con mayor numero de genes y variantes de
splicing expresadas. A) Numero de genes codificantes de proteinas y genes de
IncRNAs detectados en diferentes especies. El grafico de la izquierda muestra el
namero de genes codificantes de proteinas, mientras que el grafico de la derecha
representa el numero de genes de IncRNA predichos. Cada punto de color representa
un tejido diferente, y los iconos en la parte inferior identifican las especies incluidas en
el andlisis, que abarcan humanos, monos, roedores y gallos (imagen tomada de Soumillon et al.,
2013). B) Distribucion tisular del splicing alternativo en tejidos humanos. Se mide la
sobre-representacion de genes que contienen splicing alternativo en un tejido
especifico, en relacion con los niveles de transcritos de fondo. La imagen superior
corresponde a un estudio de ESTs (“expressed sequence tags”; Kan et al., 2005), mientras

que la imagen inferior corresponde a un estudio de RNAseq (Fiorea et al., 2013).

Diversos IncRNAs han sido caracterizados y vinculados a funciones criticas durante
la espermatogénesis. Por ejemplo, se ha observado que el silenciamiento del IncRNA
H19 provoca una reduccion en el numero de células dentro de los tubulos seminiferos
de bovinos. Este IncRNA regula la expresion del receptor IGF-1R, esencial para la
supervivencia de las células de Sertoli y espermatogénicas, influyendo directamente
en la capacidad reproductiva masculina '8, Estudios posteriores han revelado que la
alteracion de H19 puede estar relacionada con la infertilidad en humanos, debido a la

disfuncion en la proliferacién y maduracion de las células germinales 2.



Otro ejemplo relevante es el del IncRNA HongrES2, identificado en las células
testiculares de la rata. Este INcCRNA es procesado en un miRNA y desempeiia un
papel esencial en la capacitacibn y maduracidn de los espermatozoides.
Investigaciones recientes sugieren que este INCRNA esta involucrado en la regulacion
epigenética durante la espermatogénesis, lo que lo convierte en un blanco potencial
para terapias de tratamiento de la infertilidad masculina '%7.

Asimismo, el IncRNA Neat1 ha sido identificado como un regulador de la organizacion
nuclear en los espermatocitos, al formar dominios conocidos como paraspeckles que
modifican la transcripcion del ARNm. En el testiculo de la rata, Neat1 desempefia un
rol fundamental en la regulacién de la expresion génica durante la espermatogénesis,

lo que subraya su importancia en la fertilidad masculina '2°.

1.3.4. Splicing alternativo en la espermatogénesis

En el contexto de la espermatogénesis, se ha demostrado que el splicing alternativo
desempefia un papel crucial en la regulacion de la expresién génica y en la

maduracién de los espermatozoides.

Como hemos mencionado mas arriba, junto con el cerebro, los testiculos se
caracterizan por presentar la tasa mas elevada de splicing alternativo, tanto en el
humano como en el ratdn, lo que da origen a numerosas isoformas de ARN y
variantes de proteinas especificas de los testiculos, sujetas a regulacion temporal
80,130 En consonancia con esto, como también hemos sefialado, los testiculos
expresan una notable cantidad de proteinas de union a ARN especificas y
rigurosamente reguladas, incluyendo variantes de splicing unicas o expresadas de

manera diferencial 121.130-133

Se ha observado que varios genes de expresion especifica de la espermatogénesis
exhiben splicing alternativo, incluyendo genes involucrados en la regulacion de la
meiosis, la movilidad espermatica y la fecundacion '34. Por ejemplo, el gen PIWIL1,
que desempeina un papel crucial en la maduracién de los espermatozoides de los
bovinos, presenta diversas variantes de splicing que estan relacionadas con la

capacidad de fecundacion '35,



De modo interesante, se han identificado variantes de procesamiento testiculo-
especificas que codifican isoformas con localizacion y funcion diferentes de las de
sus isoformas somaticas. Solo por citar un ejemplo, se conoce una isoforma
especifica del testiculo de la poli(A) polimerasa (TPAP) que se localiza en el
citoplasma, en contraste con la localizacion nuclear de la isoforma somatica '23. En
ese sentido, se ha planteado que las células espermatogénicas poseen la capacidad
de reclutar proteinas preexistentes para desempefar nuevos roles, relacionados con

la funcion del espermatozoide 121136,

Ademas, se ha relacionado la alteracién del splicing con trastornos testiculares
patoldgicos 80:121.130,133,137-139 Ge ha observado que los patrones de splicing pueden
estar alterados en casos de infertilidad, especialmente en situaciones de disfuncién
en la espermatogénesis, lo que sugiere su relevancia en la regulacion de la

espermatogénesis normal y en la etiologia de la infertilidad €°.

Un dato curioso que ha surgido, se relaciona con la retencion de intrones en la
espermatogénesis. Si bien ésta existe en otros tejidos, juega en éstos un rol
completamente diferente: en la mayoria de los tejidos es un mecanismo para regular
a la baja la expresion, dado que al ser los ARNm exportados al citoplasma con un
intron retenido, se convierten en blancos para el mecanismo de degradacion de
transcriptos con codones Stop prematuros, o NMD %0, Sin embargo, se ha reportado
que en la espermatogénesis la retencion de intrones jugaria un rol en la regulacion
temporal de la expresion de mensajeros. En las células espermatogénicas, y
especialmente en las meidticas, ARNs con un intron no procesado quedarian
retenidos por largos periodos en el nucleo, para su posterior procesamiento y
exportacion tardias al citoplasma, en el momento en que se requiere la sintesis de la

proteina 141142,

Sorprendentemente, el procesamiento alternativo a lo largo de la espermatogénesis
ha sido muy escasamente estudiado. Si bien de los varios estudios que han analizado
la diversidad transcriptomica testicular a lo largo de la progresidon de la
espermatogénesis, algunos incluyeron una identificacion y/o caracterizacion
preliminar del procesamiento alternativo 58:87.90.143-145 " g6lo un nimero muy limitado

de estudios ha abordado un analisis mas detallado 8134146 Mas aun, dichos estudios



se basaron principalmente en enfoques de deconvolucion computacional 8, o en

conjuntos de datos ya disponibles en repositorios '34.

En sintesis, el splicing alternativo representa un mecanismo crucial en la regulacion
de la expresion génica y la maduracién de los espermatozoides, y su perturbacion
puede estar asociada con trastornos en la espermatogénesis e infertilidad. No
obstante, a pesar de que los estudios moleculares dirigidos a identificar y caracterizar
las variantes de splicing en genes especificos de la espermatogénesis son esenciales
para una mejor comprension de estos procesos y para el desarrollo de posibles
enfoques terapéuticos para la infertilidad, este proceso ha sido muy pobremente
estudiado a lo largo de la espermatogénesis.

1.4. Antecedentes directos

A partir de la metodologia desarrollada por nuestro grupo para la separacion de
estadios celulares de distintas etapas clave de la espermatogénesis, se generaron
transcriptomas a lo largo de la espermatogénesis del raton (Mus musculus) utilizando
cuatro poblaciones celulares altamente purificadas, correspondientes a 4 etapas:
espermatogonias (células premeio6ticas) y células somaticas testiculares (ambos tipos
celulares son 2C en contenido de ADN), profase meidtica temprana (leptoteno-
cigoteno: LZ), profase meittica media (espermatocitos en paquiteno: PS; “pachytene
spermatocytes”), y células posmeioticas (espermatidas redondas: RS; “round
spermatids”). Estos estudios demostraron, entre otras cosas, que la incidencia de la
regulacion postranscripcional en la espermatogénesis es mucho mayor aun de lo que
se conocia previamente . Sin embargo, las genotecas generadas no eran
especificas de hebra, lo que no permitia conocer la direccién original de la
transcripcion. En consecuencia, estas genotecas no resultaban adecuadas para el
estudio de ARNs no codificantes, asi como tampoco eran ideales para el ensamblaje
de transcriptos nuevos. Debido a que muchos IncRNAs se transcriben a partir de
hebras antisentido, e, incluso, solapando con genes de transcriptos codificantes 47,

al emplear genotecas no direccionales resulta imposible saber si un transcripto



proviene de una hebra sentido o anti sentido, y se corre el riesgo de generar una

quimera con los solapantes.

Se procedi6 entonces a generar nuevamente los transcriptomas de las cuatro
poblaciones testiculares de raton mencionadas, en altisimo grado de pureza y con
tres réplicas biologicas para cada poblacion (12 transcriptomas), pero esta vez se
produjeron genotecas especificas de hebra. El estudio de los transcriptomas
obtenidos permitié realizar un analisis de transcriptos no codificantes, poniendo en
evidencia la existencia de IncRNAs de expresion diferencial de cada una de las etapas
analizadas. Este estudio revel6 que la gran mayoria de los IncRNAs diferenciales
identificados correspondia a las células posmeioticas #8. No obstante, es importante
destacar que dicho analisis se basé unicamente en los transcriptos anotados en las
bases de datos.

Para el presente trabajo de tesis nos propusimos reanalizar los datos crudos
disponibles de las genotecas direccionales realizadas por nuestro grupo "4, para
ensamblar transcriptos y genes nuevos, y asi estudiar en mayor profundidad el

universo aun no dilucidado de la espermatogénesis.

Es asi que se presenta un analisis integral de la expresion génica en la
espermatogénesis del raton. Particularmente, se hizo énfasis en la identificacion de
genes codificantes “nuevos”, variantes de splicing y IncRNAs. Dado que el ratén es el
modelo por excelencia para los estudios de gendomica y transcriptbmica en
mamiferos, los resultados representan un importante aporte al conocimiento de la
diversidad transcriptomica durante la espermatogénesis de los mamiferos. Mas aun,
teniendo en cuenta que el testiculo se ha revelado como el tejido mas complejo en
términos de expresion génica de entre todos los tejidos estudiados, este trabajo
constituye una aproximacion al estudio de la complejidad real del transcriptoma en los

mamiferos.



2.HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipotesis de trabajo

Dado que el testiculo es un tejido de una inmensa complejidad, cuya totalidad de
funciones y mecanismos regulatorios especificos aun no han sido completamente

esclarecidos, proponemos que:

a. Existe una gran cantidad de variantes de splicing expresadas de manera
especifica o diferencial en las distintas etapas de la espermatogénesis del
ratdbn, una parte considerable las cuales no ha sido identificada hasta el
momento. Estas variantes podrian estar desempefiando funciones cruciales y

hasta ahora no descritas;

b. Existen genes involucrados en la espermatogénesis que aun no han sido

siquiera anotados.
En definitiva, mediante la confirmacién de estas hipétesis, pretendemos demostrar

que la complejidad transcriptomica durante la espermatogénesis es aun mayor que lo

reportado hasta ahora.

2.2. Objetivo general

Contribuir a la comprensién a nivel molecular de la espermatogénesis de los
mamiferos, en particular en relacion a los patrones de expresion génica diferencial

durante la misma.

2.2.1. Objetivos especificos

a. Analizar las especies de ARN presentes en diversas etapas representativas

de la espermatogeénesis del raton.



. ldentificar los ARNs hasta el momento sin anotacion.

. Analizar el potencial codificante de los transcriptos hasta el momento no
anotados, e identificar isoformas potencialmente relevantes para la
espermatogénesis.

. Identificar ARNs no codificantes largos (IncRNAs) no anotados, especificos
de las diferentes etapas de la espermatogénesis.

. Analizar comparativamente los transcriptomas de las diferentes etapas de la
espermatogénesis.

Confirmar por técnicas alternativas resultados obtenidos en los puntos

previos.



3.MATERIALES Y METODOS

3.1. Analisis transcriptomicos

3.1.1. Datos crudos

Los datos crudos utilizados en esta tesis fueron obtenidos de bibliotecas de RNAseq
especificas de hebra, generadas a partir de poblaciones celulares puras del testiculo
de ratones (Mus musculus) CD1-Swiss.

Para la confeccion de las bibliotecas se seleccionaron etapas clave a lo largo de la
espermatogénesis del raton, y se obtuvieron poblaciones celulares puras
correspondientes a las distintas etapas de interés mediante clasificacion por
citometria de flujo. Las poblaciones celulares analizadas fueron: una poblacion con
contenido de ADN 2C, consistente en espermatogonias y células somaticas
testiculares (le llamaremos poblacion 2C); una poblacion de células en profase
meiotica temprana, es decir, espermatocitos en leptoteno y cigoteno (poblacion LZ);
una poblacion de espermatocitos en profase meidtica media, es decir, paquiteno
(poblacion PS, del inglés: “pachytene spermatocytes”); y, por ultimo, una poblacién
de células posmeidticas, especificamente espermatidas redondas (poblacion RS, del
inglés: “round spermatids”). Es importante sefalar que la poblacién 2C se componia
de una mezcla heterogénea de tipos celulares (distintos tipos de espermatogonias,
diferentes tipos celulares somaticos), y fue usada como control de los transcriptos
expresados en células somaticas y pre-meioticas. Dicha poblacion fue obtenida de un
pool de hasta cinco individuos de 12-14 dias posparto (dpp). La seleccion de animales
de esta edad para la obtencion de esta poblacién fue intencional, para excluir la
posibilidad de que la misma pudiera contener espermatocitos secundarios, que
también son 2C pero aun no estan presentes a esa edad temprana. Las poblaciones
celulares LZ y PS se obtuvieron a partir de animales de 15 a 19 dpp, edad en la que
estos tipos celulares estan mas representados en el total de células testiculares.
Finalmente, la poblacion RS se obtuvo de animales de 22 a 24 dpp, edad en la que
ya hay espermatidas redondas, pero aun no se detectan espermatozoides.



Las librerias fueron generadas mediante el kit Ovation RNA-Seq 1-16 for Mouse
(NuGEN, CA EE. UU.), especifico para la obtencion de librerias especificas de hebra,
y las mismas se secuenciaron en la empresa Fasteris (Suiza) en una plataforma
lllumina Hi-Seq 4000 durante el trabajo de Trovero y colaboradores 8. En total, se
utilizaron 12 bibliotecas que correspondian a las cuatro poblaciones celulares, cada
una con tres réplicas biologicas, y los datos crudos fueron almacenados en el
repositorio Sequence Read Archive (SRA) del NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra), con nimero de acceso PRJNA548952 148,

3.1.2. Datos crudos de otros trabajos, para estudios de reproducibilidad

Conjuntamente con los datos antes mencionados, se emplearon datos crudos de una
publicacién de Chen y colaboradores %, descargados del repositorio de datos de
expresion  génica Gene  Expression  Omnibus (GEO) de  NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gen/) con el ID de acceso: GSE107644. Los mismos
fueron obtenidos mediante secuenciacion de ARN de célula unica (single-cell RNA-

seq), y generados con base en el método Smart-seq2, con algunas modificaciones *°.

Por otra parte, los datos crudos de da Cruz y colaboradores 8° se descargaron del
repositorio SRA, con numero de acceso PRJNA317251. Estos datos habian sido
generados por nuestro grupo mediante una amplificacion lineal de ARNs utilizando el
sistema Ovation RNA-Seq v2 (NuGEN, San Carlos, CA), a partir de poblaciones
celulares de alta pureza de distintas etapas espermatogénicas clasificadas por
citometria de flujo. Las librerias fueron construidas y secuenciadas en Macrogen

(Sedl, Corea).

Los datos crudos de estos dos trabajos se utilizaron unicamente para efectuar
comparaciones con los nuestros, segun se detalla mas abajo, y no fueron incluidos
en los analisis generales por no proceder de bibliotecas direccionales, entre otras
diferencias.

3.1.3. Procesamiento de datos




Un esquema general del flujo de trabajo (pipeline) bioinformatico seguido, se
representa en la Figura 6.

El analisis de los datos se centré en moléculas = 200 pb, lo cual incluye los ARNm y
los IncRNAs. No fueron incluidos los ARNs de menor tamafio, ya que ni el método de
extraccion de ARN, ni el método construccion de bibliotecas, eran adecuados para

ello.

Para el recorte por calidad de secuencia, eliminacidén de codigos de barra y
adaptadores, fue empleado TrimGalore '%°. Se trabajé con lecturas pareadas
mediante la opcion “-paired”, reteniendo todas aquellas en las que, al menos, una de
las lecturas del par, superara todos los controles de calidad. En estos casos, las
lecturas no pareadas se conservaron mediante la opcion “-retain_unpaired”. La linea

utilizada fue:
“trim_galore --paired $lib'_1.fastq' $lib' 2.fastq' --retain_unpaired”
Las lecturas que pasaron el control de calidad (FastQC, Q > 28) se mapearon con

HISATZ2 (http://daehwankimlab.github.io/hisat2/) (Figura 6), utilizando los parametros
dta (ensamblaje de transcriptos corriente abajo). Realizamos un alineamiento guiado

por el genoma, utilizando tanto lecturas pareadas como no pareadas para cada
poblacién celular (de forma de emplear el maximo de lecturas posibles). Se utilizo el
genoma de ratdn anotado en Ensembl (version Grcm38.92) como genoma de
referencia. La linea empleada fue:

“hisat2 --dta -x /media/Disco5/carlos/referencia/referencia/grcm38/genome -1
160930_SNK268 B L007_JCB-14_R1_val_1.fq.gz -2
160930_SNK268 B L007_JCB-14_R2 val_2.fq.gz -U

160930_SNK268 B_L007_JCB-
14_R1_unpaired_1.fq.gz,160930_SNK268 B L 007_JCB-14_R2_unpaired_2.fq.gz -
S 14.sam”



Utilizamos Strawberry '° para ensamblar nuevos transcriptos guiado por genoma,
empleando un minimo de 10 lecturas como soporte por sitio de empalme y por exon
(ver Figura 6). Para generar una referencia unica de nuestros ensamblajes, usamos

StringTie con la opcion de fusion '°'. Se empled la siguiente linea:

“strawberry -o ./strawberry _newas/$lib -g
/media/Disco7/carlos/referencia/HISATZ2_index_primary_as/Mus_musculus.GRCm3
8.92.gtf -p2 --fr $lib’.bam"

Por ultimo, para evaluar si los datos generados eran reales o no, se utilizaron
diferentes umbrales de profundidad. Se observd que los resultados no cambiaron
sustancialmente entre diferentes coberturas por profundidad (Figura 7), por lo cual
nos decidimos a emplear una cobertura minima de 10x, la cual consideramos

suficientemente sélida para proceder con nuestros analisis.
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Figura 6. Pipeline bioinformatico. El flujo de trabajo comenzd con los datos de secuencias en

formato FASTA, que se alinearon con el genoma de referencia (GRCm38) utilizando el software
HISAT2. A partir del alineamiento, los transcriptos se ensamblaron mediante Strawberry y
luego se combinaron en una referencia unificada utilizando StringTie-merge. La nueva
referencia en formato GTF fue procesada para generar una tabla de cobertura con StringTie-
eB, la cual fue utilizada por Ballgown para analizar la expresion diferencial de los transcriptos.
En paralelo, se extrajeron todos los transcriptos en formato FASTA mediante gffread, para
predecir el potencial codificante utilizando multiples herramientas: TransDecoder, CPC2,
CPAT, y LnaDeep. Para la identificacion de eventos de splicing alternativo, se utilizd rMATS.
El resultado del analisis del potencial codificante se validd contra los datos proteémicos
mediante MaxQuant, y se realizo la confirmacion de eventos de splicing alternativo.
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Figura 7. Grafico semilogaritmico de los transcriptos identificados vs. la cobertura,
para siete diferentes umbrales de abundancia de transcriptos. El eje de ordenadas

(abundancia de ARN) indica la escala logaritmica (log,) del niumero de transcriptos.

3.1.4. Matriz de correlacion

Se construy6 una matriz de correlacidon en R Bioconductor (http://www. R-project.org),
calculando el coeficiente de correlacidon de Pearson entre la expresion en FPKM
(Fragments Per Kilobase per Million mapped) de cada transcripto en cada una de las
12 muestras, con el fin de apreciar la fuerza de las correlaciones entre nuestras

réplicas.

3.1.5. Saturacion de transcriptos

Estimamos la saturacién de los transcriptos mediante la rarefaccion de las lecturas,
con el objetivo de determinar si se alcanzaba la saturacion en las cuatro poblaciones
celulares y descartar posibles artefactos. Para este propdsito, se realizaron recuentos
con FeatureCounts '%? utilizando datos de este estudio, y comparandolos con los de
da Cruz y colaboradores 8°. Se emplearon las siguientes condiciones: -O asigna las



lecturas a todas sus metafunciones superpuestas; -s0 indica lecturas sin orientacion
especifica; -t especifica el tipo de caracteristica(s) en una anotacion GTF; y -g indica
el tipo de atributo en la anotacion GTF, con la referencia que generamos previamente.
Posteriormente, en R, utilizamos la funcion "estimate saturation" de la biblioteca
RNAseQC '3, que permite realizar un corte por profundidad y asi observar como
ocurre la deteccion de transcritos en funcion del numero de lecturas. La linea utilizada

en este caso fue:

“featureCounts -O -s0 -t transcript -g transcript_id -p -T 8 -a
/media/Disco5/Disco7_Azul/carlos/map_HISAT2/map_HISAT2_primary/strawberry
newas_10/straw_primary_merge_10.gtf -o count_straw10/count_straw10_Irene
SRR34376992C.bam SRR3437700LZ.bam SRR3437701PS.bam
SRR3437702RS.bam”

3.1.6. Analisis de componentes principales (PCA)

Se compararon nuestras listas de RNAseq con las de otro estudio en el que se
analizaron diferentes etapas espermatogénicas a nivel de scRNA-seq °°, empleando
sus datos crudos. Los datos sin procesar de ese estudio fueron mapeados con la
misma metodologia que utilizamos para mapear nuestros propios datos. A
continuacion, se realizé el conteo de nuestros datos y los de scRNA-seq, con nuestro
ensamblaje como referencia, utilizando HTseq-counts 154, Las listas generadas fueron
normalizadas con el paquete limma para R '%5. Se gener6 un andlisis de componentes
principales (PCA) utilizando Seurat, que emplea los valores de CPM (Counts Per

Million) normalizados, y en escala logaritmica como entrada %,

3.1.7. Deteccion de variantes de splicing, y analisis del potencial

codificante

En la evaluacion de las variantes de splicing, se empled el software rMATS
(http://rnaseqg-mats.sourceforge.net/) con sus configuraciones por defecto (ver Figura
6). Para la determinaciéon del numero de transcriptos por gen, para transcriptos
codificantes y no codificantes, los representamos normalizados como el porcentaje

del total de transcriptos en cada categoria. Se realiz6 una prueba T para calcular los



valores estadisticos entre los tipos de células utilizando sus réplicas. Por otro lado,
para la visualizacién de la estructura y expresion de transcriptos en el analisis
individual de un gen, se aplico la funcidn PlotTranscripts, segun lo descrito por Pertea
y colaboradores %'

El archivo GTF de referencia, que contenia nuestro ensamblaje, se transformé en un
archivo FASTA mediante el uso de gffread, segun la metodologia propuesta por
Pertea & Pertea en 2020 '%’. Este archivo FASTA se utiliz6 como entrada para
diversos paquetes de software (ver Figura 6), con el proposito de clasificar los nuevos
transcriptos dentro de la categoria de codificantes, o de la de no codificantes. Con
este objetivo, se implementd, simultdneamente, el uso de cuatro paquetes de
software distintos: i) TransDecoder, el cual se basa en GeneMarkS-T, y ofrece una
alta precision en la identificacidn de regiones codificantes y en la prediccion de sitios
de inicio de traduccion '%8; ii) CPC2, un programa de rapido procesamiento, con una
alta precision especialmente para transcriptos largos no codificantes, siendo ademas
el modelo de CPC2 neutral con respecto a la especie '%; iii) LncADeep, que predice
las proteinas con las que interactta un IncRNA utilizando redes neuronales
profundas, basandose en informacién tanto de secuencia como de estructura, e
integra el analisis de enriquecimiento de vias KEGG y Reactome, asi como la
deteccion de mddulos funcionales, con las proteinas predichas como interactuantes
160: vy iv) CPAT, que utiliza un modelo de regresion logistica basado en cuatro
caracteristicas de la secuencia, que son el tamafo del marco abierto de lectura, la
cobertura del marco de lectura abierto, estadistica TESTCODE de Fickett, y sesgo en
el uso de hexameros "', Los cuatro paquetes de software se utilizaron con sus ajustes
predeterminados. En los analisis subsiguientes, unicamente se considero la
interseccion de los resultados obtenidos con los cuatro paquetes de software, con el
fin de asegurar una mayor confiabilidad de los resultados obtenidos en relacion al

potencial codificante de cada uno de los transcriptos en estudio.

3.1.8. Diagramas de Venn

Se generaron diagramas de Venn mediante el empleo del software Bioinformatics &
Evolutionary Genomics, accesible en

http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/.




3.1.9. Anotacion primaria, y prediccion estructural de proteinas putativas

Con la intencion de evaluar la funcionalidad de los genes no anotados, llevamos a
cabo una anotacién primaria mediante Trinotate %2, haciendo uso de todos los
métodos y bases de datos disponibles, sin importar la especie (BLASTX,
SWISSPROT, RNAMMER, prot_id, BLASTP, Pfam, SignalP, TMHMM, eggNOG,
KEGG, Gene Ontology BLAST, Gene Ontology Pfam). Posteriormente, para
comparar las distintas categorias de transcriptos entre si y entre las distintas
poblaciones celulares, generamos un diagrama de caja (boxplot) mediante ggplot '63.
En este analisis, que incluyé comparaciones estadisticas de las medias, empleamos

ggpubr 14,

En el caso de las proteinas predichas para las que no se obtuvo una anotacion
primaria a través del analisis masivo, realizamos posteriormente una busqueda
manual mediante BLASTP.

En cuanto a la modelizacidén de las proteinas predichas, recurrimos a Swiss-Model
(https://swissmodel.expasy.org/interactive), y para llevar a cabo un analisis de los

dominios proteicos putativos, empleamos Pfam (http://pfam-legacy.xfam.org).

3.1.10. Analisis de expresion diferencial

Se realizé un analisis de expresidn diferencial entre las cuatro poblaciones celulares
testiculares, mediante comparaciones por pares en orden cronolégico, a lo largo de
la evolucién de la primera onda espermatogénica (LZ vs 2C; PS vs LZ; RS vs PS), y
utilizando el software Ballgown 151, Se aplic un criterio de cambio de expresion (fold
change: FC) log2 (FC) 22 o =-2, junto con un valor de q < 0.05, para filtrar los genes
diferencialmente expresados (DE). Asimismo, se implemento un filtro adicional de
cobertura minima de 10X.



3.2.Ensayos de mesada

3.2.1. Animales de laboratorio

Los animales empleados durante la presente tesis fueron ratones CD1 Swiss de 30
dpp y 60 dpp, adquiridos del bioterio del instituto de Higiene de la Universidad de la
Republica (UdelaR), Uruguay. La eutanasia de los ratones se llevd a cabo por
dislocacion cervical en estricto acuerdo con las normas del Comité de Etica en el Uso
de Animales (CEUA) del Instituto de Investigaciones Biologicas Clemente Estable
(IBCE), bajo las regulaciones establecidas en la Ley Nacional de Experimentacion
Animal N°18611. El protocolo de experimentacion fue aprobado por la Comision
Nacional de Experimentacion Animal del Instituto de Investigaciones Biologicas
Clemente Estable (protocolo 001/02/2012; codigo: 008/11;

http://www.cnea.org.uy/index.php/instituciones/registro/10).

3.2.2. Confirmaciéon experimental de variantes de splicinqg por RT-PCR

Para confirmar la existencia de las variantes de empalme seleccionadas, disefiamos
cebadores especificos para PCR con el objetivo de amplificar, tanto los transcriptos
recién identificados, como aquellos ya anotados. Los cebadores disefiados se

detallan en el Anexo, Tabla S1.

El disefio de los cebadores se realiz6 empleando Primer Blast

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), software que también se emple6

para evaluar la especificidad de los mismos. Posteriormente se evaluaron las

condiciones fisicoquimicas predichas para cada par de cebadores, utilizando el

programa OligoAnalyzer 3.1 (https://www.idtdna.com/calc/analyzer).

Se obtuvieron fracciones celulares altamente puras de cada una de las poblaciones
analizadas (2C, LZ, PS y RS), a partir de individuos de las mismas edades que los
empleados para la confecciéon de las librerias de secuenciacion. Las fracciones
celulares se purificaron mediante citometria de flujo, utilizando las técnicas de

clasificacion celular desarrolladas en nuestro laboratorio y previamente descritas 8.



Brevemente, se prepararon suspensiones celulares por disgregacion mecanica
mediante un dispositivo Medimachine (Becton Dickinson, EE. UU.), y las mismas se
tineron con el colorante vital Vybrant DyeCycle Green (VDG; Invitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, CA, EE. UU.) durante 1 hora, incubandolas a 35°C con leve
agitaciéon a 80 revoluciones por minuto (rpm), segun lo descrito en publicaciones
previas del grupo 199148 | a clasificacion se llevo a cabo en un citdbmetro de flujo MoFlo
Astrios EQ (Beckman Coulter) en modo de purificacion, el cual permite maximizar la
pureza. Se obtuvieron triplicados de cada una de las poblaciones, con 3.000 células

por muestra.

Las fracciones celulares clasificadas se utilizaron para la realizacion de RT-qPCR
confirmativa mediante el kit Power SYBR Green Cells-to-Ct (Ambion-Life
Technologies, CA EE. UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante, y utilizando
cebadores aleatorios para la sintesis de ADNc de cadena simple. La reaccion de
transcripcion reversa se llevdo a cabo en un volumen final de 40 pyL segun las
recomendaciones del fabricante. Se emplearon 2 yL de ADNc en cada reaccion de
PCR en un volumen final de 20 pL, segun las indicaciones del kit. Las reacciones de
transcripcion reversa y PCR se realizaron utilizando un sistema de deteccion de PCR
en tiempo real CFX96 Touch (BioRad, Hercules, CA, EE. UU.), con triplicados

bioldgicos.

Si bien la confirmacion de las variantes de empalme podria haberse realizado por RT-
PCR a tiempo final, optamos por utilizar este kit de RT-qPCR debido a su alta
sensibilidad, considerando el bajo numero de células clasificadas (este kit es ideal
para amplificar ARNs a partir de cantidades pequeias de células). Las reacciones de
PCR luego se sometieron a analisis en geles de agarosa convencionales para la
visualizacion de las variantes de splicing (similar a un PCR a tiempo final), y se tifieron
con GelRed al 10% (Biotium, Fremont, CA, EE. UU.) segun los procedimientos
habituales.

3.2.3. Diseino y produccion de anticuerpos

Para la sintesis de péptidos y generacion de anticuerpos especificos contra la
probable isoforma proteica no anotada de MSHS, se recurri6 al servicio de GenScript



(Piscataway, NJ, EE. UU_;

https://www.genscript.com/?src=google&utm source=google&utm medium=cpc&ut

m campaign=GenScript new&jiraid=12194&gad source=1&qgclid=CiwKCAjwufg2Bh
AmMEiwANZqw8rCZEYtsXL jiHOWObE2gL KgeY4HhstwBe9sdHOU8wiexVVcFSojho
Cs2YQAvVD BwE).

Con ese objetivo, se disefiaron péptidos contra la regidbn amino-terminal de la misma,

que no poseia homologia con las variantes ya anotadas.

Seleccionamos dos péptidos (SFSRPGDPVDVPAAC y CSGIGPCLPPGRPVG), los
cuales se inocularon como antigenos en conejos para generar los anticuerpos
primarios. Una vez generados los anticuerpos, los mismos se purificaron por afinidad.
Los detalles de la generacion y purificacion de los anticuerpos se encuentran
disponibles dentro de los servicios ofrecidos por GenScript, en el link indicado mas

arriba.

3.2.4. Inmunofluorescencia

Testiculos de ratones de 30 dpp y 60 dpp fueron desprovistos de su tunica albuginea,
y seccionados en fragmentos de aproximadamente 3 mm de diametro. Los mismos
fueron fijados por inmersién en buffer PHEM (60 mM PIPES, 2 mM HEPES, 10 mM
EGTA, 2 mM MgCI2, pH 7,4) con paraformaldehido al 4%, toda la noche a 4°C. Luego
se procedio a infiltrar el tejido con sacarosa para crio-protegerlo, primero en PHEM al
15% durante 1:30 horas a 4°C, y luego en solucion PHEM con sacarosa al 30%, toda
la noche a 4°C. Posteriormente, las muestras fueron infiltradas en medio de inclusion
puro (Jung Tissue Freezing Medium, Leica Microsystems Nussloch GmbH,
Alemania). El tejido se coloco en un molde en medio de inclusion nuevo, y se congelo
a-20°C. Se realizaron criosecciones de 10 ym de espesor en criostato (SLEE, medical
GmbH, Alemania). Las criosecciones, recogidas sobre portaobjetos pretratados con
sustancias adherentes (poli-L-Lisina, Invitrogen), se mantuvieron a -20°C hasta el

momento de realizar la inmunofluorescencia.

Las criosecciones fueron permeabilizadas en PHEM con 0,1% de Tween 20 durante

10 minutos a temperatura ambiente. Luego, se bloquearon los grupos aldehido y



cetona libres con PHEM conteniendo 1% de borohidruro de sodio (213462, Sigma
Aldrich, Saint Louis, EE. UU.), durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se bloguearon las uniones inespecificas con buffer de incubacion
(PHEM con 0,1% de BSA y 50 mM de glicina) conteniendo 5% de suero normal de
cabra durante 30 minutos a temperatura ambiente. Los cortes fueron incubados
durante 16 horas a 4°C con los anticuerpos especificos. El exceso del anticuerpo
primario se lavo en PHEM con 0,1% de Tween 20 y 50 mM glicina, seguido de una
incubacion de 1 hora a temperatura ambiente con PBS 1X conteniendo el anticuerpo
secundario (anti-conejo conjugado a Alexa 488; A-11034, Invitrogen), diluido 1:1000,
y con DAPI 1 ug/mL. El exceso de anticuerpo secundario fue removido por sucesivos
lavados en buffer PHEM con 0,1% de Tween 20 y 50 mM glicina. Se elimind el exceso
de humedad, y se realizé el montaje definitivo con Prolong Gold Antifade (P36961,

Invitrogen).

Las imagenes de microscopia laser confocal se obtuvieron utilizando un microscopio
Zeiss LSM 800 (Carl Zeiss Microscopy, Alemania), equipado con un objetivo de
inmersion en aceite de 63X y una apertura numeérica de 1.4. Para la excitacion, se
emplearon laseres de 405 nm y 488 nm. Las fotografias fueron capturadas con una
camara digital en color Axiocam 506 (Carl Zeiss Microscopy), con una resolucién de
1024 x 1024 pixeles, a partir de secciones individuales o consecutivas en el eje z con
distancia variable (stacks). El procesamiento inicial de las imagenes se realiz6 con el
software Zen 2.3 (Carl Zeiss). Posteriormente, se procedié al analisis de las imagenes
con el software Fiji ImagedJ %%, con el cual se observaron en mas detalle, se generaron

imagenes 3D y proyecciones.

3.2.5. SDS-PAGE y Western Blot

Los testiculos de ratones macho de 30 dpp se disecaron, se les extrajo la tunica
albuginea, y se disgregaron mecanicamente en buffer de Laemmli 4X (Tris base pH
6,8 278 mM, SDS 4,4%, glicerol 44,4%, 2-mercapto-ethanol 10%, azul de bromofenol
0,02%), por pipeteado. Se procesaron fragmentos igualados en peso (~0,02 g — 0,03

g), ¥ se homogeneizaron en igual relacién masa/volumen.



Los lisados de proteinas, en una cantidad correspondiente a 7,5 x 10° células
aproximadamente, en buffer de Laemmli, fueron cargados en geles de SDS-PAGE al
12%. Los geles se corrieron a 110 V hasta el borde del gel apilador, y luego a 100 V
hasta que el estandar de 25 kDa llegara a la parte inferior del gel. El control estricto
de la longitud de la corrida fue para mejorar la separacion de las proteinas, ya que se
esperaban unos pesos moleculares de alrededor de 75 kDa para la proteina MSH5
canodnica y 39 kDa para la MSHS5 no anotada.

Los geles de proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa Amersham
Protran (GE10600002, Sigma-Aldrich) mediante transferencia liquida, por el método
convencional (Matsudaira, 1987) a una tension de 100 V durante 45 minutos
empleando buffer Towbin (Tris 0,025 M, glicina 0,192 M, metanol 20%) como buffer
de transferencia. Se utilizé para la transferencia el sistema Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell (BioRad). Luego de la transferencia, las membranas se
tineron durante 5 minutos en solucién de Rojo Ponceau S (Sigma-Aldrich) al 0,1% en

acido acético para verificar la calidad de la misma.

Las membranas se incubaron a 4°C en TBST (Tris pH 7,4 100 Mm, NaCl 1,5 M, Tween
20 1%) con leche 10% durante 16 horas, para bloquear. Al dia siguiente, las
membranas en TBST/leche se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora con
agitacion. Después de realizar dos lavados breves con TBST, se procedio a incubar
las membranas con el anticuerpo primario detallado previamente, diluido en TBST a
una dilucion 1:2.000. Las incubaciones se efectuaron durante 1:30 horas a
temperatura ambiente con agitacion. Se realizaron dos lavados de 15 minutos cada
uno con TBST, y se incub6 con un anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a
peroxidasa de rabano (34085 de Pierce, Thermo Fisher Scientific, con una dilucién
1:10.000) en TBST/leche durante 45 minutos. Después de realizar dos lavados de 15
minutos con TBST, se reveld mediante el kit SuperSignal West Pico (Thermo Fisher
Scientific), dejando actuar la solucion reveladora durante 5 minutos. Finalmente, las
imagenes se visualizaron en el equipo Ibright 1500FL (Thermo Fisher Scientific),

mediante la opcidon para quimioluminiscencia.



3.3. Analisis protedmicos

Para estos estudios, se emplearon datos crudos de protedmica shotgun de testiculo
de ratén obtenidos por Giansanti y colaboradores '8, los cuales fueron descargados
del repositorio de la Proteomics Identifications Database (PRIDE) de EMBL-EBI, con
el ID de acceso PXD030983
(https://www.ebi.ac.uk/pride/archive/projects/PXD030983).

Los archivos descargados fueron los siguientes:
01938_GG2_P020143_S00_R10_R1.raw
01938_GG1_P020143_S00_R07_R1.raw
01938_GF4_P020143_S00_R27_R1.raw
01938_GF3_P020143_S00_R22_R1.raw
01938_GF1_P020143_S00_R06_R1.raw
01938_GF2_P020143_S00_R11_R1.raw

Los datos crudos de protedmica fueron analizados utilizando el software MaxQuant

(https://www.maxquant.org/). Las muestras se cargaron individualmente como

muestras independientes dentro de un mismo grupo experimental. Se emplearon los
parametros por defecto del programa, en donde se incluyen FDR menor a 0,01, cuatro
corridas por muestra para mejorar el analisis y quedarnos con los resultados mas
confiables, al menos un péptido por proteina, y se tomd en cuenta que las muestras

habian sido previamente digeridas con tripsina.

Para el analisis se empled una referencia personalizada, la que fue generada durante
la anotacion primaria utilizando Trinotate 162, Dentro de la misma se incluyen todas
las proteinas codificantes anotadas, asi como también las traducciones in silico de los
transcriptos con alto potencial codificante. Con esta referencia se generaron péptidos
tripticos in silico, los cuales fueron empleados para el “macheo” con el resultado
obtenido por espectrometria de masas descargado previamente, de modo de realizar

la identificacion de los péptidos.



4. RESULTADOS

Con el objeto de contribuir a la comprensién a nivel molecular del complejo proceso
de espermatogénesis en los mamiferos, en trabajos de investigacion previos del
grupo hemos analizado los transcriptomas codificantes de proteinas y de ARNs no
codificantes largos (IncRNAs) durante la progresion del proceso de la
espermatogénesis del raton, modelo mamifero por excelencia. Este analisis se
beneficié de la metodologia desarrollada y estandarizada por el grupo para el
aislamiento de poblaciones celulares de diversas etapas de la espermatogénesis,
mediante citometria de flujo 108109167168 Como hemos mencionado anteriormente,
una gran ventaja de este desarrollo es la obtencién de las diversas poblaciones
celulares con altisimo nivel de pureza, lo que, dada la sensibilidad de las
metodologias de secuenciacion masiva, resulta esencial para garantizar la
confiabilidad de los datos obtenidos, eliminando la posibilidad de asignacion erronea
de transcriptos a otros estadios por posible contaminacién con otros tipos celulares.
Otra gran ventaja es la inclusion, de forma innovadora, de una fraccion de células
altamente purificadas de leptoteno-cigoteno (LZ) 8%'8, La incorporacion de esta
fraccién ha permitido una caracterizacion mas minuciosa de la evolucion de la profase
meidtica y, particularmente, la asignacién de transcriptos a la profase temprana, una
fase de corta duracidn que hasta ahora habia sido muy poco explorada a nivel
molecular, principalmente por la dificultad de obtener estos tipos celulares en forma
aislada. Sin embargo, estos analisis previos del grupo se centraron exclusivamente
en genes anotados y, ademas, no abordaron el estudio de isoformas ni variantes de

splicing.
Para el presente trabajo de tesis, nos basamos en una serie de premisas:
1. Existen reportes que indican que el testiculo es el tejido que expresa mayor
numero de genes %812y el tejido, o uno de los dos tejidos (considerando

cerebro), con mayores niveles de splicing alternativo 80:124.130;

2. Existe muy escasa informacion a nivel masivo sobre la expresion diferencial de

variantes de splicing e isoformas proteicas a lo largo de la espermatogénesis;



3. Eltesticulo es el tejido con mayor expresion de INcCRNAs, pero la identificacion
y caracterizacion de los mismos, y especialmente a lo largo de las distintas

etapas de la espermatogénesis, es ain muy preliminar 5859112,

4. A pesar de que la profase meiodtica temprana es una fase de muy corta
duracion, con poca representacion en el total de células del testiculo y, a causa
de ello, su estudio ha sido comparativamente poco abordado, es muy relevante
en el desarrollo de la reproduccion sexuada, dados los eventos unicos y

fundamentales que tienen lugar durante la misma.

En consecuencia, y con el proposito de profundizar el conocimiento y obtener una
vision mas integral de la complejidad y funcionalidad de la expresion génica durante
la espermatogénesis, en este trabajo hemos analizado en detalle los datos brutos
provenientes de trabajos anteriores de nuestro grupo, pero con un enfoque diferente.
En particular, nos centramos en la identificacion de genes expresados no anotados
previamente, especies de ARN especificas, y proteinas putativas de las distintas
etapas, hasta ahora no reportadas. Ademas, hemos analizado el splicing alternativo
y sus variaciones a lo largo de la espermatogénesis, incorporando asi una capa
adicional de informacion sobre la diversidad de isoformas génicas. En este sentido,
nuestra contribucién busca enriquecer la comprension global de los procesos que

subyacen a la complejidad biolégica de la espermatogénesis.



4.1.Diversidad transcriptomica y sus variaciones a lo largo

de la espermatogénesis

4.1.1. Confiabilidad y reproducibilidad de nuestros datos

Iniciamos nuestros analisis realizando una matriz de correlacion que revel6 una alta
reproducibilidad entre las réplicas bioldgicas, como se ilustra en la Figura 8. Ademas,
comparamos nuestros datos con los de un estudio previo de referencia en la tematica,
que empled secuenciacion de ARN de células unicas para explorar 20 subtipos
distintos de células espermatogénicas . Es importante sefalar que, ademas de las
diferencias en la metodologia de secuenciacion masiva, otra diferencia importante
entre dicho trabajo y el nuestro, es que en el mencionado trabajo se logro la obtencion
de todos esos tipos celulares mediante la combinacion de marcaje transgénico con
una sincronizacion artificial del ciclo del epitelio seminifero a través del uso simultaneo
de un compuesto quimico (WIN 18.446) y acido retinoico. Nosotros, por el contrario,
hemos trabajado en condiciones mas naturales y, por ende, consideramos que
nuestra asignacion de transcriptos a las distintas etapas deberia tener menos
afectacion por manipulacion externa. Deseamos sefalar, asimismo, que mas alla de
la “limitacién” sefialada, la eleccion de los datos de dicho trabajo para comparar con
los nuestros se debio a que es el unico reporte de scRNA-seq en el que se trabajo
con poblaciones celulares puras de las distintas etapas de la espermatogénesis. A
pesar de las diferencias, observamos una notable correlacion entre ambos estudios,

como se muestra en el analisis de componentes principales (Figura 9).

Una vez realizadas estas comparaciones, pudimos ver que estabamos en
condiciones de proseguir con los siguientes analisis y asumir que los resultados son

reales, y no un artefacto creado por el método de analisis o los datos empleados.

Es importante destacar que nuestros datos representan un conjunto profundamente
detallado de lecturas con una sdlida reproducibilidad, una caracteristica que los hace
utiles para una gran variedad de analisis. Esto es especialmente relevante para la
identificacion y caracterizacion de transcriptos de baja expresion. El nivel de

profundidad y consistencia en los datos fortalece la robustez de nuestras



observaciones, respaldando la confiabilidad de los resultados obtenidos durante los

analisis subsecuentes.

2C LZ PS RS

052 051 050 044 037 036

2C 054 054 052 045 039 0,38
051 051 050 044 037 036
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LZ

0,54 0,54

0,57 0,57
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PS |1 051 054 051
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Figura 8. Matriz de correlacion de expresion de RNA-seq entre las cuatro poblaciones
celulares empleadas en el presente estudio, cada una con tres réplicas biolégicas. La matriz
muestra los coeficientes de correlacion de Pearson entre muestras, con valores altos (en rojo)
que indican una alta similitud en los perfiles de expresién génica. Se observa una excelente
correlacion entre las réplicas de cada poblacion celular, lo que respalda la consistencia y
reproducibilidad de los datos de expresion dentro de cada grupo.
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Figura 9. Analisis de componentes principales (PCA) comparando nuestros datos de
RNA-seq con un estudio de secuenciacion de ARN de células unicas (sc-RNAseq), de 20
subtipos celulares diferentes de la espermatogénesis (Chen et al., 2018). Las poblaciones
celulares de nuestro estudio estan representadas con cuadrados, mientras que las
poblaciones del estudio de sc-RNAseq estan indicadas con circulos. Cabe destacar que la
correlacion es muy buena, considerando que hubo varias diferencias entre las condiciones
de ambos experimentos. Es importante mencionar que los datos de nuestra poblaciéon de
células 2C no se incluyeron en la comparacion, ya que, ademas de espermatogonias,
contienen células somaticas testiculares que no fueron incluidas en el estudio de Chen et al.
L: leptoteno; Z: cigoteno; LZ: lepto/cigoteno; eP: paquiteno temprano; mP: paquiteno medio;
IP: paquiteno tardio; PS: espermatocitos en paquiteno; D: diploteno; RS: espermatidas

redondas.



4.1.2. ldentificacion de transcriptos sin anotacion

Para los analisis subsiguientes, aplicamos rigurosos criterios estableciendo umbrales
especificos. Estos criterios incluyeron una cobertura minima de 10X, un soporte
minimo de 10 lecturas por sitio de empalme, y un minimo de 10 lecturas por soporte
de exon. Bajo estas condiciones selectivas, identificamos un total de 37.793 genes
expresados en los testiculos que superaron todos los filtros aplicados, los cuales se
pueden apreciar en la Tabla S2. De este conjunto, 21.156 genes (56%) ya estaban
previamente anotados en las bases de datos, mientras que 16.637 genes (44%) no
se encontraban anotados, como se ilustra en la Figura 10A. Estos 37.793 genes
generaron 81.139 transcriptos distintos, de los cuales 48.137 (59%) ya contaban con
anotaciones, mientras que 33.002 (41%) correspondian a transcriptos previamente
no informados (Figura 10B).

Luego, dirigimos nuestra atencion hacia la caracterizacion masiva de los 33.002
transcriptos no anotados. Dentro de este grupo, identificamos 14.667 transcriptos
(44%) como variantes de splicing previamente no reveladas de genes conocidos,
mientras que 18.335 transcriptos (56%) correspondieron a transcriptos emergentes
de regiones no anotadas del genoma (Figura 10C y Figura 11).

Este analisis resalta la existencia de un numero importante de genes y variantes de
splicing expresados en el testiculo aun por descubrir, evidenciando la complejidad y
la diversidad subyacente a la expresion génica en este contexto biologico.
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Figura 10. Proporcion de genes y transcriptos expresados en las cuatro poblaciones
celulares espermatogénicas. A) Grafico circular que muestra la distribucion de genes
anotados (Ga: azul) y genes no anotados (Gn: rojo) expresados en estas poblaciones
celulares. B) Grafico circular de transcriptos anotados (Ta: azul) y transcriptos no anotados
(Tn: rojo). C) Gréfico circular que ilustra el origen de los transcriptos no anotados en
nuestras listas, destacando si se trata de variantes de splicing de genes ya anotados (de

Ga: azul) o de transcriptos derivados de genes no anotados (de Gn: rojo).

4.1.3. Clasificacion de los transcriptos sin anotacion

Continuamos con un analisis del potencial codificante de los transcriptos no anotados.
Durante este analisis, empleamos cuatro programas diferentes de analisis de
potencial codificante y conservamos unicamente los resultados que eran consistentes
entre si, es decir, aquellos para los cuales los cuatro programas coincidian en su
prediccion de capacidad codificante o no codificante. Los que tuvieron clasificaciones
discordantes en al menos uno de los programas, no fueron considerados en los
subsiguientes analisis. La concordancia de los cuatro programas identifico 13.471
transcriptos como no codificantes (Figura 12A) y 2.794 como codificantes (Figura
12B). La Tabla S2 presenta en detalle los resultados individuales obtenidos con cada
uno de los programas utilizados, proporcionando una visibn mas precisa de las

clasificaciones realizadas.

Por lo tanto, del grupo de transcriptos sin anotacion con los que proseguiremos el
analisis, la mayoria resulté ser no codificante, una observacion previsible dado que el



genoma codificante ha sido mas exhaustivamente caracterizado en comparacion con

el no codificante.

Es relevante destacar que nuestro criterio, al ser muy riguroso, excluyé
aproximadamente la mitad de los transcriptos (16.737; ver Figura 11). No obstante,
por otro lado, nos permiti¢ trabajar con un conjunto altamente confiable en términos
de su potencial codificante. Dicho esto, cabe aclarar que para algunos analisis
puntuales que se mostraran mas adelante, en los que el potencial codificante no era
relevante, se empleo el conjunto completo de los 33.002 transcriptos no anotados,

con el fin de tener un panorama mas amplio del comportamiento de esos transcriptos.

El analisis del potencial codificante de los transcriptos arrojé diferencias en la cantidad
de secuencias clasificadas como codificantes, segun el programa utilizado. En orden
decreciente, TransDecoder identifico la mayor cantidad de transcriptos con potencial
codificante, seguido por CPC2, LncDeep vy, finalmente, CPAT, que predijo la menor
cantidad. Estas diferencias pueden atribuirse a la metodologia especifica de cada
herramienta. TransDecoder basa su clasificacion en la identificacion de ORFs y la
presencia de dominios proteicos conservados, lo que, en este caso, permitié detectar
un mayor numero de transcriptos codificantes. CPC2 y LncDeep, al emplear modelos
de aprendizaje automatico basados en caracteristicas estadisticas de la secuencia,
presentan mayor flexibilidad, aunque con criterios distintos de clasificacion. Por otro
lado, CPAT, también basado en aprendizaje automatico, mostré mayor restricciéon en
la identificacion de transcriptos codificantes, posiblemente debido a las caracteristicas
del modelo de referencia utilizado y su sensibilidad a la estructura de la secuencia.
Estas discrepancias resaltan la importancia de considerar multiples enfoques al
evaluar el potencial codificante de transcriptos en estudios transcriptomicos.

De entre los 13.471 transcriptos sin potencial codificante no anotados, la abrumadora
mayoria (12.297, es decir, 91%) correspondio a genes (especificamente, INcCRNAS)
no reportados, mientras que menos del 10% (1.174) representaron variantes de
splicing no reportadas de genes no codificantes ya anotados (Figura 12C; ver también

Figura 11).



Por otra parte, el numero identificado de transcriptos espermatogénicos no anotados
con un alto potencial codificante de proteinas, 2.794, es un numero nada
despreciable. A diferencia de lo ocurrido con los transcriptos no codificantes, la
mayoria de ellos (2.571) se asocid con nuevas variantes de splicing de genes ya
anotados. Esto era esperable, ya que es de suponer que la mayor parte de los genes
codificantes para proteinas del genoma del raton ya han sido anotados. Por otro lado,
algo menos del 10% de los transcriptos "novedosos" presumiblemente codificantes
(223), resultdé corresponder a transcriptos de genes no anotados (Figura 12D; ver
también Figura 11). Sorprendentemente, estos 223 transcriptos provenian de 191
genes aun no anotados en el genoma del raton (Tabla S3). Estos resultados sefialan
la existencia de un numero sustancial de genes presuntamente codificantes de
proteinas en el genoma del raton, que se expresan en células espermatogénicas, y

que hasta ahora no se habian identificado.

En suma, hasta aqui hemos identificado 33.002 transcriptos no anotados, de los
cuales para 13.471 se pudo determinar que no son codificantes, y para 2.794 se
determind su alto potencial codificante de proteinas. En tanto la mayoria de los
transcriptos no codificantes provienen de genes “nuevos” (no anotados), la mayoria
de los transcriptos codificantes corresponden a variantes de splicing no reportadas,
originadas a partir de genes ya conocidos. No obstante ello, identificamos 191 genes
codificantes, expresados en las células espermatogénicas, que no estaban aun
anotados en el genoma del ratén.
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Figura 11. Esquema de distribucion de transcriptos en las diferentes categorias
empleadas a lo largo de las secciones 4.1.2 a 4.1.4 de la tesis. La distribucion comienza
en todos los transcriptos expresados en nuestras listas, y se va bifurcando a medida que se

van generando las diferentes categorias a lo largo de los analisis.
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Figura 12. Potencial codificante de los transcriptos no anotados. A, B) Diagramas de
Venn que muestran el analisis del potencial codificante de los transcriptos no anotados,
evaluado mediante cuatro programas diferentes. C, D) Graficos circulares de los transcriptos
no codificantes y potencialmente codificantes que fueron identificados de forma coincidente
como tales por los cuatro programas, clasificados en variantes de splicing no descritas de
genes previamente anotados (de Ga: azul) y transcriptos de genes no anotados (de Gn: rojo).

A, C: transcritos no codificantes; B, D: transcriptos codificantes.

4.1.4. Anotacion primaria de transcriptos

Centrandonos en los 18.335 transcriptos provenientes de regiones no anotadas del
genoma (ver Figuras 10C y 11), nos preguntamos hasta qué punto los mismos
estarian relacionados a nivel de secuencia con genes ya anotados. Para ello,
realizamos una anotacién primaria con Trinotate, complementada con busqueda
manual en BLASTP. Como resultado, observamos que 3.952 de estos transcriptos

presentaron similitud con genes ya anotados principalmente del raton, rata o humano



(Figura 13A y Tabla S4). La anotacion se basa en la suposicion de que éstos podrian
ser genes no identificados en el raton, pero homdlogos de genes ya anotados en esas
otras especies 0 emparentados con éstos, o incluso corresponder a transcriptos de
genes emparentados con otros ya anotados en el propio genoma del raton (por

ejemplo, pertenecientes a una misma familia).

Dentro de estos 3.952 transcriptos, 1.219 (producto de 1.153 genes) habian sido
previamente clasificados como no codificantes mediante el uso de los cuatro
programas de potencial codificante, y 173 transcriptos (producto de 162 genes) fueron
clasificados como codificantes (Figura 13B), en tanto el resto no pasé el estricto
criterio para determinacion de potencial codificante (ver también Figura 11).

Por otro lado, de los restantes 14.383 transcriptos (que provenian de 13.194 genes)
que no presentaron ninguna similitud con secuencias gendmicas ya reportadas en las
bases de datos, 11.128 habian logrado pasar el criterio para su clasificacién con los
cuatro programas de potencial codificante. De entre ellos, 11.078 (provenientes de
10.484 genes) habian sido clasificados como no codificantes, en tanto unicamente 50
transcriptos (derivados de 29 genes) fueron identificados como codificantes (Figura
13C, y Figura 11). Esto sugiere que la gran mayoria de los transcriptos no anotados
que no encuentran siquiera similitud alguna con otros genes ya anotados en el propio
genoma del raton, ni en genomas de otros mamiferos, seguramente corresponda a
IncRNAs. Mas aun, esto podria obedecer en parte a la baja conservacion de IncRNAs
entre especies, y, en parte, a la pobre anotacién de IncRNAs existente hasta la fecha.

A continuacion, enfocamos nuestra atencion en los 173 transcriptos (procedentes de
162 genes) con alto potencial codificante no anotados para los cuales pudimos
encontrar cierta similitud con genes ya reportados, y llevamos a cabo analisis
funcionales basados en dichas similitudes encontradas en raton y otras especies.
Identificamos similitudes significativas para algunas de las supuestas proteinas
codificadas, destacandose conexiones con proteinas ribosémicas, proteinas con
dedos de zinc, y con la proteina 92 asociada a cilios y flagelos (Tabla S3). Ademas,
notamos que un subconjunto considerable, abarcando mas de la mitad de estos
genes, correspondia a productos de virus integrados y retroposones.
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Anotacién primaria Con AP Sin AP
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codificantes codificantes
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22% con (173) (50)
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(3.952)

88% no codificantes 99,5% no codificantes

78% sin Ap (1.219) (11.078)

(14.383)

Figura 13. Anotacion primaria de transcriptos de regiones no anotadas. A) De los 18.335
transcriptos analizados, el 22% presenté una anotacion primaria (Ap), mientras que el 78%
no mostrd similitud con genes previamente anotados. B) Dentro de los 3.952 transcriptos con
Ap, el 88% fueron clasificados como no codificantes, mientras que el 12% correspondio a
transcriptos codificantes. C) De los 14.383 transcriptos sin Ap, casi el 100% de los transcriptos
clasificados fueron no codificantes, con sélo 50 transcriptos presentando un alto potencial

codificante.

Finalmente, es importante recordar que los 173 transcriptos mencionados,
clasificados como codificantes, constituyen un subgrupo de los 223 transcriptos
producto de 191 genes no anotados, con alto potencial codificante, mencionados en
la seccion 4.1.3. Se desprende, entonces, que para 29 de estos 191 genes
presuntamente codificantes para proteinas (191 menos 162) y sus 50 transcriptos
codificantes (223 menos 173) mostrados en la Figura 13C, no pudimos asociar
ninguna funcién probable conocida en lo que respecta a la anotacion primaria, ni
siquiera por similitud con genes reportados en otras especies. En analisis posteriores

profundizaremos de forma manual en el estudio de estos genes.

4.1.5. Expresion de los transcriptos no anotados a lo largo de las

diferentes etapas de la espermatogénesis

Como siguiente paso, decidimos analizar la expresion de los transcriptos recién
identificados, segun su distribucion en las diferentes poblaciones celulares.

Inicialmente, comparamos los niveles de expresion de los transcriptos no anotados



con aquellos previamente anotados en la base de datos Ensembl, para cada una de
las cuatro poblaciones celulares. De forma general, se observo que los niveles medios
de expresion de los transcriptos no anotados, ya fueran codificantes o no codificantes,
resultaron ser inferiores a los de los ya anotados, una tendencia que se mantuvo
constante en todas las poblaciones celulares (Figura 14). Este hallazgo sugiere que
al menos buena parte de los transcriptos no anotados podrian haber pasado
desapercibidos en estudios anteriores, precisamente debido a su menor expresion.

Por otra parte, los transcriptos no codificantes presentaron, en general, niveles de
expresion mas bajos en comparacion con los codificantes en todas las poblaciones
celulares (ver Figura 14). Esto concuerda con investigaciones previas que han
sefalado que los IncRNAs tienden a exhibir niveles menores de expresion, en

comparacion con los ARNm 5164,
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Figura 14. Distribucion de expresion de los transcriptos en las cuatro poblaciones

celulares testiculares. Grafico de caja que muestra los niveles de expresion (log, FPKM) de

todos los transcriptos detectados. Las categorias incluyen: Todos, que representa todos los



transcriptos detectados; Ta, que son los transcriptos anotados; Tn, los transcriptos no
anotados; Ta-COD, transcritos anotados codificantes; Tn-COD, transcriptos no anotados
codificantes; Ta-NONCOD, transcriptos anotados no codificantes; y Tn-NONCOD,
transcriptos no anotados no codificantes. Este andlisis permite observar la variacion en la
expresion entre tipos de transcriptos, y distinguir la contribucién relativa de los transcriptos

anotados y no anotados en cada poblacién celular testicular.

En cuanto al numero de transcriptos en cada poblacion celular, la mayor contribucion
de los no anotados se observé en la etapa LZ, tanto para los codificantes como para
los no codificantes (Figura 15A). Llamativamente, el 55% de los transcriptos no
anotados expresados en LZ resulto ser exclusivo de esta etapa (Figura 15B, y Figuras
16A y B). Adicionalmente, al examinar especificamente los genes codificantes no
anotados, se observo que 159 de los 191 identificados se expresaron en LZ, siendo
casi la mitad de ellos (92 genes) exclusivos de esta etapa (ver Tabla S3).

El hallazgo de un mayor numero de transcriptos no anotados pertenecientes a LZ,
nos planteé la interrogante de si este fendmeno estaria reflejando un mayor numero
general de transcriptos expresados en LZ, o si podria ser simplemente consecuencia
del hecho de que la mayor parte de los transcriptos de LZ aun estan sin anotar (en
ese caso, si se sumaran los transcriptos anotados a los no anotados, deberia
compensarse). Sin embargo, un analisis de distribucion de la totalidad de los 81.139
transcriptos identificados, tanto anotados como no anotados, ratifico que LZ era el
estadio con mayor numero de transcriptos expresados, tanto en total, como de

manera especifica (Figura 16C).
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Figura 15. Distribucion y clasificacion de transcriptos no anotados en las diferentes
poblaciones celulares testiculares. A) Transcriptos no anotados que fueron identificados
de manera coincidente como tales por los cuatro programas utilizados para el analisis de
potencial codificante (y representados en la Figura 11), distribuidos segun su expresion en
cada una de las cuatro poblaciones celulares testiculares. Los transcriptos se clasifican en
codificantes o no codificantes, y en transcriptos de genes no anotados (de Gn) o variantes
de splicing de genes ya anotados (de Ga). Es importante destacar que muchos transcriptos
pueden estar expresados en mas de una etapa, y por eso el numero total supera los 16.265.
B) Diagrama de Venn que indica la distribucion de los transcriptos representados en el panel

A, entre las cuatro poblaciones celulares testiculares.
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Figura 16. Distribucion de los transcriptos en las cuatro poblaciones celulares
testiculares. A) Representacion de los transcriptos no anotados que fueron identificados
coincidentemente como codificantes o no codificantes mediante los cuatro programas
utilizados en el analisis de potencial codificante, representados en la Figura 12, y distribuidos
de acuerdo a las diferentes categorias [es decir, codificantes o no codificantes; variantes de
splicing (no anotadas) de genes ya anotados, o transcriptos de genes no anotados]. B)
Representacion de los 33.002 nuevos transcriptos identificados (antes del analisis de su
potencial codificante), mostrando 6.708 transcriptos expresados en 2C; 18.607 en LZ;
12.353 en PS; y 12.575 en RS. C) Representacion de todos los transcriptos detectados en

nuestras listas (tanto los anotados como los no anotados).

Con el fin de corroborar estos resultados, y evaluar que no fueran un artefacto,
realizamos un analisis de saturacion de transcriptos. Dicho analisis incluyé datos del
presente estudio y de uno anterior de nuestro grupo, en el que se analizo el
transcriptoma de las mismas poblaciones celulares, pero empleando librerias de
secuenciacion no direccionales . El analisis demostré que todas las poblaciones
celulares alcanzaron la saturacién (Figura 17A). Ademas, los histogramas de
expresion de transcriptos entre las cuatro poblaciones presentaron una distribucién
similar (Figura 17B), validando asi los resultados obtenidos. En resumen, estos
analisis confirman que los resultados no son artefactos técnicos ni analiticos, sino

reflejos genuinos de la biologia subyacente.

Nuestros estudios también muestran que los transcriptos de LZ exhibieron, en
general, los niveles de expresibn mas bajos para todos los tipos de transcriptos
analizados (codificantes y no codificantes, anotados y no anotados), mientras que los
transcriptos de RS presentaron los niveles de expresion mas altos (ver Figura 14).
Por consiguiente, se puede decir que LZ alberga un mayor numero de transcriptos
expresados, aunque éstos tienden a expresarse en niveles comparativamente

menores.
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Figura 17. Saturacién y distribuciéon de expresion en las cuatro poblaciones celulares.
A) Analisis de rarefaccion basado en los transcriptos detectados a diferentes profundidades
de secuenciacion, incluyendo datos de da Cruz et al., 2016. B) Analisis de distribucion de la
expresion a través de un histograma. Para facilitar la interpretacion grafica, los valores
correspondientes al percentil de expresion mas bajo fueron excluidos (2C: 85.263; LZ: 68.740;
PS: 84.947; RS: 76.905).



4.1.6. Expresion diferencial a lo largo de las distintas etapas de la

espermatogénesis

Posteriormente, se procedidé a un analisis de la expresion diferencial de los
transcriptos recién identificados, realizando comparaciones pareadas a lo largo del
progreso de la onda espermatogénica (log2 FC = | 2|, FDR < 0,05).

Observamos un mayor numero de transcriptos no anotados expresados
diferencialmente que cumplian con nuestros criterios en la transicion de PS a RS
(Figura 18), y esto es especialmente notorio para los transcriptos no codificantes. Este
resultado sugiere que la transicion de la profase mei6tica a la espermiogénesis implica
tanto la regulacion negativa, como predominantemente, la regulacion positiva de un
gran numero de genes Yy variantes de splicing, y, especialmente, de ARNSs
regulatorios. Por otra parte, si bien a primera vista este resultado podria parecer
contradictorio con los obtenidos anteriormente, que mostraron mayor cantidad de
transcriptos expresados en LZ, esta observacion refleja que, como hemos visto,
aunque LZ exhibe el mayor numero de transcriptos exclusivos no anotados, muchos
de ellos se expresan en niveles bajos y, por lo tanto, no cumplen con nuestro estricto

criterio para la definicion de expresion diferencial.
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Figura 18. Comparacion de la expresion diferencial (DE) de transcriptos codificantes y no
codificantes entre pares de muestras de las cuatro poblaciones celulares testiculares en
orden cronolégico de aparicion durante la onda espermatogénica. Las barras muestran el

numero de transcriptos detectados provenientes de genes diferencialmente expresados entre



las poblaciones de células especificas: LZ vs 2C, PS vs LZ, y RS vs PS. Los transcriptos se
clasifican en cuatro categorias: transcriptos de genes no anotados (de Gn) y variantes de

splicing de genes ya anotados (de Ga), tanto codificantes como no codificantes.

4.1.7. Caracterizacion de los tipos de splicing alternativo a lo largo de la

espermatogénesis

A continuacion, nos propusimos investigar qué tipos de splicing alternativo eran mas
predominantes a lo largo de la espermatogénesis, y si se producian cambios en ese
sentido durante el proceso, es decir, si determinados tipos de splicing alternativo eran
caracteristicos de ciertas etapas especificas. Con ese fin, procedimos a caracterizar
las variantes de splicing identificadas en nuestras listas, y utilizamos para ello tanto
los transcriptos con anotacidn como los sin anotacion. El analisis de los diferentes
tipos de splicing alternativo en las cuatro poblaciones de células testiculares lo
efectuamos mediante el software rMATS, utilizando las diferentes categorias de
splicing alternativo definidas por el software: salto de exon (SE), sitio de empalme 5'
alternativo (A5SS), sitio de empalme 3' alternativo (A3SS), exones excluyentes

mutuamente (MXE), y retencion de intron (RI).

No observamos un enriquecimiento significativo en algun tipo de splicing alternativo
en alguna etapa especifica, al comparar los eventos entre las etapas estudiadas. Por
el contrario, se destaco que SE fue el tipo de splicing mas representado en las cuatro
etapas, seguido de RI. Les siguieron A3SS, A5SS y MXE en ese orden,
respectivamente, en las cuatro poblaciones de células testiculares (Figura 19).
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Figura 19. Analisis de los diferentes tipos de splicing alternativo (AS) a lo largo de la
espermatogénesis. Grafico de barras que muestra la distribucién porcentual de los
diferentes tipos de AS en las cuatro poblaciones celulares testiculares. SE: exén omitido;
A5SS: sitio de empalme alternativo 5°; A3SS: sitio de empalme alternativo 3"; MXE: exones

mutuamente excluyentes; RI: intrén retenido.

4.1.8. Cantidad de variantes de splicing en los genes expresados durante

la espermatogénesis

Posteriormente, analizamos la cantidad de variantes de splicing por gen para los
genes expresados durante la espermatogénesis. Para ello, calculamos el porcentaje
de transcriptos en cada categoria y determinamos la proporcion de genes que
presentaban entre 1 y 10 transcriptos. No consideramos genes con mas de 10
transcriptos, ya que estos casos eran excepcionales y representaban una minoria

dentro del conjunto de datos.

Encontramos que, mientras que alrededor del 60% de los genes codificantes
expresan solo un transcripto por cada gen, entre el 85% y el 95% de los genes no
codificantes presentan un solo transcripto (Figura 20, p < 10-'%). Asimismo, el nimero
de genes con dos o mas isoformas de splicing fue mayor para los genes codificantes
que para los no codificantes (Figura 20, p < 0,01). Esto indica claramente que los
genes codificantes suelen presentan mayor numero de variantes de splicing. Por el
contrario, los genes no codificantes, en general, presentaron un menor numero de

transcriptos por gen.



Es importante sefalar que, basicamente, tanto los genes anotados como los no
anotados se comportaron de manera similar en este aspecto, y esta afirmacion es
valida tanto para los transcriptos codificantes como para los no codificantes (ver
Figura 20). Esto constituye una nueva evidencia de la confiabilidad de nuestros datos,
ya que no hay razén para sospechar que los transcriptos anotados y los no anotados

debieran comportarse de manera diferente.

Por otra parte, aunque aqui mostramos los resultados agrupados de las cuatro
poblaciones de células testiculares, deseamos hacer notar que también hicimos el
analisis del numero de transcriptos por gen para las cuatro poblaciones celulares por
separado. Sin embargo, no presentamos aqui dicho analisis, dado que el mismo no

mostré diferencias significativas entre las distintas poblaciones.
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Figura 20. Analisis del namero de variantes de splicing por gen para los genes
expresados (codificantes y no codificantes) en las cuatro poblaciones celulares. Los datos
estan presentados como porcentaje del total. Sélo se consideraron genes con entre 1y 10
variantes de splicing expresadas. Gn: genes no anotados; Ga: genes anotados. **p < 107°;
*p <0.01.



4.2. Estudios confirmatorios de transcriptos y proteinas no

anotadas

4.2.1. Analisis en profundidad y confirmacion de variantes de splicing

representativas, con alto potencial codificante

Como se menciond previamente, los niveles de expresion de los transcriptos no
anotados fueron, en general, mas bajos que los de los anotados (ver Figura 14). A
pesar de esto, es importante destacar que algunos de los transcriptos “nuevos”
identificados exhibieron niveles de expresion notablemente altos, y algunas isoformas
de splicing alternativo no anotadas se expresaron a niveles mucho mas elevados que
sus isoformas ya anotadas. Suponemos que, al menos algunas de las variantes de
splicing no anotadas que hemos identificado, con un alto potencial codificante, han
de dirigir la sintesis de isoformas de proteinas especificas de los testiculos, que hasta
ahora han pasado desapercibidas. Podemos especular que, al menos algunas de
ellas, podrian tener funciones novedosas e importantes para el desarrollo testicular
y/o la espermatogeénesis.

Con el fin de confirmar nuestros hallazgos, y a la vez contribuir al conocimiento de la
espermatogénesis y los posibles productos involucrados en el desarrollo del proceso,
seleccionamos siete ejemplos de estas variantes de splicing no anotadas para
confirmar su descubrimiento mediante RT-PCR. Los criterios que empleamos para su

seleccion, fueron los siguientes:

a. Que correspondieran a genes codificantes anotados que tuvieran gran
cantidad de variantes de splicing no anotadas, expresadas en nuestras listas;

b. Que al menos una de las variantes de splicing no anotadas codificara una

isoforma proteica putativa;

c. Que la supuesta “nueva” isoforma proteica fuera significativamente diferente
(por ejemplo, con diferentes dominios proteicos) de la/s proteina/s anotada/s

para ese gen,



d. Que la isoforma putativa no anotada exhibiera un nivel de expresion
relativamente alto en, al menos, una de las etapas espermatogénicas

analizadas; y

e. Que el gen anotado poseyera una funcion descrita interesante (por ejemplo,
relacionada con la espermatogénesis y/o funcion testicular), o, en su defecto,
que presentara algun rasgo especifico que nos resultara particularmente

interesante.

Uno de los genes seleccionados para el analisis fue Msh5 (MutS Homologue 5), un
gen de expresion diferencial del testiculo (ver Anexo, Figura S1A) que codifica una
proteina especifica de la profase meidtica esencial para la progresion de la meiosis,
e involucrada en la reparacion de roturas del ADN (“mismatch repair’) y en la
recombinacién meidtica '%°. En el ratén, Msh5 muestra una regulacion positiva en la
etapa de LZ, y da lugar a la sintesis de una proteina de 833 aminoacidos.
Ildentificamos quince variantes de splicing sin anotaciones para este gen (Tabla S5) y
seleccionamos una de ellas para su confirmacion, la cual también muestra una
regulacion positiva en LZ y exhibe una expresién considerablemente mayor que la de
la candnica (Figura 21A,a). La variante de transcripto seleccionada, que se genera a
través de un sitio de inicio alternativo y una combinacion de todos los mecanismos de
splicing alternativo descritos anteriormente (es decir, SE, A5SS, A3SS, MXE, RI),
codifica una proteina putativa mas corta, de 362 residuos. Esta proteina contendria
una region carboxilo-terminal idéntica a la de la proteina candnica, pero una region

amino-terminal completamente diferente (Figura 21B).

Otro gen en el que profundizamos fue BC0571142, un gen cuya funcion aun no esta
definida, pero que, segun la base de datos del NCBI, es altamente especifico de los
testiculos (Figura S1B). Su homologo humano, la proteina Testis Expressed Basic
Protein 1 (TSBP1), se ha vinculado con el hipogonadismo
(https://www.genecards.org/cgi-

bin/carddisp.pl?gene=TSBP1&keywords=BC051142). En nuestras listas de datos,

BC051142 se destaco por tener uno de los mayores numeros de variantes de splicing.




A pesar de que en Ensembl figuran 13 isoformas en total, de las cuales 8 son
clasificadas como codificantes, nuestro analisis revel6 un total de 25 isoformas de
ARN detectadas a lo largo de la espermatogénesis (cuando utilizamos parametros
menos restrictivos, este numero aument6 a 103 variantes de splicing), con al menos
nueve isoformas adicionales codificantes de proteinas no anotadas para este gen.
Ninguna de estas isoformas se detectd en la poblacion 2C, y la expresion de todas
ellas comienza en LZ, aumentando a medida que progresa la espermatogénesis
(Tabla S5), lo que indica que la proteina y todas sus variantes serian especificas de
la espermatogénesis. Para confirmar la existencia de estas isoformas, seleccionamos

dos variantes codificantes de proteinas putativas, no anotadas (Figura 21A,b).

Seleccionamos también Agbl5 (ATP/GTP Binding Protein Like 5) un gen altamente y
diferencialmente expresado en los testiculos (Figura S1C), que codifica una
metalocarboxipeptidasa involucrada en la deglutaminacion de la tubulina, esencial
para la formacion de espermatozoides funcionales. Se ha demostrado que AGBL5
(también conocida como CCP5) es crucial para mantener la integridad de los flagelos
espermaticos, y otras funciones vinculadas a los microtubulos durante la
espermatogénesis 717!, Varios estudios han informado sobre multiples variantes de
splicing, y al menos una de ellas parece tener propiedades distintas '7°. Nosotros
hemos identificado numerosas variantes de splicing adicionales, no anotadas, que se
expresan a diferentes niveles a lo largo de las etapas de la espermatogénesis (Tabla
S5). Especificamente, seleccionamos para su confirmacion una variante altamente
expresada que alcanza su pico de expresion en RS, y codifica una proteina putativa
de 412 aminoacidos. Esto diferiria de la isoforma canonica, que tiene su mayor nivel
de expresion en PS, y produce un producto proteico de 846 residuos de longitud
(Figura 21A,c).

Otro candidato, Larp1 (La-Related Protein 1), codifica una proteina de unién a ARN
que regula la traduccion y la estabilidad de los ARNm de proteinas ribosomales y
factores de traduccién aguas abajo del complejo TORC1 72173, |Los niveles de
expresion de Larp1 son significativamente mayores en los testiculos, en comparacion
con otros tejidos (Figura S1D), sugiriendo un papel potencialmente importante en la
espermatogénesis y/o en la regulacion de la funcion testicular. Seleccionamos una

variante no anotada de Larp1 que codifica una isoforma putativa no reportada de 760



aminoacidos, distinta de la proteina canonica, de 1.072 residuos. Esta nueva variante
se expresa a niveles muy superiores a los de la canonica, y principalmente en PS,
donde los niveles de expresion de esta nueva isoforma son 15 veces mayores que

los de la variante canonica (Figura 21A,d).

También estudiamos Stk31 (Serine-Threonine Kinase 31), un gen con expresion
especifica del testiculo (Figura S1E) que codifica una serin-treonin quinasa con un
dominio Tudor [dominio estructural que generalmente se une a histonas metiladas,
especialmente en argininas o lisinas, y participa en la regulacién de la expresion
génica y en procesos como la reparacion del ADN 174175 STK31 se localiza
preferentemente en los granulos germinales de los espermatocitos y en el acrosoma
de las espermatidas, e interacttia con la proteina MIWI 76, MIWI es una proteina clave
en la regulacion de la reprogramacion epigenética durante el desarrollo de las células
germinales masculinas, y juega un papel esencial en el silenciamiento de
transposones y en la maduracion de sncRNAs 77, Se ha demostrado que STK31 es
un “cancer/testis antigen’ [familia de proteinas que estan comunmente presentes en
células normales del testiculo y en diversos tipos de células tumorales, pero rara vez
en otros tejidos normales 78] altamente expresado en varios tipos de cancer, lo que
sugiere su potencial como biomarcador y objetivo terapéutico en oncologia '7%-"81,
Nosotros seleccionamos para su confirmacion una variante de splicing mas corta,
pero mas altamente expresada que la variante candnica a lo largo de las diferentes
etapas de la espermatogénesis (Figura 21A,e). Esta nueva isoforma daria origen a
una proteina putativa carente del dominio kinasa presente en la proteina candnica
(Figura 21B), por lo cual seguramente no podria actuar como serin-treonin kinasa, lo

gue nos hace pensar que deberia estar desempefando una funcion diferente.

Otro gen estudiado fue Baz1a (Bromodomain Adjacent to Zinc Finger Domain 1a), un
gen que exhibe una alta expresién en los testiculos 82 (Figura S1F) y cuya expresién
varia dinamicamente durante la espermatogénesis '83. Este gen codifica una
subunidad esencial de un complejo remodelador de cromatina dependiente de ATP,
que se ha revelado como esencial para la expresion adecuada de genes
espermatogénicos y para la fertilidad en ratones '82-184_|a investigacion sobre Baz7a
subraya su importancia en el mantenimiento de la integridad genética y funcional

durante la produccion de esperma, destacando su papel crucial en los mecanismos



epigenéticos que regulan la diferenciacién celular y la fertilidad '83. Para su
confirmacion, seleccionamos una variante de splicing expresada a niveles mucho mas
elevados que la candnica a lo largo de la espermatogénesis, y cuyos niveles son
especialmente altos en PS (Figura 21A,f).

Por ultimo, elegimos Rsph1 (Radial Spoke Head Component 1). Este gen es de
expresion especifica de los testiculos '® (Figura S1G), y codifica un componente
esencial de la cabeza de las espiculas radiales presentes en el flagelo del
espermatozoide 8. Mutaciones en este gen resultan en discinesia ciliar primaria, lo
que provoca problemas de motilidad en cilios y en el flagelo de los espermatozoides,
y se han asociado con problemas de fertilidad humana '8’. Este gen se seleccioné
como ejemplo de la generacion de nuevas variantes mediante exclusién de exones,
para lo cual elegimos una nueva variante presuntamente codificante, que excluye un

exon presente en medio de la variante candnica (Figura 21A,9).

Logramos confirmar de forma exitosa la existencia de todas las variantes de empalme
seleccionadas (Figura 21A,a-g), lo que representa un hito significativo en la validacion
de nuestros hallazgos, subrayando la consistencia y la precisiéon de nuestros datos

en la identificacion de isoformas espermatogénicas no anotadas.
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Figura 21. Confirmacion de las diferentes variantes de splicing con alto potencial
codificante seleccionadas. A) Representacion esquematica de las variantes de splicing
(anotadas y “nuevas”), junto con imagenes de geles de agarosa que muestran su
amplificacién por RT-PCR. Las anotaciones de Ensembl se presentan a la izquierda con el
prefijo “ENSMUST” seguido del nimero correspondiente a ese transcripto, mientras que las
isoformas no anotadas estan etiquetadas como “MSTRG”. Se muestran los pares de
cebadores disefiados para la amplificacion de las isoformas anotadas y no anotadas
(indicados con flechas) junto con los tamafos esperados de los productos de PCR, en pares
de bases (pb). La flecha gris sobre cada diagrama indica la direccion de transcripcion, y se
incluyen la ubicacion genomica y el numero de cromosoma. En cada caso se proporciona

una tabla con la cobertura de los transcriptos anotados y no anotados en las cuatro



poblaciones celulares. Los asteriscos en la tabla indican la poblacién celular en la que la
isoforma no anotada tuvo el mayor nivel de expresion. En los geles de agarosa, A representa
las variantes de empalme anotadas y N las no anotadas. (a) Variantes de splicing de Msh5
que codifican la proteina candénica de 833 aminoacidos (amarillo) y una variante no anotada
que codifica una isoforma de 362 residuos (rojo). (b) Variante mas expresada de BC051142
(rojo) y dos variantes no anotadas con diferentes patrones de expresion durante la
espermatogénesis (una diferencial de la espermiogénesis, y otra, que incrementa
progresivamente sus niveles de expresidon desde la meiosis temprana hasta la
espermiogénesis; amarillo y naranja, respectivamente). En el carril correspondiente a la
variante anotada se observan bandas adicionales tenues, posiblemente debidas a isoformas
débilmente expresadas (dado el alto numero de isoformas detectadas para este gen, no fue
posible disefiar cebadores que amplificaran exclusivamente una variante). (c) Transcripto
canonico de Agbl5 (naranja), que codifica una proteina de 846 residuos, y una variante no
anotada seleccionada (rojo), que codifica una isoforma mas corta, de 412 aminoacidos. (d)
Variante no anotada de Larp1 (naranja), que codifica una isoforma con mayores niveles de
expresion y menor tamafio que la canénica (amarillo). (e) Variante no anotada seleccionada
de Stk31 (rojo), que codifica una isoforma algo mas corta y con niveles de expresion bastante
mayores, en comparacion con la variante canoénica (amarillo). La amplificacién relativamente
débil de la variante no anotada se debe a dificultades en el disefio de cebadores adecuados,
ya que la corta region exclusiva de la variante mas corta no permitia el disefio de un buen par
de cebadores. (f) Representacion de una isoforma anotada de Baz7a que codifica la proteina
canonica (amarillo claro) y una variante no anotada (rojo) con niveles superiores de expresion.
La amplificacion fue realizada con un set de cebadores que simultdneamente amplifica ambas
variantes (312 pb para el producto de amplificacion de la anotada, y 216 pb para el de la no
anotada). Ademas, a la derecha se presenta una banda correspondiente a un producto de
amplificacién realizado con un juego adicional de cebadores, que Unicamente reconoce la
isoforma no anotada (producto de 124 pb). (g) Variante de ARN anotada que codifica la
proteina canénica Rsph1 (rojo), y una nueva isoforma codificante generada por exclusion de
exones (amarillo). Es de destacar que, aunque el par de iniciadores estaba disefiado para
amplificar ambas variantes, no logramos amplificar la banda correspondiente a la variante
anotada, posiblemente por competencia con la no anotada, de menor tamafo. B) Diagramas
representativos de dos proteinas candnicas, y las proteinas putativas codificadas por las
variantes no anotadas identificadas en este trabajo. Se toman estas dos a modo de ejemplo,
para mostrar las diferencias entre ellas. MSH5: La linea naranja en la isoforma “nueva”
representa los primeros 133 aminoacidos, que determinan una region amino-terminal

completamente diferente de la de la proteina candnica. STK31: Ambas isoformas presentan



un dominio Tudor, pero la nueva variante predicha carece del dominio de serin/treonin

quinasa, esencial en la isoforma canonica para su funcion.

4.2.2. Estudio de un caso particular: MSH5

De entre todas las variantes de splicing no anotadas confirmadas, codificantes para
isoformas putativas de proteinas con importante funcién espermatogénica, el caso de
Msh5 nos interesé particularmente, por tratarse de un gen de altisima relevancia para
la recombinacion meidtica y el progreso de la meiosis, y cuya proteina canonica ha
sido detectada en los nucleos meidticos en asociacion con los sitios de recombinacion

(ver Anexo, Figura S2).

Con el objeto de caracterizar la nueva isoforma proteica cuyo ARNm confirmamos
mediante RT-PCR, disefiamos un péptido contra la region exclusiva de esta variante
proteica putativa de MSH5, el que fue empleado para la generacion de anticuerpos
especificos contra dicha variante.

En primer lugar, emprendimos la caracterizacién de esta nueva isoforma mediante
Western blot empleando el anticuerpo generado. Al realizar dicho analisis,
observamos una intrigante discrepancia: si bien esperabamos observar una banda de
aproximadamente 38,8 kDa (recuérdese que la proteina predicha tendria 362
aminoacidos), la banda detectada presentd un peso molecular aparente mayor al
esperado, situandose alrededor de los 60 kDa (Figura 22A). Es importante mencionar
que la senal detectada fue sumamente especifica y reproducible. Esta discrepancia
entre el peso molecular aparente esperado y el observado, nos hace sospechar la
existencia de modificaciones postraduccionales en esta proteina. De todos modos,
este resultado estaria demostrando la existencia de la isoforma proteica en estudio,
no solo a nivel de transcripto, sino también de proteina. Alternativamente, no podemos
descartar que estemos detectando una isoforma aun no caracterizada de MSHS5, si
bien esta posibilidad parece menos probable ya que deberia tratarse de una isoforma
con mayor expresion que la que hemos encontrado, pero que no habriamos

identificado en nuestros analisis transcriptomicos.
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Figura 22. Localizacion de la isoforma no anotada de MSH5, mediante anticuerpo
especifico para esta variante. A) Western blot. Se aprecia una banda especifica alrededor
de los 60 kDa. B) Localizacién celular de la variante no anotada de MSHS en criosecciones
de testiculo de raton. (a) Vista panoramica de un montaje en Z-stack de crioseccion con
marcaje para la variante no anotada de MSH5. En los bordes de la imagen se presentan
proyecciones de los ejes X e Y, que muestran la distribucion espacial de la sefal a lo largo
de la seccién. (b) Misma imagen que en (a), pero mostrando la variante no anotada de MSH5
en verde, y los nucleos tenidos con DAPI (azul). C) Detalle a mayor aumento de dos células
en planos unidos, con tres paneles que muestran la sefal de la variante no anotada de MSH5

(izquierda), y la co-tincién con DAPI (derecha).

La variante proteica no anotada que identificamos, poseeria una secuencia
aminoacidica completamente diferente de la proteina MSH5 reportada en los
primeros 133 aminoacidos, en tanto la region comprendida desde el aminoacido 134

hasta el final, seria idéntica en ambas isoformas. En consecuencia, esta nueva



proteina contendria un dominio MutS V parcial (ver Figura 21B), careciendo de parte
del dominio ATPasa, que se ha reportado como crucial en la recombinacion meidtica,
facilitando la union a estructuras de ADN y su interaccion con la proteina meidtica
MSH4 para regular los entrecruzamientos cromosémicos '8, Adicionalmente, esta
isoforma no reportada careceria del dominio MutS lll, cuya funcidn especifica no se
encuentra definida al dia de hoy. Hipotetizamos, por lo tanto, que esta nueva variante
deberia estar desempefiando una funcién diferente de la de la proteina canodnica, la

que podria, 0 no, estar vinculada a la recombinacion meidtica.

Con el fin de contribuir al conocimiento de esta nueva isoforma, empleamos el
anticuerpo generado en ensayos de inmunofluorescencia. Los mismos revelaron una
sefal especifica, que parece estar distribuida en el citoplasma y principalmente sobre
el borde celular (Figura 22B), en tanto la sefal no parece localizarse en el nucleo. La
marca parece ser mas intensa en los espermatocitos en profase temprana,
coincidiendo con las etapas de mayor expresion a nivel del ARNm (ver Figura 21A,a).
Si bien no hemos realizado cuantificaciones de los niveles de expresion de la proteina
en cada uno de los tipos celulares, ni a nivel subcelular, que nos permitan delimitar
con exactitud su localizacion y distribucion, nos parecié que ello era irrelevante, dado
que resulta evidente que el patrén de expresion de esta isoforma proteica es
completamente diferente del de la proteina MSH5 candnica, que es lo que nos
interesaba averiguar. Esta distinta localizacion y distribucidn sugieren una funcién de
la variante de MSH5 muy diferente de la de la candnica; es importante sefalar que,
si participara en la reparacion de rupturas de doble hebra y en la recombinacion, seria
esperable que se encontrara localizada dentro del nucleo, asociada a los complejos

sinaptonémicos.

4.2.3. Confirmacion masiva de “nuevas” proteinas generadas a partir de

variantes de splicing y genes no anotados, mediante proteémica

Como hemos mencionado previamente, dentro de la seccién 4.1.2., los transcriptos
sin anotacion identificados fueron 33.002. De éstos, unos 14.667 resultaron ser
variantes de splicing de genes ya anotados, mientras que 18.335 fueron transcriptos



de genes hasta el momento no anotados. El analisis de potencial codificante
seleccion6 2.794 transcriptos sin anotar con alto potencial codificante (ver Figura 11).

Si bien hemos profundizado en el estudio de algunos casos particulares de variantes
de splicing potencialmente codificantes en las secciones previas, nos propusimos
extender la confirmacion por un abordaje complementario, a la vez que hacer una
confirmacion de la existencia de, al menos, algunas de estas variantes de splicing
hasta el momento no anotadas, de alto potencial codificante, mediante un método
mas masivo. Concretamente, elegimos efectuar la confirmacion de la existencia de al
menos algunas de las proteinas, lo cual nos lleva a un paso mas adelante,
confirmando a su vez la existencia del producto proteico de los transcriptos
identificados.

Con ese proposito, nos apoyamos en una investigacion reciente, publicada durante
el desarrollo de nuestro trabajo, en la que se llevé a cabo un ensamblaje de novo de
transcriptos de raton y se verificaron los transcriptos codificantes mediante el analisis
de datos de protedmica . Por un lado, realizamos ensamblaje de transcriptos de
raton, creando una base de datos de referencia que contenia todas las proteinas
putativas generadas a partir de los transcriptos con alto potencial codificante que
identificamos, incluyendo las posibles 2.794 proteinas no anotadas. Para llevar a cabo
la confirmacion de la existencia de las proteinas producto de los transcriptos que
clasificamos como codificantes, empleamos datos crudos de protedbmica generados
mediante shotgun, del proyecto PXD030983, correspondientes a muestras de
testiculo completo de ratdn %6, Estos datos crudos fueron descargados y mapeados

contra la referencia que creamos, previamente mencionada.

Como resultado del mapeo, pudimos observar un total de 16.825 proteinas
expresadas. Al realizar la interseccion con los 2.794 transcriptos “nuevos” que
habiamos definidko como probablemente codificantes, logramos confirmar Ila
existencia de péptidos provenientes de 1.949 proteinas (Figura 23A), lo que equivale
a la validacion de un 70% del total. Esto da un respaldo importante a nuestros
resultados.



De las 1.949 proteinas no anotadas validadas, 1.913 correspondieron a isoformas no
anotadas, provenientes de 951 genes conocidos, en tanto 36 provinieron de 22 de los
191 genes no anotados hasta el momento, con alto potencial codificante (Figura 23B).
Cabe destacar que, de estas 36 proteinas, para 18 obtuvimos informacion en la
anotacion primaria (por ejemplo, por similitud parcial con otras ya anotadas, de raton
o de otras especies), mientras que, para las otras 18, no obtuvimos ninguna

informacion durante el proceso de anotacion primaria (Tabla S6).

Con el objeto de profundizar en nuestras identificaciones, realizamos un analisis
BLASTP de forma individual a partir de las secuencias aminoacidicas predichas de
las 36 proteinas para las que fuimos capaces de encontrar péptidos provenientes de
ellas (Tabla S6). Dado que este analisis individual fue realizado con varios meses de
diferencia con la anotacion primaria, nos permitié determinar si, en el plazo de tiempo
transcurrido, habrian surgido anotaciones nuevas para las proteinas mencionadas.
Observamos que las proteinas para las cuales habiamos obtenido una anotacién
primaria coincidian con los resultados del BLASTP, lo que reforz6 la validez de
nuestras anotaciones iniciales. Una excepcion notable fue un gen cuya anotacion en
las bases de datos fue actualizada después de nuestra anotacion primaria. Este caso
correspondia a las proteinas MSTRG.38471.6 y MSTRG.38471.8, que originalmente
habian sido identificadas como producto de un gen expresado en cloroplasto

(https://www.uniprot.org/uniprotkb/P12222/entry), y fueron recientemente

identificadas como proteina acida nuclear de células germinales del ratén
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001369163.1?report=genbank&log$=prott
op&blast rank=1&RID=71FFSHCF016), concordando con nuestro hallazgo.
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Figura 23. Validacion de proteinas provenientes de transcriptos putativamente
codificantes identificados en nuestro trabajo. A) Diagrama de Venn que representa la
interseccién entre proteinas identificadas mediante protedmica shotgun a partir del mapeo de
los datos crudos de Giansanti et al., 2022 (16.825), y los transcriptos no anotados
identificados en nuestro trabajo y previamente clasificados como con alto potencial codificante
(2.794). De éstos, logramos identificar péptidos especificos correspondientes a 1.949
proteinas provenientes de los transcriptos de alto potencial codificante, mientras que 845 de
estos transcriptos no pudieron ser confirmados a nivel de proteina. B) Grafico circular que
muestra la distribucion de las 1.949 proteinas confirmadas a partir de los datos de proteémica,
en funcion de su estatus de anotacion. De ellas, el 98% (1.913) corresponde a nuevas
proteinas generadas a partir de variantes de splicing codificantes de genes ya anotados,
mientras que un 2% (36 proteinas) pertenecen a transcriptos provenientes de 22 genes
completamente “nuevos”, los cuales no habian sido previamente reportados en bases de

datos existentes.

4.2.4. Proteinas putativas sin anotacion primaria

Para las 18 proteinas para las que no se obtuvo ninguna anotacion primaria,
empleamos el mismo mecanismo de busqueda individual que el utilizado para las que
si poseian anotacién primaria, mediante BLASTP. De estas proteinas putativas
analizadas, este estudio nos proporciond coincidencias para las 18 proteinas nuevas.
Dos de estas proteinas, MSTRG.38471.9 y MSTRG.38471.10, se asemejaron a la



suppressor protein SRP40-like de Mus cairoli, con una identidad superior al 88% y
86% respectivamente.

Por otro lado, los transcriptos correspondientes a las restantes 16 probables proteinas
“‘matchearon” todos ellos contra una misma region del genoma, localizada sobre el
cromosoma X. Se trata de una region descrita como de alta complejidad en lo que
respecta a su secuencia nucleotidica, con zonas de alto contenido en GC, y, a su vez,
con muchos repetidos, y que presenta alto interés precisamente por su complejidad y
particularidades. En la versibon GRCm38 del genoma del raton, que fue la que
empleamos como genoma de referencia durante este trabajo, en esa region del
genoma, de aproximadamente de 2,5 Mb, habia anotados unicamente tres genes,
Srsx, codificante para una proteina de secrecidon rica en serinas, Astx2,
presuntamente codificante para una proteina de la cual aun se desconoce la funcion,

y Gm17142, que produciria un IncRNA (Figura 24, linea superior).

Llamativamente, observamos que, recientemente, en la ultima version del genoma
del ratén (GRCm39), hubo un cambio en la anotacion de esta zona del cromosoma
X, en la cual se aprecia un reordenamiento de la secuencia, reduciéndose el tamafio
de la region a 260 Kb. Dicho cambio se basa en un trabajo publicado %, en el cual
se propone la existencia, en esa compleja region, de un gen atipico, al que se
denominé LaidX (Large amplified intrinsically disordered protein gene on the X
chromosome). Segun el mencionado trabajo, el gen propuesto seria transcripto en un
enorme ARNmM de expresion especifica de la espermatogénesis, con una longitud de
unas 25 Kb, y que consistiria en un unico exén con potencial codificante, que se
traduciria en una unica proteina predicha de mas de 8.000 aa (Figura 24, linea
inferior). Como su nombre lo indica, esta enorme proteina tedrica no presentaria
dominios caracterizables, sino que tendria una estructura intrinsecamente

desordenada, y una funcién por ahora no definida.

Al ver este cambio en la anotacion, procedimos a mapear nuestros datos sobre el
nuevo ensamblado del genoma de referencia (GRCm39), con el fin de confirmar que
nuestras lecturas mapearan contra esta region. En efecto, pudimos apreciar que esta
zona, de poco mas de 25 Kb, se encuentra cubierta por completo de lecturas, lo cual

reafirma que se transcribiria por completo, de forma continua, generando un gran



transcripto unico sin intrones en la region codificante (Figura 24, lineas media e
inferior).

Por otro lado, aunque cuando se describio el gen LaidX, se lo predijo como
potencialmente codificante ', en el trabajo mencionado no se tenia evidencia de su
producto proteico, por lo cual, la existencia de una proteina de mas de 8.000 aa
generada a partir de un unico exon, podria resultar dudosa. En ese sentido, nosotros
fuimos capaces de identificar péptidos provenientes de diferentes regiones de la
presunta proteina (los 16 péptidos identificados corresponderian a la proteina LAIDX),
siendo ésta la primera evidencia empirica de la existencia de una proteina producto
de este gen.
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Figura 24. Representacion esquematica de un cambio estructural en la anotacion de
una region del cromosoma X del ratéon. Se puede ver como cambian la posiciéon de los
genes Srsx (cuya longitud cambia considerablemente), Astx2y Gm17412, y se anota el gen
LaidX, del cual podemos ver la anotacion presente en ENSEMBL en la parte inferior de la
figura. A su vez, podemos apreciar la posicion de nuestros genes no anotados en el
cromosoma X en la version GRCm38 del genoma (linea superior), y su posicion relativa a los

genes anotados en la ultima version.



5.DISCUSION

Se ha documentado ampliamente la complejidad del transcriptoma testicular, con
informes que resaltan su heterogeneidad %836 y contribucion significativa del splicing
alternativo a dicha complejidad 8°.121.130.133,146 - Ademads, es sabido que la adecuada
ejecucion del splicing alternativo especifico de cada una de las etapas, es crucial para
el éxito de la espermatogénesis 80:121.130.133,137-139,191 ' Gjn embargo, debido a la gran
heterogeneidad celular en los testiculos, es probable que cuando los estudios
transcriptomicos se realizan a partir de testiculo entero, o de poblaciones celulares
pobremente enriquecidas en cierto tipo celular, muchas isoformas de ARN especificas
de ese tipo celular caigan por debajo de los limites de deteccion. Por otro lado, aunque
el scRNA-seq ha contribuido a mejorar la comprension de la espermatogénesis °', es
importante tener en cuenta que, en general, las bibliotecas de scRNA-seq tienen una
profundidad menor que las obtenidas de pools de células, limitando la deteccion y
siendo un mal abordaje para el ensamblado de transcriptos. Ademas, para el caso
concreto de la espermatogénesis, los estudios de scRNA-seq presentan la limitacion
adicional de que, dado el enorme desfasaje existente entre transcripcion y traduccion
(muchos ARNm pueden almacenarse hasta semanas previo a su traduccién; ver
seccion 1.1.5), por lo general los analisis de scRNA-seq no resultan informativos
acerca de cual es el tipo celular que esta produciendo determinados transcriptos, ya
gue no realizan una clasificacién previa de las células, sino una clasificacion a partir

de los datos de secuenciacion .

En nuestro estudio, al utilizar poblaciones de células espermatogénicas especificas
de estadio altamente puras, junto con bibliotecas de secuenciacion de buena
profundidad, hemos logrado identificar una gran cantidad de genes y transcriptos
generados mediante splicing alternativo que no habian sido anotados previamente.
En consecuencia, si bien el hecho de la gran diversidad transcriptomica del testiculo
era conocido, este trabajo demuestra que la misma es mayor de lo que se habia

informado anteriormente, y que aun queda mucho por reportar.



5.1.Los analisis de RNAseqg revelan numerosos

transcriptos no anotados en la profase meiodtica

temprana.

La poblacién de células en etapas de LZ (es decir, profase meittica temprana) se
destaco por presentar la mayoria de las variantes de splicing no anotadas hasta el
momento. Este fenomeno podria atribuirse, en gran parte, al hecho de que, como
hemos mencionado, los espermatocitos en profase meiética temprana rara vez se
han incluido en estudios transcriptomicos tendientes al estudio de la expresion génica
a lo largo de la espermatogénesis. Ha conspirado para ello la dificultad para obtener
estas células como poblaciones celulares aisladas 8'%8 o incluso enriquecidas, dada
la breve duracion del L y Z, lo que hace que su representacion en la totalidad del
testiculo sea muy baja %148, A su escaso numero, se suma la dificultad de que estas
células no presentan caracteristicas particulares que favorezcan su enriquecimiento
mediante estrategias de sedimentacion celular, a diferencia, por ejemplo, de los
espermatocitos paquiténicos, que son mas faciles de aislar por sedimentacién o
centrifugacion en gradientes de albumina, dado su volumen notablemente mayor que
el de otros tipos celulares 9. Como resultado de lo antedicho, los estudios de
transcriptomica en poblaciones aisladas, en general, se han basado en el
enriquecimiento en tipos celulares pertenecientes a otros estadios espermatogénicos
mas accesibles y con mayor representacion en la totalidad de células, como la profase
meidtica media/tardia y la espermiogénesis.

Otro factor importante que seguramente haya dificultado la deteccién previa de
muchos transcriptos de LZ se relaciona con nuestros hallazgos, que indican niveles
generales de expresidbn menores en esta etapa, en comparacion con otras
poblaciones celulares testiculares. Esto estaria en concordancia con antiguos
estudios preliminares de las décadas del ‘60 y 70 que, a partir de la incorporacion de
precursores tritiados, habian sugerido la existencia de bajos niveles generales de
transcripcidn en la profase meiotica temprana '92-'94, Naturalmente, la escasez de
espermatocitos en LZ, sumada a los niveles comparativamente bajos de expresion de
muchos de sus transcriptos, seguramente ha hecho que buena parte de los
transcriptos especificos de la profase meidtica temprana hayan quedado diluidos



entre los de tipos celulares mas abundantes, en los transcriptomas de testiculo
completo.

Todo esto contribuye a explicar por qué nosotros, empleando poblaciones celulares
de altisima pureza obtenidas por citometria de flujo, hemos detectado un numero tan
importante de variantes de splicing no anotadas, expresadas principalmente en LZ.
Mas aun, de los 191 genes presuntamente codificantes que no estaban anotados en
el genoma del raton, hemos identificado la expresion de 159 de ellos en LZ, y casi la
mitad son exclusivos de esta etapa. Esta observacion sugiere que muchos de estos
genes pueden haber pasado desapercibidos hasta ahora precisamente debido a su
codificacion de productos especificos de la profase meidtica temprana. Suena
razonable pensar que un fendmeno similar podria ocurrir con tipos celulares escasos
en otros tejidos heterogéneos, donde es probable que un gran numero de transcriptos
especificos de tipos celulares poco representados permanezca aun sin detectar.

Mas alla de la abundancia de transcriptos no anotados en la etapa de LZ, esta fase
también exhibié la mayor cantidad de transcriptos expresados en general, tanto
anotados como no anotados. Nuestros resultados coinciden con un estudio de
scRNA-seq que sugiere que las primeras etapas de la espermatogénesis expresan
una mayor diversidad de genes, mientras que las etapas posteriores concentran una

gran proporcion de sus transcriptos en un conjunto mas limitado de genes 9.

Proponemos que esta amplia expresion de genes e isoformas en LZ podria ser
necesaria para el correcto desarrollo de los eventos tan unicos y exclusivos que tienen
lugar durante la profase meidtica temprana. Es importante destacar que la base
molecular de estos eventos sigue siendo en gran medida desconocida: aun no
comprendemos completamente el papel de la formacion del bouquet en el
alineamiento cromosdmico, ni como se reconocen los cromosomas homaologos entre
si. En este contexto, la identificacion de todos estos genes y variantes de splicing sin
anotar, tanto codificantes como no codificantes, podria representar un paso
significativo hacia el avance en la comprensidn de estos procesos esenciales y de su

regulacion, proveyendo una fuente enorme de material para futuros estudios.



5.2.Existe una gran cantidad de IncRNAs

espermatogénicos aun no anotados.

El analisis del potencial codificante de los transcriptos no anotados revelé que la
mayoria de ellos son no codificantes, como se muestra en la Figura 12. Este hallazgo
es coherente con la nocion de que la investigacion sobre los IncRNAs es
relativamente mas nueva en comparacion con la de los genes codificantes, lo que
sugiere que apenas hemos comenzado a explorar la diversidad de IncRNAs existente,

y que un vasto numero de IncRNAs probablemente aun permanece sin descubrir.

Ademas, en un estudio previo donde intentamos realizar un analisis de conservacion
entre los INcCRNAs espermatogénicos de ratdbn y humano, observamos que, para
varios IncRNAs de una especie, habia secuencias de ADN homologas en la otra, pero
no se habia anotado un IncRNA correspondiente '48. Si bien esto podria reflejar
diferencias entre especies, o que es consistente con la menor conservacion de los
patrones de expresidon de los IncRNAs en comparacion con la de los genes
codificantes %, también es indicativo, al menos en parte, de la parcialidad de la

anotacion de los IncRNAs.

El amplio numero de IncRNAs espermatogénicos no anotados que hemos
identificado, se suma a la considerable cantidad de IncRNAs ya anotados en células
germinales masculinas, en comparacion con cualquier otro tejido y tipo celular
estudiado 50-51.58,64.112.113 'Estg abundancia puede atribuirse, en parte, a la cromatina
mas relajada de las células meidticas y posmeidticas, pero también, en parte, a los
elevados niveles de regulacion postranscripcional presentes en estas células (ver

siguiente seccion).

Un rasgo distintivo que hemos observado en los genes no codificantes, es que tienden
a tener un menor numero de transcriptos por gen en comparacion con los codificantes
de proteinas, lo que es indicativo de que suelen presentar menor cantidad de
variantes de splicing. Este hallazgo estaria en linea con informes previos que indican
que el splicing de los INcRNAs es menos eficiente que el de los ARNm 519 Ademas,

esta en consonancia con nuestros resultados anteriores y los de otros grupos, que



muestran que los INncRNAs tienden a ser mas cortos y a tener menos exones que los
ARNm 5051148 - En suma, el nuevo hallago de que también presentan menor nimero
de variantes de splicing, contribuye a la idea de que los IncRNAs son, en general,

menos complejos que los ARNm.

5.3.La abundancia de transcriptos y variantes de splicing

no anotados subraya la alta complejidad

transcriptomica de las células meiodticas vy

posmeioticas.

Las poblaciones de células meidticas y posmeioticas exhibieron un mayor numero de
transcriptos sin anotar, en comparacion con la poblacion de células 2C 8. Este
numero comparativamente menor en la poblacion 2C podria ser un reflejo de la
complejidad intrinseca de los transcriptomas espermatogénicos, ya que, como hemos
mencionado repetidamente, es sabido que las células meidticas y posmeidticas tienen

transcriptomas extremadamente complejos .

Se ha sugerido que la complejidad de las células meidticas y posmeio6ticas podria ser
una consecuencia del estado permisivo de su cromatina, resultado de la remodelacion
extensiva de la misma que ocurre durante estas etapas, debida al reemplazo de las
histonas %. El reemplazo de histonas durante la espermatogénesis es un proceso en
el que éstas son progresivamente sustituidas por protaminas, facilitando una mayor
compactacion del ADN en los espermatozoides maduros. Durante las primeras
etapas, la cromatina se vuelve mas laxa debido al intercambio temporal de histonas
candnicas por variantes especializadas, permitiendo la remodelacion epigenética y la
transcripcion de genes esenciales para la diferenciacién celular 3'. En este contexto,
algunos investigadores han sugerido que, al menos parte de esa enorme cantidad de
transcriptos producidos en estas etapas, se deberia a transcripcion “promiscua” .
De ser asi, podemos especular que parte del gran numero de transcriptos no
anotados identificados en estas células, representen transcripciéon promiscua. En

relacion con esto, un estudio reciente (que salié publicado en paralelo con el nuestro)



también identifico una abundancia de transcriptos no anotados en células germinales

masculinas de raton 189,

Mas alla de si parte de la extensiva transcripcion que tiene lugar durante la
espermatogénesis es promiscua, también es cierto que la compleja diversidad
transcriptomica observada en las células mei6ticas y, en particular, en las
posmeioticas, se considera, en buena medida, parte de una estrategia adaptativa
para regular la sintesis de proteinas en las espermatidas elongadas que, como hemos
mencionado, son transcripcionalmente inertes (ver seccidon 1.1.5). Esta necesidad de
disponer de todos los transcriptos para ser traducidos en momentos especificos de
forma muy estrictamente regulada, ha impulsado el desarrollo de sofisticados
mecanismos de regulacion postranscripcional, destinados a cumplir con los estrictos
requisitos de regulacion, algunos de los cuales son exclusivos de los espermatocitos
y espermatidas redondas 136141195197 Estos mecanismos de regulacién
postranscripcional probablemente requieran una abundancia de ARNs reguladores.
De hecho, aunque se reconoce que una proporcion significativa de los IncRNAs
espermatogénicos puede carecer de funcion biologica, estudios recientes han
destacado la importancia de varios de ellos en la regulacion de la espermatogénesis
y la preservacion de la fertilidad 98:198-208,

Con respecto al estudio de los tipos de splicing predominantes, el analisis de nuestros
datos de RNAseq revelo6 que el tipo mas prevalente fue el salto de exdn (SE), seguido
de la retencidn de intrones (RI), no registrandose diferencias significativas, en este
sentido, entre las cuatro poblaciones celulares estudiadas. El hallazgo de que los tipos
de splicing mas utilizados son SE y RI, concuerda con los resultados presentados en
un estudio de reanalisis de datos de un repositorio publico (cabe destacar que dicho
analisis no incluyo la profase meidtica temprana) '3*. Asimismo, nuestros resultados
estan en linea con los de otro estudio '#', en el que se observo que la Rl es uno de
los patrones de splicing alternativo mas comunes durante la diferenciacion
transmeidtica de las células germinales masculinas. Es interesante resaltar que en
este ultimo estudio se encontré una regulacion positiva de los eventos de RI en los
espermatocitos en comparacion con las espermatidas, sugiriendo que la Rl podria
servir como un mecanismo de retencion nuclear de transcriptos durante la meiosis,

para su posterior traduccion en las células germinales posmeidticas



transcripcionalmente inactivas '#'. Aunque nosotros no encontramos diferencias
significativas en cuanto a la magnitud de la Rl entre las cuatro poblaciones celulares
estudiadas, es importante tener en cuenta que los resultados de ese trabajo y los
nuestros no son directamente comparables, ya que nuestro analisis se centré en la
prevalencia de las diversas categorias de splicing alternativo en diferentes etapas de
las células espermatogénicas, y no en los eventos de splicing regulados

diferencialmente.

En suma, la abundancia de transcriptos expresados resalta la diversidad de los
eventos de expresion geénica que tienen lugar durante la espermatogénesis,
evidenciando la enorme complejidad de los procesos celulares involucrados en la
formacion de los espermatozoides. La presencia de un gran numero de transcriptos
no anotados y variantes de splicing aun no caracterizadas, sugiere que la
comprension completa de la regulacidon génica en estas etapas cruciales de la

espermatogénesis, aun esta muy lejos.

5.4.L.a caracterizacion de los patrones de splicing

alternativo revela la existencia de variantes de interés,

previamente desconocidas.

Un resultado importante de nuestro trabajo, es la identificacion de numerosas
variantes de splicing no anotadas de genes con funciones altamente relevantes en la
espermatogénesis. Estas variantes presentaron elevados niveles de expresion,
incluso, en ocasiones, notablemente superiores a los niveles de expresion de las
variantes anotadas. En muchos casos, es probable que estas variantes hayan pasado
desapercibidas debido a su expresion especifica en etapas que a menudo estan
subrepresentadas en los estudios transcriptdmicos, como es el caso de LZ. Lo mas
interesante es que algunos de estos transcriptos recién identificados, con un alto
potencial codificante, podrian estar dando lugar a isoformas proteicas especificas de
testiculo, hasta ahora no conocidas. Podemos hipotetizar que, al menos algunas de
estas nuevas isoformas, desempefiarian funciones distintas en la espermatogénesis,

lo que es fuertemente apoyado por el hecho de que varias de ellas carecerian de



dominios clave para la ejecucion de la funcion reportada para su contraparte

canonica, o presentarian algunos dominios diferentes.

Un punto crucial, que avala la relevancia de nuestros hallazgos, fue nuestra capacidad
para detectar estas interesantes variantes de splicing mediante abordajes alternativos
al RNAseq, como RT-PCR. Deliberadamente, todas las variantes que seleccionamos
fueron cuidadosamente elegidas, representando ejemplos de posibles isoformas
proteicas no previamente descritas, cuya expresion varia a lo largo de las distintas
etapas de la espermatogénesis, y cuyas proteinas canonicas, en la mayoria de los

casos, son conocidas por desempefiar funciones esenciales en este proceso.

Un ejemplo ilustrativo, es la isoforma no anotada que identificamos para el producto
del gen Msh5. MSHS es una proteina reparadora de dafo del ADN especifica de la
meiosis, crucial para la recombinacion homologa 2°° y la progresion meidtica '°. Dado
que la nueva isoforma, altamente expresada en LZ, presentaria un dominio ATPasa
incompleto, necesario para la reparacion de roturas de doble cadena 188,
hipotetizamos a priori que esta variante no anotada podria desempefar una funcion
diferente de la de la canonica durante la profase meittica. En apoyo a esta idea, los
resultados de inmunofluorescencia obtenidos con el anticuerpo que generamos,
revelaron una distribucién de la sefal diferente de la reportada para la proteina
canonica, no localizada en relacion con los complejos sinaptonémicos y los puntos de
recombinacion, sino con una ubicacion predominante en el citoplasma. Curiosamente,
aunque en los ensayos de Western blot detectamos una banda especifica para esta
isoforma (que presenta un peso molecular distinto del de la proteina candnica), su
peso molecular aparente no coincidié con el peso molecular esperado, sino que fue
mayor. Sin embargo, este hallazgo coincide con los resultados obtenidos con un
anticuerpo comercial anti-MSH5 dirigido contra una region carboxilo-terminal de la
proteina candnica, region que comparten tanto la canénica como la isoforma no
anotada  (https://www.sigmaaldrich.com/UY/es/product/sigma/hpa062688). Ese
resultado, validado por el Protein Atlas
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000204410-MSHS), muestra una distribucion
celular similar a la observada en nuestros experimentos de inmunofluorescencia, y
una banda en los ensayos de Western blot del mismo tamafio que la obtenida en
nuestros estudios. EI mayor peso molecular aparente de esta isoforma proteica nos



ha llevado a proponer que, posiblemente, la misma sea blanco de modificaciones
postraduccionales. En esa misma direccion, no fuimos capaces de detectar la nueva
isoforma de MSH5 mediante el analisis de protedmica, lo que nos refuerza la idea de
que la misma podria ser blanco de modificaciones postraduccionales que alteraran
su peso molecular. Las modificaciones postraduccionales hacen mas complejo el
analisis protedmico, ya que, en un principio, este analisis se basa en la comparacion
de masas de péptidos 2'°. A su vez, los resultados de inmunofluorescencia
concuerdan con lo reportado por Lahaye y colaboradores, quienes observaron la
presencia de proteina MSH5 fuera del ntcleo 2''. Un interesante desafio para el futuro
es una mayor exploracion de la funcion de esta nueva isoforma proteica en relacion

a la profase meidtica.

Otro ejemplo altamente llamativo es el del gen BC051142, un gen que, a pesar de ser
uno de los que presenté mayor cantidad de variantes de splicing, codificar numerosas
isoformas proteicas putativas especificas de las células germinales masculinas en
nuestras listas, y haber sido asociado con el hipogonadismo en humanos, su funcién
aun es completamente desconocida (https://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=TSBP1&keywords=BC051142). Este caso ilustra |la
considerable variabilidad existente a lo largo de la espermatogénesis, y la vasta

cantidad de incégnitas que aun persisten en este campo de estudio.

El éxito en la validacion de las nuevas isoformas para los siete genes seleccionados
respalda la robustez de nuestro enfoque metodoldgico, y sugiere que nuestras
observaciones tienen una base solida y confiable. Para todos estos genes
previamente mencionados, las probables isoformas proteicas recientemente
identificadas diferirian significativamente de las candnicas. MSHS es un ejemplo claro.
STK31 es otro buen ejemplo de esto: mientras que la proteina conocida tiene un
dominio Tudor y un dominio protein-quinasa esencial para su funcion, la variante
predicha careceria de este ultimo, lo que sugiere que deberia desempefar un papel
diferente. Estas variantes podrian, eventualmente, tener implicancias importantes en
la regulacion de la funcion celular, y podrian estar involucradas en distintas rutas

bioldgicas, aun por descubrir.



Adicionalmente a la validacién por RT-PCR, recurrimos al analisis proteémico como
meétodo de validacion masiva. Dicho analisis confirmé la existencia de 1.949 proteinas
derivadas de transcriptos previamente no anotados identificadas en nuestro estudio.
Este hallazgo, a la vez que da un fuerte soporte a nuestros datos, subraya la notable
complejidad del proteoma testicular, permitiendo ampliar nuestra comprensién sobre
la diversidad proteica en este tejido. Por otra parte, esta lista confirmada de nuevas
isoformas proteicas constituye una valiosa base de datos para futuros estudios. Como
hemos sefalado, las proteinas generadas por estas variantes de splicing podrian
desempeniar funciones bioldgicas novedosas y, por ende, su caracterizacion puede
abrir nuevas vias para entender mejor la biologia del testiculo y de los mecanismos
moleculares subyacentes a la espermatogénesis. Las variantes de splicing, como
mencionamos previamente, han sido reconocidas como mecanismos clave para
generar diversidad funcional en las proteinas, y su relevancia en el testiculo es
particularmente significativa, dado que este 6rgano requiere una regulacion precisa y
multifacética. Ademas, la existencia de estas variantes no soélo sugiere posibles
nuevas funciones, sino también la adaptacion evolutiva del tejido testicular para
optimizar procesos complejos, lo que resaltaria la importancia de este tipo de analisis
para descubrir aspectos no explorados de la biologia reproductiva.

5.5.Consideraciones sobre la anotacion y caracterizacion

de transcriptos codificantes hasta ahora no anotados.

La anotacion primaria de las variantes de splicing de genes previamente identificados,
presenta limitaciones cuando se trata de identificar de forma masiva los cambios
funcionales potenciales en estas variantes aun no descritas. Esto se debe a que la
anotacion primaria se basa principalmente en la similitud de secuencias con genes
conocidos, lo que generalmente asigna funciones preexistentes sin evaluar a fondo
el impacto individual de cada variante ?'2. Como resultado, muchas de estas variantes
pueden estar subestimadas en términos de su relevancia funcional. En particular, la
anotacion funcional insuficiente puede ser un desafio, especialmente cuando se
consideran los efectos que pueden tener estas variantes en procesos bioldgicos

criticos, como la regulacion del ciclo celular y la respuesta al estrés celular 213, Para



el caso particular de la espermatogénesis, debemos recordar que se cuenta con una
composicion especifica del spliceosoma, lo que potencia la generacion de nuevas
variantes de ARNm, que constituyen la base para la produccién de la gran cantidad
de diferentes isoformas proteicas, esenciales para el desarrollo y funcionalidad de los

espermatozoides 2'4.

Hemos sefalado varias veces a lo largo de este texto que el splicing alternativo no
s6lo permite diversificar las funciones proteicas, sino que también puede generar
isoformas con nuevas funciones o, por el contrario, provocar la pérdida de dominios
clave que alteran la funcionalidad de la proteina resultante 74127, Este fenomeno es
especialmente evidente en genes involucrados en la sefalizacion celular y el control
del ciclo celular, donde la pérdida o adquisicion de dominios funcionales puede influir
de manera significativa en procesos esenciales como la apoptosis y la diferenciacion
celular '?7. Adicionalmente, se ha demostrado que muchos eventos de empalme
alternativo en un organismo pueden no mostrar una ventaja selectiva inmediata, pero
la existencia del empalme alternativo en si misma tiene un valor adaptativo. Esto se
debe a que proporciona una fuente de variabilidad de ARNm que puede ser
aprovechada evolutivamente para generar variabilidad funcional relevante, sin la

necesidad de eliminar funciones génicas existentes o generar nuevos genes 3.

Ademas, estudios como los de Tress y colaboradores 2" han demostrado que soélo
una fraccion de las variantes de splicing genera isoformas con relevancia biologica
significativa, lo que subraya la importancia de realizar un analisis detallado de cada
variante para evaluar su funcionalidad. De hecho, en nuestros estudios hemos llevado
a cabo este tipo de analisis en casos especificos, observando si la variante generaba
la pérdida o ganancia de dominios funcionales clave en la proteina. Este enfoque nos
ha permitido entender mejor las implicancias biologicas de estas variantes,
destacando la necesidad de ir mas alla de la anotacidn primaria para descubrir nuevas
funciones, especialmente en tejidos complejos como el testiculo, donde la diversidad
proteica es particularmente elevada.

Respecto a lo que se refiere a los genes hasta ahora no anotados, la informacién
proporcionada por anotacion primaria resulta mas relevante, ya que nos podria dar

un indicio de su funcién o, al menos, nos puede decir a qué se asemejan. Dentro de



estos genes no anotados, pusimos foco en 22 genes probablemente codificantes,
para los cuales pudimos identificar péptidos provenientes de ellos mediante el analisis
protedbmico. Al realizar una busqueda y analisis detallado de estos genes,
encontramos que algunos de estos genes fueron anotados en el transcurso de esta
investigacion, constituyendo una validacion adicional de nuestros analisis vy

resultados.

Uno de los resultados mas sorprendentes de este estudio se aprecia en la expresion
del gen LaidX, cuya existencia ha sido recientemente anotada en el genoma del raton.
Este gen, con un unico transcripto de aproximadamente 25 Kb sin intrones, fue
clasificado como codificante '°°. La region en la que se encuentra este gen constituye
una zona muy compleja del cromosoma X, que histéricamente ha representado un
desafio para los métodos de secuenciacion. Dicha region presenta multiples
elementos repetidos, y su anotacion fue posible gracias a una correccién estructural
que se efectud en la version GRCm39 del genoma del raton. Este hallazgo es
consistente con estudios previos que destacan como los avances en la tecnologia de
secuenciacion, y la mejora de los ensamblajes gendmicos, permiten la identificacion

de genes previamente ocultos, o mal anotados 2'8.

Al realizar un mapeo de nuestros datos sobre la nueva version del genoma,
observamos una cobertura continua en la region correspondiente al gen LaidX, lo cual
coincide con los hallazgos reportados recientemente por Arlt y colaboradores '%°. Aun
mas interesante, es que nuestros analisis de protedmica revelaron la presencia de
péptidos que corresponden a diferentes regiones de la proteina predicha de LaidX, lo
que refuerza la hipotesis de la existencia de esta proteina a nivel bioldgico,
constituyendo la primera evidencia empirica, mas alla de la prediccion teodrica. Este
hallazgo es especialmente relevante, ya que los genes sin intrones y los elementos
repetidos, como los identificados en LaidX, han sido historicamente dificiles de
caracterizar y, sin embargo, podrian desempefar funciones cruciales aun no

comprendidas completamente 2'7.

El descubrimiento de LaidX afiade evidencia al creciente reconocimiento de que los
genomas contienen muchas mas regiones codificantes potenciales de lo que se

pensaba previamente, especialmente en regiones repetitivas u "oscuras" del genoma



218 Este tipo de hallazgos abre nuevas lineas de investigacion sobre la funcionalidad
de genes previamente no caracterizados y la importancia de refinar nuestras
herramientas bioinformaticas, para seguir descubriendo estas regiones exéticas pero

funcionales.

Hay que mencionar que, ademas de la contribucion que hemos hecho a identificar
nuevos genes Yy transcriptos, y de profundizar en posibles anotaciones y funciones,
hemos dejado por fuera 16.265 transcriptos, no por considerar que no fueran
confiables, sino por presentar algun tipo de conflicto entre los programas de potencial
codificante empleados para clasificarlos. Esto resalta aun mas la complejidad y
desconocimiento que tenemos hoy dia, en la biologia en general, a un nivel tal que,
aun en un organismo modelo tan estudiado como el ratén, todavia nos queda mucho
por profundizar para poder identificar con certeza los intrincados mecanismos
moleculares necesarios para que se den, de forma correcta, muchos procesos

bioldgicos.



6.CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En este estudio se abordd la caracterizaciéon de transcriptos no anotados en la
espermatogénesis, utilizando analisis de RNAseq en poblaciones celulares altamente
purificadas. Como conclusiones principales,

- La combinacién de diferentes herramientas bioinformaticas permiti6 mejorar la
anotacion de transcriptos en el genoma del raton, contribuyendo al conocimiento
sobre la expresidn génica durante la espermatogénesis, y generando una valiosa
base de datos sobre transcriptos codificantes, variantes de splicing y IncRNAs
expresados a lo largo de las distintas etapas del proceso.

- Se identificaron 33.002 transcriptos no anotados expresados en el testiculo del raton,
de los cuales 18.607 se expresaron en la profase meidtica temprana (LZ), siendo
4.768 exclusivos de estas etapas y evidenciando que, a pesar de su corta duracién y
baja representacion celular, dichas etapas son particularmente ricas
transcripcionalmente, a diferencia de lo que se creia en el pasado.

- La gran mayoria de los transcriptos no anotados identificados corresponde a
IncRNAs (13.471), lo que subraya la abundancia de éstos durante la
espermatogénesis, y el menor conocimiento de los mismos respecto a los genes

codificantes.

- De los transcriptos no anotados clasificados como codificantes (2.794), la mayoria
resultaron ser variantes de splicing de genes ya anotados (2.571), lo que remarca la

importancia del mecanismo de splicing alternativo en el testiculo.

- El analisis protedmico permitié validar el 70 % de los transcriptos “nuevos” con alto
potencial codificante identificados (1.949 de 2.794), confirmando de esta forma la
existencia de un importante numero de proteinas expresadas durante la

espermatogénesis, hasta ahora no anotadas.



- Se logré mapear y ratificar la existencia del transcripto de LaidX, un gen sin intrones
localizado en una region compleja del cromosoma X, detectando péptidos, por
primera vez, en multiples fragmentos de la proteina predicha, lo que constituye la
primera evidencia empirica de su existencia y abre la puerta a su caracterizacion
funcional. A la vez, aporta evidencia en la direccion de que regiones complejas u
‘oscuras” del genoma pueden, sin embargo, codificar proteinas atipicas, y en la
necesidad de profundizar el estudio de esas regiones exoticas.

-Los resultados obtenidos confirman la presencia de una gran cantidad de transcriptos
no anotados previamente, tanto codificantes como no codificantes, que
potencialmente podrian cumplir funciones en la regulacion de la meiosis y la
espermiogénesis. En particular, la identificacion de posibles nuevos genes
codificantes y no codificantes resalta la complejidad del paisaje transcriptomico en la

gametogénesis masculina, y abre nuevas preguntas sobre sus posibles funciones.

-La identificacion de transcriptos sin homologia conocida en bases de datos sugiere
la existencia de elementos genéticos especificos de la espermatogénesis en
mamiferos, cuya funcion y regulacién aun no han sido descritas. La exploracion de
estos elementos podria ofrecer nuevas perspectivas sobre la evolucion y
especializacion de los mecanismos moleculares que controlan la produccion de

gametos.

-En conjunto, estos resultados revelan que la complejidad del transcriptoma y
proteoma testicular son aun bastante mayores de lo reconocido, aportando miles de
transcriptos y numerosas isoformas proteicas hasta ahora desconocidas. Nuestros
hallazgos plantean la posibilidad de que algunos de estos transcriptos sean
elementos clave en la regulacién de la fertilidad, lo que podria tener implicancias
significativas, tanto en la comprensién de la biologia basica de la reproduccién, como
en el desarrollo de posibles biomarcadores o estrategias terapéuticas para tratar
casos de infertilidad masculina.



Este trabajo abre diversas perspectivas:

- A partir de los hallazgos realizados, futuras investigaciones podran enfocarse en la
validacion funcional de los transcriptos identificados (o, al menos, algunos de ellos
seleccionados), mediante experimentos de edicion genética (como CRISPR-Cas9) y
estudios de expresion en diferentes etapas del desarrollo espermatogénico. Estos
estudios permitiran determinar si los transcriptos identificados y/o (para el caso de los
codificantes) sus productos proteicos, desempenan funciones esenciales en la
regulacion de la meiosis, la diferenciacion celular y la maduracion de los
espermatozoides. Por ejemplo, se podrian estudiar las isoformas proteicas producto
de genes esenciales para la espermatogénesis que hemos validado por RT-PCR, de
modo de caracterizar su funcion (tal es el caso de la isoforma de MSHS5, cuya

caracterizacion hemos iniciado).

- Ademas, seria interesante analizar la conservacion de estos transcriptos en otras
especies, para determinar su posible papel evolutivo. Comparaciones entre
mamiferos podrian revelar si estos genes desempefan funciones mas generales en

la reproduccién, o si son especificos del raton.

- La integracion de técnicas de secuenciacion de tercera generacion, como la
secuenciacion de largo alcance (PacBio o Nanopore), podra permitir mejorar la
caracterizacion estructural de estos transcriptos y definir con mayor precision sus
isoformas y regiones reguladoras. Complementariamente, estudios de interaccion
proteina-ARN y perfiles epigenéticos podrian contribuir a esclarecer los mecanismos

mediante los cuales estos transcriptos regulan la espermatogénesis.

- También se podrian realizar estudios de mecanismos de regulacion del splicing,
analizando la expresion y actividad de factores de splicing especificos (por ejemplo,
hnRNPs, proteinas SR) en cada etapa celular mediante Western-blot y ensayos de
unién ARN-proteina, y/o emplear ensayos de reporteros de splicing in vivo para medir

como alteraciones en factores clave afectan la inclusidon/exclusion de exones.

Finalmente, deseamos mencionar que una significativa parte de este trabajo

(exceptuando los analisis protedbmicos, la caracterizacion de la isoforma de MSH5, y



algunos de los estudios de transcriptomica), fueron publicados en el trabajo: Romeo
C, Trovero MF, Radio S, Smirsich P, Rodriguez-Casuriaga R, Rodriguez-Casuriaga
R, Geisinger A, Sotelo-Silveira JR (2024). “Uncovering a multitude of stage-specific
splice variants and putative protein isoforms generated along mouse
spermatogenesis”, BMC Genomics 25:295; doi: 10.1186/s12864-024-10170-z

Adicionalmente, este trabajo, en formato pdster, recibio el Primer Premio en las
Jornadas de la Sociedad de Bioquimica y Biologia Molecular (JSSBM, Uruguay), en
octubre 2023.



7. ANEXO: MATERIAL SUPLEMENTARIO

A) Msh5 B) BC051142
e - Testiculo : i : Testiculo
al na o Il : B '
C) Agbl5 D) Larp1

Testiculo

RPKM

|

-

“m

1
S |

n

1

1

1

1

1

. -
]

n

1

1

1

!

n

1

]

1

]

1

1

1
E——C> -
.ol

-

Samples

E) Stk31 F) Baz1a

so0 oty
Miouse ENCODE tanscripiome data +

Samples

So0 dotalls
Mouso ENCODE ranscripiome data v
scriplome data

s oo by o Mouss ENCODE prjct Testiculo : Testiculo
" @ : 3
Samples G) RSph1

e sata

Testiculo

Samples.

RPKM

Figura Suplementaria S1. Niveles de expresion en diferentes tejidos, de los genes
seleccionados para confirmar por RT-PCR. Se aprecian los niveles de expresion medidos

en RPKM en los diferentes tejidos del ratéon. Los datos fueron tomados de ENCODE, del
proyecto PRINA66167.



Figura Suplementaria S2. Localizacion de la proteina MSH5 candnica sobre los
cromosomas meioticos. En rojo se aprecia la marca de SYCP3, un marcador de los

complejos sinaptonémicos, y en verde, MSH5 candnica. (Imagen tomada y modificada de Milano y

colaboradores, 2019).



Tabla Suplementaria S1. Primers empleados para los analisis de RT-PCR. Se presentan
los nombres de los genes contra los cuales se realizaron las confirmaciones de variantes de
splicing, los nombres especificos de cada par de primers utilizados, las secuencias de los

mismos, y el tamafo esperado de los amplicones (en pares de bases).

Gen Transcripto Secuencia 5'->3' primer FLargo de
ragmento
CTGCCAGAGGAGAGTTTCCG
ENSMUST00000114700.9 136
TCTCTCTGGTCTGGGGGATG
Agbl5
CCTGACTGTGCTGAAACGGA
MSTRG.27115.4 222
TGTCTCTGTCATCTCAAAGGTG
ENSMUST00000173433.8 and ACTGCAATCTTCCAGGCGAT
MSTRG.7385.3 216-312
) : CGTAGCGTCGAATCCTCCTC
Baz1a
GTGAAGGCCCACTGTGTGAA
MSTRG.7385.3 124
AAACTGCAGCCTTTGGTGTC
GCTGCTTACCCCAGGAAACA
ENSMUST00000097348.10 158
CAACAGCCCGTCTCCATCAT
GTGAAAGCTGCACCCCTGTA
BC051142 MSTRG.15748.86 150
GCAGGGTGGACTCAGAGAAT
AGATCCAGCTTTCTCTCTGGAA
MSTRG.15748.95 102
GAGGAAACTAGGTAGGAGAGCA
TCCTGTGACTCACTTGTCGC
ENSMUST00000178636.2 160
AGAGGGCTGAGTGAGGAGAG
Larp1
CTCCGGGATGTCCAAGGGAG
MSTRG.5062.14 114
ACTTTCGGTAGCCAAACTGGT
ACGCATGAAGTTGTCCCACA
ENSMUST00000174556.8 104
GAGTGAGGCTCTCCTAGGCT
Msh5
CAGATCTTTCCAGGCACCTCTC
MSTRG.15777.15 118
CAAGGTCCAATACCCGAGTCA




ENSMUST00000024832.9 y

ACAGGTACCAGGGCAAGTTC

Rsph1 193-265
MSTRG.15622.3 CCAGTAAGTCCCTGCGGTTC
GCTGTGGCGCAAAGTGTAAG
ENSMUST00000024171.14 119
TGGGCCCAAAATGTTACTGC
Stk31
CTGCGCTCCCTCCGCTAT
MSTRG.29908.1 106

ATCCATTTGGACAAGTCCTGGAA




Tabla Suplementaria S2. Expresion y anotacion de los transcriptos detectados.
ENSMUST significa transcriptos anotados por Ensembl, mientras que MSTRG designa

transcriptos no anotados. La tabla se accede en el siguiente link:

https://pmc.ncbi.nim.nih.gov/articles/instance/10953240/bin/12864_2024 10170_M
OESM8_ESM.xlIsx

Tabla Suplementaria S3. Expresion y anotacion de los 223 transcriptos recientemente
identificados con alto potencial de codificaciéon, que corresponden a 191 genes no

anotados. La tabla se accede en el siguiente link:

https://pmc.ncbi.nim.nih.gov/articles/instance/10953240/bin/12864 2024 10170 M
OESM9 ESM.xIsx

Tabla suplementaria S4. Lista de los 3.952 transcriptos para los que se encontré una
anotacion primaria. Link de acceso:

https://docs.google.com/spreadsheets/d/1P90RBAspgTEUVGIUkRfH F3y53AWfgN
/edit?usp=sharing&ouid=102469611408794891700&rtpof=true&sd=true

Tabla Suplementaria S5. Seleccion de variantes de splicing para confirmacion
molecular. Link de acceso:
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1fWy99IVJINILWwWwMPKhcO8rPyWIwgnTEr0/
edit?usp=sharing&ouid=102469611408794891700&rtpof=true&sd=true

Tabla Suplementaria S6. Proteinas confirmadas de genes no anotados. El link de

acceso es:

https://docs.google.com/spreadsheets/d/1VyCzMbtj11NRosy Dmgv0y7s6zYRiVbx/edit?us
p=sharing&ouid=102469611408794891700&rtpof=true&sd=true
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Uncovering a multitude of stage-specific
splice variants and putative protein isoforms
generated along mouse spermatogenesis

Carlos Romeo-Cardeillac'?, Marfa Fernanda Trovero', Santiago Radio? Pablo Smircich?,
Rosana Rodriguez-Casuriaga', Adriana Geisinger'*"" and José Sotelo-Silveira®*"f

Abstract

Background Mammalian testis is a highly complex and heterogeneous tissue. This complexity, which mostly derives
from spermatogenic cells, is reflected at the transcriptional level, with the largest number of tissue-specific genes
and long noncoding RNAs (IncRNAs) compared to other tissues, and one of the highest rates of alternative splicing.
Although it is known that adequate alternative-splicing patterns and stage-specific isoforms are critical for successful
spermatogenesis, so far only a very limited number of reports have addressed a detailed study of alternative splicing
and isoforms along the different spermatogenic stages.

Results In the present work, using highly purified stage-specific testicular cell populations, we detected 33,002
transcripts expressed throughout mouse spermatogenesis not annotated so far. These include both splice variants
of already annotated genes, and of hitherto unannotated genes. Using conservative criteria, we uncovered 13,471
spermatogenic INcRNAs, which reflects the still incomplete annotation of IncRNAs. A distinctive feature of INcRNAs
was their lower number of splice variants compared to protein-coding ones, adding to the conclusion that IncRNAs
are, in general, less complex than mRNAs. Besides, we identified 2,794 unannotated transcripts with high coding
potential (including some arising from yet unannotated genes), many of which encode unnoticed putative testis-
specific proteins. Some of the most interesting coding splice variants were chosen, and validated through RT-PCR.
Remarkably, the largest number of stage-specific unannotated transcripts are expressed during early meiotic
prophase stages, whose study has been scarcely addressed in former transcriptomic analyses.

Conclusions We detected a high number of yet unannotated genes and alternatively spliced transcripts along
mouse spermatogenesis, hence showing that the transcriptomic diversity of the testis is considerably higher than
previously reported. This is especially prominent for specific, underrepresented stages such as those of early meiotic
prophase, and its unveiling may constitute a step towards the understanding of their key events.
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Background

Spermatogenesis can be defined as the execution of three
consecutive yet overlapping processes that take place
in the male gonad, inside the seminiferous tubules. The
first process is the mitotic proliferation and differentia-
tion of spermatogonia (meiotic precursor cells), which
go through different stages until they become primary
spermatocytes and enter meiosis. The second phase is
the meiotic divisions, during which spermatocytes (I and
II, corresponding to the first and second meiotic divi-
sions, respectively) halve their DNA content, resulting
in haploid spermatids. Recombination of homologous
chromosomes, which involves a meiotic-specific protein
structure, the synaptonemal complex, is a hallmark of
meiotic prophase I. The third phase, spermiogenesis, is
the differentiation of round spermatids (i.e. the outcome
of meiosis II) into sperm (Fig. 1). Along the latter, sper-
matids undergo dramatic changes, namely: the acqui-
sition of a flagellum; nuclear elongation; loss of most
cytoplasm; acrosome formation; reorganization of mito-
chondria; and the sequential replacement of most his-
tones first by transition proteins and then by protamines,
with the consequence of chromatin compaction and mas-
sive transcriptional silencing during late spermiogenic
stages [1, 2].

Besides germline cells at their various differentiation
stages, different somatic cell types coexist within the
mammalian testes: Sertoli cells, which support and nour-
ish the germline cells inside the seminiferous tubules;
peritubular myoid cells; and different types of intersti-
tial cells, including testosterone-producing Leydig cells,
fibroblasts, macrophages, endothelial cells, innate lym-
phoid cells, and mesenchymal cells [3]. In total, the testis
is composed of over 30 different cell types, which makes
it an extremely complex and heterogeneous tissue.
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Testicular tissue and cell complexity are also reflected
at the transcriptional level. It has been shown that, in dif-
ferent mammalian species, the testes exhibit the highest
transcriptomic complexity and diversity compared to
other tissues, expressing the largest number of tissue-spe-
cific genes [4—6] and an overwhelming majority of long
noncoding RNAs (IncRNAs) [6-11], as well as a panoply
of short noncoding RNAs (piRNAs, miRNAs) [12-17].
Moreover, together with the brain, the testes have been
reported to present the highest rate of alternative splic-
ing (AS) [6, 18-21], which generates a huge number of
testis-specific, temporally regulated RNA isoforms and
protein variants [22, 23]. In accordance with this, the tes-
tis expresses a very large number of specific and strictly-
regulated RNA-binding proteins [24—26], including many
unique or differentially expressed (DE) splicing factors
[20, 22, 27-29]. Furthermore, splicing defects have been
associated with testicular pathologies [20, 22, 23, 29-32].
Interestingly, the complexity of the testicular transcrip-
tome has been reported to mostly derive from primary
spermatocytes and, particularly, round spermatids [6].

A number of studies have analyzed testicular transcrip-
tomic diversity along spermatogenesis progression, and
some of them included the identification and/or prelimi-
nary characterization of AS in mouse [6, 33—38], rat [39],
and human [40]. However, only a very limited number of
studies have addressed a more detailed analysis [34, 35,
38]. Moreover, they were mostly based on computational
deconvolution approaches [35] or available data sets [38].

We have previously profiled the transcriptomic fluc-
tuations along mouse spermatogenesis, both for cod-
ing transcripts [41] and for IncRNAs [42]. The input was
highly purified stage-specific spermatogenic cell popu-
lations by flow-cytometry [43-45], thus constituting a
solid basis for generating highly reliable information. Of
particular interest, our analyses included purified early
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Fig. 1 Schematic representation of the timing of spermatogenesis in the mouse. The three main phases of the process are shown. Emblematic stages are
graphically represented under the timeline, and their postnatal timing of appearance is expressed as days postpartum (dpp). Cell types represented corre-
spond to type A, intermediate (In), type B and preleptotenic (PL) spermatogonia; leptotenic (L), zygotenic (2), early (eP), medium (mP) and late (IP) pachy-
tenic primary spermatocytes, and diplotenic ones (D); secondary spermatocytes (Il); round (RS) and elongating (ES) spermatids, and spermatozoa (spz).
Adapted from reference 94, under the Creative Commons Attribution License (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)
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meiotic prophase cell populations, which have been very
rarely included in transcriptomic studies. Here, we used
our highly confident data to provide a comprehensive
study of the transcriptomic diversity along spermatogen-
esis. Due to the purity of the populations, added to the
depth of the libraries, we have been able to detect genes
and isoforms that are lowly expressed and/or specific to
scarce cell types, which had not been detected so far.

Overall, our results identify a high number of unan-
notated transcripts and splice variants, both coding and
noncoding, which helps contribute to the understanding
of testis complexity and functionality. This is particularly
conspicuous for short, poorly studied stages, such as
early meiotic prophase. Therefore, even for a genome as
well characterized as that of the mouse, when it comes
to specific stages of spermatogenesis, there is still much
transcriptomic diversity to be described, including undis-
closed stage-specific protein isoforms.

Results

In previous reports, we have profiled the protein-cod-
ing and IncRNAs transcriptomes along mouse sper-
matogenesis, using isolated cell populations at different
spermatogenic stages, and including a highly pure lepto-
tene-zygotene (LZ) fraction [41, 42]. The latter allowed
us to analyze early meiotic prophase, which is a scarce,
short-lived stage, and therefore had been very poorly
characterized at the molecular level. However, in those
analyses we only studied annotated genes. Moreover,
expressed genes were accounted for, but not splice vari-
ants. Here, we used our highly reliable raw data to iden-
tify unannotated expressed genes, stage-specific RNA
species and unreported putative proteins, as well as to
analyze AS and its variations along spermatogenesis in
order to have a more complete idea of its real extension
(see complete pipeline in Fig. 2).

A correlation matrix showed high reproducibility
between biological replicas (Supplementary Figure S1).
Besides, contrasting our data with those from another
study, namely a single-cell RNA sequencing (scRNA-seq)
of 20 different spermatogenic cell subtypes [37], rendered
a good correlation despite the different methodologies
employed in both studies (Supplementary Figure S2).
Overall, our data is a very deep set of reads with robust
reproducibility, and therefore it is useful to characterize
even lowly expressed transcripts.

Identification of unannotated coding and noncoding
transcripts

We applied strict cut-offs for downstream analyses (e.g.
10X coverage as minimum; 10 reads as minimum sup-
port per splice site; 10 reads as minimum per exon sup-
port). Under the selected conditions, we identified 37,793
testis-expressed genes that passed all the filters, of which

Page 3 of 17

21,156 (56%) were already annotated in databases, and
16,637 (44%) were unannotated genes (Fig. 3A, and Sup-
plementary Figures S3A and S3B). These 37,793 genes
gave rise to 81,139 different transcripts (Supplemen-
tary Table S1). Of these transcripts, 48,137 (59%) were
already annotated, while 33,002 (41%) were unreported
transcripts (Fig. 3B, and Supplementary Figures S3A and
S3C).

We then focused on the characterization of the 33,002
unannotated transcripts. Among them, we identified
14,667 (44%) as undisclosed splice variants of already
known genes, while 18,335 (56%) corresponded to tran-
scripts arising from regions of the genome for which
there are no annotated transcripts (Fig. 3C, and Supple-
mentary Figures S3A and S3D). This shows that there is
still a very high number of testis-expressed genes and
splice variants to be unveiled.

Next, we analyzed the coding potential of the unanno-
tated transcripts. For this purpose, we used four differ-
ent software programs and only kept the results found in
common among them (i.e., those transcripts for which all
four programs coincide that they are, or are not, coding).
The coincidence of the four programs identified 13,471
transcripts as noncoding (Fig. 4A), and 2,794 as coding
(Fig. 4B). Therefore, most of the “novel” transcripts are
noncoding. This is as expected since the coding genome
has been much more characterized than the noncoding
one. We note that our established criterion, which is very
restrictive, excluded over half of the transcripts (e.g. if
only three of the four programs coincided), but in turn
allowed us to keep working with a highly reliable sub-
set of transcripts in terms of their high or low coding
potential.

Of the unannotated noncoding transcripts, the vast
majority (12,297 transcripts, i.e. 91%) corresponded to
unreported genes, namely IncRNAs, while less than 10%
(1,174 transcripts) were undisclosed splice variants of
already annotated noncoding genes (Fig. 4C).

Concerning the unannotated spermatogenic transcripts
with highly reliable protein-coding potential, their iden-
tified number (2,794) is not negligible at all. Contrarily
to the noncoding transcripts, the majority among them
(2,571) corresponded to novel splice variants of already
annotated genes, while less than 10% of the “novel” puta-
tively coding transcripts, namely 223, were transcripts of
unannotated genes (Fig. 4D, and Supplementary Table
S2). Surprisingly, these 223 transcripts come from 191
yet unannotated genes. These results indicate that in
the mouse genome there is still a significant number of
putative protein-coding genes and AS coding isoforms
that are expressed in spermatogenic cells, which have
remained undetected so far.

We then focused on these 191 unannotated genes with
high coding potential, and conducted functional analysis
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Fig. 2 Flow chart of the followed bioinformatics pipeline. The data files are represented in blue, while the different employed software is represented in

yellow

based on similarities with annotated genes from mouse
and other species. Some of the similarities for encoded
putative proteins were with ribosomal proteins, zinc
finger proteins, and with putative Cilia and Flagella-
Associated Protein 92 (MSTRG.30402.2; BlastX match
to human FLJ43738). Besides, a relatively large subset
(over half of the genes) corresponded to the products of

retroposons and, to a lesser extent, integrated viruses.
Finally, for 29 of these 191 genes (corresponding to 49
transcripts), no known probable function was associated
(see Supplementary Table S2).
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Fig. 4 Coding potential of the unannotated transcripts. (A, B) Venn diagrams showing the analysis of the coding potential for the unannotated tran-
scripts through four different software programs. (C, D) Pie charts of the unannotated noncoding and putative protein-coding transcripts that were coin-
cidentally identified as such with the four programs, and classified into undisclosed splice variants of already annotated genes (of aG: blue) and transcripts

of unannotated genes (of uG: red). A, C: noncoding transcripts; B, D: coding transcripts

Expression of the newly identified transcripts along the
different spermatogenic stages

As a next step, we analyzed the expression of the newly
identified transcripts distributed by cell population. In
the first place, we compared the expression levels of the
unannotated transcripts with those previously annotated
in Ensembl database, for each of the four cell populations.
Overall, the median expression levels of the unannotated

transcripts - both coding and noncoding - were lower
than those of the annotated ones, and this turned out to
be valid for all the cell populations (Fig. 5A). This may
help explain why these transcripts had not been detected
so far. Additionally, noncoding transcripts showed lower
expression levels than coding ones for all cell populations
(see Fig. 5A), which is in agreement with previous reports
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Fig. 5 Distribution of the transcripts in the four testicular cell populations. (A) Box plot of expression levels (log2FPKM) of all detected transcripts. All: all
detected transcripts; al: annotated transcripts; uT: unannotated transcripts; al-COD: annotated coding transcripts; uT-COD: unannotated coding tran-
scripts; aT-NONCOD: annotated noncoding transcripts; uT-NONCOD: unannotated noncoding transcripts. (B) Unannotated transcripts that were coinci-
dentally identified as such with the four programs for coding potential analysis (and depicted in Fig. 4), distributed according to their expression in each of
the four testicular cell populations. Transcripts are categorized into coding or noncoding, and transcripts of unannotated genes (of uG) or splice variants
of already annotated genes (of aG). Note that many transcripts may be expressed in more than one stage. (C) Venn diagram indicating the distribution of
the transcripts represented in B, in the four testicular cell populations. (D) DE coding and noncoding transcripts between pairwise sample comparisons
of the four populations in chronological order. Of uG and of aG denote the same as in B

that indicate that the expression levels of IncRNAs are, in
general, lower than those of mRNAs [9, 11].

Concerning the number of transcripts in each of the
cell populations, interestingly, the largest contribution
of the unannotated transcripts was on behalf of the LZ
stage, both for noncoding and for coding transcripts
(Fig. 5B). Furthermore, 55% of the unannotated LZ-
expressed transcripts were exclusive of LZ (Fig. 5C, and
Supplementary Figure S4A; see also Supplementary Fig-
ure S4B). In this regard, when we particularly looked at
the unannotated coding genes, strikingly, 159 out of the
191 identified were expressed in LZ, and almost half (92
genes) were exclusive of LZ (see Supplementary Table
S2). This led us to ask whether this would be the reflect
of a greater number of transcripts expressed in LZ in
general. Indeed, when we compared the total number of

transcripts (both annotated and unannotated together)
between the four testicular cell populations, LZ pre-
sented the highest number (Supplementary Figure S4C).
Transcript saturation analysis including the data from the
present study as well as from a previous one [41] showed
that all the cell populations reached saturation (Supple-
mentary Figure S5A). Moreover, the transcript expres-
sion histograms among all the four populations presented
a similar distribution (Supplementary Figure S5B), thus
helping validate the results. Altogether, these analyses
confirm that the results are not an artifact of either the
technique or the conducted analysis.

On the other hand, LZ was, in general, the stage with
the lowest expression levels for all types of transcripts
(both coding and noncoding, either annotated or not),
while round spermatids (RS) transcripts exhibited the
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highest overall expression levels (see Fig. 5A). Thus, LZ  genes, in general, have a lower number of transcripts
expresses the largest number of stage-specific transcripts,  per gene (Fig. 6B). Indeed, while about 60% of the cod-
although these are, in general, expressed at comparatively  ing genes express only one transcript, between 85% and
lower levels. 95% of the noncoding genes present only one transcript
Next, we analyzed the differential expression of the (p<107'°). Likewise, the number of genes with two or
newly identified transcripts among pairwise comparisons  more splicing isoforms was higher for coding than for
along the progress of the spermatogenic wave (log2 FC  noncoding genes (p<0,01). Basically, both annotated and
> | 2 | , FDR<0.05). We observed the highest number of unannotated genes behaved similarly in this regard, and
DE unannotated transcripts that passed our established  this statement is valid both for coding and for noncoding
criteria at the pachytene spermatocytes (PS) - to - RS  transcripts (see Fig. 6B). This shows the reliability of our
transition (Fig. 5D), and this is especially so for noncod-  data, as there is no reason to suspect that the annotated
ing transcripts. This indicates that the transition from and unannotated transcripts should behave differently.
meiotic prophase to spermiogenesis involves the differ-  Furthermore, we note that although we are here showing
ential expression of a high number of genes and splice  the grouped results of the four testicular cell populations,
variants. Besides, this result is also reflecting the fact there were no significant differences when the four popu-
that, although as stated above, LZ expresses the highest lations were analyzed separately (not shown).
number of exclusive unannotated transcripts, many of
them are expressed at low levels, and therefore they do  In-depth analysis of representative newly identified
not pass our strict criterion for the definition of differen-  putative protein-coding splice variants

tial expression. As stated above, the expression levels of the unanno-
tated transcripts were, in general, lower than those of
Characterization of spermatogenic-specific AS annotated ones (see Fig. 5A). Notwithstanding this, it is

We proceeded to further characterize the identified splice ~ worth mentioning that some of the newly identified tran-
variants in our lists (both annotated and unannotated).  scripts presented very high expression levels, with some
In first place, we analyzed the different AS types in the AS isoforms being much more highly expressed than the
four testicular cell populations by means of rMATS, and  already annotated ones (see Supplementary Table S1, and
using the different AS categories defined by the software, examples mentioned below).
i.e.: skipping exon (SE), alternative 5” splice site (A5SS), We chose seven examples of these unannotated splice
alternative 3" splice site (A3SS), mutually exclusive exons  variants to confirm the discovery through RT-PCR
(MXE), and retained intron (RI). There were no signifi-  (Fig. 7A), using the following criteria: (i) Annotated cod-
cant enrichments when comparing AS events among the  ing genes that would have a high number of expressed
analyzed stages. On the other hand, SE and RI were the  splice variants in our lists; (ii) That at least one of the
most abundant AS types, followed by A3SS, A5SS and  splice variants would code for an unannotated puta-
MXE, in that order, in the four testicular cell populations tive protein isoform; (iii) That the putative novel pro-
(Fig. 6A). tein isoform would be significantly different (e.g. with
Then, we studied the number of splice variants per  different protein domains) from the annotated one(s);
gene. Clearly, we found that most splicing isoforms (iv) That the putative novel isoform would exhibit a rela-
are generated by coding genes. Contrarily, noncoding tively high expression level in at least one of the analyzed
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Fig. 6 Analysis of spermatogenic-specific alternative splicing (AS). (A) Bar graph representing the distribution of different AS types (percentage) along
the four testicular cell populations. SE: skipping exon; A5SS: alternative 5 splice site; A3SS: alternative 3" splice site; MXE: mutually exclusive exons; RI:
retained intron. (B) Classification of the expressed genes (coding and noncoding), according to their number of splice variants in our lists. The data are
presented as percentage of the total. Only genes with 1 to 10 expressed splice variants were considered. uG: unannotated genes; aG: annotated genes.
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Fig. 7 (See legend on next page.)

spermatogenic stages; and (v) That the annotated gene
would have an interesting described function (e.g. testis-
related), or would present a specific trait that we consid-

ered particularly interesting.

One of the selected genes was MutS homologue 5
(Msh5), which is upregulated in LZ, and in mouse directs
the synthesis of an 833 amino acids protein (Fig. 7A,a).

We have identified fifteen unannotated splice variants
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(See figure on previous page.)

Fig. 7 RT-PCR confirms the expression of different examples of selected putatively protein-coding splice variants. (A) Schematic representations of the
splice variants (annotated and newly identified), and agarose gels showing their RT-PCR amplification. Ensembl annotations are depicted on the left as
"ENSMUST” followed by the corresponding Ensembl numberings. Unannotated transcript isoforms are depicted with the label “MSTRG". The designed
primer sets for the amplification of either the annotated or the unannotated isoforms are shown for each case (arrows), together with the expected PCR
product sizes (bp). The gray arrow above each diagram indicates transcription direction. Genomic location, as well as chromosome number, are indicated
in each case. Whenever necessary, magnified insets are shown below each representation for better visualization of the amplified regions. A table with
the coverage of the annotated and unannotated transcripts in the four cell populations is included in each case. The asterisks indicate the cell population
in which the unannotated isoform was most highly expressed. In the agarose gels, A stands for the annotated splice variants, and U for the unannotated
ones. Gels have been cropped for the sake of clarity (original agarose gels are presented as Supplementary Figure S7). (@) Msh5 splice variants that encode
the canonical 833 amino acids protein (yellow), and an unannotated splice variant encoding a putative 362 residues isoform (red). (b) BC051142 most
highly expressed annotated variant (red), and two unannotated putatively coding variants with a differential expression pattern along spermatogenesis
(one is mostly differential of spermiogenesis, while the other progressively increases from early meiotic prophase to spermiogenesis; yellow and orange,
respectively). In the lane corresponding to the annotated variant, two additional faint bands can be observed, most probably corresponding to the am-
plification of a couple of weakly expressed isoforms (due to the extremely high number of isoforms detected for this gene, it was not possible to design
primer combinations to exclusively recognize only one variant). (c) Agb/5 canonical transcript (orange), which encodes an 846 residues protein, and a se-
lected unannotated variant (red) encoding a putative much shorter isoform of 412 amino acids. (d) The chosen Larp T unannotated splice variant (orange)
encodes a putative not reported protein isoform of 760 amino acids, unlike the canonical one (yellow), whose encoded protein is 1,072 residues long. As
shown, in PS the expression levels of the new variant are fifteen-fold higher than those of the canonical one. (e) The unannotated Stk31 isoform we chose
for confirmation (red) encodes a shorter variant that is much more highly expressed than the canonical one (yellow). The comparatively poorer amplifica-
tion of the unannotated variant is due to the fact that the region did not allow the design of a good pair of primers. (f) Representation of an annotated
Bazlaisoform (light yellow), and the unannotated splice variant (red), which is much more highly expressed all along spermatogenesis, upregulates in PS,
and directs the synthesis of a shorter protein. In this case, amplification was performed with a primer set that simultaneously amplifies a region of both
the annotated (312 bp) and unannotated (216 bp) variants. The annotated isoform is poorly amplified, presumptively due to its competition with the
newly identified one, which is expressed at much higher levels (see table). Besides, a band corresponding to the amplification product with a primer set
that only recognizes the unannotated isoform is shown to the right. (g) Rsph1 was chosen as an example of a novel coding isoform generated through
exon-skipping (yellow, while the canonical isoform is represented in red). Although the primer set was intended to amplify the annotated variant as well,
yielding a larger, 265 bp band, the latter was not detected most probably because of its competition with the unannotated isoform. B) Representative
schematic diagrams of two of the canonical and unannotated putative protein isoforms, to exemplify the differences between them. MSH5: The orange
line in the “novel”isoform represents the first 133 amino acids, which are completely different from those of the canonical protein. STK31: While both iso-
forms present a Tudor domain, the predicted variant would lack the protein-kinase domain, which is essential for its function as a serin-threonine kinase
in the canonical isoform

for this gene (see Supplementary Table S1), and chose for
confirmation one of them, which is also upregulated in
LZ but much more highly expressed than the canonical
one (see Fig. 7A,a). The selected transcript variant, which
is generated through an alternative start site and a com-
bination of all the above described AS mechanisms (i.e.
SE, A5SS, A3SS, MXE, RI), encodes a putative shorter,
362 residues protein, containing an identical carboxyl-
terminal region to that of the canonical protein, but a
completely different amino-terminal region (see Fig. 7B).

We also chose BC051142, which ranked among the
genes with the highest number of splice variants in our
lists, as we detected 25 RNA isoforms expressed along
spermatogenesis (when we used slightly less restrictive
parameters, the number of expressed RNA isoforms for
this gene raised to 103 splice variants). While there are
eight putatively coding isoforms annotated in Ensembl,
our analysis unveils the existence of at least nine addi-
tional unannotated protein-coding isoforms for this
gene. None of the isoforms was detected in the 2 C cell
population (i.e. somatic testicular cells and spermatogo-
nia), and the expression of all of them starts in LZ, raising
along spermatogenesis progress (Supplementary Table
S1). In particular, we selected two unannotated putative
protein-coding isoforms (Fig. 7A,b), for confirming their
existence.

We also chose ATP/GTP Binding Protein Like 5 (Agbl5),
for which we have found several unannotated coding
splice variants that are expressed at different levels along
spermatogenic stages (see Supplementary Table S1). In
particular, we selected for confirmation a very highly
expressed variant that attains its expression peak in RS
and encodes a putative 415 amino acids protein, unlike
the canonical isoform whose highest expression level is
in PS, and whose protein product is 846 residues long
(Fig. 7A,0).

Additionally, we chose La-Related Protein 1 (Larpl),
Serine-Threonine Kinase 31 (Stk31), Bromodomain Adja-
cent to Zinc Finger Domain 1a (Bazla), and Radial Spoke
Head Component 1 (Rsphl). For all these genes, we have
selected for confirmation unannotated highly expressed
splice variants (Fig. 7A,d-g) that encode putative pro-
teins that significantly differ from the annotated ones. In
most cases, these novel variants are much more highly
expressed than the canonical ones (see Fig. 7A,d-f). At
least for some of them, their protein products would lack
key domains (Fig. 7B), suggesting that these putative iso-
forms would accomplish different roles than the canoni-
cal ones.

We have been able to confirm the existence of all the
chosen splice variants (see Fig. 7A,a-g), which further
validates the results from our lists and shows the high
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reliability of our data concerning the identification of
unannotated spermatogenic isoforms.

Discussion

The RNAseq analysis of highly pure stage-specific
spermatogenic cell populations reveals a high number of
undisclosed transcripts in early meiotic prophase

Different reports have indicated that the testis has a
particularly complex transcriptome [2, 6], with AS sig-
nificantly contributing to its complexity [20, 22, 23, 29,
34]. Moreover, it is known that proper stage-specific
AS is critical for successful spermatogenesis [20, 22, 23,
29-32, 46]. However, due to the heterogeneous compo-
sition of the testis, most likely an important number of
cell type-specific RNA isoforms fall below the detection
limits when whole testes or poorly purified cell types, are
employed for transcriptome studies. Moreover, despite
scRNA-seq allows to study the transcripts of individual
cells, which has recently helped improve the understand-
ing of spermatogenesis [47], it is important to take into
account that scRNA-seq libraries are lower in depth
than those for bulk sequencing, which does not allow the
detection and assembly of low expression transcripts.
Here, the use of highly purified stage-specific spermato-
genic cell populations, added to the depth of the sequenc-
ing libraries, allowed us to detect a high number of yet
unannotated genes and AS transcripts, hence showing
that the transcriptomic diversity of the testis is consider-
ably higher than previously reported.

The LZ cell population showed the majority of unan-
notated splice variants. This can be partly explained by
our finding that they present lower overall expression
levels compared to those of the other testicular cell popu-
lations, which would be in agreement with early reports
that suggested the existence of low global transcription
levels in mouse testes during early meiotic prophase
[48—50].

Another important factor that surely contributed to
hamper the previous detection of many LZ transcripts,
is that these stages are very short and difficult to obtain
as isolated cell populations, and therefore they have
been rarely used in transcriptomic studies in compari-
son to other spermatogenic stages such as medium/late
meiotic prophase and spermiogenesis [41, 42]. Besides,
it is reasonable to think that, due to the scarceness of
these cell types, specific transcripts of them may have
become diluted among those of the most abundant cell
types in whole testes transcriptomes. Remarkably, 159
out of the 191 newly identified putatively coding genes
are expressed in LZ spermatocytes, and almost half of
them are exclusive of LZ; we can reason that they may
have gone unnoticed so far precisely because they encode
LZ-specific products. Of note, surely something similar
happens with scanty cell types in other heterogeneous
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tissues, where a high number of specific transcripts must
still be undetected.

Beyond the fact that LZ stages presented the largest
number of unannotated transcripts among all the ana-
lyzed cell populations, they also showed the highest num-
ber of transcripts considering both those annotated and
unannotated together. In fact, our results are in line with
a scRNA-seq study that has suggested that early sper-
matogenic stages express a higher number of genes, while
later stages tend to concentrate a higher fraction of their
transcripts on a narrower set of genes [3]. We propose
that this high number of LZ-genes and isoforms could be
required to accomplish the unique events that take place
during early meiotic prophase. Noteworthy, the molecu-
lar groundwork of such events is largely unknown: we
still do not really understand the role of bouquet forma-
tion, neither how homologous chromosomes recognize
each other. In this scenario, the identification of all these
unannotated genes and splice variants (both coding and
noncoding), may represent a step forward toward the
understanding of these essential processes and how they
are regulated.

A large amount of still unannotated spermatogenic
IncRNAs

The analysis of the coding potential of the unannotated
transcripts, indicated that the highest number of them
are noncoding (see Fig. 4). This makes sense as research
regarding IncRNAs is much more recent than that of cod-
ing genes, and indicates that, when it comes to IncRNAs,
we have only seen the tip of the iceberg, and there is still
a high number of them to be discovered.

In relation to this, in a previous study, while attempting
to conduct conservation analysis between spermatogenic
IncRNAs of mouse and human, we found that for several
IncRNAs from one species there were homologous DNA
sequences in the other, but a cognate IncRNA was not
annotated [42]. Although certainly this may be evidenc-
ing species-specific expression differences - which agrees
with the fact that the expression patterns of IncRNAs
are less conserved than those of coding genes [11] - this
result may be also reflecting, at least in part, the incom-
pleteness of the annotation of IncRNAs.

We have detected most of the DE IncRNA transcripts
at the transition from meiosis (PS) to spermiogenesis
(RS). This agrees with our previous observation that
most of the differential expression of IncRNA genes along
spermatogenesis takes place in spermiogenesis [42], and
extends this result to splice variants.

The high numbers of unannotated spermatogenic
IncRNAs we have identified, which add to the much
higher amount of already annotated IncRNAs in male
germ cells than in any other analyzed tissues and cell
types [6—11], may be partly interpreted as a consequence
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of the relaxed chromatin of meiotic and post-meiotic
cells, but also for the high levels of post-transcriptional
regulation that are present in these cells (see next
section).

A particular characteristic we found for noncoding
genes was a lower number of transcripts per gene in
comparison to protein-coding ones, thus indicating that
noncoding genes tend to have less AS isoforms. The lat-
ter is in consonance with some earlier reports that indi-
cated that the splicing of IncRNAs was less efficient than
that of mRNAs [9, 51]. Besides, this is also in line with
our results and those of other groups, which showed that
IncRNAs tend to be shorter and have less exons than
mRNAs [7, 9, 42], adding to the conclusion that IncRNAs
are, in general, less complex than mRNAs.

The number of unannotated transcripts and splice

variants reinforces the concept of the high transcriptomic
complexity of meiotic and post-meiotic cells

The meiotic and post-meiotic cell populations presented
a higher number of unannotated transcripts compared
to the 2 C cell population. This comparatively low num-
ber of the 2 C population may be reflecting the already
known fact that meiotic and post-meiotic cells have
extremely complex transcriptomes [6].

The widespread transcriptome complexity of male mei-
otic and post-meiotic cells has been proposed to be a
consequence of their permissive chromatin state, which
in turn results from the extensive chromatin remodel-
ing that, due to histone replacement, takes place during
these stages [6]. In this regard, we can speculate that at
least part of the high number of unannotated transcripts
that we found in meiotic and post-meiotic cells repre-
sents promiscuous transcription. In connection with
this, while this manuscript was under review, a paper by
Peters and collaborators [52] also showed a high number
of novel unannotated transcripts in mouse male germ
cells. Remarkably, the authors analyzed whether the
expression of the high number of discovered transcripts
could be influenced by repetitive elements in a cell type-
specific manner, and found no evidence supporting that
hypothesis.

On the other hand, the extensive transcriptome diver-
sity of meiotic and especially of post-meiotic cells is also
viewed as part of a strategy to regulate protein synthesis
in the transcriptionally inert elongating and elongated
spermatids. The need to have all the transcripts available
to be translated in a timely fashion led to the develop-
ment of diverse post-transcriptional regulatory mecha-
nisms - some of which are unique to spermatocytes and
RS - to accomplish the strict regulation requirements [1,
2, 25, 53]. In turn, these post-transcriptional regulation
mechanisms most probably require a high amount of
regulatory RNAs. In fact, although a large proportion of
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the spermatogenic IncRNAs are probably nonfunctional,
at least for some of them, their importance for the regula-
tion of spermatogenesis progression and fertility preser-
vation, is being demonstrated [2, 54—63].

In summary, our results indicate that the transcrip-
tomic complexity of spermatogenic cells is even higher
than previously reported, and reinforces the con-
cept that AS is particularly prominent for meiosis and
spermiogenesis.

Characterization of AS patterns reveals previously
unknown interesting splice variants

The analysis of our RNAseq data showed SE to be the
most abundant AS type, followed by RI, for the four
cell populations. This is in agreement with the results
shown by Li et al. in a reanalysis study of repository-
available data (of mention, early meiotic prophase was
not included in that study) [38]. Our results also agree
with those of Naro et al. [53]., who found RI as one of the
most represented regulated AS patterns in the trans-mei-
otic differentiation of male germ cells. Noteworthy, they
observed that RI events were upregulated in spermato-
cytes compared to spermatids, suggesting that intron
retention represents a modality of nuclear retention of
transcripts in meiosis, for their timely translation in inac-
tive post-meiotic germ cells [53]. Although we did not
detect significant differences regarding RI between the
four cell populations, it must be noted that these results
are not comparable, as we only analyzed the prevalence
of the diverse AS categories in the different spermato-
genic cell populations, but not differentially regulated
splicing events.

We also detected some unannotated splice variants
with much higher expression levels than the annotated
ones. In many cases, they may have gone unnoticed
because they are highly expressed in a specific stage,
which is often poorly represented (i.e., LZ). More impor-
tant, for the newly identified AS transcripts with high
coding potential, despite the limitation that the confirma-
tion of the existence of their protein products is pending,
most probably at least part of them encode unnoticed tes-
tis-specific protein isoforms. We can hypothesize that, at
least some of them, have “novel” testis-specific functions.
A key aspect in understanding the physiological validity
of the discovery of interesting unannotated splice vari-
ants is that we were able to detect them using an alter-
native approach to RNA-seq, i.e. RT-PCR. Remarkably,
they all represent examples of previously undisclosed,
putative protein-coding isoforms that are DE along sper-
matogenic stages, and whose canonical proteins, in most
cases, are known to play essential roles in spermatogen-
esis. In some cases, the putative unannotated protein iso-
forms would lack important domains.
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An interesting example of the above is the undisclosed
isoform we detected for Msh5. MSH5 is a meiotic-
specific mismatch repair protein involved in homolo-
gous recombination [64] that has proved to be essential
for meiotic progression [65]. The novel isoform, whose
transcript is abundant in LZ, would have an incomplete
ATPase domain that is required for double strand breaks
repair [66], thus suggesting that this unannotated isoform
could be accomplishing a different role during meiotic
prophase.

Another, curious, example is BC051142,a gene that
according to NCBI database is highly testis-specific (see
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=BC051142),
and whose human homolog, Testis Expressed Basic Pro-
tein 1 (TSBPI), has been associated with hypogonad-
ism  (https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?g
ene=TSBP1&keywords=BC051142). However, despite
it encodes a high number of spermatogenic-specific
different putative protein isoforms, its function is still
unknown. Therefore, it constitutes an excellent example
to illustrate the enormous variability that exists through-
out spermatogenesis, and all that remains to be unveiled.

Concerning Agbl5, it is a highly testis-biased gene
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=agbl54+mu
s+musculus) that encodes a metallocarboxypeptidase
involved in tubulin deglutamylation, which is essen-
tial for the formation of functional sperm. It has been
shown that AGBL5 (also known as CCP5) is necessary
for the integrity of sperm flagella and for other micro-
tubule-based functions during spermatogenesis [67, 68].
Although various splice variants have been reported, at
least one of them even with apparently distinct properties
[67], according to our findings several other unannotated
coding splice variants expressed along spermatogenesis
would exist.

Larpl encodes an RNA-binding protein that regulates
the translation and stability of mRNAs for ribosomal
proteins and translation factors downstream of TORC1
complex [69, 70], and is most highly expressed in the tes-
tis compared to other tissues (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/gene/73158). Stk31 is a testis-biased gene (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/77485) that encodes a ser-
ine-threonine kinase with a Tudor domain, which is pref-
erentially localized in germinal granules of spermatocytes
and acrosomal cap of spermatids, interacting with MIW1I
protein [71]. Besides, it has been shown to be a cancer/
testis antigen highly expressed in several types of cancers
[72-74]. Bazla is highly [75] and dynamically expressed
during spermatogenesis [76], and encodes a defining sub-
unit of an ATP-dependent chromatin remodeler com-
plex essential for proper spermatogenic gene expression
and fertility in mouse [75]. Rsphl, whose expression
is testis-restricted [77] (see https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/gene/22092), directs the synthesis of a component
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of radial spokes head of cilia and sperm flagella [78],
and mutations in this gene have been related to fertility
problems in humans, resulting in primary ciliary dyski-
nesia and motility alterations of cilia and sperm [79]. For
all these genes, the newly identified putative protein iso-
forms would differ significantly from the canonical ones.
STK31 is an example of this: while the known protein
has a Tudor domain and a protein-kinase domain that is
essential for its function as a serin-threonine kinase, the
predicted variant would lack the latter, thus suggesting
that it should play a different role.

Conclusions

In this work, we generated a great amount of highly reli-
able information about gene expression along spermato-
genesis, from pure flow sorted stage-specific mouse
spermatogenic cell populations. Our results reveal a high
number of yet unannotated spermatogenic IncRNAs,
undisclosed splice variants of coding genes, and even
some unannotated protein-coding genes. At least part of
the newly identified splice variants encodes putative iso-
forms of important spermatogenic proteins. Besides, we
have delved into the characterization of spermatogenic
alternative splicing. Importantly, the largest number of
spermatogenic stage-specific unannotated transcripts
and splice variants are expressed during early meiotic
prophase, a stage that has been scarcely studied in for-
mer transcriptomic analyses. We propose that these may
be related to the unique and complex processes that take
place during these stages.

Overall, this study shows that testicular transcriptomic
diversity is considerably higher than previously reported.
A general conclusion we can draw is that not only a great
deal of existing variability in terms of spermatogenic
non-coding RNAs and stage-specific protein variants is
still to be revealed, but we do not even know the exact
number of coding genes yet, even in a model as studied
as the mouse.

Methods

Raw data

The raw data employed in this study came from stranded
RNAseq libraries of testis-specific cell populations repre-
sentative of landmark stages along mouse spermatogen-
esis, obtained through flow sorting [42] (SRA repository
access number PRJNA548952). The cell populations were:
2 C (a heterogeneous population with 2 C DNA content,
consisting of spermatogonia and testicular somatic cells);
LZ (leptotene and zygotene spermatocytes); PS (pachy-
tene spermatocytes); and RS (round spermatids), total-
ing 12 libraries, i.e. four different cell populations, with
three biological replicates each. As previously stated [42],
the 2 C cell population was obtained from a testicular cell
suspension of a pool of up to five individuals of 12-14
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days postpartum (dpp), which excludes the possibility
that this population contains spermatocytes II; LZ and
PS cell populations were classified from 15 to 19 dpp ani-
mals, and RS from 22 to 24 dpp animals.

General data processing

Neither the RNA extraction method nor the library type
focused on small RNAs, and therefore the analysis was
centered on mRNAs and IncRNAs. Moreover, only mol-
ecules>200 bp were considered in this study, and every
genome unit that generated transcripts above that size,
was considered a gene.

Low-quality reads (Q<20) and adapter sequences
were trimmed using TrimGalore [80]. Reads that passed
quality control were mapped with HISAT2 (http://dae-
hwankimlab.github.io/hisat2/), employing dta (down-
stream-transcriptome-assembly) parameters. We
performed genome-guided alignment, using both paired
and unpaired reads for each cell population, and discard-
ing reads with multimapping. Mus musculus Ensembl
database (Grcm38.92 release) was used as reference
genome.

We used Strawberry [81] to assemble new transcripts
under the guidance of genome alignment, employing
10 reads as minimum support per splice site, and per
exon. Besides, during the set-up we used different depth
cut-offs and found that the results did not substantially
change. We therefore chose to work with a minimum
of 10X coverage, as it turned out to be a strong support
(Supplementary Figure S6). In order to generate a unique
reference of our assemblies, we employed StringTie, with
merge option [82].

A correlation matrix was constructed in R bioconduc-
tor (http://www.R-project.org), calculating Pearson’s cor-
relation coefficient between FPKM expression of every
transcript in each of the 12 samples, to appreciate the
strength of the correlations between ourreplicates.

We analyzed transcripts discovery saturation through-
out rarefaction curves at different read depths, with the
aim of checking if we reached saturation in the 4 cell
populations, and to rule out artifacts. For this purpose,
we carried out counts with FeatureCounts [83] using
the data from this paper, and compared them to those
of da Cruz et al. [41]. (SRA repository access number
PRJNA317251). The following conditions were used: -O
assigns reads to all their overlapping meta-features; -SO
indicates unstranded reads; -t specifies feature type(s) in
a GTF annotation; and -g states for attribute type in GTF
annotation, with the reference that we previously gener-
ated. Subsequently, in R, we employed the function “esti-
mate saturation” from the RNAseQC library [84], which
allows cutting by depth and thus seeing how transcript
detection occurs, based on the number of reads.
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Data comparison with single cell RNAseq studies

For comparison of our RNA lists with those from another
report in which different spermatogenic stages were
studied at scRNA-seq level [37], we downloaded the raw
data from NCBI’s Gene Expression Omnibus (GEO) data
repository (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gen/) with the
accession ID: GSE107644. We mapped the raw data from
that study with the same pipeline used for our own data,
then performed the counts of our data and those of single
seq with our assembly employing HTseq-counts [85], and
the generated lists were normalized with limma pack-
age for R [86], using the function removeBatchEffect. A
Principal Component Analysis (PCA) was generated by
means of Seurat (that uses normalized log CPM [Counts
Per Million] values as input) [87].

Detection of splice variants, analysis of coding potential,
annotation, and structural prediction of putative proteins
The generated reference GTF file containing our assem-
bly was converted to a FASTA file by means of gffread
[88]. We used this FASTA file as input for the differ-
ent employed software packages, to categorize the new
transcripts into coding or noncoding. For this categori-
zation, we used four different software packages in paral-
lel: TransDecoder [89], CPC2 [90], LncADeep [91], and
CPAT [92], all of them with their default parameters. For
further analysis, we proceeded with the intersection of
the four software packages.

Venn diagrams were constructed using free Bioinfor-
matics & Evolutionary Genomics software (http://bioin-
formatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/).

We used rMATS software (http://rnaseq-mats.source-
forge.net/) with its default parameters, for the analysis
of the different types of AS patterns. For the determina-
tion of the number of transcripts per gene for coding and
noncoding transcripts, we plotted them normalized as
the percentage of total transcripts in each category. T-test
was conducted to calculate statistical values between the
cell types using their replicates. We used PlotTranscripts
function [82] to see the transcript structure and expres-
sion for single gene analysis.

With the aim of assessing the functionality of the unan-
notated genes, we conducted a primary annotation by
means of Trinotate [93], using all the software’s available
methods and databases (BLASTX using SWISSPROT,
RNAMMER, prot_id, BLASTP, Pfam, SignalP, TMHMM,
eggNOG, KEGG, Gene Ontology BLAST, Gene Ontology
Pfam). Modeling of predicted proteins was conducted
through Swiss-Model (https://swissmodel.expasy.org/
interactive), and an analysis of putative protein domains
was performed with Pfam (http://pfam-legacy.xfam.org).
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Differential gene expression analysis

Differential gene expression between the four testicular
cell populations was obtained employing StringTie -e
(quantification function) -B (output option for Ballgown
analysis), --fr (stranded library fr-secondstrand), and
using our assembly as a reference to generate the counts
and FPKM.

Pairwise comparisons were made in chronological
order of appearance along the first spermatogenic wave
(LZ vs. 2 C; PS vs. LZ; RS vs. PS), by means of Ballgown
software [82]. A log2 fold change (FC)>2 or <-2, and q
value<0.05 was used to filter the DE genes. We also fil-
tered by a minimum of 10X coverage.

All followed bioinformatics protocols are illustrated in
Fig. 2.

Animals and Ethics statement

Animal procedures were performed following the recom-
mendations of the Uruguayan National Commission of
Animal Experimentation (CNEA, http://www.cnea.org.
uy), approved experimental protocol 001/02/2012 (code:
008/11). Male CD-1 Swiss mice (Mus musculus) were
obtained from the animal facility at Instituto de Higiene
of Facultad de Medicina (UdelaR, Montevideo, Uruguay).
Animals were euthanized by cervical dislocation, in
accordance with the National Law of Animal Experimen-
tation 18,611 (Uruguay). Immediately after euthanasia
testes were dissected and tunica albuginea was removed,
before proceeding to the preparation of testicular cell
suspensions for sorting and RT-PCR.

Confirmative RT-PCR
For the confirmation of the selected splice variants, we
designed specific primers to amplify, either the newly
identified transcripts or the annotated ones. Especially
designed primers are listed in Supplementary Table S3.
Cell fractions containing 3,000 cells each from 2 C,
LZ, PS, and RS populations were sorted as previously
described [42]. Briefly, cell suspensions were prepared
and stained with Vybrant DyeCycle Green (VDG; Invi-
trogen, Life Technologies, Carlsbad, CA), as instructed
[45]. The sorting was conducted in a MoFlo Astrios EQ
(Beckman Coulter) in Purify mode (with 1-2 drops).
The sorted cell fractions were used for confirmative RT-
PCR by means of the Power SYBR Green Cells-to-Ct Kit
(Ambion-Life Technologies) essentially as instructed,
using random primers for first strand cDNA synthesis.
We used 2 uL cDNA in 20 uL final volume PCR reac-
tion following the instructions of the Cells-to-Ct Kit, and
employing a CFX96 Touch Real-Time PCR Detection
System 1 (BioRad, Hercules, CA), with three biological
replicas each. Although RT-qPCR was not mandatory for
the confirmation of splice variants, we chose to use this
kit for its high sensitivity, given the low input of sorted
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cells. The PCR reactions were run in conventional aga-
rose gels and stained with GelRed (Biotium, Fremont,
CA, USA).

Abbreviations

aG Annotated genes

AS Alternative splicing

al Annotated transcripts
A3SS Alternative 3’ splice site
A5SS Alternative 5’ splice site
dpp Days postpartum

DE Differentially expressed
INncRNAs Long noncoding RNAs

Lz Leptotene-zygotene

MXE Mutually exclusive exons
PS Pachytene spermatocytes
RI Retained intron

RS Round spermatids
scRNA-seq  Single-cell RNA sequencing
SE Skipping exon

uG Unannotated genes

utl Unannotated transcripts
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Supplementary Figure S1.Correlation matrix for the 4 cell popula-
tions with 3 biological replicas each.

Supplementary Figure S2.Principal component analysis (PCA)
comparing our RNAseq data with those of a scRNA-seq of 20 differ-
ent spermatogenic cell subtypes [37]. The cell populations from our
study are represented as squares, while those from the single-cell study
are depicted as circles. Notably, the correlation is very good taking into
consideration that many conditions in both experiments were different.
As an example, in this single-cell study the spermatogenic process was
manipulated through a combination of transgenic labeling and artificial
synchronization of the cycle of the seminiferous epithelium, and therefore
a slight shift in the time of appearance of some transcripts cannot be ruled
out. Of mention, the data from our 2C cell population was not included for
comparison, as besides spermatogonia it contains somatic testicular cells,
which were not included in the single-cell study.L: leptotene; Z: zygotene;
LZ: lepto/zygotene; eP: early pachytene; mP: medium pachytene; IP: late
pachytene; PS: pachytene spermatocytes; D: diplotene; RS: round sper-
matids; RS2_1-5: early round spermatids, steps 1-2; RS8_1-5: late round
spermatids, steps 7-8.

Supplementary Figure S3.Genes and transcripts expressed in our
lists.A) Flow chart representing the process of categorizing the genes
expressed in the four testicular cell populations, and the expressed
transcripts generated from them. The categories are, in each case, an-
notated or unannotated, and, for the unannotated transcripts, high or low
coding potential. The number of genes or transcripts in each category

is indicated. It is important to recall that the number of categorized
transcripts according to coding potential is only a subset, as we only

kept the intersection of the four used software programs. The individual
result of each program is shown at the bottom of the figure.B-D)Number
of expressed genes and transcripts arising from them, discriminated by
the four testicular cell populations. B) Pie chart of annotated genes (aG:
blue) and unannotated genes (uG: red) expressed in each of the four cell
populations that passed all the filters. C) Pie chart of annotated transcripts
(aT: blue) and unannotated transcripts (uT: red) expressed in each of the
four spermatogenic cell populations. D) Pie chart showing the origin of
the unannotated transcripts in our lists for each of the four cell popula-
tions, either undisclosed splice variants of already annotated genes (of aG:
blue), or transcripts arising from unannotated genes (of uG: red). Note that
the unannotated genes and transcripts are more stage-specific than the
annotated ones. As a consequence, the different cell populations share a
higher number of annotated expressed genes/transcripts compared to
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the unannotated ones. Due to the transcripts in common, this is visualized
as a higher proportion of annotated genes and transcripts when they are
separately analyzed by cell population.

Supplementary Figure S4. Transcript distribution in the four testicu-
lar cell populations. A) Representation of the unannotated transcripts
that were coincidentally identified as coding or noncoding with the four
programs for coding potential analysis and depicted in Figure 5C, but
distributed according to the different categories (i.e. coding or noncoding;
splice variants of already annotated genes or transcripts of unannotated
genes). B) Representation of all the 33,002 newly identified transcripts
(previous to their filtration for coding potential), and showing 6,708 tran-
scripts as expressed in 2C; 18,607 in LZ; 12,353 in PS; and 12,575 in RS. C)
Representation of all the detected transcripts in our lists (both annotated
and unannotated).

Supplementary Figure S5. Saturation and expression distribution in
the four cell populations.A) Rarefaction analysis in the studied samples,
including data of da Cruz et al,, 2016 [41]. B) Histogram distribution
analysis of expression in the four testicular cell populations. The values of
the lowest expression range (corresponding to 2C: 85,263 transcripts; LZ:
68,740; PS: 84,947; and RS: 76,905), were excluded from the graph to have
a clearer representation.

Supplementary Figure S6.Semi-logarithmic plot of identified tran-
scripts vs coverage for 7 different transcript abundance cut-offs. The
ordinate axis (RNA abundance) indicates the logarithmic scale (log2) of
transcripts number.

Supplementary Figure S7: Original agarose gels from Figure 7. The
cropped regions are demarcated by red squares.

Supplementary Table S1: Expression and annotation of detected
transcripts. ENSMUST stands for Ensembl-annotated transcripts, while
MSTRG designates unannotated transcripts.

Supplementary Table S2: Expression and annotation of the 223
newly identified transcripts with high coding potential, that cor-
respond to 191 unannotated genes.

Supplementary Table S3: List of the PCR primers used in this study.
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